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Escherichia coli
Julia Christina Hamburger

Shiga Toxin-produzierende Escherichia coli (STEC) kénnen wassrige Durchfalle, eine
hamorrhagische Kolitis und das sich extraintestinal manifestierende hamolytisch-
uramische Syndrom (HUS) hervorrufen. Bei den meisten STEC-Stdmmen tragt eine als
LEE (Locus of Enterocyte Effacement) bezeichnete Pathogenitatsinsel die Gene fur ein
Typ llI-Sekretionssystem und ein als Intimin bezeichnetes Adhasin. Wenig ist bisher
Uber STEC-Stamme bekannt, denen die Pathogenitatsinsel LEE fehlt. Anstelle von
LEE ist im Genom zahlreicher STEC-Stdmmen eine als LPA (Locus of Proteolysis
Activity) bezeichnete Pathogenitatsinsel integriert. Im ersten Teil der Arbeit wurde die
Verbreitung der LPA-spezifischen Gene iha-, btuB- und espl untersucht. iha kodiert fir
ein Adhasin, espl flr eine Serinprotease und btuB flr ein Vitamin B12 Rezeptor- und
Transporterprotein. Die Untersuchungen zur Verbreitung dieser Markergene zeigten,
dass iha, espl und btuB bei 20 von 34 STEC-Stammen unterschiedlicher Serotypen
gleichzeitig vorkommen. Dies deutet darauf hin, dass LPA zwischen E. coli-Stammen
ausgetauscht wird. Ein derartiger Austausch konnte eine Triebfeder fiir die Evolution
der Pathogenitdt von STEC darstellen. Eine weitergehende Charakterisierung dieser
LPA-postiven Stamme ergab, dass ihnen das Intimin-Gen fehlt. Die Stamme
beherbergen ausschlieldlich die fir die Shiga Toxin-Variante Stx2d kodierenden Gene
entweder alleine oder in Kombination mit stx1c. Die weiteren molekularbiologischen
Analysen ergaben, dass von dem btuB-Gen mehrere Allele existieren, die wir als btuBI
und btuBll bezeichnen. Durch Southern-Hybridisierung konnten wir zeigen, dass die
btuB-Allele in einer oder zwei Kopien im Genom vorliegen. Im zweiten Teil der Arbeit
wurde eine PCR-Strategie entwickelt, mit der verschiedene Allele der btuB-Gene
differenziert nachgewiesen werden kdnnen. Die weite Verbreitung der LPA in Intimin-
negativen STEC, ihre mogliche Funktion in der Pathogenese und die rdumliche Nahe
der Virulenzgene macht diese Region zu einem interessanten zukinftigen
Forschungsgebiet.

Tag der mundlichen Prifung: 29.04.2005
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1. Einleitung

Die molekulare Analyse der Pathogenitat von Escherichia coli hat gezeigt, dass
sich diese Bakterien durch die Fahigkeit zum horizontalen Gentransfer
besonders schnell an neue Lebensbedingungen adaptieren kdnnen. Dies hat
zur Evolution verschiedener Pathotypen innerhalb dieser Bakterienart geflhrt.
Heute kennen wir bei dieser Bakterienspezies ein breites Spektrum von
pathogenen Wirkungstypen, die die unterschiedlichsten Krankheitsbilder:
auslosen: uropathogene E. coli, Sepsis-assoziierte E. coli, E. coli als Ausléser
von Neugeborenenmeningitiden und verschiedene darmpathogene E. coli. Zu

diesen gehoren die Shiga Toxin-produzierenden E. coli (STEC).

1.1 E. coli als Krankheitserreger

STEC verursachen wassrige Durchfélle und die hamorrhagische Kolitis, aus
der sich ein lebensbedrohliches hamolytisch-uramisches Syndrom (HUS)
entwickeln kann (5, 7, 8, 9, 17, 18, 39). Das klassische HUS ist die haufigste
Ursache des akuten Nierenversagens im Kindesalter und ist durch einen
biphasischen Verlauf gekennzeichnet. Auf die enterale Symptomatik folgen
nach kurzem Intervall die charakteristischen hamatologischen und
nephrologischen Veranderungen. Das hamolytisch-uramische Syndrom ist
definiert als Trias aus einer mikroangiopathischen hamolytischen Anamie,
Thrombozytopenie und Niereninsuffizienz (29). Es ist die haufigste Ursache des
akuten Nierenversagens im Kindesalter. Nach kurzem enteralen Intervall folgen
Symptome wie Erbrechen, Bauchschmerzen, Lethargie, Blasse, lkterus,
Petechien und schlielllich akutes Nierenversagen, eventuell auch
zentralnervose Symptome wie Krampfe, Koma, Ataxie und Paresen assoziiert
mit Hirnddemen eines Hirnddems oder cerebrale Ischamien und auch eine
Pankreatitis, ein ARDS oder ein toxischer Myokardschaden (14, 15, 18, 20, 24).
Abzugrenzen davon ist eine inkomplette Form des HUS, bei dem die Patienten
eine Thrombozytopenie mit oder ohne Anamie entwickeln, die Nierenfunktion

aber bis auf eine Mikrohamaturie beziehungsweise Proteinurie unbeeintrachtigt



bleibt (13, 44, 51). Die meisten Patienten erholen sich rasch nach der akuten
Episode, es kommt aber trotzdem manchmal zur Defektheilung. So behalten
einige eine chronische Niereninsuffizienz (30, 37) oder einen Diabetes mellitus,
neurologische Defizite, Kolonstrikturen, Gallensteine, sekundare arterielle
Hypertonie oder Urinauffalligkeiten unspezifischer Signifikanz (15).

Nach einer enteralen Symptomatik, meist mit blutigen Durchféallen
einhergehend, folgen ca. eine Woche spater die charakteristischen

hamatologischen und nephrologischen Veranderungen.

1.2 Die Pathogenese von STEC-Erkrankungen

Die mikroangiopathische Hamolyse mit Fragmentation der Erythrozyten und der
Thrombozytensturz im peripheren Blut als Folge der Bildung intravaskularer
Mikrothromben wird pathogenetisch auf die Lasion kapillarer Endothelzellen
zuruckgefuhrt (4, 12, 38, 45, 54). In Bezug auf die Pathogenese der Erkrankung
und die klinische Prasentation lassen sich zwei Phasen der EHEC-Infektion
beschreiben. Die enterale Infektion wird durch die hohe Saureresistenz der
EHEC begunstigt (26). Die Bakterien adharieren am Darmepithel, sind aber
nicht wie Salmonellen und Shigellen invasiv und werden deshalb nur extrem
selten in Blutkulturen nachgewiesen. Als wichtige Serovare wurden in
Deutschland 0157:H7, O157:H, 026:H11 und O103:H2, O145:H28 und
O111:H identifiziert (27, 30, 37, 38). Als wichtigstes Reservoir fir EHEC gelten
Rinder und andere Wiederkauer (2, 10, 21, 23, 37). Neben der
Infektionsmaoglichkeit Uber kontaminierte Lebensmittel oder Uber kontaminiertes
Trinkwasser (33, 34) hat die direkte, fakal-orale Ubertragung von Mensch zu
Mensch eine grof3e Bedeutung (40, 49, 56). Eine kausale Therapie der durch
EHEC verursachten Krankheitsbilder gibt es bisher nicht und Impfstoffe sind
nicht verfugbar. Antibiotika, die wahrend der Durchfallerkrankung verabreicht

werden, erhéhen das Risiko, ein HUS zu entwickeln (70).



1.3 STEC besitzen Pathogenitatsfaktoren

Als Hauptpathogenitatsfaktor von STEC gilt die Bildung von Shiga-Toxinen (27,
35, 47, 72). Es handelt sich hierbei um potente Inhibitoren der eukaryotischen
Proteinbiosynthese, die als rRNA-N-Glykosidasen wirken. Entsprechend ihrer
biologischen Aktivitat werden Stx zur Familie der Ribosomen-inaktivierenden
Proteine gezahlt, zu denen auch das Pflanzengift Rizin gehoért (12). Stx sind
extrem potente Zellgifte. Zusatzlich scheint das als Intimin bezeichnete Adhasin
an der Pathogenese direkt beteiligt zu sein. Die fur die Produktion des Intimins
verantwortliche genetische Information liegt auf einer als LEE bezeichneten
Pathogenitatsinsel im Chromosom der STEC. Pathogenitatsinseln sind durch
die Prasenz von mehreren Pathogenitatsgenen und mobilen Elementen
(Insertionselementen, Integrasen), die Lokalisation nahe an tRNA-Genen sowie
ein veranderter G+C-Gehalt gegentber dem Restgenom definiert. Ein Merkmal
nahezu aller STEC ist die Bildung sogenannter ,Attaching and Effacing“-
Lasionen an Enterozyten (38, 71). Diese Adharenz fuhrt zur Zerstorung des
Burstensaums am Darmepithel. Hierbei gelangen die Bakterien sehr nah, ca.10
nm, an die Plasmambran der Enterozyten. Unter der Anheftungsstelle
l6sen sich die Mikrovilli auf. An dieser Stelle bilden die Enterozyten einen
becherformigen eingestilpten Sockel aus, an dem die Bakterien festhaften. Fur
die Adharenz ist ein Protein verantwortlich, das Intimin. Es handelt sich um ein
97 kDa groflRes Protein der aul’eren Membran. Intimin wird von eae kodiert,
einer 35 kb groflen Region des EHEC-Genoms, dem LEE-Locus (Locus of
enterocyte effacement), einem Genabschnitt, der als Pathogenitatsinsel
definiert ist und nur in pathogenen Stammen vorkommt. Das durch eae kodierte
Protein Intimin ist dabei zusammen mit dem durch ein Typ Il Sekretionssystem
in die Wirtszelle eingeschleusten Rezeptor Tir (translocated intimin receptor) fur
eine feste Erregeradharenz verantwortlich.

Der raumliche Zusammenhang der auf Pathogenitatsinseln lokalisierten Gene

erlaubt deren koordinierte Expression.



1.4 Die molekulare Struktur der Pathogenitatsinsel LPA

Allerdings werden zunehmend STEC-Stamme identifiziert, denen das Intimin
fehlt. Bei diesen Stammen ist an Stelle der Pathogenitatsinsel LEE eine als LPA
bezeichnete Pathogenitatsinsel in selC integriert (62). Wichtige Gene der LPA
sind iha, btuB und espl. Das iha kodiert fir ein Adhasin, btuB flr einen Vitamin

B12 Rezeptor und espl flr eine Serinprotease.

Abb.1: Struktur der Pathogenitatsinsel LPA
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Bei den Adhasinen und Serinproteasen der STEC handelt es sich um
potentielle Pathogenitatsfaktoren (16, 50, 62, 64, 75).



1.5 Fragestellung

STEC unterscheiden sich von ihren harmlosen, nicht pathogenen Verwandten
der physiologischen Darmflora durch den Besitz von Virulenzgenen. Bei vielen
STEC-Stammen wurde beobachtet, dass diese Virulenzgene nicht im Genom
verstreut, sondern dicht gepackt auf einem Segment des Genoms zu finden
sind. Diese Segmente werden als Pathogenitatsinseln bezeichnet.

Uber die Verbreitung und Struktur der kirzlich bei STEC-Stammen
identifizierten Pathogenitatsinsel LPA ist noch wenig bekannt. Ziel der
vorliegenden Arbeit war daher die Charakterisierung von E. coli-Stammen, die
diese Pathogenitatsinsel in ihrem Genom beherbergen. Als Markergene flr die
Untersuchungen sollten die fur potenzielle Pathogenitatsfaktoren kodierenden
Gene (iha, btuB und espl) verwendet werden. Daruber hinaus sollte die
Genomvariabilitat LPA-positiver Stdmme analysiert werden. Anhand klinischer
STEC-Isolate sollte die Bedeutung dieser Pathogenitatsinsel untersucht
werden, um zu einem besseren Verstandnis der Genomplastizitat und der

Evolution dieser Bakterien zu kommen.



2 .Experimentalteil

2.1 Gerate, Chemikalien und sonstige Materialien

2.1.1 Gerate

Brutschranke
Elektrophoresekammern

Elektrophorese-Netzteile

Foto-Dokumentationsanlage
Heizplatte
Hybridisierungsofen
Lumi-Imager F1
Mikrowelle

pH-Meter
Schuttel-Inkubator
Sicherheitswerkbank
Thermocycler
Thermomixer
Tischinkubator
Tischzentrifugen
UV-DNA-Linker

Vortexer

Waagen
Wipp-Schittler

Zentrifuge

Heraeus, Hanau, verschiedene Modelle
BioRad, Munchen, mini-Protean-1l-Dual Slab
BioRad, Munchen, Modelle 3000Xi, 300,
Biometra, Gottingen, Modelle P23, P24
Intas, Goéttingen, Micro-Cam 3000

MR 3001,heidolph instruments

WTB, Binder, Tubingen

Boehringer, Mannheim

AEG, Frankfurt am Main, Micromat

Schott, Labor-PH-Meter CG842

B. Braun, Melsungen, Certomat R/H

BDK, Sonnenbuhl-Genkingen

T Personal, Whatman Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg, comfort

Eppendorf, Hamburg, Thermostat 5320
Eppendorf, Hamburg, Centrifuge 5417 R
UVP CL-1000, Crosslinker

Merck, Darmstadt, Modell Test Tube Shaker
MELB1719

Ohaus, Scout Il

Assistent, Glaswarenfabrik Karl Hecht, Modell
348/1

Eppendorf, Hamburg 5404 R



2.1.2 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht abweichend vermerkt, in p.A.-Qualitat

von den Firmen Biomol GmbH (Hamburg), New England Biolabs, Difco
(Augsburg), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und

Sigma-ARK GmbH (Darmstadt)

bezogen. Spezielle Chemikalien und

Reagenzien sind bei den jeweiligen Methoden gesondert aufgefluhrt.

Agarose Seakem ME
Bromphenolblau
Ethidiumbromid

2.1.3 Sonstige Materialien

DIG DNA Labeling and Detection Kit

Mannheim Filterpapier 3 MM
Hybridisierungsrohrchen
Microspin™ G-50 Columns
Mikropipetten 20, 100 und 1000l

96er Mikrotitrierplatten
Nylonmembran
QIAQUICK PCR purification kit

2.2 Bioreagenzien

dNTP-Set

1 kb DNA-Ladder

Klenow Enzym

Lysozym

Proteinase K (Tritirachium album)
Restriktionsenzym Bam HI

SawadyTag-DNA-Polymerase

Biozym, Hess. Oldendorf
Merck, Darmstadt
BioRad, Hercules (CA/USA)

Roche Diagnostics,
Chromatography Paper, Whatman
Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Eppendorf, Hamburg: Modell
Research

Nunc, Wiesbaden

Roti Nylonplus, Roth, Karlsruhe
Qiagen GmbH, Hilden

peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Invitrogen

New England Biolabs, Frankfurt (Main)
Serva GmbH, Heidelberg

Merck, Darmstadt

New England Biolabs,

peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen



2.3 Medien

LB-Flussigmedium:

Trypton 1% (w/v)
Hefeextrakt 0,5% (w/v)
NaCl 1% (w/v)

Der pH-Wert wurde mit 10 M NaOH auf 7,5 eingestellt.

Sorbit-MacConkey-Nahrboden (SMAC-Agar):

Pepton 2% (wiv)
Sorbit 1% (W/v)
Gallensalze Nr.3 0,15% (w/v)
Natriumchlorid 0,5% (w/v)
Neutralrot 0,003% (w/v)
Kristallviolett 0,0001% (w/v)
Agar 1,5% (w/v)

Der pH-Wert des Mediums lag bei 7,2.

2.4 Bakterienstaimme

Im Rahmen der Arbeit wurden insgesamt 34 E. coli-Stamme 18 verschiedener

Serotypen untersucht (siehe Tabelle 1: Stdmme und Serotypen).

Sie wurden aus Stuhlproben von Patienten mit Diarrh6e und asymptomatischen

Tragern in den Jahren 1996 bis 2000 in Wurzburg isoliert. 15 isolierte Stamme

waren von Patienten mit Diarrh6e, 19 Stdmme wurden von asymptomatischen

Menschen isoliert (27).

Dazu kommen als Referenzstamme der E. coli O157:H7 Stamm EDL 933, E.

coli C600 und E. coli 2348/69 O127:H6.

Die Stamme wurden aus den Stammkulturen auf SMAC-Agar ausgestrichen.

Die Aufbewahrung erfolgte bei 4°C.



Tabelle 1: Charakteristika der verwendeten E. coli-Stamme

E. coli-

Stamm Serotyp Klinik
3143/97 022:H8 asymptomatisch
4828/97 040:H asymptomatisch
3199/98 040:H8 Diarrhde
5293/98 040:H8 asymptomatisch
5300/98 040:H8 asymptomatisch
6480/96 040:H8 asymptomatisch
0521/99 076:H19 Diarrhoe
24196/97 086:H asymptomatisch
808/97 090:H Diarrhée
3937/97 091:H asymptomatisch
4595/97 091:H asymptomatisch
4735/98 091:H Diarrhoe
4797/97 091:H asymptomatisch
1060/98 0113:H4 Diarrhée
1823/98 0113:H4 Diarrhoe
4756/98 0113:H4 asymptomatisch
4736/98 0128:H asymptomatisch
0653/99 0128:H2 Diarrhoe
2455/99 0128:H2 Diarrhée
3115/97 0128:H2 asymptomatisch
3117/98 0128:H2 Diarrhoe
3171/97 0128:H2 Diarrhoée
3172/97 0128:H2 Diarrhoe
3600/97 0128:H2 asymptomatisch
6481/96 0146 :H asymptomatisch
4789/97 0146:H21 asymptomatisch
4789/97a 0146:H21 asymptomatisch
0120/00 0146:H28 Diarrhoe
0165/00 0146:H28 Diarrhoe
0519/99 ONT:HNT Diarrhée
0520/99 ONT:H32 asymptomatisch
4941/97 ONT:H45 asymptomatisch
4831/97 Orauh:H’ asymptomatisch
6451/98 Orauh:HNT Diarrhoe
C600 NA
2348/69 0127:H6
EDL 933 0157:H7

NA: nicht angegeben
NT: nicht typisierbar
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2.5 Methoden

2.5.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Um das Vorhandensein eines Gens im Genom eines Stammes nachzuweisen,
wurden verschiedene PCR-Verfahren durchgefuhrt. Dabei ist von folgendem
Standardansatz ausgegangen worden. Als DNA Template wurde entweder
isolierte DNA (siehe DNA-Extraktion), oder die Suspension einer einzelnen, auf
einem Nahrboden frisch angezichteten Kolonie in 50 pl 0,9%iger Saline
eingesetzt. Fir eine Reaktion wurden in ein 0,2 yl PCR-Reaktionsgefafl

folgende Reagentien pipettiert.

Gesamtansatz Mastermix:50ul

10x Reaktionspuffer Y(peglab) 5ul

5x Enhancer Solution P(peqglab) 10ul

dNTP-Mix (10mM Stammldsung, peqglab) 1l

Upstream Primer (aus 30mM Stammldsung) Tl

Downstream Primer (aus 30mM Stammlésung) 1l
Tag-DNA-Polymerase (peglab) 0,26yl
DNA-Template:

chromosomale DNA 1l

oder Bakteriensuspension 5ul

Aqua dest. auf 50 pl auffullen

PCR Primer und Bedingungen sind in Tabelle 2 zusammengefasst.



Tabelle 2: PCR-Primer und Bedingungen
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Lange des| Referenzen
PCR-Bedingungen PCR-
Primer Nukleotidsequenz der Primer Ziel fur je 30 Zyklen Produktes
(bp)
5-3° Denaturierung Annealing Elongation
espl-I ATG GAC AGAGTG GAGACAG 94°C 30s 52°C 60s 72°C 60s 560 Schmidt et
espl al., 2001 (62)
espl-ll |[GCC ACCTTT ATT CTC ACC A
iha - CAG TTC AGT TTC GCATTC ACC 94°C 30s 56°C 60s 72°C 90s 1305 |Schmidt et
iha al., 2001 (62)
iha-Il GTATGG CTC TGA TGC GAT
btuB-I |GCC CCT TCC CAC TGT TTACT 94°C 30s 55°C 60s 72°C 90s 1032 |Schmidt et
fur btuB auf al., 2001 (62)
btuB-Il  |GGT ATT GAT TGA TGG AGT GCG LPA
btuB-a |ACC GGG CTG CAA CAAGTC G 94°C 30s 57°C 60s 72°C 60s 362 In dieser
btuB aus Arbeit
btuB-b [CCC TTA ATC CGC GCT TTC CCT E.coliK12
btuB-c |[TCG CTT CAT TGC TTC CTA CG 94°C 30s 52°C 60s 72°C 40s 469 In dieser
btuB aus Arbeit
btuB-d [AAC GGT TTG ATA AGG ATA AG E.coliK12
VT2-cm |AAG AAGATATTT GTAGCG G 94°C 30s 55°C 60s 72°C 60s 256 Piérard et al.,
Stx2d 1998 (53)
VT2-f TAA ACT GCA CTT CAG CAA AT
SK1 CCC GAATTC GGC ACA AGC ATA 94°C 30s 52°C 60s 72°C 60s 863 Schmidt et
AGC eae al.,
1994 (60)
SK2 CCC GGATCC GTC TCG CCA GTA

TTCG
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2.5.2 Gelelektrophorese

Fiar die Analyse von DNA-Fragmenten wurden Agarosegele in verschiedenen
Agarose-Konzentrationen von 0,5 bis 2.0% verwendet. Die jeweilige Menge an
Agarose wurde in 0,5fachem TBE-Puffer aufgekocht und gegossen. Die zu
kontrollierenden Ansatze wurden mit 10fach DNA-Probenpuffer versetzt und in
die Geltasche pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 1,5
V/icm? Gel durchgefilhrt, bis die Bromphenolblau-Bande etwa % des Gels
durchlaufen hatte. Nach circa 20 Minuten Farbebad in Ethidiumbromid wurde es

unter UV-Licht begutachtet und gegebenenfalls zur Dokumentation fotografiert

10x TBE-Puffer:

Tris Ultra 0,89 M
Borsaure 0,89 M
EDTA 25 mM

DNA-Probenpuffer (10-fach):

Bromphenolblau 0,1% (w/v)
Xylencyanol 0,1% (w/v)
EDTA 25 mM

Glycerin 50% (w/v)

2.5.3 Extraktion chromosomaler DNA

Bakterien wurden auf SMAC-Agar ausgestrichen und bei 37°C uber Nacht
kultiviert. Eine Kolonie wurde in LB-Flissigmedium geimpft und bei 37°C im
Schuttel-Inkubator bei 180 rpm Uber Nacht belassen. Dann wurde 1 ml Kultur
zentrifugiert (5.000 rpm, 15 Minuten, 4°C). Das Pellet wurde in 5 ml Puffer 1
aufgenommen. Nach mindestens einstlindiger Inkubation bei —20 °C musste 0,5
ml Lysozymlésung den gefrorenen Zellen zugesetzt und unter Invertieren
aufgetaut werden. Daraufhin wurde der Ansatz fur 45 Minuten auf Eis belassen.

Nach Zugabe von 1 ml STEP-L6sung wurde der Ansatz im Wasserbad inkubiert
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(1h, 50°C). AnschlieBend wurden 4ul RNAse und 10 ml steriles Wasser
zugegeben, gut umgeschwenkt und fir 10 min bei Raumtemperatur belassen.
Dann wurde die Suspension in ein SS34 Teflonrohrchen gegeben und mit 6 ml
Phenol gut gemischt und zentrifugiert (10.000 rpm, 15 min). Die wassrige
Phase wurde mit Hilfe einer gekappten Pipettenspitze entnommen und in einen
250 ml grolken Erlenmeyerkolben mit 2,5 VT 96% Ethanol Gberfihrt. Durch
Umschwenken wurde die Losung von einen truben in einen klaren Zustand
gebracht. Danach war das fadige Prazipitat sichtbar, welches mit Hilfe einer
Pipettenspitze in ein 1,5ml Eppendorfrohrchen Uberfihrt und mit 70% Ethanol
gewaschen wurde. Die so erhaltene DNA wurde darin je nach DNA-Menge mit
400 bis 700 pl Aqua bidest gelost. Dann wurde noch in je 100ul aliquotiert. Um
etwaige RNA-Reste zu entfernen, wurden der DNA-Losung 7 pl RNAse

zugesetzt

Puffer 1:

Tris/HCI 50 mM, pH 8,0
EDTA 50 mM, pH8,0

Lysozymldsung:
Lysozym 10 mg/ml (frisch angesetzt)
Tris/HCI pH 8,0 0,25 M

STEP-L6sung:

Tris/HCI, pH 7,5 50 mM

EDTA 400 mM

SDS 0,5%

Proteinase K 0,1% (kurz vor Verwendung zugeben)

RNAseA-Losung:
1 % in 50 mM Na-Acetat pH 5,0
(20 Minuten aufkochen, um DNAse Aktivitat zu beseitigen)
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2.5.4 Restriktion von chromosomaler DNA

Die Restriktion der Bakterien-DNA erfolgte mit dem Emzym Bam HI.
Ansatz:20 pl
15ul extrahierte DNA
2ul BSA (10fach)
2ul Bam HI Puffer
1ul Bam HI.
Der Ansatz wurde nach kurzem Zentrifugieren flr 2 Stunden bei 37°C inkubiert.
Dann erfolgte der Auftrag auf ein 0,8% Agarosegel in einer

Elektrophoresekammer. Die Auftrennung erfolgte Uber Nacht bei ca. 36 Volt.

2.5.5 DNA-Transfer von Agarosegelen auf Nylonmembran

An die Elektrophorese und Farbung des Gels mit Ethidiumbromid schloss sich
die Ubertragung auf eine Nylonmembran an. Die Denaturierung des Gels
erfolgte fir 1 h in DNA-L6sung | bei Raumtemperatur unter Wechseln des
Puffers nach 30 min. und die Neutralisation 1 h in DNA-L6sung Il bei gleichen
Bedingungen.

In der Zwischenzeit wurden eine Nylonmembran und drei Lagen 3MM-
Filterpapier gleich grol3 zurechtgeschnitten. Das Gel kam auf eine Bricke aus
3MM-Filterpapier, die Uber einer Glasscheibe hing und auf beiden Seiten in eine
Schale mit 10xSSC-Puffer reichte und auch damit benetzt war. Etwaige
Luftblasen zwischen der Glasplatte und dem Papier wurden mit Hilfe einer
Melpipette ausgestrichen. Auf das Gel kam die Membran und darauf die drei
Lagen Filterpapier. Die Membran und das Filterpapier mussten mit 2 x SSC in
einer weiteren Plastikwanne befeuchtet und anschlieRend exakt gerade auf das
Gel gelegt werden, so dass alle vier Ecken Ubereinander lagen. Alle
Arbeitsschritte sollten mit Handschuhen bzw. Pinzette ausgefuhrt werden, um
die Gefahr der Kontamination der Membran auszuschlielen. Ein etwa 5 cm
dicker Stapel Papiertucher wird auf die GroRe des Gels geschnitten und mit

einem etwa 500 g schweren Gewicht auf die Papiere aufgelegt. Die Transferzeit
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betragt 16h. Nach dem Blotten wird das Papier Uber der Membran
abgenommen und die Taschen des darunterliegenden Gels auf der Membran
markiert. Die Membran wird vom Gel getrennt, fir 5 min in 6 x SSC getaucht
und anschlielend fir ca. 30 min bei Raumtemperatur auf einem 3 MM Papier
getrocknet. Danach erfolgt die Fixierung der DNA durch Belichtung der
Membran in einem UV-Crosslinker bei 2x1100 Joule. Die Membran ist nun

bereit fur die Hybridisierung mit einer markierten Sonde (59).

20x SSC:
NaCl 3.0M
Na-Citrat 0,3M

DNA-L6sung | (Denaturierungslésung):
NaCl 1,5M
NaOH 0,5M

DNA-L6sung Il (Neutralisierungslésung):
Tris/HCL (pH 8,0) 1,0 M
NaCl 1,5M

2.5.6 Herstellung einer btuB-Sonde

2.5.6.1 Amplifikation von DNA durch PCR

Zunachst musste eine herkdmmliche PCR mit 50 ul Ansatzen aus dem
Bakterienstamm durchgeflihrt werden, aus dem die Sonde entstehen soll. In
diesem Fall wurden zwei verschiedene Sonden hergestellt, aus zwei Stammen

mit zwei verschiedenen Primerpaaren (62):

Stamm 1: E. coli 4797/97
Primerpaar 1: btuB-1/btuB-Il (siehe Primertabelle)
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Stamm 2: C 600
Primerpaar 2: btuB-c/btuB-d (siehe Primertabelle)

2.5.6.2 Aufreinigung der PCR-Produkte

Zur Aufreinigung wurde das Quiaquick-PCR-purification Kit:

Als erstes werden die jeweils gleichen PCR-Ansatze in ein 1,5ml
Eppendorfrohrchen zusammengegeben und mit der 5fachen Menge an PB-
Puffer vermischt und zentrifugiert (610000 rpm, Os). Die abzentrifugierte
Flissigkeit wird verworfen. Dann werden 750ul PE-Puffer, zugegeben und
zweimal zentrifugiert (60s, 10000 rpm). Die DNA wird vom Filter gel6st durch
zentrifugieren mit 50 pl Aqua bidest. Je nach Starke der bei einer
Probeelektrophorese ermittelten Bande des aufgereinigten PCR-Produktes

ergibt sich die fur die Markierung weiterverwendete Menge.

2.5.6.3 Markierung der Sonden-DNA

15 pl aufgereinigte DNA, etwa 3-5 pg, werden fir 10 Minuten bei 96 °C
denaturiert und 10 Minuten auf Eis abgekuhlt. In einem weiteren
Reaktionsgefald werden 2 pl Hexanucleotid-Mix (Roche), 2 yl dNTP labeling
kit(Roche), die DNA, und 1 ul Klenow Enzym(Boehringer) zusammenpipettiert,
kurz zentrifugiert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wird durch
Zugabe von 2 pl 0,2 M EDTA beendet. Nach weiterer Zugabe von 2,5 pyl 4 M
LiCl und 75 pl eisgekihltem Ethanol wird kurz mit dem Vortexer gemischt und
die DNA durch Lagerung bei —70°C uber 60 Minuten ausgefallt. Der Ansatz wird
zentrifugiert (13000 rpm, 45 min, 4 °C) und das resultierende Pellet in 40 ul
kaltem 70% Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Das Pellet wird
luftgetrocknet und in 50 pl Aqua bidest fur 5 Minuten bei 37°C resuspendiert.
Die Aufbewahrung erfolgt bei —20°C.

DIG-DNA Labeling and Detection Kit:

Blocking-Reagenz
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10x Hexanucleotid-Mix

10x dNTP Markierungsmix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, DIG-dUTP)
Anti-Digoxigenin-AP-Konjugat vom Schaf (Fab-Fragmente)
Klenow-Enzym (2 units/ul)

2.5.7 Southern-Blot Hybridisierungen

Vor der Hybridisierung wird die Membran mit der DNA-Seite nach innen gerollt
in ein Hybridisierungsréhrchen gegeben. Dazu kommt die
Hybridisierungslésung Die Membran wird etwa 1 h bei 68°C im
Hybridisierungsofen prahybridisiert. Nach Verwerfen der
Prahybridisierungslésung wird frische Hybridisierungslosung (2,5 ml pro 100
cm? Membran) mit 50 ul markierter DNA dazugegeben. Die Sonde wurde
vorher denaturiert durch 10 min. aufkochen.

Das Hybridisierungsrohrchen wird uber Nacht bei 60 °C im Hybridisierungsofen
inkubiert.

Die hybridisierte Membran wird zweimal 5 min bei Raumtemperatur in 50 bis 80
ml 2 x SSC, 0,1 % SDS pro 100 cm? in einer Plastikwanne auf dem Schiittel-
Inkubator gewaschen. AnschlieRend wird zweimal 15 min bei 60 °C mit einer
0,04 x SSC, 0,1 % SDS gewaschen. Der Filter ist daraufhin fur die Farbung
bereit.

Der Filter wird ca. 1 min in Puffer 1 gewaschen und im Anschluf3 fir 30 min in
ca. 100 ml Puffer 2 inkubiert. Nach erneutem kurzem Waschen in Puffer 1 wird
der Filter fir 30 min in 20 ml einer 1:5000 Verdunnung des Antikorper-
Konjugates inkubiert. Als nachstes erfolgt zweimal 15 min Waschen der
Membran in Puffer 1. Danach wird die Membran flr 2 min in 20 ml Puffer 3
aquilibriert und im Dunkeln in 10 ml Farbeldésung in einer verschweilten
Plastiktasche inkubiert. Wenn die Banden sichtbar sind, wird die Farbereaktion
durch Waschen in destillietem Wasser gestoppt. Der Filter wird bei

Raumtemperatur getrocknet.
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Hybridisierungslosung:

5x SSC

0,1 % N-laurylsarcosin, Natriumsalz

0,02 % SDS

1 % Blockingreagenz in sterilem Wasser gelost
durch 1 Stunde Inkubation bei 60-70°C

Puffer 1:
100 mM Tris-HCI; pH 7,5
150 mM NacCl

Puffer 2:
0,5 % Blocking-Reagenz in Puffer 1, 1 h geldst bei 70°C

Puffer 3:

100 mM Tris-HCI; pH 9,5
100 mM NaCl

50 mM MgCl;

Antikoérper-Konjugat( DIG DNA Labeling and detection Kit)
Farbelosung:

45 ul NBT

35 ul X-phosphat

10 ml Puffer 3

2.5.8 DNA-Sequenzierungen

Zur Uberpriifung der Spezifitat der PCR-Produkte wurden 300 bis 500
Basepaare sequenziert.
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Zur Sequenzierung wird der ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Kit
eingesetzt. Er enthalt folgende Komponenten:

Terminator-Pramix:

Dye-Terminatoren (A, C, G, T)

dATP, dCTP, dTTP, dITP

Tris/HCI pH 9,0

MgCl;

thermostabile Pyrophosphatase

AmpliTag-DNA-Polymerase

Die Sequenzanalyse wurde auf einem Sequenziergerat (ABI Prism 377, Perkin-
Elmer) der Fa. Applied Biosystems durchgefuhrt. Die bendtigten Reagenzien
stammten aus dem Taq Prism Ready Reaction DyeDeoxy Terminator Cycle
Sequencing Kit (Perkin-Elmer, Applied Biosystems). Die Methodik des
weitgehend  automatisierten  Verfahrens richtete sich nach den
Herstellerangaben.

Die Sequenzanalysen wurde mit der DNAsis-Software (Version 2.0, Hitachi-

Software) und dem Internetprogramm NCBI Blast durchgefihrt.
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3.Ergebnisteil

3.1 Nachweis der Intimin- und Shiga Toxin- produzierenden Gene

Insgesamt wurden 34 E. coli Stamme untersucht, die 18 unterschiedlichen
Serotypen zugeordnet werden konnten. Zuerst wurden Segmente der fur Intimin
-, Stx2d -und Stx1c - kodierenden Gene mit der PCR amplifiziert. Die hierzu
verwendeten Primerpaare sind in Tabelle 2 aufgefihrt. Jeweils von einem der
PCR-Fragmente wurde die Nukleotidsequenz bestimmt, um die Spezifitat des
amplifizierten Genabschnittes zu zeigen. Die Ergebnisse der stx- und eae- PCR
sind in Tabelle 3 dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen, dass alle Stamme stxpq positiv sind, aber nur in 20

Stammen das stxq; vorkommt.

3.2 Untersuchungen zur Struktur der Pathogenitatsinsel LPA (,,Locus of

Proteolysis Activity“)

Zunachst wurde untersucht, ob die Markergene der Pathogenitatsinsel LPA
immer gemeinsam vorkommen. Hierzu wurden PCR -Analysen mit den Primern
espl-l/espl-ll, iha-l/iha-Il und btuB-I/btuB-ll durchgefihrt. Interessanterweise
zeigte sich hierbei, dass die entsprechenden Gene nur in zwei Kombinationen
vorkommen, entweder beherbergten die Stamme das iha alleine oder es trat
gemeinsam mit espl und btuB auf. Es zeigte sich, dass espl immer gemeinsam

mit btuB und iha vorkommt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 dargestellt.

3.3 Verbreitung der LPA bei Shiga — Toxin — produzierenden E. coli

unterschiedlicher Serotypen

Im Rahmen dieser Untersuchung wurde festgestellt, dass die Markergene der
LPA bei insgesamt 18 unterschiedlichen Serotypen vorkommen (Tabelle 3). Da
diese Stamme unterschiedlichen phylogenetischen Gruppen zugeordnet

werden, ist eine klonale Ausbreitung unwahrscheinlich. Das Vorkommen von
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LPA-assoziierten Genen in STEC unterschiedlicher Serotypen kann auch
bedeuten, dass diese Pathogenitatsinsel zwischen den Stammen ausgetauscht

wird.

Tabelle 3: Vorkommen von Markergenen (espl, iha, btuB) derPathogenitatsinsel

LPA

E. coli
Stamm Serotyp espl iha btuB eae stx
PCR PCR PCR PCR PCR
3143/97 022:H8 - - - - 1c+2d
4828/97 040:H - - - - 2d
3199/98 040:H8 - + - - 2d
5293/98 040:H8 - - - - 2d
5300/98 040:H8 - - - - 2d
6480/96 040:H8 - - - - 2d
0521/99 076:H19 - - - - 1c+2d
24196/97 086:H - - - - 2d
808/97 090:H + + + - 1c+2d
3937/97 O91:H + + + - 1c+2d
4595/97 O91:H + + + - 2d
4735/98 O91:H + + + - 1c+2d
4797/97 091:H + + + - 2d
1060/98 0113:H4 + + + - 1c+2d
1823/98 0113:H4 + + + - 1c+2d
4756/98 0113:H4 + + + - 1c+2d
4736/98 0128:H + + + - 1+2d
0653/99 0128:H2 + + + - 1c+2d
2455/99 0128:H2 + + + - 1c+2d
3115/97 0128:H2 + + + - 1c+2d
3117/98 0128:H2 + + + - 1c+2d
3171/97 0128:H2 + + + - 1c+2d
3172/97 0128:H2 + + + - 1c+2d
3600/97 0128:H2 + + + - 1c+2d
6481/96 0146 :H + + + - 1c+2d
4789/97 0146:H21 + + + - 1c+2d
4789/97a 0146:H21 + + + - 1c+2d
0120/00 0146:H28 - + - - 2d
0165/00 0146:H28 - + - - 2d
0519/99 ONT:HNT - - - - 2d
0520/99 ONT:H32 - + - - 2d
4941/97 ONT:H45 + + + - 1c+2d
4831/97 Orauh:H’ - + - - 2d
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6451/98 Orauh:HNT - - - - 2d

C600 NA - - - - NA
2348/69 0127:H6 - - - + NA
EDL 933 O157:H7 - + - + 1+2

3.4 Nachweis unterschiedlicher Allele des btuB

Die komplette Sequenzierung des Genoms von E. coli K12 und die
Sequenzierung des O157:H7 Stammes EDL 933 zeigte, dass beide Stamme
ein btuB besitzen. Diese sind komplett identisch. Ein weiteres btuB aus E. coli
091 weist lediglich 75 % Nukleotidhomologie zu den oben genannten Genen
auf. Unser Ziel war es daher, eine PCR-Strategie zu entwickeln, mit der die
unterschiedlichen btuB — Allele spezifisch nachgewiesen werden kdnnen. Die in
Abbildung 2 dargestellte PCR-Strategie vermag dies zu leisten. Unter
Verwendung der Primer btuB-a/btuB-b lasst sich das chromosomal kodierte
btuB () spezifisch amplifizieren. Dies ist in Abbildung 5 dargestellt. Die Primer
laufen in den Spuren 2, 5, 8 und 11. Der 5 Primer befindet sich an Position

1087 bp und der 3'Primer an Position 1428 bp. Das Genprodukt ist 362bp grof}
(siehe Abbildung 2).

Um das fur die Pathogenitatsinsel LPA spezifische btuB (Il) nachzuweisen,
wurden die Primer btuB-I/btuB-Il verwendete. Das btuB auf der LPA ist 1845
Basenpaare grol wie aus Abbildung 2 ersichtlich. Der 5° Primer btuB-| befindet
sich an der Position291 bp des Gens, der 3'Primer an der Position 1303bp. Das
bei der PCR amplifizierte PCR-Produkt ist 1032 bp grof3. In Abbildung 5 laufen
diese Primer fur btuB Il in den Spuren 1, 4, 7 und 10.

Das in allen E. coli-Stammen vorkommende btuB wurden mit dem Primerpaar
btuB-c/btuB-d nachgewiesen. Auch dieses Gen ist 1845 Basenpaare grol}.

Der verwendete 5 Primer btuB-c befindet sich an der Position 1251bp, der
3'Primer an der Position 1700 bp. Das bei dieser PCR-amplifizierte Produkt ist
469 bp grold (siehe Abb.2).In der Abbildung 5 laufen diese Primer in den
Spuren3, 6, 9 und 12.

Das PCR Ergebnis zeigt in der Tabelle 4 im direkten Vergleich, dass alle
Stamme bei der PCR mit dem Primerpaar btuB-c/btuB-d positiv sind. Mit dem
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Primerpaar btuB-a/btuB-b sind 28 Stamme positiv. Mit dem LPA-spezifischem
Primerpaar btuB-1/btuB-1l waren 20 Stamme positiv.

Die Abbildung 5 zeigt dazu Beispielstamme mit den jeweiligen
Genkombinationen.

Stamm E. coli 4797/97 weist bei allen drei Primerpaaren positive Banden auf,
der E. coli Stamm 520/99 zeigt sich nur mit dem Primerpaar 3 positiv. E. coli
Stamm 3143/97 stellt sich negativ fur die LPA- spezifischen Primer 3 dar, aber

fur die anderen beiden positiv, der Referenzstamm C600 zeigt dasselbe Bild.
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Abb.2: PCR-Strategie zum Nachweis der fur BtuB kodierenden Gene

btuB | von E. coli K12 und EDL 933 (1845bp)

A — I, ——

Primer btuB-a Primer btuB-b
Position 1087 Position 1428

PCR Produkt =362 bp

Primer btuB-c Primer btuB-d
Position 1251 Position 1700

PCR Produkt =469 bp

btuB 1l von 4797/97 LPA (1845bp)

: <
Erm)gr bt2u981-| Primer btuB-I|
osition Position 1303

PCR Produkt =1032 bp
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Tabelle 4: Nachweis unterschiedlicher Allele des btuB

E. coli-
Stamm Serotyp btuB btuB btuB
PCR PCR PCR
K12 (1) K12 (2)
3143/97 022:H8 - + +
4828/97 040:H - + +
3199/98 040:H8 - + +
5293/98 040:H8 - + +
6480/96 040:H8 - + +
5300/98 040:H8 - + +
0521/99 076:H19 - + +
24196/97 086:H" - - +
808/97 090:H" + + +
3937/97 091:H + + +
4595/97 091:H + + +
4735/98 091:H + + +
4797/97 091:H + + +
1060/98 0113:H4 + + +
1823/98 0113:H4 + + +
4756/98 0113:H4 + + T
0653/99 0128:H + + +
2455/99 0128:H2 + + +
3115/97 0128:H2 + + +
3117/98 0128:H2 + + +
3171/97 0128:H2 + + +
3172/97 0128:H2 + + +
3600/97 0128:H2 + + +
4736/98 0128:H2 + + +
6481/96 0146 H + + +
4789/97a 0146:H21 + + +
4789/97 0146:H21 + + +
0120/00 0146:H28 - - +
0165/00 0146:H28 - - +
0519/99 ONT:HNT - - +
0520/99 ONT:H32 - - +
4941/97 ONT:H45 + + +
6451/98 Orauh:H - - +
4831/97 Orauh:HNT - - +
C600 NA - ¥ T
2348/69 0127:H6 - - +
EDL 933 0O157:H7 - + +
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Abb.4: Nachweis der aus der espl-PCR (Spur1,4 ,7 und 10), der iha-PCR (Spur
2,5 ,8 und 11) und der btuB-PCR (Spur 3 ,6 ,9 und 12) resultierenden DNA-
Fragmente.

Folgende Stamme wurden analysiert:

E. coli 4797/97 (Spur 1,2,3)

E. coli 0520/99 (Spur 4,5,6)

E. coli 3143/97 (Spur 7,8,9)

E. coliC600  (Spur 10,11,12)
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3,036
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1,018

517
344

220

Abb.5: Darstellung der unterschiedlichen Allele des btuB im Agarosegel
Verwendete Stdmme:

-Stamm E. coli 4797/97 in den Spuren 1-3

-Stamm E. coli 0520/99 in den Spuren 4-6

-Stamm E. coli 3143/97 in den Spuren 7-9

-Stamm E. coli C600  in den Spuren 10-12

Die hier verwendeten btuB-Primer zeigen im direkten Vergleich, dass die btuB-
Gene an unterschiedlichen Stellen exprimiert werden.

Die btuB-Primer spezifisch fur die LPA befinden sich in den Spuren 1, 4, 7 und
10,



28

die btuB-Primer flr die chromosomale DNA befinden sich in den Spuren 2, 5, 8
und 11 und die Universal-btuB-Primer sind in den Spuren 3, 6, 9 und 12

gelaufen.

3.5 Nachweise der verschiedenen butB durch Southern-Blot-
Hybridisierung

Um die Lokalisation des btuB zu bestimmen, wurde die chromosomale DNA
aller untersuchten Stamme isoliert und mit dem Restriktionsenzym BamHI
verdaut. Dann wurde die DNA mit zwei verschiedenen btuB-Sonden
hybridisiert. Bei der Hybridisierung mit der btuB-Sonde 1 wiesen alle 34
Stamme einschlieBlich der Referenzstdamme zwischen 11 und 12 Kilobasen(kb)
ein Bandenmuster auf.

In Abbildung 6 sind 4 Stamme stellvertretend fir die 34 untersuchten
abgebildet.

Die Stamme sind so kombiniert, dass alle Markergenkombinationen aus dem
Ergebnis der PCR der LPA vorkommen( fur espl, iha und btuB)

Stamm 1, E. coli 4797/97 ist bei allen Markergenen in der PCR positiv.

Stamm 2, E. coli 520/99 ist nur bei iha in der PCR positiv.

Stamm 3, E. coli 3143/97 ist bei allen Markergenen in der PCR negativ

Stamm 4, E. coli C600 wurde als Referenzstamm eingesetzt. Er ist wie erwartet

ebenfalls bei den Markergenen in der PCR negativ.

Bei der Hybridisierung mit der Sonde 2, der LPA spezifischen Sonde, fand sich
dasselbe Ergebnis wie in der vorangegangenen PCR mit den verwendeten
Primern.

20 Stamme waren positiv. Sie wiesen bei circa 10 kb ein Signal auf. 14 Stamme
zeigten kein Bandenmuster, sie waren also negativ.

Als Beispiel fur diese Hybridisierung steht Abbildung 7.
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1 2 3 bp
E;* F - 12,21
. : 5090
¢
; 3.036
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Abb.6: Southern Blot —Hybridisierung unter Verwendung der btuB-Sonde

Chromosomale DNA folgender Stdmme wurden hybridisiert:
1. E. coli 4797/97

2. E. coli 0520/99

3. E. coli 3143/97

4. E. coli C600
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bp

B — 12,21
. — 5090
. — 3036

— 1,636

— 1,018

Abb.7: Southern Blot mit LPA spezifischer btuB-Sonde

Verwendete E. coli-Stamme:
1. E. coli 520/99
2. E. coli 4797/97
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4. Diskussion

Die Koevolution von Wirt und Erreger muss als dynamischer Prozess
verstanden werden, der einem grolen Selektionsdruck unterliegt. So ist zu
verstehen, dass immer wieder neue Erregertypen bzw. Pathovarietaten einer
Bakterienart  auftauchen, die mit konventionellen  mikrobiologisch-
diagnostischen Methoden nicht erfasst werden (22, 52, 53, 55, 61). Seit 1982
werden STEC zunehmend als Erreger von Diarrhéen und hamorrhagischer
Kolitis identifiziert (2, 3, 21, 46, 57). Diese Infektionen treten in Deutschland in
allen Altersgruppen auf; Kleinkinder und altere Menschen sind besonders
gefahrdet (3, 27, 28, 30, 36, 37, 40, 43, 57). STEC besitzen eine hohe
Infektiositat. Als Ubertragungswege gelten rohe Lebensmittel, kontaminiertes
Wasser, Tierkontakte und Schmierinfektionen. Neben dem Serotyp O157:H7
verursachen eine Vielzahl weiterer Serotypen wie 026:H11, O111:H2,
0103:H2, 0145:H28 blutigen Durchfall und HUS (30). Die meisten durch STEC
verursachten Darmerkrankungen unterscheiden sich klinisch nicht von durch
andere bakterielle oder virale Erreger hervorgerufenen Infektionen. Bei einer
Infektion mit STEC bekommen aber 10-15% der Erkrankten nach einigen
Tagen mit wassrigem Durchfall blutigen Stuhl, ein Zeichen fur eine schwere
Infektion, einige auch die gefurchtete Komplikation , das hamolytisch-uramische
Syndrom(HUS). Speziell fur den Stamm STEC O157:H7 liegt die
Infektionsdosis bei unter hundert Orgamismen (69). Nach einer
Inkubationsphase von drei bis vier Tagen (7) bekommen die Patienten
wassrigen Durchfall. Nach einigen Tagen wechselt der Durchfall zu einer
blutigen Diarrhée (in Uber 90% bei nachgewiesener 0157:H7-Infektion (70)).

Bei E. coli-Stammen konnte man zeigen, dass spezifische Gene, deren
Produkte fur die Toxinbildung, Adharenz oder Invasivitat verantwortlich sind,
durch einen Gentransfer erworben wurden. Plasmide und Bakteriophagen
dienen als wichtige mobile Trager von Virulenz-assoziierten Genen (16, 25, 32,
41). Auch sogenannte Pathogenitatsinseln sind an der Ausbreitung von

Pathogenitatsgenen beteiligt. Pathogenitatsinseln sind durch die Prasenz von
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mehreren Pathogenitatsgenen und mobilen Elementen (Insertionselementen,
Integrasen), die Lokalisation nahe an tRNA-Genen sowie durch einen
veranderten G+C-Gehalt gegenuber dem Restgenom definiert. Der raumliche
Zusammenhang der auf Pathogenitatsinseln lokalisierten Gene erlaubt deren
koordinierte Expression (31). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die
Verbreitung der kurzlich bei STEC identifizierten LPA untersucht (62).

Die Pathogenitatsinsel LPA kodiert fur ein sezerniertes 110 kDa Protein. Hierbei
handelt es sich um einen Vertreter der Klasse der Autotransporter-Proteine
(62). Prototyp der Autotransporterproteine ist die IgA-Protease von Neisseria
gonorrhoeae. Derartige Proteine tragen am C-Terminus eine Domane, die den
Transport des Proteins durch die auflere Membran bewerkstelligt, indem sie
eine Pore bildet. Neben dem speziellen Transportmechanismus konnte die
modgliche Funktion des Proteins (Espl) noch nicht geklart werden. Allerdings
zeigte sich, dass Espl als Serinprotease wirkt. Espl weist auch hohe
Sequenzhomologie zu Exoproteinen von Shigella flexneri (SepA, Mucinase und
SigA), STEC (EspP) und vogelpathogenen E. coli (Tsh) auf, allerdings konnte
keines der Substrate dieser Proteasen von Espl gespalten werden (62).
Dagegen konnte eine proteolytische Aktivitat gegenuber Schweine-Pepsin A
und Apolipoprotein A1 nachgewiesen werden. Sie kdonnten an der Zerstérung
von Wirtsgewebe beteiligt sein, entweder direkt durch den Abbau von
Strukturproteinen oder indirekt durch eine Deregulierung von Wirtsproteasen,
z.B. durch Spaltung von Protease —Inhibitoren. So kann die plasmidkodierte
Serinprotease EspP in aktivierter Form den humanen Gerinnungsfaktor V
abbaut. Gerinnungsfaktor V ist ein gro3es Plasmaglykoprotein, das flir die

schnelle Thrombinbildung und eine normale Hamostase notwendig ist (16).

Das von der LPA kodierte Rezeptor- und Transporterprotein BtuB ist hierbei am
besten charakterisiert. BtuB gehort zur Familie der Vitamin B12-bindenden
Membranproteine. Im Gegensatz zu Salmonella typhimurium ist E. coli nicht in
der Lage, Vitamin B12 zu synthetisieren. Es muss exogen aufgenommen
werden. Dies erfolgt Uber Bindeproteine, von denen BtuB am besten untersucht
ist. Nach der Bindung des Vitamin B12 an BtuB erfolgt ein TonB-vermittelter,

energieabhangiger Transport in das Zellinnere (17, 19, 58). Bei Bakterien mit
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zwei Zellmembranen sind diese Transport-ATPasen in der inneren Membran
lokalisiert, wahrend sich in der aulderen Membran ein Hilfssystem befindet, das
die zu transportierenden Metabolite aufnimmt und an die Transportproteine
weiterreicht.

Von dem in dem Laborstamm K12 vorkommenden BtuB-Protein ist bekannt,
dass es auch Colicine (A und E) bindet (58, 65). Diese gehoéren zu der Gruppe
der Bakteriocine. Die Fahigkeit zur Produktion dieser antibakteriell wirksamen
Substanzen ist bei E. coli weit verbreitet. Die letale Aktion erfolgt intrazellular
uber eine Blockade der Proteinbiosynthese (58). Die Colicine stimmen in ihrer
Primarstruktur weitgehend Uberein, unterscheiden sich aber bezuglich ihrer
Rezeptorspezifitat. BtuB wird im Krieg der Mikroben auch fur andere Zwecke
milbraucht: Es ist die Eingangspforte fur die DNA einiger Phagen (BF23) (6).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten bei zahlreichen Stammen zwei fir
BtuB kodierende Gene nachgewiesen werden. Es ist denkbar, dass dies ein
Selektionvorteil fur E. coli darstellt. Im Falle eines Defektes oder Verlustes
konnte die zweite intakte Kopie des Gens die Funktion Ubernehmen. Da die
BtuB-Proteine unter einem starken Selektionsdruck (Colicine, Bakteriophagen)
stehen, kénnen nur Stamme auf Dauer Uberleben, die das Rezeptorprotein

mutieren.

Wir haben festgestellt, dass E. coli Stamme, die LPA beherbergen, immer stx2d
besitzen. Kurzlich wurde gezeigt, dass innerhalb der beiden Haupttoxine
zahlreiche Toxinvarianten existieren, die als Stx1c, Stx1d, Stx2c, Stx2d, Stx2e,
Stx2f bezeichnet werden (27, 28, 53, 61, 74). Hierbei zeigen neuere
Untersuchungen, dass es eine Assoziation zwischen bestimmten Stx-Subtypen
und der Schwere des Krankheitsbildes gibt. So lassen sich bei blutigen
Diarrhéen, Enterokolitiden und dem HUS vor allem Stx2, Stx2c und Stx1
nachweisen. Der Nachweis von Stx2d und Stx2e ist meist mit einem weniger
schweren Krankheitsbild wie wassrigen Durchfallen oder keiner Symptomatik
assoziiert (27, 28 ,63 73, 74). Nach einer parazellularen Translokation binden
Shiga Toxine an Granulozyten und werden von diesen aus dem Darm Uber die

Blutbahn zu den glomerularen Endothelzellen transportiert (66, 67, 68). In
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zukinftigen Untersuchungen sollte geklart werden, ob die Stx-Varianten
gleichermalRen an Granulozyten und Endothelzellen binden wie die klassischen
Stx1- und Stx2-Toxine. Obwohl die Shiga Toxine im Zentrum der
Untersuchungen zur Pathogenese der hamorrhagischen Kolitis und des HUS
stehen, ist nicht geklart, inwieweit auch andere STEC-spezifische
Determinanten am Krankheitsgeschehen beteiligt sind (38). Hierflr sprechen
Beobachtungen, wonach auch Shiga Toxin-negative STEC aus Stuhlproben
von Patienten mit hamorrhagischer Kolitis und HUS isoliert wurden (1).
Ausgehend von der Sequenzierung des Genoms der EHEC O157 (32, 52) und
der zu erwartenden Sequenzierung weiterer STEC-Stamme, stellt sich die
Frage nach der Struktur und der Funktion der sezernierten Proteine und ihrer
Liganden auf der Oberflache von Endothelzellen (Membranproteine,

Glykosphingolipide, u.a.).

Erst vor kurzem konnte gezeigt werden, dass die Shiga Toxine nach
Schadigung des Darmepithels zu den Gefalden translozieren, um dort an
Leukozyten zu binden, mit denen sie zum Nierenepithel transportiert werden
kénnen (67, 68). Dies wird als eine mogliche Erklarung fur die systemischen
Komplikationen im Nierenendothel vermutet. Wir vermuten, dass die von
unserer  Arbeitsgruppe bei STEC-Stammen erstmals beschriebenen
Serinproteasen EspP (16) und Espl (62) als wichtige Virulenzfaktoren
fungieren. Sie kénnten an der Zerstérung von Wirtsgewebe beteiligt sein. Sie
spielen einerseits in der Auseinandersetzung mit dem Wirt in der Konkurrenz
um Vitamin B12 eine wichtige Rolle, andererseits stellen diese Proteine aber
auch Rezeptoren dar fur Colicine, d.h. bakterizid wirksame Substanzen. Ob
durch Mutationen in den BtuB eine Colicinresistenz bewirkt wird und dabei die
Funktionalitat des Proteins fur die Vitamin B12 — Bindung und Aufnahme
verloren geht, muss in weiteren Untersuchungen geklart werden. Ein derartiges
Szenario kdnnte jedoch das Vorkommen unterschiedlicher Allele erklaren. Die
putative Virulenz und rdumliche Nahe der Gene espl, btuB und iha macht diese
Region zum interessantesten Stuck der im Rahmen dieser Arbeit identifizierten

neuen Pathogenitatsinsel. Eine PCR-Untersuchung zur Verbreitung dieser
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Gene zeigte, dass diese Region bei LEE-negativen STEC weit verbreitet ist.
Inwieweit diese Pathogenitatsinsel einen Einfluss auf die Virulenz von STEC

hat, muss noch untersucht werden

Neu auftretende STEC Stdmme haben sich offensichtlich durch sukzessiven
Erwerb genetischer Elemente (inter- und intraspezifischer Genaustausch)
entwickelt (11, 25, 27, 48, 61, 72). Die Untersuchung solcher evolutionarer
Prozesse, die zur Entstehung der darmpathogenen E. coli und ihrer sprunghaft
steigenden Virulenz gefuhrt haben, kann dazu beitragen, neue diagnostische
Methoden und Therapie zu entwickeln. Zahlreiche Aspekte zur Pathogenese
der STEC-Infektion und ihrer Komplikationen, zur Entwicklung einer wirksamen
Prophylaxe und kausalen Therapie — um einige Ziele zu nennen - bedurfen

jedoch auch in Zukunft intensiver Forschungsanstrengungen.
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