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Obwohl enteropathogene E. coli bis zu 30% aller Durchfille weltweit (1) auslosen, stellt der
auf kulturellen Verfahren basierende Nachweis ein grofles Problem dar. Somit liegen, mit
Ausnahme der meldepflichtigen EHEC, keine genauen Erkenntnisse zur Prévalenz
enteropathogener E. coli vor.

In der vorliegenden Studie sollte deshalb die Diagnostik enteropathogener E. coli auf
molekularer Ebene aufgebaut werden. Dazu muflten geeignete Virulenzfaktoren gesucht, die
Einzelnachweise in einer herkdmmlichen Monoplex- PCR etabliert, in einem
anwendungsorientierten Panel zusammengefiigt und schlie8lich als Multiplex- PCR etabliert
werden. Um einen schnellen, sensitiven und spezifischen Nachweis (siche 1.1.1. und 1.1.2.4.)
der Virulenzfaktoren zu erzielen, mulite der PCR- Nachweis von Virulenzfaktoren
enteropathogener E. coli direkt aus dem Stuhl etabliert werden. Nach Etablierung des
Multiplex- Panels mufiten dieses schlieBlich auf Routinetauglichkeit getestet werden, wozu in
einer Querschnittsuntersuchung iiber 200 Stuhlproben von Kindern und Reiseriickkehrern im

Spéatsommer- Herbst 2001 untersucht wurden.

4.1. Sensitivitiat und Spezifitit

Fiir die Etablierung einer Multiplex- PCR zum Nachweis von 5 Pathovaren enteropathogener
E. coli (ETEC, EPEC, EHEC, EIEC, EaggEC) wurden geeignete Primersequenzen aus dem
Schrifttum ausgewdhlt (siehe 2.8.). Bei 8 von 14 (= 57 %) der ausgewéhlten Virulenzfaktoren
gelang der Nachweis unter Bedingungen der Originalprotokolle (siehe 2.8. und 3.1.). Die
hohe Sensitivitdt und Spezifitidt der Monoplex- PCR- Nachweise bestdtigten sich in den in der
vorliegenden Studie entwickelten Multiplex- PCR- Paneln. Wegen der wechselseitigen
Beeinflussung von Primern und Templates war es nicht mdglich, alle Pathovare in einem
einzigen Ansatz nachzuweisen. In derartigen Ansédtzen kam es zur Amplifikation nur einer
Gensequenz oder zum Ausbleiben spezifischer Banden, was Ergebnissen in der Literatur
entspricht (47). Aus diesem Grund wurde die Kompatibilitdt von Primern und Templates, wie
unter 3.4. beschrieben, zunidchst in Duplex- Ansétzen getestet, auf welchen dann ein System
von Multiplex- Paneln bis hin zur Quadruplex- PCR aufgebaut wurde. Bei der Untersuchung

der Multiplex- PCR- Panel durch mit Pathovaren enteropathogener E. coli gespickte Proben
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reagierten nur die entsprechenden Pathovare mit spezifischen Banden. Dabei gelang der
Nachweis der Virulenzfaktoren in Verdiinnungsreihen gespickter Stiihle bis zu 100 Erregern
/g Stuhl (sieche 3.2.6.).

Von Interesse war, daB3 sich die genetisch eng verwandten EIEC und Shigella ssp. auch beim
Nachweis des Shiga- Toxins auf DNA- Ebene identisch verhielten. Die Untersuchung unseres
EIEC- Referenzstammes ergab dariiber hinaus eine feine Agglutination mit Polyspezifischem
Shigella- Antiserum II. Uberraschend war auch das reproduzierbare Auftreten von
unspezifischen Produkten konstanter Linge bei der Priifung der Spezifitit mittels anderer
enteropathogener Bakterien, wie Salmonella ssp., Shigella ssp., Vibrio ssp. und
Campylobacter ssp. bei einer Annealingtemperatur von 58°C (siehe 3.3.). Alle getesteten
Enteritis- Salmonella- Isolate mit Ausnahme von Salmonella Paratyphi reagierten mit den
Primern flir SLT/ mit einem Produkt gleicher Bandenlidnge (etwa 310 bp). Da Homologien
zwischen EHEC, EPEC und Salmonella ssp. z.B. in Bezug auf das EAF- Plasmid bekannt
sind (46), konnte die Ursache in der genetischen Verwandtschaft der Spezies oder in durch
Plasmide (z.B. bfp) und Bakteriophagen (z.B. SLTI, siehe 1.1.ff.) {ibertragenen
Virulenzfaktoren liegen (29, 69). Fiir die Moglichkeit horizontalen Transfers von
Virulenzfaktoren konnte die von uns hédufig beobachtete ,Instabilitdt’ der Virulenzfaktoren
sprechen, da schon eine einzige Passage hdufig zum Verlust der Virulenzfaktoren fiihrte.

Die Sensitivitdt der Multiplex- PCR erwies sich als ausreichend, da schon geringste Mengen
von Erreger- DNS in gespickten Stiithlen nachgewiesen wurden (siehe 3.2.6.). Vor dem
Hintergrund der Normalflora im Stuhl (gramnegative coliforme Stibchen: 10° Erreger/ g
Stuhl) konnten die Virulenzfaktoren von ETEC, EHEC und EaggEC bis zu einer Menge von
ca. 1000 Erregern/ g Stuhl nachgewiesen werden. Fiir EPEC und EIEC gelang der Nachweis
sogar bis zu einer Menge von ca. 100 Erregern/ g. Stuhl. Im Falle einer Infektion ist von einer
wesentlich hoheren Erregerzahl im Stuhl auszugehen, da bereits die infektiose Dosis der
Keime deutlich héher liegt (z.B. enteropathogene E.coli: 10%). So wird durch den Nachweis
mittels Multiplex- PCR die Diagnostik der E. coli- Pathovare moglich gemacht, desweiteren
erlaubt diese Methode die Erhebung genauer epidemiologischer Daten (siche 4.3.). Dabei
liegen die Nachweisgrenzen in der vorliegenden Arbeit unter denen anderer Multiplex- PCR-

Studien (47).
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4.2. Ergebnisse des Patienten- Screenings

Ein weiteres Ziel dieser Studie war es, die Pravalenzen enteropathogener E. coli vor allem bei
Fernreiseriickkehrern und Kindern mit Durchfallserkrankungen zu erheben. Deshalb wurden
neben Stuhlproben von Kindern und Erwachsenen auch Rektalabstriche von Sduglingen
verarbeitet. Bei der Untersuchung von iiber 200 Patientenproben zeigte sich, dafl die
Multiplex- PCR routinetauglich ist. Bis zu 28 Proben konnten gleichzeitig mittels des
Routine- Panels auf alle 5 Pathovare enteropathogener E. coli untersucht werden. Inklusive
Autbereitung der Proben und Auswertung mittels Elektrophorese stand das Ergebnis nach 4-
5 Stunden fest.

Die Multiplex- PCR- Diagnostik wurde parallel zur konventionellen mikrobiologischen
Diagnostik in den Einsender- Instituten durchgefiihrt. Positive Multiplex- PCR- Resultate aus
Stuhlproben und Rektalabstrichen wurden in dieser Studie mittels Anzucht, PCR- Nachweis
der Virulenzfaktoren aus der Kultur und Typisierung mittels biochemischer Leistungspriifung
bestitigt (siche 3.5.1.).

Ein direkter Vergleich der konventionellen Diagnostik mit den Ergebnissen der
Multiplex- PCR- Diagnostik war nicht moglich, da von den Einsenderinstituten der
Nachweis enteropathogener E. coli nur bei entsprechender Fragestellung anhand von
Serotypisierung (EPEC) und Toxinnachweis im ELISA (EHEC) durchgefiihrt wurde. Eine
relativ umfangreiche konventionelle Diagnostik enteropathogener E. coli (Serotypisierung
und ELISA- Toxinnachweis fiir EHEC) wurde nur seitens des Instituts flr
Laboratoriumsdiagnostik im Vivantes Netzwerk fiir Gesundheit Region Siid betrieben.

14 Proben von Sduglingen wurden seitens der Einsender ausschlieBlich einer Virusdiagnostik
unterzogen. Bei diesen Proben wurden mit der Multiplex- PCR doppelt so viele EaggEC wie
in der Gesamtgruppe der Kinder nachgewiesen. In 5 der 14 Fille wurden Viren als Ausloser
der Diarrhoe nachgewiesen, bei den verbleibenden 9 Proben gelang uns der Nachweis von
EaggEC in 33,3% und von EIEC in 11.1% der Fille, entsprechend wurden in diesen Fillen
EaggEC 2,5 mal haufiger als in der Gruppe der Kinder und 3 mal hiufiger als bei allen
Patienten nachgewiesen. Virus- und E. coli- Pathovar- Nachweis war in keinem Fall
gleichzeitig positiv. Dieses Ergebnis wurde im Grunde von uns erwartet, da aufgrund der
Symptomatik einer EaggEC- Infektion (persistierende, wiéssrige Durchfille) bei Sduglingen
klinisch der Eindruck einer Rota- oder Adenovirusinfektion entstehen kann.

Mit der Multiplex- PCR wurden in insgesamt 41 Proben enteropathogene E. coli

nachgewiesen. Davon wurden nur in drei Fillen (Labornummern 1, 160 und 215) auch von
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den Einsendern enteropathogene E. coli detektiert. In der Probe 1 wurden seitens des
Einsenders EHEC mittels Toxinnachweis im ELISA diagnostiziert, was mit dem Nachweis
von SLT I- und uid4 im Rahmen dieser Studie korellierte. Bei der Probe 215 wurden mittels
Multiplex- PCR EaggEC nachgewiesen, wihrend einsenderseitig mittels Serotypisierung O86
als EPEC diagnostiziert wurde. Hier mu3 angemerkt werden, daB Stidmme von OS86,
insbesondere O86: K61, als pathogene wie auch apathogene (86) E. coli, als EPEC (79),
ETEC (77), EaggEC (78, 84), EHEC (78) oder uropathogene E. coli (81), sowohl bei
Menschen (76-83) als auch bei Vogeln (83, 85) und Rindern (76) in der Literatur beschrieben
sind. Die Zuordnung dieses ausgesprochen vielgestaltigen Serovars zu einer bestimmtem
Erkrankung ohne Nachweis der Virulenzfaktoren erscheint daher wenig plausibel und
unterstreicht die besprochenen Grenzen der konventionellen Diagnostik. In der Probe 160
wurden mittels Multiplex- PCR- Diagnostik Virulenzfaktoren der ETEC (LT H und St a) und
EIEC (Shig ipaH) detektiert, aber kein Virulenzfaktor von EHEC, wéhrend einsenderseitig
mittels ELISA Verotoxin von O157 nachgewiesen wurde. Da die Sensitivitit und Spezifitat
der PCR, wie oben beschrieben, sehr hoch sind, bleibt als Erklarung die Moglichkeit der
mangelnden Spezifitit des ELISA- Nachweises. Alternativ konnte eine Probenverwechslung
vorgelegen haben. Weiterhin wurden in zwei aufeinanderfolgenden Proben bei der ersten
Probe (Labornummer 163) mittels Multiplex- PCR EPEC diagnostiziert, wobei der
konventionelle Nachweis weder seitens des Einsenders noch in der vorliegenden Studie
gelang. Bei der zweiten Probe (Labornummer 164) wurde vom Einsender mittels
serologischer Typisierung O144 als EPEC diagnostiziert. In diesem Fall konnte es sich um
die Folge serologischer Diagnostik handeln, welche molekularbiologischen Standards nicht
standhélt. Eine Probenverwechslung konnte jedoch auch hier nicht ausgeschlossen werden. In
einem weiteren Fall (Labornummer 104) wurden mittels Multiplex- PCR aus dem Stuhl
Virulenzfaktoren von EaggEC, ETEC und EIEC nachgewiesen und von uns aus der Kultur
EaggEC bestitigt, wogegen der Einsender laut Befund keine enteropathogenen Bakterien und
kein Shigatoxin nachweisen konnte. Der Befund 148t auf eine Erweiterung der
konventionellen Diagnostik mit serologischer Typisierung der Erreger und Verotoxin-
Nachweis im ELISA (Verotoxin = Shiga- like- toxin= shiga toxin, EHEC) seitens des
Einsenders schliefen. Die Erfolglosigkeit unterstreicht die Notwendigkeit eines PCR-
gestiitzten Nachweises enteropathogener E. coli in der Routine- Diagnostik.

In der vorliegenden Studie wurden mittels Multiplex- PCR- Diagnostik bei 19,3% aller
untersuchten Proben enteropathogene E. coli nachgewiesen. Am haufigsten wurden mit

10,6% FEaggEC nachgewiesen, gefolgt von EIEC mit 6,2% und ETEC mit 3,3%. EHEC
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(1,4%) und EPEC (0,5%) wurden nur selten nachgewiesen. Dieses Ergebnis scheint im
Widerspruch zu den vom RKI erhobenen Daten zu stehen. So standen in Deutschland 2002
EHEC mit 0,87% an 5. Stelle aller gemeldeten bakteriellen Durchfallerreger, nach den mit
3,7% an 4. Stelle stehenden gemeldeten Infektionen durch andere enteropathogene E. coli,
iberwiegend EPEC (2001: 83% EPEC, 2002 keine Daten) (74). Dies entspricht einer
Gesamtpridvalenz enteropathogener E. coli in Deutschland 2002 von 4,57%. Diese Daten sind
allerdings nicht aussagekriftig, da nur fiir EHEC seit 1998 eine Meldepflicht besteht. Zudem
weist das RKI selbst darauf hin, dal die Bestimmung der Pathogenitits- bzw.
Virulenzfaktoren die einzig verldliche Methode ist, in der Praxis jedoch der serologische
Nachweis (Serotypisierung) gefiihrt wird (74), was sich selbst in aktuellen Untersuchungen
fortsetzt (80, 86). So ist die Diagnostik lediglich fir EHEC als hinreichend sensitiv
einzuschitzen (Sensitivitit des ELISA- Toxinnachweises fiir EHEC aus der Anreicherung
84%, aus dem Stuhl geringer) (98). Dazu kommt, dall wassrige Durchfille in der Regel nur
auf Typhus, Paratyphus, Campylobacter spp., Salmonella spp. und Yersinia spp., bei
Sauglingen eventuell auch auf E. coli- Serotypen oder Rota- und Adenoviren untersucht
werden. Daher ist ein Vergleich der in dieser Studie erhobenen Daten mit den fiir Deutschland
vom Robert- Koch- Institut erhobenen Privalenzen nur begrenzt moglich. Schétzungen in der
internationalen Literatur gehen bei Durchfillen durch enteropathogene E. coli von
Pravalenzen bis zu 30% aus (1), unabhingig von den oft beobachteten lokalen Ausbriichen
(,Hamburger Disease‘). Diese Angaben korrellieren wesentlich deutlicher mit den in dieser
Studie erhobenen Daten als mit den an das RKI Berlin (74) gemeldeten Daten.
Zusammenfassend gilt auch fiir enteropathogene E. coli, da} man nur das findet, wonach man
sucht.

Interessanterweise zeigten sich zwischen den 3 Patientengruppen (Fernreisende, Kinder bis 10
Jahren, Sonstige) deutliche Unterschiede sowohl hinsichtlich der Gesamthiufigkeit
enteropathogener E. coli als auch der Verteilung der 5 getesteten Pathovare.

Die hier erhobene Gesamthiufigkeit von E. coli- Pathovaren lag bei Fernreisenden mit 26,2%
aller Proben am hochsten. Demgegeniiber wurden bei Proben von Kindern in 21,6% der
Proben Pathovare von E. coli nachgewiesen. Die iibrigen Patienten zeigten mit nur 6,1%
positiv getesteter Proben die geringste Haufigkeit. Innerhalb der Studie wurde zu keiner Zeit
eine zeitlich oder lokal begrenzte Hadufung der Nachweise enteropathogener E. coli
beobachtet, die auf einen lokalen Ausbruch hitte hindeuten konnen. Somit weisen die

gesammelten Daten darauf hin, daB enteropathogene E. coli in Deutschland bei Kindern bis
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10 Jahren und Fernreisenden als Durchfallerreger eine weitaus groBere Rolle spielen als
bislang angenommen.

Bei Kindern wurden EaggEC mit 12,8% aller Proben doppelt so hiufig nachgewiesen wie
EIEC (5,9%). ETEC machten hier 3,9% der Fille aus. Wegen des besonderen Interesses an
EPEC (Dyspepsie- Coli) und EHEC bei Siuglingen wurden Kinder unter 1 Jahr als
Subgruppe genauer ausgewertet: bei insgesamt 47 Kindern unter einem Jahr wurden nur 2,1%
EPEC gefunden, allerdings 10,5% EaggEC, 4,3% ETEC, 2,1% EIEC und keine EHEC. Hier
besteht einen eklatante Diskrepanz zu den v.a. durch Serotypisierung gewonnenen und an das
RKI gemeldeten Daten (Anteil der EPEC an allen E. coli- Pathovaren 2001: 67,4%, s.0.).

Bei Fernreisenden konnten FEaggEC (11,5%) und EIEC (9,9%) fast gleichhiufig
nachgewiesen werden. ETEC waren mit 3,3% vertreten. Daten internationaler Studien iiber E.
coli bei Reiserlickkehrern sind fiir ETEC, EIEC und EaggEC eher inkohérent. Luscher et al
fanden 1994 18,5% ETEC sowie 19,8% EIEC/ Shigella spp. (51), Vargas et al fanden 1998
3,4% EIEC, 15,7% ETEC und 13,4% EaggEC ( 59). Schultsz et al fanden 2000 10,7% ETEC
und 9,5% EaggEC (60), und Vila et al fanden 2001 9% EaggEC (97). Wéhrend in den o.g.
Studien Reiseriickkehrer aus allen Landern eingeschlossen wurden, untersuchte eine
japanische Studie 1999 Reiseriickkehrer nur aus asiatischen Lédndern und fand 13,5%
EaggEC, ohne Untersuchung der ETEC (62). Auffillig ist die mit den Jahren abnehmende
Tendenz des Nachweises von ETEC bei gleichbleibender Hohe des FaggEC - Nachweises,
was mit dem Wandel der Diagnostik zusammenhédngen kann, wobei aber ein Wechsel der
tatsdchlichen Prdvalenzen nicht auszuschlieBen ist. Aktuelle Untersuchungen zeigen, daf}
ETEC- Infektionen nicht unbedingt ein Problem von Reiseriickkehrern aus unterentwickelten
Landern sind, sondern eher, als Folge mangelhafter Hygiene bei Lebensmitteln und
Trinkwasser, zu lokal begrenzten Ausbriichen fithren. Dies wurde flir Ausbriiche auf
Kreuzfahrtschiffen, in 5- Sternehotels und Restaurants gezeigt, wo hiufig Eiswiirfel oder
Petersilie den Vektor darstellten (99, 103, 108), fiir Ausbriiche in Zusammenhang mit
,Seafood‘ (Fische, Shrimps) (100, 107), fiir Ausbriiche in Schulen (Thunfischpaste, Japan)
(100) und Kinderkrankenhdusern (Sduglingsnahrung, Indien) (101), bei Kindern in
Entwicklungsldndern (102, 104, 105) und Erwachsenen, die sich entsprechend lokaler
Gegebenheiten vor allem von ,ready- to- eat- meal® erndhren (z.B. Chili- Sauce in Mexiko)
(106). So werden ETEC heute als eine der wichtigsten Ursachen von food- borne- diseases
aullerhalb der hochentwickelten Industriestaaten angesehen.

Genaue epidemiologische Daten zu Privalenzen aller 5 Pathovare bei den unterschiedlichen

Patientengruppen sind zur Zeit in der Literatur nicht verfiigbar. Ein Vergleich ist lediglich mit
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Studien iiber einzelne bzw. wenige Pathovare, Studien, die auf serologischer Typisierung
basieren (80) oder auf ausgewihlten, d.h. nicht reprdsentativen, Proben. Etliche Studien, in
denen eine PCR- Diagnostik durchgefiihrt wurde, untersuchten E. coli- Isolate erst nach
monate- bzw. jahrelanger Kultivierung (75, 77, 82). In diesen Féllen 146t sich, nach den
Ergebnissen unserer Studie, nur noch eine stark eingeschrinkte Aussage hinsichtlich der
Virulenzfaktoren treffen. Toma et al. (75) fanden 2002 in einer japanischen Studie, in der alle
Pathovare in einem Multiplex- PCR- Ansatz untersucht wurden, in 138 von 156 untersuchten
Proben Pathovare enteropathogener E. coli. Dieses Ergebnis ist vermutlich wenig
reprasentativ fiir die Gesamtheit der Durchfallserkrankungen, insbesondere, da die Autoren
keine Angaben iiber Dauer der Kultivierung der Isolate und Herkunft der Proben machen. So
bleibt unklar, ob es sich um Proben aus Ausbriichen handelte. Die Mdglichkeit eines
Verlustes von Virulenzfaktoren durch Kultivierung wurde nicht beriicksichtigt. Auch die
Tatsache, daf bei 138 positiv getesteten Proben ausschlielich Mono- Infektionen beschrieben
sind, 148t Fragen offen. In der vorliegenden Studie wiesen wir bei 41 positiv getesteten
Proben immerhin 4 mal Doppel- oder Dreifachinfektionen nach, in jedem Fall mit Beteiligung
von EIEC und/ oder EaggEC. Bereits im Vorfeld des Screenings von Patientenmaterial
untersuchten wir die wechselseitige Beeinflussung von Templates in der Multiplex- PCR. Das
hiufigste Ergebnis beim Einsatz von Templates fir EIEC oder EaggEC in Proben mit
Templates mehrerer Pathovare war die Amplifikation der erstgenannten Banden bei
Unterdriickung der anderen Banden (siehe 3.4.). Wir legten daher besonderen Wert auf
Kompatibilitdt nicht nur der Primer, sondern auch der Templates in den Multiplex- PCR-
Ansitzen. Leider findet sich in der japanischen Studie kein Hinweis, da} dies beriicksichtigt
wurde. Fotos der PCR- Untersuchung zeigen stets nur den Nachweis eines Pathovars.
Insgesamt sind, bei kritischer Betrachtung, o.g. Studie leider keine Prévalenzen zu
entnehmen.

ETEC werden als typischen Erregern der Reisediarrhoe 30- 50% der Durchfille bei
Reisediarrhoe zugeschrieben (1). Wir fanden ETEC mit einem eher geringen Anteil von 3,3%
an allen Proben. Bei Kindern lag der Anteil mit 3,9% hoher als bei Fernreisenden (3,3%). Die
in der vorliegenden Studie gefundene Prdvalenz fiigt sich allerdings in die inkohérente
Datenlage internationaler Studien ein. So fanden Schultsz et al. (60) in einer hollindischen
Studie tiber Reiseriickkehrer mittels PCR- Technik einen ETEC- Anteil von 10.7%. Luscher
et al. (51) konnten in der Schweiz bei 18.5% der Reiseriickkehrer ETEC nachweisen. Wie
oben beschrieben, sind ETEC- Infektionen oft lokal begrenzte Ausbriiche, hervorgerufen

durch Kontamination von Lebensmitteln, was zu den differierenden Priavalenzen fithren kann.
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Der Nachweis entweder nur des hitzelabilen (LT) oder des hitzestabilen (ST) Toxins der
ETEC in 3 von 7 Féllen und beider Toxine in 4 Fillen korrelliert mit Daten internationaler
Studien. Peruski et al fanden von 1993- 95 in einer dgyptischen Studie tiber ETEC 57% ST-
positive, 34% LT- positive und 9% ST- und LT- positive Proben (77). Biswas et al. (56)
fanden 1996 in einer Untersuchung von 253 Kulturisolaten aus Stuhlproben von Durchfillen
bei Kindern in Hongkong 12,3% ausschlieBlich LT- positive ETEC. Da o.g. Studien den
PCR- Nachweis von Virulenzfaktoren bei Kulturisolaten fiihrten, ist hier neben einer regional
unterschiedlichen Ausstattung mit Virulenzfaktoren auch deren Verlust durch Kultivierung in
Betracht zu ziehen.

Die Haufigkeit von EIEC ist in der vorliegenden Studie hoher als erwartet. Bei Fernreisenden
konnte mit 9.9% eine deutlich hohere Priavalenz als bei Kindern (5.9%) und der
Gesamtgruppe (6.2%) festgestellt werden. E/EC wurden mit einem Anteil von 37.5% an den
positiv getesteten Proben am hiufigsten bei Fernreisenden nachgewiesen. Ahnlich hohe Daten
finden sich bei Luscher et al. (51) in einer Schweizer Studie iiber Reiseriickkehrer, in der
mittels PCR bei 19.8% der Patienten mit Durchfall und Fernreiseanamnese EIEC detektiert
wurden. Bei mexikanischen Kindern mit Durchfall wurde fiir E/EC mittels PCR eine
Privalenz von 14.7% gefunden (52). Im Gegensatz dazu fanden Vargas et al. (59) mittels
PCR- Nachweis aus Kulturisolaten nur einen E/EC- Anteil von 3.4% bei Reiseriickkehrern.
Nataro und Kaper (1) wiesen darauf hin, da3 bei Infektionen mit E/EC die Erreger hédufig als
apathogene E. coli oder Shigella ssp. missdiagnostiziert werden. Der rapide Verlust der
Virulenzfaktoren wéhrend der Kultivierung fiihrt zu falsch negativen Ergebnissen auch in der
PCR- Untersuchung (1), was zu der inhomogenen Studienlage beitragen diirfte.

EaggEC zeigten in allen untersuchten Patientengruppen die groBBte Haufigkeit. In 10,6% aller
untersuchten Proben wurden EaggEC nachgewiesen, entsprechend in 47,6% aller positiv
getesteten Proben. Bei Kindern lag der Anteil mit 12.8% aller Proben respektive 59,7% aller
positiv getesteten Proben am hochsten. Die grofite Haufigkeit von EaggEC wurde mit einem
Anteil von 33,3% bei Kindern mit dem klinischen Verdacht auf eine Virusinfektion, ohne
entsprechenden Virusnachweis, festgestellt. So erreicht die in dieser Studie gefundene
Privalenz von EaggEC- Infektionen zwar insgesamt nicht die Zahlen von Studien aus
Entwicklungslédndern (Pravalenzen zwischen 20 und 30 % in Indien, Iran/ Irak, Mittelamerika
und Asien)(1; 53; 54), ist aber wesentlich hoher als erwartet. Zur Epidemiologie von EaggEC
liegen aufgrund der mangelhaften Diagnostik bislang nur unzureichende Daten vor. Auch die
fiir Deutschland an das RKI gemeldeten Daten sind aus demselben Grund kritisch zu sehen,

worauf das RKI ausdriicklich hinweist (74). 11.5% aller von uns untersuchten Proben
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(=43,8% der positiv getesteten Proben) von Fernreisenden waren in der PCR- Untersuchung
positiv fiir EaggEC. Die Priavalenz von EaggEC zeigte bislang vor allem geographische
Unterschiede. Die Angaben fiir Reiseriickkehrer, v.a. aus Siidamerika und Asien, schwanken
zwischen 4.6% und 13.5% (60, 61, 62, 97). EaggEC wurden in einer polnischen Studie iiber
enteropathogene E. coli bei Kindern in 16,9% der Fille gefunden, allerdings auch in 17, 3%
der Kontrollen (E. coli- Stimme von gesunden Kindern) (82). Letztgenannte Sudie arbeitete
allerdings nicht mit als spezifisch fiir EaggEC angesehenen Primern, sondern mit dem PCR-
Nachweis des relativ unspezifischen pAA- Gens sowie mit Phénotypisierung von
Kulturisolaten. Heterogenitit der EaggEC und eingeschrinkte Brauchbarkeit des pAA-
Nachweises wurden bereits in Studien beschrieben (95, 96). Es wird von grofler Bedeutung
sein, zukiinftig genauere Daten zu Prdvalenzen von EaggEC bei unterschiedlichen
Patientengruppen zu erheben.

EPEC- Infektionen spielten in der vorliegenden Studie mit einer Haufigkeit von 0,5% bei
einer Gesamthaufigkeit von 19,3% E. coli nur eine untergeordnete Rolle. Dies spiegelt die
PCR- gestiitzt international erhobenen Daten gut wieder. So fanden bei der Untersuchung von
Reisertlickkehrern Vargas et al. (59) in einer spanischen Studie 2.8% EPEC und Ogata et al.
(62) in einer japanischen Studie 3.6% EPEC. Bei der Untersuchung von Kindern mit
Durchfillen fanden el-Sheikh et al (89) in einer saudiarabischen Studie 3,8%, Orlandi et al
(90) in einer brasilianischen Studie 2,3% EPEC und Ahmetagic et al (93) in einer Studie aus
Bosnien- Herzegowina 4,9% EPEC. Bei Patienten ohne Zuordnung zu einer bestimmten
Gruppe fanden Keskimaki et al (91) in einer finnischen Studie 3,2% EPEC, Nishikawa et al
(94) in einer japanischen Studie 1,9% EPEC und Bathiki et al (92) in einer jordanischen
Studie 3,9% EPEC. Insgesamt zeigt sich weltweit und unabhéngig von Patientengruppen ein
uniformes Bild mit Pravalenzen von 2 bis 4% EPEC bei Durchfallserkrankungen. Damit hat
der sogenannte Dyspepsie- Coli durch Einfiihrung der PCR- Technik seinen bisherigen
Stellenwert verloren. Wo der Nachweis von EPEC noch immer mittels Serotypisierung
gefiihrt wird, kommt es, wie vom RKI Berlin berichtet (74), zu einer artifiziellen Hiufung von
EPEC- Infektionen (EPEC- Anteil in Deutschland 2001: 67,4% aller gemeldeten E. coli—
Pathovare bzw. 83% aller Pathovare auller EHEC).

Auch EHEC- Infektionen spielten in der vorliegenden Studie mit 1,4% bei einer
Gesamthéufigkeit von 19,3% E. coli nur eine untergeordnete Rolle, was sehr gut mit den
vorwiegend durch Toxinnachweis (ELISA) erhobenen und an das RKI Berlin gemeldeten
Daten korrelliert. Fiir 2002 besteht demnach eine Prévalenz gemeldeter EHEC- Infektionen

von 0,87% (74). Diese Pridvalenz wiederspiegelt sich auch im internationalen Rahmen
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auBBerhalb von Ausbriichen. So fanden Nishikawa et al (94) in einer japanischen Studie 1,1%
EHEC bei einer Gesamtprivalenz von 7,3% E. coli. El-Sheik et al (89) fanden in einer
saudiarabischen Studie iiber Erreger von Durchfallserkrankungen 1,9% EHEC bei einer
Gesamtpravalenz von 13% E. coli. Hingegen wurde in den fiir Deutschland an das RKI
gemeldeten Daten 2002 bei einer Gesamtpravalenz enteropathogener E. coli von 4,57% ein
EHEC- Anteil von 18,8% festgestellt (74), was weniger auf eine mogliche regionale Hiufung
von EHEC- Infektionen, sondern eher auf die Meldepflicht nur fiir EHEC- Infektionen, den
relativ  verbreiteten EHEC- Toxin- Nachweis im ELISA und die begrenzten
Nachweismoglichkeiten fiir die anderen E. coli- Pathovare zurlickzufiihren ist. Dies wurde
auch im Vergleich der PCR- Ergebnisse vorliegender Studie mit den Einsenderdiagnosen
deutlich. Nur in einem Fall wurde sowohl seitens des Einsendenden Instituts mittels
Toxinnachweis im ELISA (Optimum S, Merlin, Bornheim), als auch unsererseits mittels
Multiplex- PCR EHEC nachgewiesen. Von demselben einsendenden Institut wurde in einer
Probe ein FHEC- Stamm durch Toxinnachweis im ELISA detektiert, wobei aus derselben
Probe mittels Multiplex- PCR in vorliegender Studie ausschlieBlich Virulenzfaktoren von
ETEC und EIEC nachgewiesen wurden. Es ist nicht auszuschliefen, da3 die E/EC- Stamme
mittels ihres Shiga- Toxins, welches dem Shiga- like Toxin der EHEC &hnlich ist, zu einem
falsch- positiven Ausfall des ELISA- Toxinnachweises bei EHEC gefiihrt haben (Spezifitit
des ELISA 98%, allerdings wurde nicht gegen Shigella spp. oder EIEC gestestet) (98). Zwei
weitere FHEC wurden in der Multiplex- PCR bei Patienten mit wissrigen Durchféllen
nachgewiesen, ohne dall sie von den einsendenden Instituten detektiert wurden. Da
Sensitivitdt und Spezifitit der Multiplex- PCR, wie beschrieben, sehr hoch sind, diirfte die
Ursache am ehesten in der mangelnden Sensitivitit des ELISA- Toxinnachweises (84% aus

der Anreicherung, bei Stuhlproben deutlich geringer) (98) liegen.
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4.3. Anwendungsmoglichkeiten des Multiplex- PCR-
Panels- diagnostische, medizinische und

epidemiologische Relevanz

Die Multiplex- PCR zum Nachweis von enteropathogenen E. coli ist fiir den Einsatz an
Stuhlproben entwickelt worden. Fiir die Aufreinigung der DNS wurde ein kommerzielles Kit
der Firma Qiagen verwendet, das leicht zu handhaben ist und eine Stunde Zeitaufwand
beansprucht. Fiir Rektalabstriche von Séduglingen wurde eine Methode entwickelt
(Zusammenarbeit mit Dr. Kiichler, Vivantes- Klinikum Neukdlln), bei der die Bakterien mit
PBS und Aqua tridest gewaschen wurden. Um eine Inhibition der PCR durch
Stuhlbestandteile erkennen zu koénnen, wurde fiir jede einzelne Probe eine interne
Positivkontrolle (rDNA16s) im Multiplex- PCR- Ansatz mitgefiihrt. Da Stuhlproben in aller
Regel E. coli enthalten, sollte durch den Nachweis von E. coli- tDNS die Anwesenheit von
Inhibitoren ausgeschlossen werden. Wegen der wechselseitigen Beeinflussung von Templates
und Primern war es nicht moglich, alle Pathovare in einem einzigen Ansatz nachzuweisen.
Deshalb muBten fiir verschiedene Fragestellungen unterschiedliche Panel entwickelt werden.
Erreger blutiger Diarrhoen z.B. kdnnen mit einem einzigen Ansatz in einer Quadruplex- PCR
nachgewiesen werden. Um alle 5 Pathovare nachweisen zu kdnnen, wurde ein Routine- Panel
entwickelt, das aus einer Triplex-, einer Duplex- und zwei Monoplex- PCR besteht. Dieses
Panel bietet die Moglichkeit, innerhalb von 4-5 Stunden inklusive Aufbereitung und
Elektrophorese- Lauf den Nachweis von enteropathogenen E. coli aus Stuhlproben,
Rektalabstrichen und Kulturisolaten in der mikrobiologischen Routine zu fiihren.

Die Materialkosten fiir eine Stuhluntersuchung mit den 4 in dieser Studie verwendeten
PCR- Ansitzen (W1, W2, C3, W3) wurde bei Verwendung des kommerziellen
Autbereitungskits mit 6 € iiberschlagen, bzw. 3 € bei Untersuchung von Rektalabstrichen und
Kulturisolaten.

Die PCR- Diagnostik ist eine sinnvolle und notwendige Ergénzung der konventionellen
Diagnostik enteropathogener E. coli, vor allem fiir ETEC, EIEC und EaggEC, da durch die
PCR eine Routine- Diagnostik {iberhaupt erst ermoglicht wird. Besonderen Wert erhélt die
Multiplex- PCR- Diagnostik durch die Inhibitoren- kontrollierte Diagnostik direkt aus dem
Stuhl. Wesentliche Vorteile des PCR- Nachweises aus dem Stuhl sind neben einer hohen
Sensitivitdt, Spezifitit und dem Zeitgewinn (wenige Stunden gegeniiber der mindestens 48

Stunden dauernden konventionellen Diagnostik) die zuverldssige Identifikation von
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Pathovaren enteropathogener E. coli anhand ihrer Virulenzfaktoren. Hauptproblem beim
Nachweis insbesondere von EIEC, aber auch ETEC und EPEC ist der rapide Verlust ihrer
Virulenzfaktoren in der Kultur. Bei der Passage unserer Kontrollstimme kam es regelmifig
zum Verlust eines oder mehrerer Virulenzfaktoren, dem dann mit aufwendiger Re- Passage
der Originalkultur entgegengewirkt werden mufite. Wéhrend z.B. EIEC aus Rektalabstrichen
in Selenitboullion relativ hdufig nachgewiesen werden konnten, waren sie nach Passage auf
ein festes Medium meist nicht mehr detektierbar. Daher ist die Diagnostik direkt aus dem

Stuhl bzw. Rektalabstrichen einer Diagnostik nach kultureller Anzucht stets vorzuziehen.

Bei der Untersuchung von EHEC konnten Multiplex- PCR und Toxin- Nachweis mittels
ELISA gleichwertig nebeneinander stehen, wobei die Multiplex- PCR eine hohere
Sensitivitdt besitzt (100% in unserer Untersuchung gegeniiber 84% und weniger im ELISA)
und zusétzlich die Moglichkeit gegeben ist, Virulenzfaktoren verschiedener Genomabschnitte
nachzuweisen, was bei den unterschiedlich vorhandenen Virulenzfaktoren der ETEC, aber

auch bei EHEC notwendig ist.

Die hohe Sensitivitit der PCR- Technik wird international bereits in Lebensmittel- und
Trinkwasseruntersuchungen  genutzt.  Beispielsweise ~ wurden  2000- 2002  zur
Dingbarkeitmachung von Umweltverschmutzung durch Agrarkonzerne die Privalenzen von
E. coli O157:H7 und Salmonella spp. in kanadischen Gewissern erhoben, in deren
unmittelbarer Ndhe hohe Inzidenzen von Durchfillen aufgefallen waren. Dort konnte eine
Pravalenz von 0,9% E. coli O157:H7 (n=1.483) im Oberflichenwasser nachgewiesen werden
(87). In Taiwan wurden durch PCR- gestiitzte Trinkwasseruntersuchungen (47) ETEC und
EHEC bis zu einer Menge von 10° CFU pro Ansatz nachgewiesen, wobei keine Angaben
iber Pravalenzen gemacht wurden. In unserer Multiplex- PCR lag die untere Nachweisgrenze
bei 10°- 10° Erreger/g Stuhl. Die Multiplex- PCR kann daher effektiv zum Nachweis
geringster Erregermengen in Stuhlproben, Rektalabstrichen oder Fliissigkeiten eingesetzt

werden. So erdffnen sich Einsatzmdglichkeiten fiir diese Technik auch im Bereich Hygiene.

Mittels Multiplex- PCR ist ein schneller und effektiver Nachweis enteropathogener E. coli
moglich. Zur Anzucht enteropathogener E. coli mit biochemischer Leistungspriifung wurden
hingegen mindestens 2 Subkulturen benétigt. Um einen Virulenzfaktoren produzierenden E.
coli aus einer Mischkultur zu isolieren, wurden zahlreiche Subkulturen angefertigt. Bei 19

von 33 subkultivierten, in der Multiplex- PCR positiv getesteten Proben gelang so der
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Nachweis von Virulenzfaktoren aus der Kultur. Von diesen konnte 14 mal E. coli isoliert,
mittels biochemischer Leistungspriifung nachgewiesen und in Reinkultur gebracht werden.
Dabei zeigte sich, dafl der Multiplex- PCR- Ansatz direkt aus einer Bakterien- Mischkultur

im Vergleich zur konventionellen Diagnostik deutlich arbeits- und zeitsparender ist.

Im Rahmen dieser Studie wurden alle Proben mit je 4 Ansédtzen auf 5 enteropathogene E. coli
gescreent, inklusive einer Positivkontrolle (16s-rDNA in W1). Mit dem Multiplex- PCR-
Ansatz konnten bis zu 4 verschiedene Virulenzfaktoren aus Stuhl, Rektalabstrichen oder aus
der Kultur in einem Ansatz nachgewiesen werden. Deshalb bietet sich fiir den klinischen
Alltag folgendes Vorgehen an: Blutige Stiihle sollten mit dem B- Panel in einem Ansatz auf
EHEC, EIEC und Shigella spp. getestet werden. Stiithle von Kindern kénnen mit dem C- und
W3- Ansatz auf relevante Pathovare (EHEC, EPEC, EaggEC, EIEC) in 3 Ansdtzen gescreent
werden. Stiihle von Fernreisenden sollten wegen der von uns erhobenen Préivalenzen der
Pathovare enteropathogener E. coli mit dem W- und C3- Ansatz auf alle Pathovare getestet
werden. Dieses Verfahren bietet sich auch an, um Proben parallel auf alle 5 Pathovare zu
screenen. Abbildung 9 zeigt die Einzelansitze aller Primer und den von uns verwendeten

Routine- Ansatz (W1-3+C3).

Herkéommliche, d.h., Monoplex- PCR / Multiplex- PCR, Routine- Ansatz
Mw SLT1 uidA ECB LTH STa rDNA/ W3 C3 W1 W2 % % Mw

Abb. 9: Monoplex- und Multiplex- PCR: Einzelansiitze und Routine- Ansatz mit
W1 (ST a, uidA, LT H, rDNA16s), W2 (SLT 1, ECB), W3 (shig ipaH) und C3 (pCVD)
Mw = Molekulargewichtsmarker

% = Negativkontrolle
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4.4. Schluf3folgerung und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie unterstreichen, dafl der Einsatz einer Multiplex- PCR
zum Nachweis enteropathogener E. coli aus Stuhlproben und Rektalabstrichen moglich ist.
Die teils unerwarteten Prdvalenzen enteropathogener E. coli, die in dieser Studie ermittelt
wurden, weisen auf die iiberlegene Sensitivitdt einer PCR- gestiitzten Diagnostik im
Vergleich zur konventionellen Diagnostik hin. Daher ist geplant, die Diagnostik
enteropathogener E. coli mittels Multiplex- PCR in die Routinediagnostik der Abteilung fiir
Medizinische Mikrobiologie des Campus Benjamin Franklin der Charite einzufiihren. Die
genauen Prévalenzen von enteropathogenen E. coli miissen durch weitere Untersuchungen
geklart werden. In einer Nachfolgearbeit wird deshalb der Nachweis enteropathogener E. coli
konsekutiv aus Stuhlproben bei Kindern mit Diarthoe und unterschiedlichen
Patientengruppen gefiihrt. Daneben ergeben sich Einsatzmoglichkeiten fiir die Multiplex-

PCR zum Nachweis enteropathogener E. coli in der Trinkwasser- und Lebensmittelhygiene.
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