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7.1 Ergebnislisten

Die Proben wurden fortlaufend mit einer Laborbuchnummer versehen. Unter dieser Nummer
wurde jede Probe im Routineansatz mit den Paneln W1, W2, W3 (=shig ipaH) und C3
(=pCVD) getestet. Zeigten sich in der Multiplex- PCR Banden, wurden die entsprechenden
Primer des jeweiligen Einzelansatzes einzeln, d.h. im Monoplex- Ansatz, getestet. War die
Testung der Probe abgeschlossen, bekam die Probe ein Sternchen (*). Rektalabstriche von
Sauglingen wurden parallel auf Endo ausgestrichen und in einer gesonderten Spalte mit Sele
fiir Selenitboullion gekennzeichnet. Banden in den 4 Routine- Panel wurden mit + bzw. der
Bandenlinge in der entsprechenden Spalte des Panels gekennzeichnet. Das Ergebnis der
anschlieBenden Einzeltestung der Primer wurde in der Spalte des jeweiligen Primers
vermerkt. Spezifische Banden wurden als beweisend fiir den Pathovar angesehen und das
Ergebnis vermerkt. Traten unspezifische Banden auf, wurde dies unter ,Ergebnisse’ mit unsp.
vermerkt. Banden von 310 bp Lange in W2 und SLT 1 wurden zusédtzlich gekennzeichnet mit
Verdacht auf Salmonella ssp. Traten bis auf die Positivkontrolle keine Banden auf, wurde
unter Ergebnisse ,%VF’ fiir ,keine Virulenzfaktoren’” vermerkt. Das FErgebnis hatte
Giiltigkeit, sofern die Positivkontrolle (rDNA16s) in W1 positiv ausfiel. In diesem Fall findet
sich ein ,*’ in der Spalte fiir IDNA. Bei negativem Ausfall wurde zunéchst der Multiplex-
Ansatz, dann die Extraktion wiederholt. Blieb das Ergebnis negativ, war von Inhibition der
PCR auszugehen, was in der Ergebnispalte mit ,%Erfolg’ vermerkt wurde. Anmerkungen mit
Seitenzahlen in der Ergebnisspalte beziehen sich auf die entsprechende Stelle in Laborbuch 1

und 2.

Tabelle 20: Ergebnislisten des Screenings von Patientenproben

Datum | Nr | Krkh W1 | W2 W3 C3 r Sit1 uidA |LTH |(STa |ECB Ergebnisse
shig P DNA
ipaH | CVD
190701 | 1 Neuk | Sele | + + - - + 310 250 * Unsp/Salm.?
350 EHEC
2 PAue + - + * %VF
3 + + + 250 - * Unspez.
4 TPE + + + 310 * Unsp/Salm.?
5 St.Jo + 250 - + 310 - * Unsp/Salm.?
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6 + - - - + %VF
7 + 310 - - + Unsp/Salm.?
8 + + - - + - Unspez.
9 + - 600 - + V.a.EIEC/
Shig.ssp
10 + + - 630 + 310 Unsp/Salm?
EaggEC
11 + - - - + %VF
12 | Trop 250 |+ - - + 350 - - V.a.EHEC
13 + + - - + 310 Unsp/Salm. ?
14 + 350 6507 |- + - Unspez.
250701 | 15 + - - - + %VF
16 + - - - + %VF
17 + - - 630 + EaggEC
Buchl S.129
18 + - - - + %VF
19 + 300 - - + Unspez.
20 + 250 - - + Unspez.
500
21 -/- -/- - -/- %ZErfolg
22 + - - - + %VF
23 - - - %VF
24 400 - - Unspez.
550
25 | TPE + 310 - - + Unsp/Salm. ?
26 | TPE + 220 - + 310 250 280 V.a.EHEC
310 350 320 Buchl S.156
400 450 Unsp/Salm.?
270701 | 27 | Trop + - - 250 + Unspez.
28 + + - 220 + Unspez.
29 + + - 630 + EaggEC
700 Campy?
30 + - - 630 + EaggEC
31 + 220 - - + Unsp/Salm.?
310 Unspez.?
32 + 600 603 - + - V.a.Shig.ssp./
EIEC
33 + 400 - - + - - Unspez.
34 + div 603 400 + V.a.Shig.ssp./
210 EIEC
35 + - - - + %VF
36 + 150 - 630/ |+ EaggEC
630
37 + 350 - - + 150 V.aEHEC
350
38 | St.Jo + ) Sch - + Unspez.
mier
39 + - - - + %VF
40 + - - - + %VF
41 | PAue + - - - + %VF
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42 -/- -/- - - -/- * %Erfolg
43 + - - 630 + * | EaggEC
BuchlI S.138
44 + - - - + * %VF
45 | Neuk | Sele | + ) - - + div - * Unspez.
46 | Neuk | Sele | + 310 460 - + 310 - * Unsp/Salm.?
220 450
47 | Neuk | Sele | + 300 460 - + 250 - * | V.a.EIEC/
350 600 350 Shig.ssp.
450 400
600 500
48 | Neuk | Sele | + 350 - - + 400 - * Unspez.
260
450
49 | Neuk | Sele | + 350 - - + 350 - - - * Unspez.
400 400
250 450
50 | Neuk | Sele | + 400 - - + 400 - * Unspez.
250 250
500
020801 | 51 | St.Jo + - - - + * | %VF
52 + 600 420 - + - - * Unspez.
520
/-
53 - - - - -/- * %Erfolg
54 + - - - + - - - * | %VF
55 310 |- - - + - 312 182 * | ETEC
180 Buchl S.151
56 + - - - + * | %VF
57 + - - - + * | %VF
58 + 310 |- - + - - * | Unsp/Salm.?
59 + - - - + * | %VF
60 | Neuk | Sele | + 450 160/ |- + * Unspez.
250 -
61 | PAue + - - - + * %VF
62 + - - - + * | %VF
63 + 140 - - + - * Unspez.
64 + - - - + * | %VF
65 | Trop + - - - + * %VF
66 + 250 - - + - - * Unspez.
450
550
67 + 250 - - + - * Unspez.
68 + - - - + * | %VF
69 + 260 - - + - - * Unspez
400
70 + 260 - - + - - * Unspez.
700
090801 | 71 | PAue + - - - + * | %VF
72 + - - - + * | %VF
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73 | Trop + - - - + %VF
74 + - - - -/- % Erfolg
75 | StJo + - - - + %VF
76 + - - - + %VF
77 400 |- - - + Unspez.
800
78 /- - - - /- %ZErfolg
79 300 |- - - + Unspez.
800
80 300 |- - - + Unspez.
800
500
81 | Neuk | Sele | -/- - - - - %Erfolg
82 Sele | 420 |- - - + %VF
800
83 Sele | 420 |- - - + - Unspez.
800
84 Sele | + 350 - - + - Unspez.
85 Sele | - - - - - %Erfolg
86 Sele | + - - - + %VF
87 Sele | + + - - + - Unspez.
88 | TPE + - - - + - - - %VF
150801 | 89 | StJo + - - + %VF
920 300 |- - - + - - - Unspez.
91 /- - - - /- %ZErfolg
92 -/- - - - -/- %Erfolg
93 + - - - + %VF
94 + - - - + %VF
95 -/- - - - -/- %Erfolg
96 + - - - + %VF
97 + - - - + %VF
160801 | 98 | PAue + 150 Sch - + - Unspez.
mier
929 + 150 - - + - - - Unspez.
250
100 + - - - + - - %VF
101 | Neuk | Sele | + 310 - - + Unsp/Salm.?
102 Sele | + + - - + - - %VF
103 Sele | + 250 - - + 180 Unspez.
450 450
104 Sele | + - 600 630 + 312 - ETEC +
/600 | /630 /312 EaggEc +
EIEC
/Shig.ssp.
105 Sele | + + - - + 750 312 460 V.a.ETEC
BuchlI S.168
106 | TPE + 310 - - + 310 - - Unsp/Salm.?
220801 | 107 | St.Jo + - - - + %VF
108 + 310 - Unsp/Salm.?
600
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109 + - - - + %VF
110 + - - - + %VF
111 -/- - - - -/- %Erfolg
112 + - - - + %VF
113 + - - - + %VF
114 + + - - + Unspez.
115 | TPE + - - - + %VF
116 | Neuk | Sele | + 210 - - + 450 Unspez.
450
117 Sele | + 310 - - + - Unsp/Salm.?
130
600
118 Sele 280 - - + Unspez.
119 Sele 800 - - - Unspez.
120 | TPE + - - - + %VF
121 | Neuk | Sele | -/- - - - /- %Erfolg
122 Sele | + - - - + %VF
290801 | 123 | St.Jo + 350 600 630 + div. EaggEC+
EIEC/Shig.s
124 + - - 630 + EaggEC
125 + 350 - - + 400 %VF
126 200 |- - - + Unspez.
300
127 + 310 - - + 310 Unsp/Salm.?
310
128 + + - 630 + +/- Eagg.EC
129 + 350 - - + 400 Unspez.
130 + - - - + %VF
131 + - - - + %VF
132 + + - - + +/- Unspez.
133 + - - - + - Unspez.
134 + 250 - - + 350 Unspez.
450 350
/-
135 + 280 - - + 310 Unsp/Salm.?
260 310
136 + 310 - - + 350 Unspez.
/-
137 + - - - + %VF
138 + 400 - - + - Unspez.
139 + - - - + %VF
300801 | 140 | PAue + - - - + %VF
141 + - - - + Unspez.
142 + 200 - - + 310 Unsp/Salm.?
143 + - - - + %VF
144 + - - - + %VF
145 + 500 - - + + Unspez.
146 + - - - + %VF
147 + - - - + %VF
148 | Trop - - - - - %Erfolg
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149 + 500 - 630 + - * | EaggEC
630
310801 | 150 + - - - + * | %VF
151 + - - - + - * | %VF
152 + + 600 - + 400 - * | EIEC/Shig.s
600
153 + - - - + * | %VF
154 + - 600 - + * | EIEC/Shig.s
155 + + - - + -/- * | %VF
156 + + - - + - * | %VF
157 + - - 630 + * EaggEC
050901 | 158 | TPE + - - - + * | %VF
159 | Neuk | Sele | + - - - + 312 180 * | ETEC
310
160 Sele | + 400 600 - + 312 180 * | ETEC+
310 EIEC/Shig.s
161 Sele | + 310 - 630 + - - * EaggEC
162 Sele | + + - - + 300 * Unspez.
163 Sele | + + - - + - - 550 * | EPEC
550
164 Sele | + + - - + - - - * Unspez.
165 Sele | + 260 - - + - * Unspez.
310
166 Sele | + + - 630 + - - * Unspez.
167 Sele | + - - - + * | %VF
168 Sele | + 240 - - + - - - - - * | Unspez.
180 | 410
169 Sele | + + 600 - + - - * | EIEC/Shig.s
170 Sele | + 410 - - + 210 * Unspez.
400
171 Sele | + 410 - 630 + 410 * | EaggEC
600
172 Sele | + - - - + * %VF
173 Sele | + 410 600 - + 410 - * | EIEC/Shig.s
174 | TPE + - - - + * | %VF
175 + - - - + * | %VF
176 + - - - + - - * | %VF
177 | PAue + 220 - - + + + - - * Unspez.
178 + + - - + - - - - * Unspez.
179 + + - - + - - - - - ® %VF
180 + - - - + - - * | %VF
181 + - - - + - - * | %VF
180901 | 182 | Trop + + - - * - - - - - * | %VF
500
183 + + - - + * | %VF
184 + + - - + - - - * %VF
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185 + + - - + - - - %VF
186 + 350 - - + - - Unspez.
400
187 + - - - + %VF
188 + + -/- - + %VF
100
200
189 + 150 - - + - - - Unspez.
190 + 350 - - + - - Unspez.
191 + + - - + - - Unspez.
192 + 400 - - + - - Unspez.
193 + - 600 - + V.a.EIEC/
Shig.ssp.
194 + ) - - + - - - %VF
195 - - - %VF
196 - 600 630 V.a.EIEC/
Shig.ssp.
EaggEC
197 + - - - + %VF
198 180 | 400 - - + 310 180 ETEC
350 |210
199 | StJo + + 450 - + - - - Unspez.
400
200 + + 450 - + - - - Unspez.
750
201 + + 600 - + - - - V.a.EIEC/
750 Shig.ssp.
202 + - - - - - Unspez.
203 + - - - - - Unspez.
400
210901 | 204 | Trop + 650 - - + -/- Unspez.
205 + 350 - - + -/- -/- Unspez.
206 + 120 - 630/ |+ -/- EaggEC
200 630
207 + - - - + %VF
208 250 | 200 - - + - - Unspez.
209 250 | 200 - - + 250/ |- Unspez.
350 -
210 + 400 - - + 190 - Unspez.
211 + - +/- 630/ |+ EaggEC
630
212 180 | 320 - - + 750/ | - -/-/ 180/ | -/- ETEC
420 - 200/
560 180
213 + + - 630/ |+ + Unspez.
214 + 310 - +/- + 310/ Unsp/Salm.?
200
220901 | 215 | Neuk | Sele | + - - 630 + EaggEC
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216 Sele | + 310 - - + 310 Unsp/Salm.?
410
217 Sele | + 310 - 220 + 310 Unsp/Salm.?
218 Sele | + - - - + %VF
219 Sele | + - - - + %VF
220 Sele | + 250 - - + - - Unspez.
221 Sele | + 350 - - + - - Unspez.
450
222 Sele | + 250 - - + 400 Unspez.
300
223 Sele | + - - 630 + EaggEC
224 Sele | 250 | 240 - 630 + 100 - EaggEC
350 | 360 200
280
225 Sele | + 410 500/ |- + 250 Unspez.
300
450
226 | PAue + - - - + %VF
227 * - - - + %VF
228 + - - - + %VF
229 | St.Jo + 400 - 630 + - EaggEC
230 + 400 - 630 + - EaggEC
231 + 290 - - + 310 Unsp/Salm.?
232 + - - - + %VF
233 + 210 - - + - Unspez.
234 + - - - + %VF
235 + 310 - - + 310 Unsp/Salm.?
236 + - - - + %VF

Tab. 21: Uberpriifung von in der PCR positiv getesteten Proben mittels PCR aus dem

Kulturisolat
Datum | Labor- Einsender/ | PCR-Ergebnis An- Virulenzfaktoren Sub- | APl/ Virulenzfakto
Nr. Nr. sitze | im Stuhl kul- | Bunte Reihe | ren von Endo
tur
190701 | 1/S.118 | Neukolln EHEC 1 W1:uidA 252 - Nicht unter-
anon. Unsp/Salm.? W2:SIt1 310/348 sucht
9/S.123 | St.Joseph | EIEC/Shig.ssp. 1 Shiga ipaH :603 - Nicht unter-
6186 sucht
10/S.123 | St.Joseph | EaggEC 1 PCVD :630 - Nicht unter-
6261 sucht
12/S.123 | Tropen- EHEC 3 WI :uidA 252 - Nicht untersucht
inst./1 W2 :Slt1 348
250701 | 17/S.129 | Tropen- EaggEC 1 PCVD :630 - Nicht untersucht
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inst./6
26/S.156 | TPE-Labor | EHEC W1 :Schmier 3 Salm.ssp Sit1:310/348
Unsp/Salm.? W2 :Schmier E.coli UidA :252
270701 | 29/S.130 | Tropen- EaggEC PCVD :630 - Nicht untersucht
inst./16
30/S.130 | Tropen- EaggEC PCVD :630 6 PCVD:630
11S.48 |inst./17 Stich
32/S.148 | Tropen- EIEC/Shig.ssp. Shiga ipaH :603 3 E.coli -
inst./19
34/S.148 | Tropen- EIEC/Shig.ssp. Shiga ipaH :603 - Nicht untersucht
inst./21
36/S.131 | Tropen- EaggEC PCVD :630 4 E.coli PCVD :630
1IS.52 | inst./23 Stich (S.142)
37/S.131 | Tropen- EHEC W2 :Sltl 348 6 E.coli -
inst./24
43/S.131 | Potsd.Aue | EaggEC PCVD :630 4 E.coli PCVD :630
Zajons Stich
47/S.148 | Neukolln EIEC/Shig.ssp. Shiga ipaH :603 - Nicht unter-
2322 sucht
020801 | 55/S.147 | St.Joseph | ETEC LTH:312 STa:182 | Kein
u.S.151 | 6425 Wach
stum
160801 | 104/1S. | Neukolln ETEC+ LTH:312 STa:- 5 In Kultur
165,168 | 2565 EaggEC+ PCVD:630 nur spérliches | PCVD:630
EIEC/Shig.ssp. Shiga ipaH:603 Wachstum
105/1S. | Neukoélln ETEC LTH:312 STa:- 4 -
168 2586
290801 | 123/1S. | St.Joseph EaggEC+ PCVD:630 7 E.coli PCVD:630
187,11 7284 EIEC/Shig.ssp. Shig ipaH:603 ShigipaH:603
S.5
124/1S. | StJoseph EaggEC PCVD:630 7 E.coli PCVD:630
187 7341 Stich
128/1S. | StJoseph EaggEC PCVD:630 4 E.coli PCVD:630
18711S.4 | 7345 Stich
8
300801 | 149/11 Tropen- EaggEC PCVD:630 4 E.coli PCVD:630
S. inst./34
6u.48
310801 | 152/ Tropen- EIEC/Shig.ssp. Shiga ipaH:603 4 -
Irs.2 inst./37
154/ Tropen- EIEC/Shig.ssp. Shiga ipaH:603 4 E.coli -
Irs.2 inst./39
157/ Tropen- EaggEC PCVD:630 5 E.coli -
1Is.2 inst./42
050901 | 159/11 S. | Neukolln ETEC LTH:312 Sta:182 7 -
8u.S.14 |2640
160/I1 S. | Neukolln EIEC/Shig.ssp. Shiga ipaH:603 9 E.coli Shiga ipaH:603
8u.S.14 | 2686 +ETEC LTH:312 Sta:182 9
161/ Neukolln EaggEC PCVD:630 9 E.coli -
1IS.8 2721
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163/ Neukolln EPEC 2 ECB:550 17 Misch -
1IS.13 2738
169/ Neukolln EIEC/Shig.ssp. 1 Shiga ipaH:603 7 -
1IS.9 2780
171/ Neukolln EaggEC 1 PCVD:630 Material
1IS.9 2785 verun-gliickt
173/ Neukolln EIEC/Shig.ssp. 1 Shiga ipaH:603 15 -
1S9 2818
180901 | 193/ Tropen- EIEC/Shig.ssp. 1 Shiga ipaH:603 13 -
1IS.18 inst./54
196/11 S. | Tropen- EaggEC+ 1 PCVD:630 4 E.coli PCVD:630
18u.S.52 | inst./57 EIEC/Shig.ssp. 1 Shiga ipaH:603 Stich
198/11 S. | Tropen- ETEC 1 LTH:312 Sta:182 6 STal82, LTH-
18u.S.36 | nst./59 Stich
201/ St.Joseph EIEC/Shig.ssp. 1 Shiga ipaH:603 6 -
1IS.19 7289
210901 | 206/11 S. | Tropen- EaggEC 1 PCVD:630 5 E.coli PCVD:630
23u.44 | inst./62 Stich
211/11S. | Tropen- EaggEC 1 PCVD:630 3 PCVD:630
23u.44 | inst./67
212/11 S. | Tropen- ETEC 1 LTH:- STa:182 5 STal82, LTH-
24u.31 |inst./68
220901 | 215/ Neukélln EaggEC 1 PCVD:630 4 E.coli PCVD:630
1IS.25 2941 Stich
223/ Neukélln EaggEC 1 PCVD:630 3 PCVD:630
1IS.25 2987 Stich
224/11 S. | Neukolln EaggEC 1 PCVD:630 6 E.coli PCVD:630
25u.50 | 2988 Stich
229/ St.Joseph EaggEC 1 PCVD:630 3 PCVD:630
1IS.29 8011 Stich
230/1I S. | St.Joseph EaggEC 1 PCVD:630 4 E.coli PCVD:630
29 u.44 | 8015 Stich
7.2. Vergleich mit den Einsenderdiagnosen
Tab. 22: Vergleich der PCR- Ergebnisse mit den Einsenderdiagnosen
Labor- PCR- Einsender | Geburts |Fern- | Kind |Einsender- Anmerkung
Identifik. | Ergebnis Identifik. |datum |Reise |bis Diagnose
10 J.
1 EHEC, V.a.Salm. Neuk anony | 1998 + EHEC, Salm.ent.
2 %VF P Aue 1 1975 Campylob.ssp.
3 Unspez. 2 1960 %enteropath. Bakt
4 Salm.ssp. UKBF 2434 Salm. enteritidis Gestrichen
5 Unspez./V.a.Salm. | St.J. 6114 28.07.00 + Salm. Miinchen
6 % VF 6115 17.05.89 Campylob.ssp.
Candida
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7 Unspez./V.a.Salm. | 6133 26.09.12 Salm. enteritides

8 Unspez. 6157 24.07.83 % enteropath. Bakt.

9 V.a.EIEC/Shig.ssp. | 6186 24.07.83 % enteropath. Bakt.

10 EaggEC, 6261 20.12.96 + Salm.typhimurium
Unspez./V.a.Salm.

11 % VF 6262 17.05.87 Campylob.jejunii

12 EHEC Trop.1 03.10.62 |+ Y%pathog.Keime

13 Unspez./V.a.Salm. |2 30.01.62 |+ Y%pathog.Keime

14 Unspez. 3 31.01.73 |+ %pathog.Keime

15 %VF 4 06.08.80 |+ Y%pathog.Keime

16 %VF 5 13.02.67 |+ Malaria tertiana

17 EaggEC 6 02.07.74 |+ Y%Parasiten

18 %VF 7 03.10.62 |+ %pathog.Keime

19 Unspez. 8 20.09.41 |+ %Parasiten

20 Unspez. 9 07.11.78 |+ Giardia Lamblia

21 %Erfolg 10 11.11.69 |+ %Parasiten Inhibition

22 %VF 11 06.08.80 |+ %pathog.Keime

23 %VF 12 + Trypanosoma neg.

24 Unspez. 13 1992 + + %Parasiten

25 Unspez./V.a.Salm. | UKBF 2487 Salm.ent. Gestrichen

26 EHEC; V.a.Salm UKBF 2477 Salm.ent. Gestrichen

27 Unspez. Trop.14 1966 + %Paras., %path.Keime

28 Unspez. 15 1975 + %Parasiten

29 EaggEC 16 1935 + Vermehrt Pilze

30 EaggEC 17 1960 + %Paras.,%path.Keime

31 Unspez./V.a.Salm. |18 1952 + %Paras.,%Bakterien

32 EIEC/Shig.ssp. 19 1967 + Ascaris lumbricoides

33 Unspez. 20 1964 + %Paras.,%path.Keime

34 EIEC/Shig.ssp. 21 1965 + %Paras.,%path.Keime

35 %VF 22 1964 + Akte nicht auffindbar

36 EaggEC 23 1960 + %Paras.,%path.Keime

37 EHEC 24 1985 + Giardia lamblia

38 Unspez. St.Jo 6334 | 17.05.85 %enteropath.Bakt.

39 %VF 6328 13.09.00 + Adenovirus

40 %VF 6319 13.09.00 + %enteropath.Bakt.

41 %VF P Aue 3 21.01.61 Hepatitis A

42 %Erfolg 4 10.02.28 %enteropath.Bakt. Inhibition

43 EaggEC 5 23.04.38 %enteropath.Bakt.

44 %VF 6 23.04.38 %enteropath.Bakt

45 Unspez. Neuk 2319 |15.04.01 + %enterop.Bakt.

46 Unspez./V.a.Salm. | 2320 18.09.96 + Salm.ent.

47 EIEC/Shig.ssp. 2322 14.02.01 + %enteropath.Bakt.

48 Unspez. 2344 03.02.00 + %enteropath.Bakt.

49 Unspez. 2341 25.11.00 + %enteropath.Bakt.
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50 Unspez. 2342 22.06.01 + %enteropath.Bakt.
51 %VF St.Jo 6264 | 08.12.85 Campylob.jejunii
52 Unspez. 6380 07.03.90 %enteropath.Bakt.
53 %Erfolg 6396 18.12.98 + %enteropath.Bakt. Inhibition
Candida
54 %VF 6423 17.10.94 + %enteropath.Bakt.
55 ETEC 6425 27.09.99 |+ + %enteropath.Bakt.
56 %VF 6426 01.06.00 + Salm.ent.
57 %VF 6516 21.02.90 %enteropath.Bakt.
58 Unspez.,V.a.Salm. | 6552 22.06.95 + Salm.ent.
59 %VF 6554 24.08.87 Campylob.jejunii
60 Unspez. Neuk anon. + %enteropath.Bakt
61 %VF P Aue 7 07.04.47 %enteropath.Bakt.
62 %VF 8 07.04.47 %enteropath.Bakt.
63 Unspez. 9 18.09.45 Salm.typhimureum
64 %VF 10 02.11.81 Campylob.jejunii
65 %VF Trop.25 07.08.99 |+ + %Paras.,%path.Bakt
66 Unspez. 26 25.04.76 |+ %Paras.,%path.Bakt.
67 Unspez. 27 01.03.97 |+ + Liste verschollen
68 %VF 28 17.11.48 |+
69 Unspez. 29 14.01.65 |+
70 Unspez. 30 29.01.69 |+
71 %VF P Aue 11 Campylob.jejunii
72 %VF 12 Salm.enteritidis
73 %VF Trop.32 19.04.60 |+ Liste verschollen
74 %Erfolg Trop.31 28.02.64 |+ Inhibition
75 %VF St.Jo 6595 | 12.11.97 + %enteropath.Bakt.
76 %VF 6596 07.05.00 + %enteropath.Bakt.
77 Unspez. 6599 18.03.01 + %enteropath.Bakt.
Candida
78 %Erfolg 6600 24.08.87 Campylob.jejunii Inhibition
79 Unspez. 6675 06.03.00 + %enteropath.Bakt.
Candida
80 Unspez. 6676 24.10.00 + %enteropath.Bakt.
81 %Erfolg Neuk 467 01.10.00 + %enteropath.Bakt. Inhibition
82 %VF 471 19.06.01 + %enteropath.Bakt.
83 Unspez. 501 21.07.01 + %enteropath.Bakt.
84 Unspez. 2476 21.07.01 + %enteropath.Bakt.
85 %Erfolg. 2477 03.03.98 + %enteropath.Bakt. Inhibition
86 %VF 2485 03.05.01 + %enteropath.Bakt.
87 Unspez. 2486 20.04.01 + %enteropath.Bakt.
88 %VF UKBF 2653 Gestrichen
89 %VF St.Jo 6797 |26.06.00 + %enteropath.Bakt.
Candida
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90 Unspez. 6690 05.10.95 + Salm.ssp.
91 %Erfolg 6635 02.06.99 + %enteropath.Bakt. Inhibition
92 %Erfolg 6799 11.05.95 + %enteropath.Bakt. Inhibition
93 %VF 6830 12.03.01 + %enteropath.Bakt.
94 %VF 6865 23.07.01 + %enteropath.Bakt.
Candida
95 %Erfog 6867 08.01.93 + %enteropath.Bakt. Inhibition
96 %VF 6868 09.02.01 + %enteropath.Bakt.
97 %VF 6872 14.01.00 + %enteropath.Bakt.
98 Unspez. P Aue 13 25.07.42 Rotavirus
99 Unspez. 14 20.02.34 %enteropath.Bakt.
100 %VF 15 31.12.60 Campylob.jejunii
101 Unspez./V.a.Salm. | Neuk 542 13.10.91 + Salm.ent.
102 %VF 2527 14.01.93 + %enteropath.Bakt.
103 Unspez. 2528 18.07.01 + %enteropath.Bakt.
104 ETEC+ EaggEC+ | 2565 03.02.94 + %enteropath.Bakt.
EIEC/Shig.ssp. %Shiga- Toxin
105 ETEC 2586 13.05.01 + %enteropath.Bakt.
106 Unspez./V.a.Salm. | UKBF 2726 Gestrichen
107 %VF St.Jo 6721 |24.03.94 + %enteropath.Bakt.
108 Unspez.,V.a.Salm. | 6722 24.03.94 + %enteropath.Bakt.
109 %VF 6798 11.05.95 + %enteropath.Bakt.
110 %VF 6914 14.09.99 + Salm.typhimureum
111 %Erfolg 6915 22.01.94 + Campylob.ssp. Inhibition
112 %VF 7083 23.07.01 + %enteropath.Bakt.
113 %VF 7084 28.05.01 + %enteropath,Bakt.
114 Unspez. 7103 25.02.05 + %enteropath.Bakt.
115 %VF UKBF Chl. Chlamydia pneum. Gestrichen
116 Unspez. Neuk 2647 |21.09.00 + %enteropath.Bakt.
117 Unspez./V.a.Salm. | 2565 03.02.99 + %enteropath.Bakt.
118 Unspez. El Hay 05.03.01 + %enteropath.Bakt.
Rotavirus positiv
119 Unspez. 2629 06.10.98 + Yersinia enterocolitica
120 %VF UKBF Chl. Chlam. Pneum. Gestrichen
121 %Erfolg Neuk 07.11.99 + Y%enteropath.Bakt Inhibition
Albrecht
122 %VF Koca 28.01.99 + %enteropath.Bakt.
123 EaggEC St.Jo 7284 | 12.06.99 + Rotavirus neg.,
EIEC/Shig. Sonst %Diagnostik
124 EaggEC 7341 17.11.00 + Rotavirus neg.,
Sonst %Diagnostik
125 %VF 7342 28.03.00 + Rotavirus neg.,
Sonst %Diagnostik
126 Unspez. 7343 02.06.01 + Rotavirus neg.,
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Sonst %Diagnostik

127 Unspez.,V.a.Salm. | 7344 06.02.32 %enteropath.Bakt.
Candida

128 EaggEC 7345 17.11.00 %enteropath.Bakt.,
Candida

129 Unspez. 7346 28.03.00 %enteropath.Bakt.,
Candida

130 %VF 7347 02.06.01 %enteropath.Bakt.

131 %VF 7348 04.06.01 %enteropath.Bakt.

132 Unspez. 7384 12.01.15 %Clostr.nachgew.,
sonst %Diagnostik

133 Unspez. 7386 28.07.01 Rotavirus neg.,
sonst %Diagnostik

134 Unspez. 7387 06.04.00 Rotavirs neg.,
sonst %Diagnostik

135 Unspez.,V.a.Salm. | 7388 06.04.00 %enteropath.Bakt.,
Candida

136 Unspez. 7389 06.04.00 %enteropath.Bakt.,
Candida

137 %VF 7391 11.08.91 %enteropath.Bakt.

138 Unspez. 7392 19.11.85 %enteropath.Bakt.

139 %VF 7393 14.01.00 %enteropath.Bakt.

140 %VF P Aue 16 12.09.24 %enteropath.Bakt.

141 Unspez. 17 19.05.60 Campylob.jejunii

142 Unspez./V.a.Salm. |18 14.11.19 %enteropath.Bakt.

143 %VF 19 28.10.49 Norwalk-Virus

144 %VF 20 16.11.11 Clost.diff.

145 Unspez. 21 16.04.42 %enteropath.Bakt.

146 %VF 22 29.11.78 %enteropath.Bakt.

147 %VF 23 22.04.81 %enteropath.Bakt.

148 %Erfolg Trop.33 03.09.80 |+ Liste verschollen Inhibition

149 EaggEC 34 04.0591 |+

150 %VF 35 06.09.76 |+

151 %VF 36 +

152 EIEC/Shig.ssp. 37 17.05.48 |+

153 %VF 38 20.09.44 |+

154 EIEC/Shig.ssp. 39 28.06.77 |+

155 %VF 40 01.02.50 |+

156 %VF 41 05.11.74 |+

157 EaggEC 42 31.03.74 |+

158 %VF UKBF 2972 Gestrichen

159 ETEC Neuk 2640 | 2001 %Befund

160 ETEC + 2686 03.04.22 0157 Verotoxin pos.

EIEC/Shig.ssp.
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161 EaggEC 2721 07.08.93 + %enteropath.Bakt.

162 Unspez. 2737 31.12.99 + %enteropath.Bakt.

163 EPEC 2738 19.05.01 + %enteropath.Bakt.

164 Unspez. 2766 07.03.01 + EPEC 0144 Nr.163-164:
Verwechslung ?

165 Unspez. 2767 16.12.00 + %enteropath.Bakt.

166 Unspez. 2768 24.01.99 + %enteropath.Bakt.

167 %VF 2769 07.08.01 + %enteropath.Bakt.

168 Unspez. 2779 25.11.00 + %enteropath.Bakt.

169 EIEC/Shig.ssp. 2780 20.05.00 + %enteropath.Bakt.

170 Unspez. 2781 + Y%enteropath.Bakt.

171 EaggEC 2785 %enteropath.Bakt.

172 %VF 2817 16.12.00 + %enteropath.Bakt.

173 EIEC/Shig.ssp. 2818 Personal + %enteropath.Bakt.

174 %VF UKBF Cam Campylob.jej. Gestrichen

175 %VF Camp.c. Campylob.c. Gestrichen

176 %VF UKBF 2972 Gestrichen

177 Unspez. P Aue 24 03.03.55 %enteropath.Bakt.

178 Unspez. 25 26.10.36 %enteropath.Bakt.

179 %VF 26 08.10.47 Campylob.jejunii

180 %VF 27 07.03.28 %enteropath.Bakt.

181 %VF 28 13.05.54 Campylob.jejunii

182 %VF Trop.43 22.08.64 |+ Liste verschollen

183 %VF 44 23.10.52 |+

184 %VF 45 +

185 %VF 46 07.05.55 |+

186 Unspez. 47 27.08.80 |+

187 %VF 48 30.01.81 |+

188 %VF 49 13.09.62 |+

189 Unspez. 50 26.03.29 |+

190 Unspez. 51 10.01.64 |+

191 Unspez. 52 17.07.40 |+

192 Unspez. 53 +

193 EIEC/Shig.ssp. 54 07.08.81 |+

194 %VF 55 25.0895 |+ +

195 %VF 56 1969 +

196 EaggEC + 57 20.08.71 |+

EIEC/Shig.ssp.

197 %VF 58 14.10.61 |+

198 ETEC 59 30.05.77 |+

199 Unspez. St.Jo 7551 10.06.88 Salm.ent.

200 Unspez. 7305 15.05.59 Salm.ent. Stuhl 24 Tage
alt bei Verarb.

201 V.a.EIEC/Shig.ssp. | 7289 12.06.99 + Campylob.ssp. Stuhl 24 Tage
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Candida alt bei Verarb.

202 Unspez. 7538 05.06.91 + %enteropath.Bekt.

203 Unspez. 7422 02.08.01 + %enteropath.Bakt.

204 Unspez. Trop.60 24.05.65 |+ Liste verschollen

205 Unspez. 61 +

206 EaggEC 62 23.01.94 |+ +

207 %VF 63 09.10.82 |+

208 Unspez. 64 13.12.80 |+

209 Unspez. 65 30.07.70 |+

210 Unspez. 66 02.03.71 |+

211 EaggEC 67 17.12.80 |+

212 ETEC 68 24.03.74 |+

213 Unspez. 69 21.03.70 |+

214 Unspez./V.a.Salm. |70 22.12.65 |+

215 EaggEC Neuk..2941 | 13.05.01 + EPEC 086

216 Unspez./V.a.Salm. | 2943 27.03.98 + %VF

217 Unspez./V.a.Salm. | 2944 11.02.98 + Salm.ent.

218 %VF 2959 17.09.92 + %enteropath.Bakt.

219 %VF 2960 17.08.01 + %enteropath.Bakt.

220 Unspez. 2961 16.01.01 + %enteropath.Bakt.

221 Unspez. 2985 16.01.01 + %enteropath.Bakt.

222 Unspez. 2986 26.08.01 + %enteropath.Bakt.

223 EaggEC 2987 13.05.01 + %enteropath.Bakt.

224 EaggEC 2988 05.09.01 + %enteropath.Bakt.

225 Unspez. 2989 02.08.01 + %enteropath.Bakt.

226 %VF P Aue 29 17.05.54 Salmonella enteritidis

227 %VF 30 02.03.58 Rotavirus

228 %VF 31 28.05.81 %enteropath.Bakt.

229 EaggEC St.Jo 8011 | 20.03.00 + Rotav.%,Adenov%,
sonst %Diagnostik

230 EaggEC 8015 20.03.00 + %enteropath.Bakt.,
Candida

231 Unspez.,V.a.Salm.. | 8047 04.06.01 + Rotav.%,Adenov.%,
sonst %Diagnostik

232 %VF 8048 29.10.88 %enteropath.Bakt.

233 Unspez. 8062 09.04.85 %enteropath.Bakt.,
Adenov.%

234 %VF 8081 30.08.01 + %enteropath.Bakt.

235 Unspez.,V.a.Salm. | 8127 08.03.97 + Rotav.%,Adenov.%,
sonst %Diagnostik

236 %VF 8142 27.07.00 + %enteropath.Bakt.
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7.3. Poster

Tagung der Deutschen Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie,
Heidelberg, 10/2002

Abstract

Detection of enteropathogenic Escherichia coli strains in stool samples

Mewis, G.1; Amir-Moazami, B.2; Klichler, R.3; Burchard, G.4; Weinke, T.5; Hahn, H.1;
Liesenfeld, O.1

1UKBF, Freie Universitdt Berlin;, Medizinische Mikrobiologie und Infektionsimmunologie
2St. Joseph Krankenhaus; Zentrallabor

3Vivantes Kliniken Berlin; Mikrobiologie und Serologie

4Charite, Humboldt-Universitdt Berlin ; Institut fiir Tropenmedizin

5Ernst v. Bergmann Klinikum Potsdam; Gastroenterologie und Infektiologie
Introduction: Enteropathogenic strains of E. coli cause up to 30% of all episodes of
diarrhea worldwide ranging from traveler’s diarrhea to hemorrhagic colitis. Definitive
diagnosis of these strains relies on the detection of enterotoxins in stool samples or
bacterial isolates. Only few commercial kits hampered by low sensitivities and time
consuming performance are available for detection of a limited number of toxins of
enteropathogenic E. coli.

Materials and Data: We therefore developed a multiplex PCR including 3 panels of
primers. Panel I ("watery”) used primers specific for uidA, SLT I (EHEC), STa, LTH
(ETEC), and ECB (EPEC). Panel II ("bloody”) used primers for uidA, SLT I (ETEC), ipaH
(EIEC), whereas panel 3 ("children”) those for uidA, SLT (EHEC), ECB (EPEC), and
pCVD342 (EaggEC). Sensitivity of the PCR assay was as low as 1 CFU in stool. Between
July and September 2001, 225 stool samples from patients with diarrhea (101 travelers,
124 children) were screened for the presence of enteropathogenic E. coli by all 3
multiplex PCR panels. 42 (18.3%) of all stool samples gave positive results by multiplex
PCR. Of these, 22 were EaggEC, 13 EIEC, 7 ETEC, 3 EHEC, and 1 EPEC. In 19 (54.3%) of
35 cases, positive PCR results in stool could be confirmed by PCR from E. coli isolates
after culture. The prevalence of enteropathogenic E. coli was highest among children
<10 years of age (24.0%). In these, EaggEC showed the highest prevalence (50.0% of
all positive results compared to 14.2% in the remaining samples). We observed loss of
virulence genes during passage of strains on agar plates.

Conclusion: Multiplex-PCR detected enteropathogenic E. coli strains in between 18.3 and
24% of all stool samples. EaggEC showed the highest prevalence, especially among
children <10 years of age. Multiplex PCR from stool samples appears useful for the rapid

diagnosis of enteropathogenic E. coli.
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Detection of enteropathogenic Escherichia coli strains in stool samples by multiplex PCR

1Mewis, G., 2Amir-Moazami, B., 3Kiichler, R., ‘Burchard, G., Weinke, T., 'Hahn, H., 'Liesenfeld, O.

IAbteilung fiir Medizinische Mikrobiologie und Infektionsimmunologie, Universitiitsklinikum Benjamin Franklin

der Freien Universitiit Berlin, 2St. Joseph-Krankenhaus, Berlin, 3Vivantes Klinikum Neukélln,
“Landesinstitut fiir Tropenmedizin Berlin, 5E. v. Bergmann Klinikum Potsdam

Introduction:

Enteropathogenic strains of E. coli cause up to 30% of all episodes of diarrhea worldwide ranging
from traveler«s diarrhea to hemorrhagic colitis. Pathogenicity depends on factors of virulence,
encoded on plasmids, phages or chromosomal. Definitive diagnosis of these strains in the past
relied on serological detection of serovars or the detection of enterotoxins in stool samples or
bacterial isolates by immunological methods. Only few commercial kits hampered by low
sensitivities and time consuming performance are available for detection of a limited number of
toxins of enteropathogenic £ coli. W ¢ therefore introduced a fa st, sensitive and s pecific
multiplex PCR method for the screening of stool samples for the common E.coli pathovars ETEC
(enterotoxigenic E. coli), EPEC E.coli), EHEC E. coli),
EIEC (enteroinvasive E. coli) and EaggEC (enteroaggregative E. coli).

Tab.1: Enteropathogenic Escherichia coli

Tab. 4: Specifity at 60°C annealing temperature

[Pathovar | SLTT | UidA | LTH | STa [ShigipaH| ECB | pCvD
[ETEC - - 312bp | 182bp - 5 5
[EPEC - - - - - 557bp -
[EHEC 348bp | 2520p 3 E =
IEC - - 603 bp 5 5
- - - 603 bp. - B
- - - - - &0bp

Tab. 5: Compatibility of primer pairs in duplex-PCR

ETEC EPEC EIEC | EHEC (-VTEC) | EaggkC
Pathovar
Clinical Watery, Watery Sanguinous, | 80% watery, Watery,
symptoms | cholera- like, igella-  [20% sanguinous, | persisting
of diarrhea |ip. travellers ¢ 10% secondary
diarrhea sickness, 5%
lethal, HUS,TTP
Reservoire | Human, pigs, | Human Human Cattle Human
domestic cattle domestic
animals animals,
human?
Factorsof | Heat lable | Bundle Shiga toxin, | Shiga-like-toxins, | Heat stable
virulence | toxin (LT), ing pili |invasion- | heat stable enterotoxin,
heatstable [proteins of |associated | enterotoxin,
toxins (ST) [ molecular | locus enterohaemolysin |forming pili
syringe, serinprotease,
intimin, intimin, type 11
type I secretory
secretory apparatus
apparatus

Materials and Data:

Checking 14 primer pairs from different studies according to their protocol, we formed 8 working
primer pairs, 1-2 for cach pathovar. These were tested for specifity. We checked specificity by
testing primer pairs on common isolates at different temperatures. At 58;C annealing temperature
DNA from all diartheagenic Salmonella ssp. sho wed an identical product as EHEC (SLT-1),
which disappeared at 60 ; C annealing temperature. DNA from Shigella ssp. showed the identical
product as did EIEC. 7 primer pairs were specific for individual pathovars, 1 primer pair was
used as a positive control (E.coli- 165RNA).

Tab. 2: Primer pairs and molecular weight of
amplification products

E. coli_Pathovar Virulence gene | Size (bp)
LTE 312
Sta 182
EPEC ECB 557
EHEC SLTI 348
uidA 252
EIEC Shig ipaH 603
EaggEC pCVD 630
[ E-colip DNA 165 798

Primer SLTI | widA STa | LTH | pCVD | ECB Shig | rDNAIG
ipaH s
SLT1 + wrong | distance - + wrong
products | 10 low products
UidA + + + + + ¥ +
sTa wrong + + only +
products EIEC
LTH distance 7 Errrere only | wrong
o low EIEC | products
PCVD wxweesx [ smear | only | smear
EIEC
ECB + + smear | *++sewe | only ECB
EIEC | weak
Shig ipal + + only. only. only only | wewwes +
eiec | eEc | EiEC | BEC
TDNATGs | wrong + wrong | smear | ECB ; o
products products weak

Tab. 6 Multiplex- PCR panel based on symptoms and age of patients

Multiplex- Panel Pathovars Primer pairs

W (watery) 1 EHEC + ETEC + positive control | UidA+LT H + ST a+ tDNA1G
1I_EHEC + EPEC SLT I+ ECB

B (bloody) EHEC + EIEC + positive control SLT F-uidA+ shig ipaH+

1DNAI16s

C (children) 1 EHEC + EPEC SLT H+ECB
11 EHEC + positive control UidA+DNA16s
dlkicaie oovh

Fig.1 Multiplex- PCR for detection of E.coli virulence genes
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between July and September 2001 in Berlin

Tab. 3: Specifity of primer pairs at 58°C annealing
temperature

neg.ctr-pevd

MW Marker

Tab. 7: Detection of E. coli-pathovars in children and travelers screened

» Multiplex PCR on stool samples appears useful for the rapid diagnosis
of enteropathogenic E. coli strains

Abb. 14: Poster DGHM 10/2002

Absolute | % % of Posi % positive % of all Posi % positive | % of all
== 3 = = = = Pathovars| number all positive | samples: of all positive samples : positive
SLIL L Lida s Shigipal | ECH | pCVD. f positive samples | children | children samples | travelers | travelers | samples
L i Ei samples (=124 (children) | (n=101) (travelers)
Ui e - - - 2 - ETEC 7 31 16.7 4 323 182 3 297 143
& = 5 05 bp = = EPEC T 044 238 T 081 455 z 0 0
= 5 3 . 3 = &06p EHEC 3 33| 714 i 031 55 2 108 95
al 310 bp i p > = g: H EIEC 13 578 31.0 6 4.84 273 7 6.93 383
al 3 310bp - L i s ¥ 3 EaggEC 22 9.78 524 13 105 5.1 9 891 429
alm. montevid. 310 bp = = = = - - all E. coli 46 18.7 25 17.7 21 198
alm. typhimur. | 310 bp 5 = 5 5 - N
alm. parathyphi | - = = B 3 Z Z
hig. sonnei 400bp | 310bp T80bp | 6006p - -
hig. flexneri | 400bp | 310 bp 180bp | 600 bp - 5
hig. dysenterie | 400 bp - - 600 bp - - &
ampylob. jcjun |- - B - - sk, | Conclusions:
Yersinia entero. £ - - - - £:
[Vibrio parahiim. | 190 bp z = = = =
450,170 - - 350 by - : . ] . .
ML & P * Multiplex-PCR detected enteropathogenic E. coli strains in between 18.3
T 250y i 2 (all patients) and 24% (children <10) of stool samples
Citrob. freundii | - 2 2 E F 3 B « EaggEC showed the highest prevalence with up to 59%, especially among children
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