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m Jahre 1885 beschrieb der deutsche Kinderarzt Theodor Escherich (1857-1911)

erstmalig ein “ Bakterium coli communale”. Er konnte zu diesem Zeitpunkt nicht ah-

nen, dass das spdter nach ihm benannte Bakterium Escherichia coli (E. coli) einmal
zum molekular am besten verstandenen Lebewesen dberhaupt aufsteigen und das
wichtigste Modellobjekt von Genetikern und Molekularbiologen sein wiirde. Zeitle-
bens war Escherich davon dberzeugt, mit £. coli einen harmlosen Darmbewohner ent-
deckt zu haben. Heute wissen wir jedoch, dass neben diesen harmlosen £. colFBakfe-
rien, die den gesunden Darm von Menschen und Tieren besiedeln, eine ganze Reihe
von pathogenen Formen existieren, die verschiedene Infekfionskrankheiten verursa-
chen kannen.

Escherichia coli gehért zur Fami-
lie der Enterobacteriaceen, zu de-
nen auch Krankheitserreger wie Sal-
monellen und Shigellen, die Erreger Die
der Ruhr, zahlen. Obwoh! E. coli
beim Menschen eine wichtige Rolle
beim Erhalt der Darmphysiologie
spielt, wurden in den letzten Jahren
auch zahlreiche  Stamme nach-
gewiesen, die zu verschiedenen
Darmerkrankungen mit Durchféllen
fohren.

WELTWEIT VERBREITETE
KRANKHEITSERREGER

STEC  wurden  erstmalig
1982 in den USA durch das dortige
Center for Disease Control als Ursa-
che menschlicher Erkrankungen fest-
gestellt. Seither sind sie weltweit, vor
allem in Nordamerika, Japan und

Die Identifizierung von  ver-
schiedenen Virulenzfokioren bei E.
coliKeimen hat zu einer Unterfeilung
der enteropathogenen (den Darm
schadigenden) E. coli in gegen-
wartig sieben verschiedene Grup-
pen gefihrt. Hauptkriterien fir die
Klassifizierung sind — neben den
klinischen Symptomen — die von den
Stémmen  gebildeten  Adhdsions-
faktoren und Toxine (Giftstoffe).

Fine dieser Gruppen besfeht aus
den Shiga-Toxin-bildenden E. coli
(STEC). Diese Bakferien produzieren
Zellgifte, die den Toxinen der Ruhr-
Erreger (Shigellen) chemisch sehr
Ghneln.

Europa, nachgewiesen worden. Be-
schrieben sind aber auch Erkrankun-
gen bei Nutztieren, zum Beispiel
blutiger Durchfall bei Kélbern und
Hunden. Es handelt sich um die bis-
lang einzige Gruppe darmpathoge-
ner E. coli, fir die ein Zoonose-Cha-
rakter nachgewiesen wurde (unter
Zoonosen werden Krankheiten ver-
standen, die vom Tier auf den Men-
schen oder umgekehrt Gberiragen
werden kénnen).

Shiga-Toxine bestehen aus sechs
Untereinheiten: Finf B-Untereinhei-
fen, welche die spezifische Bindung
an Rezeptoren eukaryotischer Zellen
vermitteln, sowie einer A-Unterein-
heit mit foxischer Aktivitat. Infolge
dieser Aktivitgt sind STEC in der
lage, die Eiweibsynthese eukaryofi-
scher Zellen zu hemmen und so de-
ren Zelltod herbeizufiihren. Inner

halb der Shigo-Toxin-Familie wird
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Abb. 1: Aus-
wertung der
Polymerase-
Kettenreaktion
(PCR) mittels
Agarose-Gel-
elektrophorese:
Die Untersu-
chungsproben
der Rinder 2, 3,
4, 5 sowie 16
und 17 zeigen,
ebenso wie die
Positivkontrol-
le, die Bande
fiir die Shiga-
Toxin-Gene.
Diese Tiere sind
also mit STEC
infiziert.

zwischen dem Shiga-Toxin 1 (Stx1)
und verschiedenen Shiga-Toxin 2
(Stx2)-Varianten unterschieden.

Die durch zahlreiche Zeitungsmel-
dungen bekannten EHEC (Enterohd-
morrhagische E. coli] sind eine Un-
fergruppe der STEC. Sie kénnen
beim  Menschen  verschiedene
Krankheiten verursachen, zum Bei-
spiel die hamorrhagische Colitis
(HC) mit schweren blutigen Durch-
fallen, oft verbunden mit Bauch-
krémpfen, Erbrechen und Fieber
oder das hamolytisch urémische
Syndrom (HUS), das zu akutem Nie-
renversagen fuhren kann.

WIEDERKAUER ALS
RESERVOIR

Als Haupfreservoir fir STEC wer
den Rinder und andere Wiederkduer
angesehen. In verschiedenen Regio-
nen der Erde wurden bei Rindem
STEC nachgewiesen, die identisch
mit Isolaten vom Menschen waren.

Bei Erkrankungsausbriichen wur-
den als Infektionsquellen Gberwie-
gend unzureichend gegartes Rinder-
hackfleisch (z. B. in Hamburgern),
nicht pasteurisierte Milch oder Pro-
dukfe aus Rohmilch identifiziert (vgl.
ForschungsReport 1/906). Daneben
spielen direkfe Konfakte mit Tieren,
aber auch der Kontakt mit infizierten
Menschen eine nicht unerhebliche
Rolle.
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VERBREITUNG SOLL
GEKLART WERDEN

Zwei Arbeitsgruppen  erforschen
zurzeit gemeinsam das Vorkommen
von STEC in deufschen Rinderbe-
standen: Wissenschafiler aus dem
Institut fur epidemiologische Diagno-
stik der Bundesforschungsanstalt fir
Viruskrankheiten der Tiere (BFAV) in
Wiusterhausen und aus dem Bun-
desinstitut fir gesundheitlichen Ver-
braucherschutz und Veferingrmedi-
zin (BgWV) in Dessau. Das For
schungsprojekt wird aus Mitteln des
Bundesministeriums  fir Erndghrung,

Landwirtschaft und Forsten (BML) fi-
nanziert.

Obwohl international schon epi-
demiologische Studien zum Vorkom-
men von STEC bei Rindern vorlie-
gen, gibt es noch keine Langzeitun-
tersuchungen wie in diesem For
schungsprojekt von BFAV und BgVV.

Im Rahmen der Studie werden in
vier Agrargenossenschaffen in den
Bundeslandern  Brandenburg  und
Sachsen-Anhalt  jeweils  Gruppen
von 25 bis 30 Rindern von der
Geburt tber die Aufzuchtphase,
die Mastphase bis hin  zur
Schlachtung und zum Schlacht-
kérper auf das Vorkommen von
STEC untersucht. Dabei sollen
mogliche  Zusammenhange
zwischen Stérungen der Tier-
gesundheit und dem Auftreten

des Erregers geklart sowie Fragen zu
Kontaminationen der Umwelt (Wei-
den, Anreicherungen in den Stdllen)
beantwortet werden. Auch die még-
liche Gefdhrdung des Befreuungs-
personals wird bericksichtigt.

Mit - molekularepidemiologischen
Methoden sollen  Einschleppungs-,
Ubertragungs- und Ausbreitungsme-
chanismen aufgeklart werden, um In-
fektionsketten zielgerichtet unterbre-
chen zu kénnen.

AUFWENDIGE
CHARAKTERISIERUNG

Fir das Projekt wurde eine auf-
wendige  Methodenkaskade  eto-
bliert, mit deren Hilfe STEC-Einzelko-
lonien isoliert und anschlieend cha-
rakterisiert werden kénnen.

Zun&chst gilt es herauszufinden,
ob die Rinder mit STEC-Pathogenen
infiziert sind. Das ist auf zweierlei
Weise moglich: Nach Entnahme von
Rinderkotproben mittels Tupfern wer-
den die Proben im Labor zundchst in
jeweils zwei verschiedenen Néhrme-
dien  vorangereichert.  Daran
schliefen sich die beiden Vorscree-
ningMethoden an. Aus der einen
Anreicherungskultur werden mit Hilfe
der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Gene nachgewiesen, die fir Shigo-
Toxine kodieren (Abb. 1). Die ande-
re Kultur dient zur Vorbereitung eines
Shiga-Toxin-ELISA mit monoklonalen
Antikérpern. Mit diesem Test wird
das Shiga-Toxin, also das Profein
selbst, nachgewiesen.

Im Falle einer positiven Reaktion in
einem oder beiden Vorscreening-
Tests werden Einzelkolonien von Shi-
goToxin bildenden E. coli isoliert.




Abb. 2a: McConkey-Agar-Platte
mit daravf befindlichen E. coli-
Kolonien (Master-Platte).

Abb. 2b: Dazugehdrige Nylon-
membran nach Hybridisierung
und Detektion. Die darauf be-
findlichen violetten Punkte stel-
len die stx-Gen tragenden Kolo-
nien dar. Diese miissen nun den
Orginalkolonien avf der Master-
Platte zugeordnet werden.

Dazu werden die Voranreicherungen
verdinnt und auf Pefrischalen mit
Néhrmedium (McConkey-Agar] aus-
plattiert  (MasterPlatte, Abb.  2).
Nach Bebritung Gber Nacht wach-
sen Einzelkolonien, die anschlieBend
auf Nylonmembranen  transferiert
werden. Die Nylonmembranen wer-
den nach mehreren Arbeitsschritten
mit einer six 1 /2-DNA-Sonde hybridi-
siert. Kolonien, die die Gene zur Pro-
duktion der Stx1- oder Stx2-Toxine

besitzen, verraten sich durch eine
Farbreaktion und sind dadurch auf
findbar (Abb. 2). Jeweils zehn dieser

positiven Kolonien missen ihren Ori-
ginalen auf der Master-Platte zuge-
ordnet und in die Stammhaltung
Ubernommen werden. Sie sfehen
dann fir weitere Charakferisierungs-
schritte zur Verfigung.

Die Charakterisierung jeder Ein-
zelkolonie erfolgt durch den Nach-
weis bestimmter Virulenzgene oder
den Nachweis von Genprodukfen.
Nach der Charakterisierung ist es
maglich, bestimmte klonale Zusam-
menhdnge zwischen verschieden F.
coli herzustellen  beziehungsweise

auszuschlieBen. So ist ein besseres
Verstandnis  fir die  epidemiologi-
schen Zusammenhénge und das Ver-
halten bestimmter Klone im Tier und
in der Gruppe maglich.

Das VORKOMMEN
VARIIERT

In unserer Studie ermittelten wir in
den einzelnen Untersuchungsgrup-
pen eine STEC-Nachweisrate zwi-
schen 29 % und 53 %. Dabei gab es
Uber den gesamten Unfersuchungs-
zeitraum erhebliche Unterschiede

zwischen den einzelnen Bestan-
den. Auch die Nachweishaufig-

keit von STEC innerhalb einer

Untersuchungsgruppe ~ diffe-

rierfe zwischen den einzel

nen Probenentnahmen zeit
weise erheblich.

Dies dirfte einerseits daran lie-

gen, dass STEC-infizierte Einzel-

-

fiere die Bakterien nicht davernd aus-
scheiden, deutet andererseits aber
auch auf ein Zirkulieren des Erregers
und eine damit verbundene Rickin-
fektion der Tiere im Bestand hin. A-
fernierende  Ausscheidung  bezie-
hungsweise das sich sténdige Able-
sen von Phasen des Nachweises und
Phasen des Nichinachweises des Er
regers ist nach unseren Erkennnissen
die Regel. In der Studie konnten
STEC mit zuséitzlichen EHEC-Virulenz-
markern in allen vier untersuchten Rin-
dergruppen isoliert werden. Typen
mit kompletten Virulenzmustern lassen
sich dabei nur sehr wenigen Serovo-
ren zuordnen. Dabei spielen unter an-
derem die Serovare O26 und O157
eine wichtige Rolle. Diese Serovare
werden vielfach fir schwerwiegende
Erkrankungen beim Menschen verant-
worllich gemacht. Nach unseren Er-
kenntnissen scheint das Auftreten von
STEC in Rinderbestanden die Regel
zu sein. Auch das Vorkommen typi-
scher EHEC ist eher die Regel als die
Ausnahme, wobei es keine Hinweise
darauf gab, dass diese Isolate bei
den Rindem Krankheiten hervorrufen.

Da grundsétzlich die Hypothese
gilt, dass STEC-solate von Wieder-
kduemn schwerwiegende Infekfionen
beim Menschen verursachen kon-
nen, sollle das gesundheitliche Risi-
ko, das von diesen Erregern fir den
Verbraucher und besonders auch fir
das Befreuungspersonal  ausgeht,
nicht unterschatzt werden.

Um zu priifen, ob STEC in den Rin-
derbestanden zuriickgedrangt wer-
den kénnen, beispielsweise durch
eine Anderung der Fitterung oder
durch Impfung, sind weitere For-
schungsarbeiten notwendig. m
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