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Seit dem EHEC 0104 Ausbruch, der im
Sommer 2011 in Deutschland iiber-
raschend auftrat und 4000 Menschen
zum grofien Teil sehr schwer erkrank-
ten, sind durch Lebensmittel iibertrag-
bare E. coli-Infektionen mehr ins Be-
wusstseinder Menschengeriickt. Woher
kommen diese Krankheitserreger und
wie entstehen sie? Da harmlose E. coli
als Bestandteil der Darmflora faktisch
iiberall zu finden sind, steht die Diagnos-
tik der darmpathogenen E. coli vor er-
heblichen Herausforderungen, die nur
mit modernen genetischen Methoden zu
bewerkstelligen sind.

Colibakterien (Escherichia coli) sind natirliche
Darmbewohner des Menschen und der warm-
bliitigen Tiere. Als Bestandteil der Darmflora
nehmen sie vielfiltige Funktionen wahr, beispiels-
weise bei der Stimulierung des Wirtsimmun-
systems schon unmittelbar nach der Geburt. Da
Colibakterien von ihren Wirten regelmiflig mit
dem Kot ausgeschieden werden, gelten sie als
Indikator fur fikale Verschmutzung von Wasser,
Boden und nicht zuletzt von Lebensmitteln.

Escherichia coli:
ein Allroundgenie unter den Bakterien

Escherichia coli ist ein Organismus mit vielen
Gesichtern, der sich durch eine enorme gene-
tische Vielfalt ausgezeichnet. Neben dem Basis
(Core)-Genom, das fir allgemeine Funktionen
des Stoffwechsels und der Vermehrung der Bak-
terien verantwortlich und bei allen Colibakterien
vorhanden ist, liegen bei den verschiedenen Ver-
tretern dieser Bakterien zudem noch sehr unter-
schiedliche Determinanten als genetische Inseln
im Bakterienchromosom und als extrachromo-
somale Elemente auf Plasmiden vor. Zusitzliche
genetische Elemente konnen bis zu einem Drittel
der gesamten genetischen Information des Bak-
teriums ausmachen [1]. Diese genetischen Determi-
nanten konnen unter anderem auch fiir Virulenz-
eigenschaften codieren, die aus dem harmlosen
Darmbewohner einen gefihrlichen Krankheitser-
reger machen. Solche zusitzlichen Eigenschaften
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Lothar Beutin, Jg. 1951, studierte Biologie
an der Freien Universitdt (FU) Berlin. Seine
Diplom- und Promotionsarbeit fertigte er am
Max-Planck-Institut fir molekulare Genetik
(Berlin) zur Genetik der Konjugation bei Esche-
richia coli an. Die Promotion erfolgte 1979 an
der FU Berlin. Nach einem Postdoc-Aufenthalt
am Institut Pasteur in Paris (1981-1982) arbei-
tete er am Robert Koch-Institut in Berlin auf
diversen Forschungsvorhaben zu darmpatho-
genen E. coli und spater als Leiter des Natio-
nalen Referenzzentrums fir E. coli. Seine Habi-
litation mit Lehrbefahigung fir das Fach
Mikrobiologie erfolgte 1992 am Fachbereich
Veterinarmedizin an der FU Berlin. Lothar Beutin
wechselte 2005 an das Bundesinstitut fir Risi-
kobewertung als Leiter des Nationalen Refe-
renzlabors flir Escherichia coli (NRL E. coli).
Seine Forschungsschwerpunkte sind: Entwick-
lung diagnostischer Verfahren zum Nachweis
von darmpathogenen E. coli aus Lebensmitteln
und anderen Quellen. Forschung zu Toxinen
und Kolonisationsfaktoren bei pathogenen E.
coli. Charakterisierung von Bakteriophagen als
Motor der Evolution von neuartigen darmpatho-
genen E. coli0104 und anderen STEC.

sind hiufig ,Gen-Anleihen“ aus anderen
bakteriellen Spezies und aus Bakterienviren
(wie beispielsweise das Shiga-Toxin-Gen
ubertragende Bakteriophagen bei EHEQC).
Diese werden in einem Prozess, der als hori-
zontaler Gentransfer bezeichnet wird, auf
die E. coli-Bakterien tibertragen. Auf diese
Weise entwickelten sich aus dem kommen-
salen Darmkeim E. coli im Verlauf der Evolu-
tion unterschiedliche Pathovare der gleichen
Spezies, die als Erreger von extraintestinalen
(Harnwegsinfektionen, Sepsis, Meningitis)
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und intestinalen Infektionen (Durchfall, Dy-
senterie) eine im Gesundheitswesen wich-
tige Rolle spielen.

Bei extraintestinalen Infektionen mit
uropathogenen E. coli (UPEC) handelt es
sich hiufig um endogene Erreger aus der
eigenen Darmflora beziehungsweise um
eine Ubertragung von infizierten auf nicht
infizierte Menschen. Jedoch wird die Uber-
tragung von UPEC durch Verzehr kontami-
nierter Lebensmittel neuerdings ernsthaft
diskutiert [2]. Hervorstechendes Merkmal der
extraintestinalen E. coli sind Eigenschaften,
die es den Bakterien ermoglichen, im Wirts-
organismus auflerhalb des Darmtrakts zu
uberleben. Hierfiir muss die Immunabwehr
des Wirtes blockiert werden. Naturgemif3
gehoren Risikopatienten aus der Gruppe
der YOPI (WHO Definition fiir young <5
Jahre, old >65 Jahre, pregnant and immu-
nocompromised) in erster Line dazu. Durch
Organinfektionen (Blase, Niere, Lunge) und
himatogene Streuung (Sepsis, Meningitis)
konnen aus UPEC-Infektionen schwere
lebensbedrohliche Krankheitsbilder ent-
stehen. Fin grofles Problem ist die zuneh-
mende Resistenzentwicklung, die bei den
UPEC beobachtet wird.

Bei Infektionen mit darmpathogenen
E. coli steht die Ubertragung durch konta-
minierte Lebensmittel in erster Linie. Wei-
tere wichtige Ubertragungswege sind Kon-
takte mit infizierten Menschen und Tieren
(Schmierinfektion) sowie mit einer fikal
kontaminierten Umwelt (Boden, Wasser,
Gegenstinde).

Charakteristika und Typenvielfalt
der darmpathogenen E. coli

Die Hauptschwierigkeit bei der Diagnostik
von Infektionen mit darmpathogenen E. coli
liegt darin, dass im Untersuchungsmaterial
,Stuhl“ neben dem Erreger auch kommen-
sale E. coli aus der natiirlichen Darmflora
vorliegen. Deshalb ist der Nachweis von
darmpathogenen E. coli im Vergleich zu Sal-
monellen, die kein Bestandteil der natiir-
lichen Darmflora des Menschen darstellen,
wesentlich schwieriger, da er tiber den reinen
Speziesnachweis hinausgehen muss. Zudem
handelt es sich bei der Gruppe der darm-
pathogenen E. coli um ein breites Spektrum
von Keimen, die verschiedene Pathogeni-
tatsfaktoren ausprigen, sich jedoch morpho-
logisch und in ihren Stoffwechselleistungen
kaum untereinander und von den kommen-
salen E. coli der Darmflora unterscheiden.

Ahnliche Verhiiltnisse liegen bei der Unter-
suchung von Umweltproben (Wasser, Boden)
und von unerhitzten Lebensmitteln pflanz-
lichen und tierischen Ursprungs vor, die
ebenfalls ein groRes Gemisch an apatho-
genen und auch humanpathogenen Bakte-
rien enthalten konnen. Aus diesem Grund
miussen flur die Lebensmitteliberwachung
genauso wie fir die Diagnostik einer Infek-
tion bei Patienten die spezifischen Virulenz-
faktoren, die Vertreter der einzelnen darm-
pathogenen Gruppen von E. coli charakteri-
sieren, nachgewiesen werden. Mittlerweile
unterscheidet man sechs Hauptgruppen
darmpathogener E. coli, die sich durch unter-
schiedliche Virulenzmerkmale und Patho-
mechanismen auszeichnen (Tab. D).

Moderne genetische
Nachweisverfahren

Konnte man in der vorgenomischen Ara
auf der Basis der serologischen Zugehorig-
keit eines E. coli Isolats nur Vermutungen
zum Krankheitsbezug stellen, werden heut-
zutage Virulenzfaktoren, die hauptverant-
wortlich fir den Krankheitsprozess sind,
gezielt nachgewiesen (Tab. 1). In den letzten
Jahrzehnten wurde die genetische Grund-
lage der Bakterien, die fur ihre krankheits-
auslosenden Eigenschaften verantwortlich
ist, immer weiter entschlisselt. Durch mo-
derne Methoden der Genomsequenzierung
wurde es moglich, die gesamte DNA-
Sequenz eines Bakterienisolats in relativ
kurzer Zeit zu ermitteln, wodurch patho-
gene und nichtpathogene Vertreter ein und
derselben Spezies miteinander verglichen
werden konnen. Die genetischen Abwei-
chungen zwischen den einzelnen Vertretern
von E. coli sind enorm. Ein apathogener E.
coli K-12, ein EHEC und ein UPEC besitzen
nur 39,2% Gemeinsamkeit auf der Ebene
der von ihnen gebildeten Proteine [3].

Aus der durch die komplette Genom-
sequenzierung entstehenden Datenmenge
(das Genom von EHEC O157:H7 umfasst
5,4 Mio. Basenpaare) missen die diagnos-
tisch relevanten Genabschnitte erkannt und
entsprechende genetische Sonden fiir deren
Nachweis entwickelt werden. Dies erfor-
dert den FEinsatz von leistungsfihigen
Computern und ebensolcher Software, mit
denen entsprechende Informationen aus
einer groflen Datenmenge selektiv heraus-
gezogen werden konnen. Der Nachweis der
Virulenzgene erfolgt entweder durch Hybri-
disierung (DNA-Chip-Technologie, Micro-
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array-Systeme) oder durch Re-
al-Time-PCR-Verfahren, wobei
in beiden Verfahren ein zuneh-
mender Trend zur Automatisie-
rung stattfindet, der die Unter-
suchung von
Merkmalen an einer immer gro-
Beren Anzahl von Proben er-
moglicht. Das ist gerade bei der
Erkennung von pathogenen E.
coli erforderlich, da hiufig erst
die Kombination
Merkmale in ein und dem-
selben Bakterium von diagnos-
tischer Bedeutung ist und im
Untersuchungsmaterial  tber-
wiegend Keimgemische vorlie-
gen. Moderne genetische Verfah-
ren werden daher sowohl in
der Lebensmitteluntersuchung
als auch in der medizinischen
Diagnostik zunehmend einge-
setzt. Nur so kann ein eindeu-
tiges Ergebnis erzielt werden,
das durch die Schnelligkeit der
Analyse und der Befund-
erhebung noch genug Zeit zur
Einleitung von Priventions-
und Gegenmafnahmen lésst.

immer mehr

mehrerer

Lebensmittelassoziierte
Infektionen

Schnelle Erkennung

von Ausbriichen am Beispiel
des EHEC 0104-Ausbruchs
im Sommer 2011:

Die Leistungsfihigkeit moder-
ner genetischer Methoden bei
der Aufklirung von lebens-

Tab.1 Krankheitsauslosende Eigenschaften wichtigster darmpathogener Escherichia coli des Menschen

Pathovar

Enteropathogene
E. coli (EPEC])

Enterotoxische
E. coli [ETEC)

Enteroinvasive
E. coli (EIEC)

Enteroaggregative
E. coli [EAEC)

Shiga Toxin bildende E.
coli [STEC)

Enterohamorrhagische

Typisches

Krankheitsbild

Wassriger Durchfall
bei Sauglingen und
Kleinkindern

Wassriger Durchfall
bei Menschen aller
Altersgruppen
(choleradhnlich)

Wassriger Durchfall,
Colitis, (Shigellenruhr-
shnlich), alle Alters-

gruppen

Colitis, wassriger
Durchfall, lange
Verlaufe

Wassriger Durchfall bei
Menschen aller Alters-

gruppen,

Wassriger bis blutiger
Durchfall, hamolytisch

Pathomechanismus

Anheftung an und
Zerstorung der Darm-

zellmukosa (Enterozyten)

Anheftung an die
Darmzellmukosa
und Produktion von
Enterotoxinen

Anheftung und Invasion
in die Zellen der Darm-
ukosa

Massive Adhdrenz an
der Darmmukosa und
Enterotoxine

Produktion von
Shigatoxinen

Anheftung an die Darm-
zellen und Produktion
von Shigatoxinen (Stx1,
Stx2)

Diagnostisch
relevante Virulenz-
merkmale

eae (Intimin) und bfpA
(bundle forming pili)

LT (hitzelabile) und ST
(hitzestabile Enteroto-
xine)

Invund ipaH
(Invasivititsgene)

aggR und aaiC
(Adh&renz)

stx1, stx2und deren
Varianten

stx1, stx2a und deren
Varianten, eae, nle,
Adharenzfaktoren,
T3SS

Natiirliches
Reservoir

Infizierte Menschen,
Tiere, Lebensmittel

Infizierte Menschen,
Wasser, Lebensmittel

Infizierte Menschen,
Lebensmittel

Infizierte Menschen
und Lebensmittel

Infizierte Menschen
und Tiere, Lebens-
mittel, Umwelt

Infizierte Menschen
und Tiere, Lebens-
mittel, Umwelt

E. coli (EHEC) uramisches Syndrom
(HUS)

mittelassoziierten Erkran-

kungen wurde der breiten

Offentlichkeit erstmalig wiih-
rend der im Sommer 2011 gras-
sierenden Epidemie mit EHEC
0104 deutlich. Im Zeitraum von
zwei Monaten erkrankten allein
in Deutschland fast 4000 Men-
schen  iberwiegend
schwer, mehr als 800 Fille von
Nierenschiden (HUS) waren zu
verzeichnen und 53 Patienten
fielen der Seuche zum Opfer [4].
Durch moderne Verfahren der
Genomsequenzierung konnten

sehr

die wihrend der Epidemie iso-
lierten EHEC  O104-Erreger
schnell als eine neuartige EHEC-
Variante werden,
die Virulenzeigenschaften so-
wohl der EAEC als und der
EHEC trdgt und damit fir eine
besonders aggressive Form
eines E. coli-Krankheitserregers
steht. Eine Weltpremiere war
die sehr zeitnahe Veroffentli-
chung von genomischen Se-
quenzen des Erregers im Inter-
net, die in einer  Art
Schneeballeffekt eine Beschleu-

identifiziert

nigung der Untersuchungen
und der Erzeugung von immer
mehr erregerbezogenen Daten
zufolge hatte (http://blogs.na-
ture.com/news/2011/06/the_
german_e_coli_outbreak_40.ht-
mD. Somit konnten in extrem
kurzer Zeit der Erreger in sei-
nen wesentlichen pathogene-
tischen Eigenschaften charakte-
risiert  und  entsprechende
Nachweisverfahren — entwickelt
und eingesetzt werden. Nicht
zuletzt dadurch konnten kleine-
re, so genannte Satellitenaus-
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Abb.1 Rinder und andere Wiederkauer sind natiirliche Tréger einer enor-
men Vielfalt von Shiga-Toxin produzierenden E. coli (STEC) als Bestandteil
ihrer normalen Darmflora. Nicht alle STEC aus den Tieren sind humanpatho-
gen, aber STEC konnen auch als Quelle von neuartigen Stx-Phagen dienen,
die in der Lage sind neue bakterielle Wirte zu befallen und neuartige Krank-
heitserreger entstehen zu lassen.

Abb.2 Typenvielfalt bei E. coli Bakteriophagen, von denen manche auch
Stx-Gene tragen und tbertragen konnen. Aufnabme Dr. Jochen Reetz, BfR

[

Abb.3

Infektion eines Stx-negativen E. coli mit Stx2-Phagen. Das Ergebnis

kann die Entstehung eines neuartigen Krankheitserregers sein.
Aufnabme Dr. Jochen Reetz, BfR
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briiche, die in mehreren Teilen Deutschlands und in Frankreich
stattfanden, als solche schnell erkannt werden.

Neuartige Krankheitserreger

Molekulare Untersuchungen zur Epidemiologie
und zur Entstehung am Beispiel von EHEC 0104:

Die vorliegenden genetischen Informationen tber den EHEC
0104:H4-Erreger leisteten gute Dienste bei der Aufklirung von
Infektketten (Vergleich der Ahnlichkeit auf genomischer Ebene).
Aus den Untersuchungen ergaben sich enge Gemeinsamkeiten
zwischen EHEC O104:H4-Stimmen aus Patienten, die bereits im
Jahre 2001 in Deutschland, 2006 in Norwegen und 2009 in Geor-
gien isoliert worden waren, mit dem 2011 in Deutschland erneut
auftretenden Typ [5, 6]. Verinderungen bei den Isolaten betrafen
hauptsichlich Plasmide als extrachromosomale Elemente, die fiir
Enterotoxinbildung, Resistenz gegen Antibiotika und bakterielle
Anheftungsfaktoren (Fimbrien) stehen. Epidemiologische Unter-
suchungen an EHEC O104:H4-Stimmen, die 2011 in Deutschland
und Frankreich isoliert worden waren, deuteten auf eine gemein-
same Herkunft aus in Agypten produzierten Bockshornkleesamen,
die fur die Sprossenproduktion in Deutschland und Frankreich
eingesetzt worden waren (EFSA). Allerdings konnten aus keiner
der untersuchten Samenchargen EHEC isoliert werden. Frithere
Untersuchungen tiber das Vorkommen von EHEC O104:H4 wiesen
auf einen moglichen Ursprung dieser Erreger in Zentralafrika.
Untersuchungen aus dem Labor des Verfassers konnten zeigen,
dass die bei EHEC O104:H4 vorkommenden Shiga-Toxin 2 (Stx2)-
Phagenvariante ungewohnliche Eigenschaften aufweist [7]. Eben
diese Stx2-Phagenvariante wurde bei STEC aus Rindern in Deutsch-
land gefunden und konnte experimentell auf EAEC O104:H4-
Stimme Ubertragen werden (Abb. 1-3). Somit wurde das zuvor
postulierte Entstehen der hochvirulenten EHEC O104-Erreger
durch Phagentransduktion auch experimentell bestitigt. Epide-
mien durch neuartige, hochpathogene E. coli-Stimme wie EHEC
0104 missen daher nicht zwingend von aufen eingeschleppt
werden, sondern sind aufgrund des endemischen Vorkommens
der Erreger beziehungsweise der entsprechenden Stx2-Phagen
und deren Wirtsstimme auch in Deutschland und Europa moglich.

=> lothar.beutinf@bfr.bund.de
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