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PCR-Screening und Risikoabschatzung

T Quantitafion Analysts - Cycling A.Grange (Stx 1} == /== . . .
Risikopotential
! 9 1 stx2a + eae oder aggR  D/BD/HUS
. 2 stx2d D/BD/HUS!
» 3 stx2c+eae D/BD?
4 4 stxlateae D/BD?
: 5 andere stx-Subtypen DA
o= - - - - (D) Diarrhoe, (BD) blutige Diarrhoe, (HUS) hamolytisch-urdmisches Syndrom
P A NS 1. Das Potential fir HUS héngt von der stx2d Variante und dem Stammbhintergrund ab.
. . 2. Einige Subtypen wurden mit BD assoziiert und in seltenen Fallen mit HUS.
Auf das PCR-Screening der Anreicherung 9 P
folgt eine erste Risikobeurteilung Tabelle basiert auf:
Mikrobiologische Risikoevaluation Shigatoxin produzierender E. coli (STEC) in
Real-Time PCR-Systeme Lebensmitteln https://www.blv.admin.ch/dam/blv/de/dokumente/lebensmittel-und-
ernaehrung/lebensmittelsicherheit/krankheitserreger-und-hygiene/risikoevaluation-
A”Bak.tA (STEC/eae) stec.pdf.download.pdf
AllColi2 (stx1/stx2/eae) 2018): Sh | erchia col ( ) and foodt: attib
JEMRA (2018): Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) and food: attribution,
AlIEHEC (0157 USW-) characterization, and monitoring http://www.fao.org/3/ca0032en/CA0032EN.pdf

Beanstandung grundsatzlich nur wenn Keim isoliert vorliegt!


https://www.blv.admin.ch/dam/blv/de/dokumente/lebensmittel-und-ernaehrung/lebensmittelsicherheit/krankheitserreger-und-hygiene/risikoevaluation-stec.pdf.download.pdf
http://www.fao.org/3/ca0032en/CA0032EN.pdf
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PCR-Screening und Risikoabschatzung

TBX (44°C) ab STEC positiver
Anreicherung

Problem 1 - wie viel Aufwand betreiben?

Wie viel Kolonien mussen wir picken, damit wir stx-
positive E. coli erwischen?

Problem 2 - wie gefahrlich konnte es wirklich sein?
Stammen die gemessenen Signale vom gleichen Kion?
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Digitale PCR: der Weg zum STEC-Isolat
Die digitale PCR soll uns helfen:

1. Eine Minoritat zu bestimmen:
Bestimmung des Anteils von STEC in einer E. coli
Mischkultur in einer Anreicherung

2. Mehrfach positive STEC zu identifizieren:
stx1/eae oder stx1/stx2 oder stx1/stx2/eae
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Digitale PCR: der Weg zum STEC-Isolat
Digitale PCR - das Prinzip:

) LOT
) (Q1

)
) =)

)
) (=)
)0

) () () (

) |

Droplet Reader
PCR

»

Partition
DNA mit E.
coli Marker

) |

) Q) () (]

) {

C S
) (

) (=) |

)|

V a el S g — — 0 N B
DNA mit E. « 10’000 — 20’000 Droplets * Endpunkt-PCR in den Droplets + Auslesen der Droplets
coli Marker « Wasser in Ol Emulsion » Absolute Quantifizierung « Berechnung der

und eae DNA copy numbers



I

Digitale PCR: der Weg zum STEC-Isolat

Digitale PCR - Primer-Titration fiir eae (JOE)
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Templat  1:1°000

Primer Zugabe in pl (5uM)
0.5 1 2 4

Messwert Kopien /ul
488 675 693 776
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Templat 1:10°000
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Digitale PCR: der Weg zum STEC-Isolat

Digitale PCR - Optimierung der Annealing-Temperatur

. Ch2 Pos:120667 Neg:686783 N Channel 2 Histogram
El 5000 01 AO3 AO5 BO1 BO3 BO5 CO1 (03 CO5 DO1 DO3 DOS EO1 EO3 EO5 FO1 _FO3 FO5 GO1 _GO3 GOS HO1 HO3 HO5 =2 104
i T " T a
4000 +
10°
g eae (JOE
2 3000 - g
I
2 % 10t
¢ 2000 i
o
10'
1000
0 t + t + + + + + 100 4
[ 100000 200000 300000 400000 500000 600000 700000 800000 0 1000 2000 3000 4000 5000
Event Number Ampliude

Von 64°C (links) bis 56°C (rechts)
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Digitale PCR: der Weg zum STEC-Isolat

Mischungsexperiment 026 mit eae mit E. coli

_ E. coli [copies/ul] eae [copies/ul] Anteil eae (%) Anteil eae (%) korrigiert

E.coli  100% 1:100 3’150

026:H31 100% 1:100 2’510 824 32.83 98.49
026:H31 32% 1:100 3’030 237 7.82 23.47
026:H31 10% 1:100 1’968 63 3.20 9.60
026:H31 3.2% 1:100 3’370 35 1.05 3.15
026:H31 1% 1:100 3’570 13 0.35 1.06

Das Mischungsexperiment zeigt, dass der eae Anteil im Vergleich zum E. coli Signal
unterschatzt (ca. Faktor 3) wird.
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Digitale PCR: der Weg zum STEC-Isolat

Beispiel thermisierter Weichkase stx1 positivim PCR-
Screening nach Anreicherung

" Quantitation Analysis - Cy<ling A Orange (Stx 1) [E=8EoE =

5 Reports.. % Std.Curve [T Results || % Dynamic Tube | 53 Slope Comect g IgnoreFirst | [Z] Outlier Removal... kel Save Defaults ‘

Frage: Wie gross ist der Anteil an stx1-positiven
STEC in der E. coli Population?
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Digitale PCR: der Weg zum STEC-Isolat

Beispiel thermisierter Weichkase stx1 positiv

_sxtl (FAM)

(® QuantaSoft Version 1.6.6.0320 - m} *
dPCR 3205-3220 CashSesEHEC mikro.glp
BIO-RAD ChI4Cn2- CR1-Ch2+ ChI-Ch2- Linksge AcoeptedDropiets CNV  ToliCNVMax  ToCNVM/ [
E 1 w2 0 15368 -
k) 14831 442 0 15968 - AUU
:
Setup £
< > || &
o Ta Export GV Ch1Ch2  ~ Sequenisl  ~ |Single - |
{ H 2D Amplitude l Concentration ] Copy Number " Ratio " Eveniz ] e @cnc Oicne Oen
) Ch1-B02 Pos:645 Neqg-15323 ) Channel 1 Hislogram
L) 23
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Auto Analyze Event Number Amplitude
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Digitale PCR: der Weg zum STEC-Isolat

Wir messen und rechnen:

Ch1+Ch2+:607 Ch1+Ch2-:38 Ch1-Ch2+:14881 Ch1-Ch2-442

6000

Gemessene Zahlen in Events:

5000 +

Nur stx1-positive Events: 37

3000

Nur E. coli positive Events:  14'881

Channel 1 Amplitude

2000 -

Doppelt positive Events: 607 T

1000 +

Total Droplets: 15968

<]

t t t t t t t
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Channel 2 Amplitude

Anteil an stx1-positiven STEC

= (Doppelt-Positive /| JOE-Positive) x 100
= (607 / 15‘488) x 100 = 3.9 %
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Digitale PCR: der Weg zum STEC-Isolat

Wir picken Kolonien

Von 66 Kolonien sind
ca. 3 stx1l-positive
Kolonien zu erwarten
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Charakterisierung direkt mit dPCR?
Linkage Assay

Alarm: stx1/stx2/eae-positives Signal!!

-
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RT-PCR

C) Digitale PCR
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Charakterisierung direkt mit dPCR?

Bakterien direkt in die Droplets verpacken?

- Bakterien haben mehr als genug Platz
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Charakterisierung direkt mit dPCR?

Linkage Assay: 3 Pathogenitatsfaktoren im gleichen Bakterium ?

O Mz A8 | Nuwy 14907
] ool

— eae (JOE)

stx1, stx2 und
eae positiv

stx1 (FAM) und stx2 (FAM) Weitere Systeme

Chrl M 960 oy 41913 Chinzh2 34 ChrCha-153 CH-CR20 4857 Sk -CpfE- 44814
a1 @ ' n ' .
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= ] 14000 e 0157-eae 0157-stx1 0157-stx2
\ Pl Ol145-eae  0145-stx1  0145-stx2
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\ 4
”’,a PCR-Screening \\ \
t,f’ \\\\ A w
I Digitale P?,R STEC 4x e
CHROMAgar STEC 37 :C AT T (Neue Gerate mit 6 Kanalen in Sicht) e
CHROMAgar STEC 44 °C |
I I
' ¥
«Kolonien= Picken» Al | A2 |A3 (A4 | A5 | A6 A7 |AB | A9 [A10 |A12 |AT3
I B1
% C1
Isolat G = = ——— - D1
* E1
Subtypisierung F1
I G1
Ausblick: Sequenzierung H1

\ 4 «Ausklonierung von STEC»
Massnahmen
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Herzlichen Dank an
Dr. René Koppel und Patricia Haug

Kontakt
martin.peier@kl.zh.ch




