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X

Escherichia coli

Y

e Gattung: Enterobacteriaceae,

e gramnegatives Stdbchen

e microaerophil

e peritrich begeilSelt

Reissbrodt, Gelderblom; RKI 2005

e kann Kapseln und Fimbrien auspragen

e nichtprofessionell fakultativ intrazellular in Epithelzellen

e Klassifizierung nach Serovaren (System nach Kauffmann & Orskov)
e |nfektionsdosis: z.T. unter 100 Keime

e [Inkubationszeit: 1-14 Tage (Langzeitausscheidung moglich)
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o
Erkrankungen durch darmpathogene E. coli (IPEC)

Erreger | Klinik Wirkort

EPEC wassrige Durchfalle Dunndarm
(besonders bei Sauglingen)

EIEC Dysenterie mit Tenesmen Dickdarm
ETEC Reisediarrhoe, choleraahnliche Durchfalle Diinndarm

EAEC wassrige Durchfalle, chronische Darmsto- Dunndarm
rungen, Reisediarrhoe

wassrige, blutige Durchfalle bis zur Dickdarm

EHEC hamorrhagischen Kolitis — Komplikation HUS
(Hamolyse, Nierenversagen, Thrombopenie)
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Statistik meldepflichtiger Infektionen des GI-Trakts nach IfSG

(Quelle: SurvStat, 2013)
e

Erreger Falle
Campylobacter 63.195 ¢
Salmonellen 18.828

S. Typhi/ S. Paratyphi 90/56 |
EHEC (HUS) / E. coli, sonstige 1.609 (76) / 7.748 1
darmpathogene Stamme
Yersinien 2.563
Shigellen SH
Norovirus 88.702 |
Rotavirus 48.133 V
Giardia lamblia 4122 V
Kryptosporidium 1561 1
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X
EHEC / STEC / VTEC

= Enterohdamorragische /Shigatoxin bildende/Verotoxin
bildende Escherichia coli

e 1977 Erstbeschreibung duch Konowalchuk

e 1980er O'Brien (Shiga-like Toxin) und Karmali (Verotoxin)
e USA: ,Hamburger disease”

e Haupttyp: Serovar 0157:H7

(Serovarformel: LPS-O-Antigen aus Zellwand und
Flagellen-H-Antigen)

e \ielfalt von Serovaren und weiteren Virulenzfaktoren
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X

Erkrankungsverlauf bei Infektion mit EHEC

L |

Bildung von
Komplementkomplexen
und Hemmung der

Infektion wassrige Diarrhoe, glomeruléren Filtration
kolikartige spontane &
Bauchschmerzen Ausheilung
(85-90%)
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K
,Attack-Rate”

(nach Scheutz et al., 2011)

0157 (eaeA+) la+2a, 2a+2c, 2a, 2c 13
Non-0157 (eaeA+) la+lc, 2a, 2a+2c 8
Non-0157 2d (act) 0,5

(eaeA-)
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o
Altersverteilung bei Infektion mit EHEC

(Quelle: Daten NRZ 2006)
e

Anzahl n

250

Emannlich B weiblich
200

150

100

90

O -

10-14115-19(20-24|25-29|30-34|35-39|40-49|50-59| >60
mannlich| 226 21 11 5 0 3 S 4 5 2 7
weiblich | 178 19 8 3 3 6 10 6 3 2 17
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Serovarverteilung gemeldeter EHEC- und HUS-Fille in 2
Deutschland, 2001-2008

(Quelle: SurvStat)
e

43% der EHEC und 64% der HUS-Falle wurden mit Serogruppe ubermittelt.

EHEC HUS

mO157 m 0157
0103 m 026

m 026 0103

=091 m 0145

m 0145 0111
0111 andere
andere 091
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o
Seropathovare von EHEC

nach KARMALI 2003 und GYLES 2007
I

Sero- Relative | Assoziation | Assoziation | Serovare
pathovar |Inzidenz | mit mit HUS
Ausbriuchen |und HC

A hoch haufig ja 0157

B mittel maBig ja 026, 0103, 0111,
0121, 0145

C niedrig selten ja 045, 091, 0104,
0113, 0165 u.a.

D hiedrig selten nein verschiedene

E* nicht nicht bekannt | nein/? verschiedene

human

* 2.B. Shigatoxin-produzierende E. coli bei Schweinen EDEC
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E. coli, sonstige darmpathogene Stamme o

(E.-coli-Enteritis)
|

EPEC > ,klassische” EPEC (typische EPEC): LEE (Intimin), EAF-Plasmid
> aEPEC (atypische EPEC): LEE (Intimin)
> Nachweis von aEPEC auch in Lebensmitteln (Vorstufe von EHEC?)
> Haufungen beobachtet

ETEC > selten Ausstattung mit beiden Toxinformen (ST, LT)
> wirtsadaptierte Formen (Mensch, Schwein)
> in D nicht endemisch

EAEC > typische EAEC: Virulenzplasmid (kodiert verschiedene Fimbrientypen) und
aatA (Dispersin-Transporter), haufig hitzestabiles Enterotoxin bildend (astA)

> aEAEC (nur aatA-Gen positiv)
> Mensch als Reservoir
> in D wenig Uber Inzidenz und Pravalenz bekannt

EIEC > jpaH (Invasion)

> Verwandtschaft zu Shigellen (Unterscheidung durch automatisierte
Identifizierungssysteme eingeschrankt moglich)

> in D nicht endemisch
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Kombination verschiedener Pathovar-bestimmender A
Virulenzmerkmale (,,Mosaikform*)

Daten NRZ Salmonellen

Pathovar Virulenzmerkmal Serovar
EHEC/EAEC stx1, stx2, eaeA, ehxA, astA 0157:H-, 026:H11
STEC/EAEC six1, astA O115:H10
STEC/EAEC six2, astA 0146:H28, 043:H2
STEC/EAEC six1, six2, ehxA, astA 091:H-, O113:H4
EPEC/EAEC eaeA, astA 099:H33
ETEC/EAEC sth, astA 025:H-

Die Klassifizierung der Mosaikformen sollte immer nach der patho-physiologisch
bedeutendsten Komponente erfolgen. Produziert der Erreger Shigatoxin, so wird
er als EHEC bezeichnet (nach IfSG).
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Meldepflicht nach I1fSG, 2001 (nov. 2013)

Separate Meldekategorien fiir EHEC und HUS

*§7,1: EHEC: Direkter oder indirekter Nachweis
(“Labormeldepflicht”)

*§ 6(1): enteropathisches HUS: Verdacht, Erkrankung, oder Tod
(“Arztmeldepflicht”)

*§6,2(b): > 2 Erkankungen mit epidemischen Zusammenhang
(wahrscheinlich / vermutet)
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&
Hamolytisch-uramisches Syndrom (HUS)

(Referenzdefiniton gemal 1fSG-Meldevorschriften fir enteropathisches HUS)

Klinik:
2 von 3 Manifestationen

* hamolytische Anamie
 Thrombocytopenie < 150.000 Zellen/mm?3
* Nierenversagen (Anurie)

A\

Komplikation bei EHEC-Infektion
gehauftes Auftreten im Alter von 0-5 Jahren

YV VYV

auch virale (Hantavirus) oder weitere bakterielle
(Pseudomonas), sowie genetische (VWF, Faktor H-Mangel)
Ursachen bekannt
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Diagnostik-Strategien und die Auswirkungen des o

EHEC O104:H4 - Ausbruchs
S

 Ende der 90er Jahre wenige Selektivmedien die auf E.c. 0157:H7
ausgerichtet waren (z.B. Sorbitol-Maconkey-Agar) und 3 ELISA-
Systeme zum Nachweis von Shigatoxin

e 2000 Entwicklung eines Stufenplans zur EHEC-Diagnostik
e 2014 Vielzahl von Verfahren auf Gen- und Proteinebene anwendbar

* Vorteil der molekularen Methoden: neben EHEC auch andere
Pathovare durch gezielten Nachweis der Virulenzfaktoren durch
Virulenzgen-PCR definierbar

e fir die eindeutige Diagnose (und Meldung) ist die Abarbeitung als
Stufenplan weiterhin notwendig
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X
Leitmerkmale zur Diagnostik von E. coli

Pathovar Virulenzfaktor Zielgen

EHEC / EHEC-LST | Shigatoxin stx1 und six2
Intimin eaeA
Enterohamolysin ehxA

EPEC / aEPEC Intimin eaeA
Virulenzplasmid EAF, bfp

EIEC Invasin/Membranprotein ipaH
Virulenzplasmid ial

ETEC /aETEC Enterotoxine Ith, sth
Kolonisationsfaktoren cfa

EAEC-1/ aEAEC Virulenzregulator aggR
Virulenzplasmid EAEC-probe, aatA

EAEC-II Virulenzregulator aggR
Virulenzplasmid EAEC-probe, aatA
P-Fimbrien pap
Aerobactin iucG
Yersiniabactin irn2
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X
Leitmerkmale zur Diagnostik von E. coli

Pathovar Virulenzfaktor Zielgen
DAEC-I Intimin eaeA
Adhésin (AIDA-I-Fimbrien) AIDA
Afa-Fimbrien afaC
DAEC-II Afa-Fimbrien afaC
Hamolysin hlyA
Yersiniabactin in2
ExXPEC P-Fimbrien pap
Hamolysin hlyA
Kapsel-Antigen ksp
Yersiniabactin irn2
Aerobactin iucGC
S-Fimbrien sfa
Invasionsfaktor ibeA
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Neue phanotypische und molekulare Testverfahren

* Enzym-Immuno-Assays (EIA/ELISA)

e Lateral Flow-Immuno-Assays (LFIA)

* Latex-Agglutinationstest (LAT) fiur die Identifikation von Isolaten
 Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

e PCR-ELOSA (Enzyme linked oligosorbent assay)

e RT-PCR

* Genotyping Array

* Luminex-Systemanalyse: XTAG® Gastrointestinal Pathogen Panel
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Anwendung moderner (molekularer) Verfahren in der
Praxis (flachendeckend, zeitnah)

4

Diagnose schnell und effizient

vs.

Epidemiologische Analysen

1 )

Meldung und Feindifferenzierung eines Isolats
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Entscheidungshilfe zur Falldefinition

Eingang der Meldung aus einem Labor:

» Was wird gemeldet?

» Mit welchem Verfahren wurde diese Diagnose
gestellt?

» Welches Material wurde fir das Verfahren
benutzt?

» Wurde der Erreger isoliert und weiterfiihrend
charakterisiert?

» Wurde der Erreger zur weiterfiihrenden
Untersuchung an ein Speziallabor/NRZ
versandt?

)y E DWI N “ (Erreger, Diagnose, Woraus?, Isolat, NRZ)
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o
Beispiel

m

s s o e s et o o, S Krankheitserreger: EHEC
Vetvaui S tentes Lavor maaents enenmstas LA (€nterohdmorrhagischer E. coli)
— ——— L _ Untersuchungsmaterial: Stuhl
e : (Nach IfSG nur aus Stuhl meldepflichtig, kommt
aber selten auch im Urin oder Blut vor!)
Patentin

Nachweismethode: Nukleinsdaurenachweis

(Hier kann ein Erregernachweis ohne Isolierung
moglich sein! > Stuhl direkt oder sogen.
Anreicherungsbouillon. )

Toxinnachweis: Toxin-Gennachweis (z.B. PCR)

(In der Regel keine Unterscheidung zwischen
Shigatoxin 1 und 2)

Virulenzfaktornachweis: eae

(gleichzeitiger Nachweis von stx und eae
moglich > kennzeichnend fiir erhdhtes
Toxinnachwels / . . RiSikOpOtential; andere: Z-B- aat)

O Todnnachvels O ToxnGernachweis ) 2 Chﬁrﬁ‘.‘mflﬁﬁme Werdnderngen

Virulenzfaktornachwels Methlclllinreslstenz -Nachwels bel Staph. aureus H I n We I Se u be r d a S VO rI I ege n d e S

P © Empfindichkeispriifung

MEME, WOMBIMED ... oot s et e e e e e e e s

Hauptwohnstz ... ..o e e
e unl Hasmmmer

Derzetioer Auferthaltsort. ...
Srafe il Kamimmer

Serologlscher Nachwels
E rmalig deutlich  Deutliche Anderung
erhikter Wert zadachen 2 Proben
lghad o]
I
g2,
Artkbrpemachneis
Ancereinahers Be Bichnung® O

oo0

00000

TzE. 3 Inkabekd gebldel miaper)

Cxem o By gy

Histologls cher Nachwels Histopathologlscher Befund

O MechAGenhachmeis

Elll;s“il::]?;tlil:frArztlanlzthzw. elnsendendes :::grrﬁzg'tjaotll:né:]da Befundes, evtl. zusatzliche Errege rS aIS ISOIat Oder den Se rotyp
mmmmmmmm . sollten unter ,Direkter
fehlen aber haufig!
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Nachweis von|Shigatoxin

Material Nachweis desShigatoxin-Gens
(STX, STX1, 5TX2. Synonyme: Shiga-lke toxin, SLT, SLTX
Vernicyioltoxin, YT, VT |

(stxf, stx2, Synonyme: ¥, vix, sk, sitx™

" Erliuterung zur Schreibweise:
StUhI GroBhuchstaen venneizen i g R, auf das Toxin selhat,
: korshve Kieinec braibaing auf das flF das Taxin kodierende
l Gen; es gibt jeweils Typl und Typ2
1. Test - ; -
Anreicherungsbouillon
ELISA (EIA) ) (-.Mischkultur, P
Stuhlanreicherungskultur)
Positlv

Erregerijsolierung aus

¥

Falldefinition NICHT erfllt!

h 4
Anreiche:rungsbouillon . Mlﬁm!@w=
55 Bestatigungstest zweiter ELISA aus uber Selektivmedium @ ] (PCR)
-goli-Kultur erforderlichl Lo
S (.dsolierung von E. colf)
Bestitigungstest Y m
Zweite
ELISA (EIA) . Anreicherungsbouillon
— (E. coli-Kultur-)
Weitere gmm empfohlen:
Falldefinition erfiillt! bt ) S | — Falldefinition erfiillt!
ysotvpie (hei E. gl 0157)
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Bewertung der Labormeldung , EHEC“

Meldung als EHEC:

1. Erreger wurde diagnostiziert durch molekularen Nachweis der Shigatoxin-
Gene direkt aus Stuhl (oder aus einer Anreicherung)

», Toxin-Gennachweis (z.B. PCR)“ = stx-Gen positiv + ,,Nukleinsdurenachweis (z.B.
PCR)“ = flr Escherichia coli spezifische Gene positiv

»Zusatzinformation: eae positv? Serovar angegeben?

2. Erreger wurde indirekt diagnostiziert durch Nachweis des Toxins mittels ELISA
(nicht direkt aus Stuhl, sondern liber Anreicherungsverfahren)

»Kann als Meldung akzeptiert werden, wenn ersichtlich ist, dass der Erreger
isoliert und von diesem ein weiterer Test mittels ELISA positiv ermittelt wurde

oder

»ELISA und molekulare Verfahren parallel angewandt wurden.
ansonsten
EHEC-Verdacht, der einer Bestatigung bedarf!

AKTION: Im Labor nachfragen! HUS?
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PFGE-Analyse der O157:Hnm — Cluster aus 2011

Quelle: NRZ-Bericht 2012, PulseNet Protocol

kbp

strain Serovar Stx1 Six2 eaeA
11-02106 O157:H )
11-05383 O157:H
11-03890 O157:H
11-02539 O157:H
11-4132  O157:H
11-05273 O157:H

\

+ 4+ 4+ + + 4+
+ 4+ 4+ + o+ 4+

Grundvoraussetzung: Vergleich identischer Serovare!
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Vergleich der EHEC-Isolate von Patienten mit Isolaten aus
Lebensmittelkontrollen

25 -

Epatient isolates @ food isolates ®

20 -

&

c

2

t

o

o

o

o ®
5 8 & 3 2 F 8 R € £ 8 ¥ 8 2 8 © § E
o O o O O o o o O O O o

o
STEC serogroups

Werber, Beutin, Pichner, Stark, Fruth: STEC Serogroups in Food and Patients, Germany.
Emerg Infect Dis 2008; 14(11): 1803-6
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X

Untersuchung auf EHEC gemaR Indikationsliste:

Kinder mit Diarrhoe unter 6 J., Patienten mit blutigen Durchfallen ohne
Altersbeschrankung, Vorliegen eines HUS, Haufung von Diarrhoe-Fallen in
Gemeinschaftseinrichtungen etc. (MiQ)

mittels zertifizierter Verfahren vEIA, PCR)

Netzwerk der
Primardiagnostik-
bei positivem Nachweis des Shigatoxins / Shigatoxingene > Labore

vl

Isolierung des Erregers

A4

Lagerung des Versand des Isolats an Speziallabore mit eindeutigem
Probenmaterials flr ege e c
Identifikator / Minimum an Epi-Info

weitere Untersuchungen

(mind. 14 Tage) (LUAIS, KL, NRZ)

> Meldung an GA

A4

Typisierung des Erregers (NRZ, KL): - ,
m mit Phanotypie: Serotypie, biochem. Differenzierung, Resistenztestung Netzwerk der LUA's
m und molekularen Methoden: Virulenzgenprofil, PFGE, MLST, SLST =

\4 _

Zusammenfiihrung aller Daten NRZ / KL

und Analyse zur Ausbruchserkennung RKI, Abt. 3
(zentrale Datenbank am NRZ und Stammsammlung) (SurvNet)

v |

Erganzung der Meldedaten

\ 4

Ubermittlung relevanter Informationen nach IfSG an Landesstellen und ECDC / TESSy
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X
Bedeutung der weiterfiihrenden Analyse der Erreger

A\

Zeitnahe Ausbruchsentdeckung und — kontrolle

Y

Vermeidung von Sekundariubertragungen

- Haufig (5-15%); bei 0157:H-/H7 publiziert

- Ubertragung friih in der Erkrankungsphase

- Betrifft vor allem (jliingere) Geschwisterkinder
- Hohes HUS-Risiko

» Risikobewertung wird ermoglicht

z.B. im Zusammenhang mit Therapieempfehlungen, Empfehlungen far
HygienemalBnahmen, Umgang mit Langzeitausscheidern,
Wiederzulassung zu Gemeinschaftseinrichtungen etc.

» Erfassung des Spektrums der Virulenzausstattung der Erreger (Sammlung
von Stamminformationen)

» Ableitung von MalRnahmen zur Prophylaxe (Impfpravention, Intervention
in der Lebensmittelproduktion, Erweiterung des Diagnostik-Panels)

Dr. Angelika Fruth 27




ROBERT KOCH INSTITUT

X
Bewertung der Labormeldung anderer E. coli - Pathovare

» Hierarchie in der Bedeutung, begriindet in Pathogenitat und
Pravalenz: EHEC>EPEC>EAEC>ETEC>EIEC

» Diagnostik erfolgt in der Regel nicht molekular, sondern tGber
Serotypie, die nicht mit Virulenzausstattung korrelieren muss

» Prioritat hat die Diagnose fir den Patienten/behandelnden Arzt
» Information liber Reiseassoziation kann von Bedeutung sein
» gute Therapieoptionen (Langzeitausscheider etc.)

» Wiederzulassung zu Gemeinschaftseinrichtungen etc. analog zum
Vorgehen bei enterischen Salmonellen
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(Daten NRZ 2010-2013)
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Serovarverteilung von EPEC, EAEC, ETEC in Deutschland

X

Pathovar | Anzahl typisierter Isolate | Anzahl Serovare Haufigste
Serovare

2010

2011

2012

2013

2010

2011

2012

2013

EPEC

135

202

146

103

129

79

76

55

Ont:H-
/H33/H49/H4/H19;
0128:H2; 0127:H45;
0145:H34; O55:H7;
0103:H2; O49:H-;
051:H49; O76:H7,;
088:H25

EAEC

42

29

23

28

13

19

Ont:H-
/H10/H16/H18/H30;
O111:H21;
0128:H12/H35;
0O55:H12; 0O176:H34;
078:Hnt; O86:H30;
033:H-

ETEC

13

03:H2; 025:H-;
0128:Hnt; 0O169:H-;
Ont:H-

Dr. Angelika Fruth
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X
Resumee

» Die Anwendung molekularer Verfahren in der mikrobiologischen Labordiagnostik ist
weit vorangeschritten.

» Aus der Sicht der Meldepflicht fir EHEC und andere darmpathogenen E. coli
resultieren hieraus Labormeldungen, die in ihrer Aussage den Falldefinitionen
mitunter nur schwer zuzuordnen sind.

» Durch die Anwendung von ldenfizierungsmethoden aus Rohmaterial fehlen fir die
weitere Feintypisierung der Erreger zur Surveillance und Ausbruchsanalyse
entsprechende Patientenisolate.

» Abhilfe konnte eine Kopplung der Isolatgewinnung und -versendung an die Meldung
der Erreger nach IfSG schaffen.

» Fir den Aufbau einer umfassenden leistungsstarken molekularen Surveillance der
lebensmittelbedingten Erreger stellt der OGD eine Schliisselfunktion dar.

> Der Nutzen einer weiterfihrenden Analyse liegt in der Erfassung und Uberwachung
der Erregervielfalt als Basis flr Risikoanalysen und der Aufklarung von Ausbrtchen.
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Weiterfuhrende Literatur

« M. Kist, A. Ackermann, I. B. Autenrieth, Chr. von Eichel-Streiber, J.
Frick, A. Fruth, E. O. Glocker, G., Gorkiewicz, A. von Graevenitz, M.
Hornef, H. Karch, E. Kniehl, G. Mauff, A. Mellmann, L. von Mdller, T.
Pietzcker, R. Reissbrodt, H. RUssmann, E. Schreier, J. Stein, N.
Wilppenhorst: Gastrointestinale Infektionen. MiQ_09 2013: A.
Podbielski M., Abele-Horn M. ,Herrmann E., Kniehl H. ,Mauch H.,
Rissmann (Hrsg.); Urban & Fischer Verlag Minchen

 DGPI-Handbuch, 6. Auflage 2013

 Verordnung zur Neufassung der Verordnung liber Sicherheit und
Gesundheitsschutz bei Tatigkeiten mit Biologischen
Arbeitsstoffen und zur Anderung der Gefahrstoffverordnung
(BioStoffV) vom 15. Juli 2013

 W. Kiehl (Hrsg.): Kompendium Infektiologie & Infektionsschutz,
H. Hoffmann GmbH Verlag, 2009
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X
ldentifizierung von EHEC-Erkrankungen durch mikrobiologische

Laboratorien in Deutschland

Stufendiagnostik
1. Primardiagnostik
J Shigatoxin-Produktion oder Nachweis der stx-Gene in einer coliformen bakteriellen Flora
(einer Stuhlprobe) aus Anreicherungskultur (mittels Elisa, PCR)
J Nutzung von Indikator-/Selektiv-medien fiir E. coli z.B. 0157:H7 (sorbitol non-fermenting)
J Ublicherweise keine Isolierung (Reinkultur) der Stimme, aber nach Diagnosestellung

Meldung an die Gesundheitsamter
. ... danach: Weiterleitung der Proben (insbesondere Isolate) !
2. Weiterfiihrende bzw. Spezialdiagnostik

. Spezialisierte Labore (NRZ, KL HUS, LUA’s) verarbeiten die Proben (Mischkulturen) aus den
Laboren der Primardiagnostik

o daraus Stammisolierung als Grundvoraussetzung fiir epidemiologisches Subtypisieren
o Testung von Virulenzgen-Profilen / Genotypisierung (PCR, Sequenzierung)

o Serotypisierung, MLST zur Sequenztypbestimmung (Macro-Evolution)

J PFGE (PT, MLVA) fir Klarung epidemiologischer Zusammenhange (Micro- Evolution)
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Danke fiir lhre
Aufmerksamkeit!

Nationales Referenzzentrum (NRZ) fir
Salmonellen und andere bakterielle
Enteritiserreger

Robert Koch-Institut, Bereich Wernigerode
Burgstrasse 37

38855 Wernigerode

Tel.: (030) 18754 4206

FAX: (030) 18754 4207




