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1 Einleitung

Der labordiagnostische Nachweis einer Infektion mit darmpathogenen Escherichia
coli ist auf mehreren Wegen mdoglich. Fur die Gesundheitsamter ist aus eingegangen
Labormeldungen nicht immer erkennbar, ob die Meldungen die vom Robert Koch-
Institut (RKI) vorgegebenen Falldefinitionen fur den labordiagnostischen Nachweis
dieser Infektionen erfillen. Der vorliegende Leitfaden soll die Labordiagnostik von
darmpathogenen E. coli verstandlicher machen und Kriterien bieten, um die
Ubermittlung dieser Infektionen zu vereinfachen. Dies soll helfen, die Datenqualitét
der nach dem Infektionsschutzgesetz (IfSG) Ubermittelten Falldaten weiter zu
verbessern. Seit der 1. Auflage dieses Leitfadens aus dem Jahr 2005 wurde die
Diagnostik stetig weiterentwickelt und verfeinert. Das Gesundheitsamt steht aber vor
ahnlichen Herausforderungen wie vor 14 Jahren. Die Neuerungen sollen verstandlich
dargestellt werden.

2 Escherichia coli als Krankheitserreger

Das Bakterium Escherichia coli (E. coli) ist Teil der normalen Darmflora von Mensch
und Tier und somit primér kein Krankheitserreger. Ein krankmachender (pathogener)
E. coli-Stamm unterscheidet sich von einem apathogenen Stamm als Bestandteil der
normalen Darmflora dadurch, dass Pathogenitatsfaktoren vorliegen. Diese sind
krankmachende Bakterienprodukte (z.B. Toxine), die auf Pathogenitatsgenen kodiert
sind, die entweder im Bakterien-Chromosom integriert oder auf sog. Plasmiden
extrachromosomal in der Bakterienzelle vorliegen. Bei pathogenen E. coli-Stdmmen
sind v.a. Shigatoxine wichtige Pathogenitatsfaktoren. Um labordiagnostisch einen
apathogenen von einem pathogenen E. coli unterscheiden zu kénnen, ist der
Nachweis mindestens eines Pathogenitatsfaktors oder seines Gens notwendig.

2.1 STEC = VTEC = EHEC?

Der Begriff VTEC (Verotoxinbildende E. coli) stammt aus der Zeit, als der labor-
diagnostische Nachweis ausschlief3lich in Zellkultur mit sog. Verozellen (Nierenzellen
von Griunen Meerkatzen) durchgefuhrt wurde. Wenn die Zellen abstarben, war ein
Giftstoff (Toxin) vorhanden, der toxisch auf diese Zellen wirkte, das sog. Verotoxin.
Spater wurde dieses Verotoxin als Shigatoxin bezeichnet, weil das Shigatoxin 1
identisch mit dem Toxin von Shigella dysenteriae ist. Das Shigatoxin 2 hat ebenfalls
Ahnlichkeiten mit diesem Toxin. Davon abgeleitet werden VTEC synonym auch als
STEC (Shigatoxin-bildende E. coli) bezeichnet.

Die Unterscheidung zwischen Shigatoxin-bildenden und enterohamorrhagischen E.
coli (STEC bzw. EHEC) ist schwierig. Sie beruht auf der Beobachtung, dass nicht
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alle E. coli-Keime, die Shigatoxine bilden, auch zu schwerwiegenden Erkrankungen
beim Menschen fuhren.

EHEC im engeren Sinne sind daher STEC mit weiteren Pathogenitatsfaktoren neben
dem Shigatoxin, die beim Menschen eine hamorrhagische Colitis mit den typischen
Symptomen wie blutige Durchfalle, Fieber, Ubelkeit etc. auslosen.

Im Folgenden wird der Begriff EHEC, entsprechend dem Infektionsschutzgesetz
(IfSG) synonym fur Shigatoxin-bildende E. coli (STEC) verwendet.

2.2 Sonstige darmpathogene E. coli: EPEC, ETEC, EIEC,
EAgQQEC, DAEC

Neben EHEC gibt es noch weitere darmpathogene E. coli. Sie kdnnen keine
Shigatoxine bilden, besitzen aber andere Merkmale fiir Pathogenitat. Entscheidend
fur die Zuordnung zu den Pathovaren EPEC, ETEC, EIEC, EAggEC und DAEC ist
der Nachweis bestimmter Pathogenitatsfaktoren (siehe Tabelle 1). Eine Einordnung
der Pathogenitat allein nach dem Serotyp ist nicht méglich, da die Serogruppe oder
der Serotyp alleine (siehe Serotypisierung) keine Zuordnung zu bestimmten
Pathovaren erlauben. Die Zuordnung zu den Pathovaren muss vom meldenden
Labor geleistet werden. Die Ubermittlungspflicht ist mit der Aktualisierung der
Falldefinitionen 2015 entfallen. Bei fraglichen Befunden sollte die Stuhlprobe an das
LGL weitergeleitet bzw. eine neue Stuhlprobe veranlasst und an das LGL
weitergeschickt werden.

Tabelle 1. Pathogenitatsfaktoren sonstiger darmpathogener E. coli:

E. coli-Pathovar Krankheitsbild Pathogenitatsfaktor (codierendes
Gen)

Enteropathogene E. coli (EPEC) Durchfall bei Kindern Intimin (eae)

Enterotoxische E. coli (ETEC) Reisedurchfélle Hitzelabiles Toxin (It)
Hitzestabiles Toxin (st)

Enteroinvasive E. coli (EIEC) Shigellose-ahnliche Erkrankung invasin plasmid antigen H (ipaH)

Enteroaggregative E. coli Durchfall bei Kindern aggR, EAST-1

(EAgQgEC)* Ggf. nach Angabe des Labors,
Methodik nicht evaluiert

Diffus adhéarierende Durchfall bei Kindern daaC

enteropathogene E. coli (DAEC)* Ggf. nach Angabe des Labors,
Methodik nicht evaluiert
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3 Labordiagnostik

3.1 Ablauf

Das Ausgangsmaterial fur die EHEC-Diagnostik ist i.d.R. eine native Stuhlprobe, die
im Labor in geeigneten (Flussig-)Medien inkubiert wird, um bevorzugt E. coli
anzuzuchten. Dabei wachsen harmlose und auch darmpathogene E. coli an, die sich
aufRerlich nicht voneinander unterscheiden lassen. Die charakteristische Eigenschatft,
die einen harmlosen E. coli von einem gefahrlichen EHEC unterscheidet, ist die
Fahigkeit Shigatoxine zu bilden. In einem ersten Schritt wird deshalb die
Anreicherungskultur bzw. Mischkultur auf Shigatoxine hin untersucht. Daflr gibt es
zwei Mdglichkeiten: (i) Nachweis der Shigatoxine direkt in der Stuhlanreicherung mit
immunologischen Methoden (EIA/ELISA) oder (ii) Nachweis der Shigatoxingene mit
molekularbiologischen Verfahren (PCR). Weitere Gene fur Pathogenitatsfaktoren, die
auf das Vorhandensein anderer Pathovare hindeuten, kdnnen zeitgleich oder
nacheinander in diesem Stadium der Analyse untersucht werden.

Wurde in der Mischkultur Shigatoxin nachgewiesen, sollte in jedem Fall eine
Isolierung der EHEC-Stamme in Reinkultur angestrebt werden, um diese Stamme
dann noch genauer (z.B. durch Serotypisierung oder molekulare Feintypisierung) zu
charakterisieren. Das ist aufwandig, und die Primardiagnostik in niedergelassenen
Laboren endet haufig nach dem Shigatoxin(gen)nachweis aus der Stuhlanreichung
bzw. Mischkultur. Am LGL wird die Isolierung der EHEC-Stamme bei jedem neuen
EHEC-Fall versucht. Bei erfolgreich gewonnenen EHEC-Stammen werden dann die
Gene der Pathogenitatsfaktoren Intimin (eae) und Hamolysin (hlyA) untersucht und
die wichtigsten Serotypen (0157, 026, 0103, O111, 0O145) bei besonderer Schwere
der Krankheit (z.B. beim hamolytisch-uramischen Syndrom (HUS)) oder bei
Ausbrichen molekularbiologisch bestimmt.

3.2 Ausgangsmaterial fur die Labordiagnostik

3.2.1 Stuhlanreicherung/Mischkultur

Zur Untersuchung, ob bei einem Patienten eine Infektion mit EHEC vorliegt, wird in
der Regel eine Stuhlprobe an ein Labor geschickt. Im Labor wird ein Teil der Probe in
ein spezielles Nahrmedium eingebracht, in dem selektiv E. coli wachsen kénnen
(Stuhlanreicherung bzw. Mischkultur). Dieses so beimpfte Nahrmedium wird tGber
Nacht bei 37°C bebriitet. AnschlieRend kann der Nachweis von Shigatoxin (Stx) 1
und/oder Stx 2 mit ELISA erfolgen (siehe 2.3.1). Alternativ kann das Shigatoxingen
stx 1 und/oder stx 2 mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) nachgewiesen
werden (siehe 2.3.2).
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Gleichzeitig oder im Anschluss an diesen Nachweis kann die Probe auf weitere
Pathogenitatsfaktoren untersucht werden. So kann bei Ausschluss von EHEC der
Nachweis von anderen darmpathogenen E. coli-Keimen erfolgen.

3.2.2 Isolat / Reinkultur

Ein Isolat erhalt man aus der Stuhlanreicherung oder der Mischkultur, in dem davon
eine kleine Menge auf eine Platte mit speziellem, festem Nahrmedium ausgestrichen
und bebritet wird. Im fraktionierten Ausstrich bilden sich im Regelfall Einzelkolonien.
Wird eine Einzelkolonie von der Platte abgenommen und in ein Nahrmedium
Uberfahrt, gewinnt man ein (Erreger-)lsolat. Das Isolat wird auch Reinkultur genannt,
weil es einen Bakterienzelltyp bzw. Pathogenitatstyp in Reinform enthélt. Die
Gewinnung eines Isolats in Reinkultur ist die Voraussetzung fir weitere
Typisierungsverfahren und sollte daher bei jeder mikrobiologischen Untersuchung
angestrebt werden. Um sicher zu gehen, dass es sich bei der gewonnenen
Reinkultur wirklich um ein EHEC-Isolat handelt, muss aus dieser der Nachweis von
Shigatoxin mittels ELISA bzw. von Shigatoxin-Genen mittels PCR erfolgen. Fur
andere darmpathogene E. coli-Stdmmen gilt dies entsprechend fur ihre jeweiligen
Pathogenitatsfaktoren. Ist der Nachweis positiv, sollte idealerweise eine
Serotypisierung am Nationalen Referenzzentrum fiir Salmonellen und andere
Enteritiserreger am RKI erfolgen, da Routinelabore i.d.R. nicht Gber das gesamte
Spektrum von Testseren verfugen.

3.2.3 Serum (nur bei HUS-Fallen)

Bei der schweren Verlaufsform der EHEC-Erkrankung HUS, kann bei einem Teil der
Falle EHEC im Stuhl nicht mehr direkt nachgewiesen werden, da es sich um ein
klassisches postinfektioses Syndrom handelt. Die Patienten scheiden bei dieser
Erkrankung meistens nur tber eine kurze Zeit den Erreger aus. Um trotzdem den
Nachweis erbringen zu kénnen, dass die Erkrankung durch EHEC bedingt war,
besteht die Méglichkeit, im Serum der Patienten nach Antikérpern gegen einige
haufig hiermit assoziierte Serotypen (O-Antigen) von E. coli zu suchen. Mit dieser
Methode wird indirekt eine Infektion mit bestimmten EHEC-Typen nachgewiesen.
Am Nationalen Referenzzentrum fir Salmonellen und andere Enteritiserreger am
RKI und im Konsiliarlabor fur HUS am Institut fir Hygiene der Universitatsklinik
Munster kénnen derzeit Infektionen mit EHEC 0157 serologisch nachgewiesen
werden. Diese Nachweismethode sollte dann versucht werden, wenn bei eindeutiger
Symptomatik der Nachweis im Stuhl negativ war. Sinnvoll ist hierbei die Testung von
zwei Seren im Abstand von 14 Tagen, um einen Titeranstieg bewerten zu kénnen.
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3.3 Nachweismethoden

Vorbemerkung: Um in der Schreibweise zwischen Gen und Genprodukt
unterscheiden zu kénnen, wird das Gen immer klein und kursiv geschrieben, z.B.
stx1 fur das Shigatoxin 1-Gen. Das Genprodukt (Protein, z. B. Shigatoxin) dagegen
wird mit groRem Anfangsbuchstaben und nicht kursiv geschrieben, z.B. Stx 1 fur das
Shigatoxin 1. Die nachfolgend dargestellten Methoden sollen helfen, die Grundziige
der komplexen Labordiagnostik zu verstehen.

3.3.1 Proteinnachweis am Beispiel Shigatoxin

Mit dieser Methode kdnnen Shigatoxine in einer Stuhlanreicherung, Mischkultur oder
einem Isolat nachgewiesen werden. Es wird in der Regel nicht zwischen Shigatoxin
(Stx) 1 und 2 unterschieden.

EIA ist die Abkirzung von Enzymimmunoassay, eine Variante davon ist der ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay). Dabei werden die Genprodukte der
Shigatoxingene, die Proteine Shigatoxin | und Il, nachgewiesen. Die Grundlage
dieser Methode stellen artifiziell hergestellte Antikdrper gegen diese Proteine dar.
Das Verfahren nutzt die Fahigkeit dieser Antikdrper, Uber spezifische
Erkennungsstrukturen mit dazu passenden Antigenen eine feste Bindung
einzugehen (Antigen-Antikdrper-Reaktion).

Die Antikorper, welche die Shigatoxine erkennen, sog. Anti-Shigatoxin-Antikdrper,
werden an die Wéande geeigneter Reaktionsgefal3e gekoppelt. Sie werden als
MatrixantikOrper bezeichnet. Wird dann eine Probe, die Shigatoxine enthalt, in das
Reaktionsgefald gegeben, binden enthaltene Shigatoxine an diese Matrixantikorper.
Die Erfassung dieser gebundenen Komplexe erfolgt durch Zugabe weiterer Anti-
Shigatoxin-Antikdrper, die durch Markierung mit Enzymen tber eine Farbreaktion
sichtbar gemacht werden. Diese Antikérper werden Zweit- oder Detektionsantikorper
genannt. Da bei der Methode das zu testende Antigen (Shigatoxin) von zwei Seiten
gebunden wird, spricht man auch von einem Sandwich-ELISA.

Eine positive Probe liefert einen Farbumschlag (z.B. von farblos nach blau oder gelb
je nach Art der verwendeten Enzymsubstrate). Durch Vergleich mit entsprechenden
Positiv- und Negativkontrollen kann die Auswertung durch spektrophotometrische
Messung erfolgen.

Wichtig: Ist ein ELISA/EIA-Nachweis in der Stuhlanreicherung oder Mischkultur
positiv, handelt es sich nach den RKI-Falldefinitionen lediglich um einen EHEC-
Verdacht, der nicht tbermittlungspflichtig ist. Es sollte in jedem Fall eine
Erregerisolierung mit anschlielBendem ELISA-Nachweis im Isolat durchgefihrt
werden. Alternativ kann ein DNA-Nachweis (siehe DNA-Nachweis) fur Shigatoxin-
Gene durchgefuhrt werden. Eine Erregerisolierung mit anschlielRender
Serotypisierung sollte immer angestrebt werden.
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3.3.2 DNA-Nachweis am Beispiel des Shigatoxin-Gens

Mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) kdnnen DNA-Abschnitte
vervielfaltigt werden. Diese Methode wird zum Nukleinsdurenachweis eingesetzt.
Prinzip der PCR:

Mochte man z.B. das Vorliegen des stx1- oder stx2-Gens nachweisen, muss die
normalerweise doppelstrangige DNA durch Erhitzen in ihre beiden Einzelstrange
zerlegt werden. Durch Zugabe des Enzyms Polymerase und von kurzen,
einzelstrangigen DNA-Stlicken, sog. Primern, die sich speziell nur an Bereiche in den
stx1- bzw. stx2-Genabschnitten anlagern kénnen, kann der bestimmte Genabschnitt
vervielfaltigt (amplifiziert) werden. Dieses Vorgehen wird mehrmals wiederholt, bis
eine ausreichende Menge an stx1- bzw. stx2-DNA produziert wurde (= Amplifikat).
Diese DNA-Stiucke konnen durch Farbung mittels verschiedener Verfahren sichtbar
gemacht werden und sind der labordiagnostische Nachweis dafir, dass in der
vorliegenden Probe stx1 oder stx2 oder auch beide Gene vorhanden sind. Verglichen
wird immer mit einer Kontroll-DNA.

Ist das nachzuweisende Gen in der Probe nicht vorhanden, kann der spezifische
Primer nicht binden und es entsteht kein Amplifikat. Die Probe wird als negativ
beurteilt.

Wichtig: Der Nachweis von stx1 und/oder stx2 gilt nach den RKI-Falldefinitionen als
labordiagnostische Bestatigung einer EHEC-Infektion unabhéngig davon, ob der
Nachweis aus der Stuhlanreicherung, Mischkultur oder aus dem Isolat erfolgte. Eine
Erregerisolierung mit anschlieRender Serotypisierung sollte dennoch immer
angestrebt werden, um epidemiologische Zusammenhange aufzuklaren und weitere
Charakterisierungen des Stammes durchfihren zu kénnen.

3.3.3 Serotypisierung

Auf ihrer Oberflachenmembran besitzen alle E. coli-Stamme unabhé&ngig von ihrer
Pathogenitat eine charakteristische Oberflachenstruktur, das Lipopolysaccharid
(LPS) oder O-Antigen. Bis heute lassen sich ca. 180 verschiedene O-Antigene
unterscheiden. Die haufigsten O-Antigene von EHEC sind O157, 026 und O103.
Zusatzlich kann die E. coli-Bakterienzelle Geil3eln fur ihre Fortbewegung tragen, die
sich wiederum in tber 50 verschiedene sog. H-Antigene unterscheiden lassen. Hat
ein Bakterium keine Geil3el, so ist es unbeweglich und es kann kein H-Antigen
nachgewiesen werden. Dies wird mit H- oder Hnm bezeichnet (gesprochen: H minus
oder non-motile). Das O-Antigen definiert den Serotyp, O- und H-Antigen zusammen
ergeben das E. coli-Serovar.

Zur Bestimmung der O- und H-Antigene werden Antiseren (Testseren) gegen diese
Oberflachenstrukturen der Bakterien bendtigt. Sie sind in einer begrenzten Zahl in
den Routinelaboratorien vorhanden und kommerziell erhéltlich. Dadurch ist eine
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Zuordnung zu einem Serotyp (O-Antigen) oder zu einem Serovar (O-Antigen:H-
Antigen) moglich.

In den letzten Jahren wurde die phanotypische Serotypisierung mit Antiseren
zunehmend durch molekularbiologische Methoden abgeldst. Es werden dabei die fur
die Biosynthese des LPS verantwortlichen Gene mit PCR-Verfahren untersucht.
Diese Methodik wird Genoserotypie genannt.

Wichtig: Aussagen zum Serotyp (O-Antigen) oder zum Serovar (O-Antigen: H-
Antigen) sind nur spezifisch, wenn ihre Bestimmung mit einem Isolat durchgefiihrt
wurde, in dem auch der Nachweis des Pathogenitatsfaktors erfolgte. Dieser
Anforderung nicht gerecht wiirde z.B. eine Labormeldung eines
Shigatoxinnachweises aus Stuhl und nachfolgender Meldung, dass ein 026
gefunden wurde. In diesem Fall geht aus der Labormeldung nicht hervor, ob der
Serotyp (hier O26) aus einem Isolat mit Shigatoxin(gen)-Nachweis bestimmt wurde.
Deshalb misste in diesem Fall beim Labor die durchgefiihrte Labordiagnostik erfragt
und ggf. nachgearbeitet werden.

Ausnahme: Ein 0157 O-Antigennachweis ist in Verbindung mit dem
Shigatoxin(gen)-Nachweis nicht nur aus dem Isolat, sondern auch aus der
Mischkultur Gbermittlungspflichtig (Falldefinitionen des RKI, 2015)

3.3.4 Next Generation Sequencing (NGS)

Unter dem Namen ,next generation sequencing” (NGS) werden einige neuartige
genanalytische Verfahren zusammengefasst, die eine sehr grol3e Anzahl von DNA-
Molekilen parallel sequenzieren kénnen. Nach einer erfolgreichen Sequenzierung
steht grundsatzlich die Information des gesamten Bakteriengenoms zur Verfligung.
Da der Zeitaufwand und die Kosten fir die Entschlisselung eines Bakteriengenoms
in den letzten Jahren kontinuierlich gesunken sind, hat diese Methode bisherige
Verfahren zum Vergleich von Isolaten wie z.B. Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)
abgeldst. NGS steht den Referenzlaboren, aber auch dem LGL zu Verfiigung und
kann bei besonderen Fragestellungen wie z. B. Ausbruchsuntersuchungen
angewandt werden.

10 Bayerisches Landesamt fur Gesundheit und Lebensmittelsicherheit



Leitfaden Labordiagnostik von Shigatoxin-bildenden und anderen darmpathogenen Escherichia coli-Stammen

3.4 Kommentierung der Falldefinitionen des
Robert Koch-Instituts und Eingabe in die Meldesoftware

Fur die folgende Darstellung wurden die ,Falldefinitionen des Robert Koch-Instituts
zur Ubermittlung von Erkrankungs- oder Todesfallen und Nachweisen von
Krankheitserregern Ausgabe 2019 verwendet. Anhand der Falldefinitionen zu
Escherichia coli, enterohamorrhagisch (EHEC-Erkrankung), Escherichia coli,
sonstige darmpathogene Stamme (E. coli-Enteritis) und Hamolytisch-urdmisches
Syndrom, enteropathisch soll dargestellt werden, wie die Kriterien der Falldefinition in
die Meldesoftware eingetragen werden kdnnen.

Im Nachfolgenden wird die Schreibweise so tbernommen, dass sie mit der RKI-
Falldefinition und der RKI-Meldesoftware SurvNet tbereinstimmt.

3.5 Meldung einer klinischen Erkrankung

Einzig das rein klinisch nachgewiesene HUS ist auch ohne Erregernachweis oder mit
unzureichendem Erregernachweis (nur ein positiver Shigatoxinnachweis
(Proteinnachweis) aus der Stuhlanreicherung — siehe Schaubild, Anhang 1) als nur
klinisch diagnostizierte Erkrankung an die Landesstelle Gbermittlungspflichtig. Es
missen mindestens zwei der drei HUS-Symptome erfillt sein (siehe Tabelle). Bitte
auch die ,,Checkliste HUS" im Anhang beachten. Fir das Erkrankungsbild EHEC
(Bauchschmerzen, Durchfall, Erbrechen) ohne einen labordiagnostischen Nachweis
entfallt die Ubermittlung nach §11.

3.6 Meldung eines labordiagnostischen Nachweises

Am Gesundheitsamt eingegangene Meldungen eines labordiagnostischen
Nachweises einer EHEC-Infektion oder HUS-Erkrankung kénnen anhand des
Schaubildes zur Ubermittlung von Fallmeldungen fiir enterohamorrhagische
Escherichia coli (EHEC), im Anhang 1 tberprift werden. Bei Meldung einer HUS-
Erkrankung bitte auch die ,,Checkliste HUS" im Anhang 2 beachten.

3.6.1 EHEC-Erkrankung

Die Falldefinition fur den labordiagnostischen Nachweis von EHEC ist erfullt, wenn
Shigatoxin mit mindestens einem der drei folgenden Toxinnachweise festgestellt
wurde:
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Nachweis von Shigatoxin (z.B. ELISA) aus der E. coli Kultur aus Stuhl
(entspricht Stx-Nachweis (ELISA/EIA) aus Isolat / Reinkultur / E. coli Kultur),
Bei Nachweis des O157-Antigens: Nachweis von Shigatoxin (z.B. ELISA) aus
Stuhlanreicherungskultur, Stuhlmischkultur oder E. coli Kultur aus Stuhl
(entspricht stx-PCR oder Stx-ELISA/EIA) aus Stuhlprobe,
Mischkultur/Stuhlanreicherungskultur oder aus einem Isolat / Reinkultur / E.
coli Kultur)

Nukleinsdaurenachweis (z.B. PCR) eines Shigatoxin-Gens aus
Stuhlanreicherungskultur, Stuhlmischkultur oder E. coli Kultur aus Stuhl
(entspricht stx-PCR aus Stuhlprobe, Mischkultur/Stuhlanreicherungskultur
oder aus einem Isolat / Reinkultur / E. coli -Kultur)

Hinweis: Falldefinition

Fur alle EHEC Nachweise gilt die Referenzdefinition nur bei Vorliegen des klinischen
Bildes (Eingabe in Software: Klinische Informationen verfugbar: ,Ja*;
Erkrankungsbeginn: ,Datum®; infiziert / kolonisiert: ,infiziert*; Symptome: ,zutreffende
ankreuzen® (mindestens 1 Symptom)) als erfullt. Asymptomatische Ausscheider sind
ebenfalls an das LGL Ubermittlungspflichtig, werden aber nicht nach
Referenzdefinition (Erkrankungsfall) veroffentlicht.

3.6.2 Hamolytisch-urdmisches Syndrom (HUS)

Als labordiagnostischer Nachweis einer HUS-Erkrankung gilt nach der Falldefinition
ein positiver Befund bei mindestens einer der flnf folgenden Untersuchungen:

Toxinnachweis:

Nachweis von Shigatoxin (z.B. ELISA) aus der E. coli Kultur aus Stuhl
(entspricht Stx-Nachweis (ELISA/EIA) aus Isolat / Reinkultur / E. coli Kultur),
Bei Nachweis des O157-Antigens: Nachweis von Shigatoxin (z.B. ELISA) aus
Stuhlanreicherungskultur, Stuhlmischkultur oder E. coli Kultur aus Stuhl
(entspricht stx-PCR oder Stx-ELISA/EIA) aus Stuhlprobe,
Mischkultur/Stuhlanreicherungskultur oder aus einem Isolat / Reinkultur / E.
coli Kultur)

Nukleinsdaurenachweis (z.B. PCR) eines Shigatoxin-Gens aus
Stuhlanreicherungskultur, Stuhlmischkultur oder E. coli Kultur aus Stuhl
(entspricht stx-PCR aus Stuhlprobe, Mischkultur/Stuhlanreicherungskultur
oder aus einem Isolat / Reinkultur / E. coli Kultur)
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oder

indirekter (serologischer) Nachweis:

Nachweis von Anti-LPS-IgM-Antikorpern gegen E. coli -Serogruppen
(einzelner »deutlich erhohter Wert; z.B. ELISA, Immunblot),
Nachweis von Anti-LPS-1gG-Antikdrpern gegen E. coli -Serogruppen
(» deutliche Anderung zwischen zwei Proben; z.B. ELISA).

3.6.3 E. coli Enteritis

Die Ubermittlungspflicht ist seit 2015 entfallen.

3.7

Epidemiologische Bestatigung

Eine epidemiologische Bestatigung liegt dann vor, wenn mindestens einer der vier
folgenden Nachweise unter Berticksichtigung der Inkubationszeit (EHEC 2-10 Tage,
HUS: Latenzzeit zwischen Beginn der Magen-Darm-Beschwerden und
enteropathischem HUS bis zu ca. 2 Wochen) erbracht werden kann:

epidemiologischer Zusammenhang mit einer labordiagnostisch
nachgewiesenen Infektion beim Menschen durch:

0 Mensch-zu-Mensch-Ubertragung ODER

0 gemeinsame Expositionsquelle (z.B. »Badegewasser und Wasser aus

Badern, »Lebensmittel, » Tierkontakt)

Baden in einem labordiagnostisch nachgewiesen kontaminierten Gewasser
oder Schwimm- oder Badebecken,
Kontakt mit einem labordiagnostisch nachgewiesen infizierten Tier (z.B.
Streichelzoo) oder seinen Ausscheidungen, oder Verzehr seiner Produkte
(z.B. Rohmilch),
Verzehr eines Lebensmittels (z.B. Rohmilch, Trinkwasser), in dessen Resten
Shigatoxin-bildende Erreger labordiagnostisch nachgewiesen wurden.

Die Referenzdefinition fur epidemiologisch bestatigte Falle ist erfillt bei klinisch und /
oder labordiagnostisch bestatigten Falle.
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5 Anhang

Anhang 1: Schaubild zur Ubermittlung von Fallmeldungen fir
enterohdmorrhagische Escherichia coli (EHEC)

Diagnostik bei EHEC (enterohdamorrhagische Escherichia coli)

Stuhlprobe Nein r nicht
la J l ibermittlungspflichtig
r
PCR Nachweis eines Mischkultur / [ . ]
[ Shigatoxingens ] [ Stuhlanreicherungskultur ] E. coli Kultur / Isolat

Nachweis des 0157-

PCR Nachweis eines .Nach\frels ven N Antlgen.s und 'Nachu.vels ven . PCR Nachweis eines
Shigatoxingens Shigatoxin (Stx) mit Nachweis von Shigatoxin (Stx) mit Shigatoxingens
& 8 ELISA/EIA Shigatoxin (-gen) mit ELISA/EIA

ELISA/EIA bzw. PCR

4

| Verdachtsfall* I | Verdachtsfall* |

S~
-
N~

~
-~

rr

PCR Machweis eines
Shigatoxingens

J 3

-
P~

[ libermittlungspflichtig ]

*Abklarung von Verdachtsféllen am LGL: das Gesundheitsamt veranlasst den Versand der Original-Stuhlprobe oder einer frischen Stuhlprobe ans LGL.
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Anhang 2: Checkliste HUS

Checkliste hamolytisch-uramisches Syndrom (HUS)

Wichtig: HUS ist bereits als klinische Diagnose ohne Erregernachweis melde- und
ubermittlungspflichtig!

Prifen der am Gesundheitsamt eingegangenen Arzt-/Klinikmeldung:
Ubermittlungspflichtig als HUS,

wenn spezifisches klinisches Bild eines akuten enteropathischen HUS, definiert als
mindestens zwei der drei folgenden Kriterien:

Hamolytische Anéamie,

Thrombozytopenie < 150.000 Zellen/mm?,

Nierenfunktionsstérung

oder

wenn unspezifisches klinisches Bild eines akuten enteropathischen HUS, definiert
als mindestens eines der beiden folgenden Kriterien:

arztliche Diagnose eines akuten enteropathischen HUS,

krankheitsbedingter Tod

aufgetreten ist (vgl. RKI-Falldefinition 2019, S.73)

Sowohl fur Ubermittlungen als auch fiir Nachmeldungen aufgrund neuer
Erkenntnisse sind jeweils erforderlich:

[] Falldaten nach IfSG (elektronisch mit Ubermittlungssoftware)

[ ] ggof. bzw. wenn fir die Ermittlungen hilfreich Fragebogen ,Intensivierte
Surveillance des enteropathischen hamolytisch-uramischen Syndroms (HUS)
in Bayern (Meldung einer HUS-Erkrankung)*
per Email: ifsg-meldezentrale@lgl.bayern.de

Veranlassung von Laboruntersuchungen:

Wichtig: Bitte immer im Untersuchungsantrag vermerken:
“HUS-Fall* bzw. “Bezug zu HUS-Fall* + Patientencode des HUS-Erkrankten
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[] Stuhlprobe des Erkrankten an das LGL

[] Stuhlproben der Familienmitglieder und enger Kontaktpersonen des Falles an
das LGL

[ ] Bei Hinweisen auf mégliche Infektionsquellen: Veterinar-, Lebensmittel- und
Umweltproben an das LGL

Ubermittlung aller Laborbefunde mit Zusammenhang zum HUS-Fall:

[ ] Meldung aller relevanten Labornachweise, die mit dem HUS Fall in
Verbindung stehen nach IfSG (elektronisch mit Ubermittlungssoftware)

Bayerisches Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit 17



Leitfaden Labordiagnostik von Shigatoxin-bildenden und anderen darmpathogenen Escherichia coli-Stammen

6 Glossar

Apathogen: keine Krankheiten hervorrufend

Bakterienchromosom: Erbsubstanz in der Bakterienzelle

DNA: Desoxyribonukleinséaure, Trager der Erbinformation

EIA, ELISA: Enzymimmunoassay; Enzyme-linked Immunosorbent Assay:
immunologisches Nachweisverfahren

Flagelle: Geil3el von Bakterien, dient der Fortbewegung

Genoserotypie: molekularbiologisches Verfahren zur Bestimmung des O-Antigens
und damit des Serotyps

H-Antigen: Geil3elprotein (Flagellin), das in Bakteriengeifl3eln vorkommt

Intimin: Protein, das die Anheftung der Bakterienzelle an das Schleimhautepithel
vermittelt und deshalb als wichtiger Pathogenitatsfaktor bei EHEC und EPEC gilt.
Isolat: syn, Reinkultur: Bakterienkultur, die durch Vermehrung einer einzigen
Bakterienzelle entsteht

LPS: Lipopolysaccharid, Bestandteil der aul3eren Zellmembran gramnegativer
Bakterien

NGS: next generation sequencing, neuartiges genanalytisches Verfahren zum
parallelen Sequenzieren grofRer Mengen an DNA-Molekuilen

O-Antigen: Oligosaccharidketten, Bestandteil des Lipopolysaccharids der &ufl3eren
Zellmembran gramnegativer Bakterien, an diese Oberflachenstrukturen binden
spezifische Antikorper

Pathogen: Krankheit verursachender Mikroorganismus (Bakterien, Pilze, Viren)
Pathogenitatsfaktor: Eigenschaft, die Krankheiten auslost

PCR: Polymerase-Kettenreaktion, Verfahren zur gezielten Vervielfaltigung von DNA-
Abschnitten

Plasmid: ringférmiges DNA-Molekdil, das zusatzlich zum Hauptchromosom in
Bakterienzellen vorhanden sein kann, enthalt hdufig Gene fur Antibiotikaresistenzen
und Pathogenitatsfaktoren

Reinkultur: syn. Isolat, Bakterienkultur, die durch Vermehrung einer einzigen
Bakterienzelle entsteht

Serotyp: Mittel zur weiteren Klassifikation von Mikroorganismen unterhalb der Art,
bei Bakterien beruht der Serotyp auf den Oberflachenstrukturen (O-Antigen), die mit
spezifischen Antikdrpern unterschieden werden konnen.

Shigatoxin: Zellgift, das von manchen E. coli (EHEC) oder Shigellen gebildet
werden kann.

Toxin: ein Gift, das von einem Lebewesen produziert wurde
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