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Verfahren zum Nachweis verotoxinbildender
Escherichia coli (VTEC) in Milch und Weichkise

Method for Detection of Verotoxin-producing Escherichia coli
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Einleitung

Seit Beginn der achtziger Jahre haben die verotoxinbildenden Escherichia coli
(VTEC) in zunehmendem Masse als Erreger menschlicher Darmerkrankungen
Bedeutung erlangt. Aus fast allen Erdteilen wird von dramatischen Kollektiver-
krankungen, die fiir einige Patienten todlich endeten, berichtet. Die Schweiz ist
gliicklicherweise bis jetzt von Epidemien verschont geblieben. Bei den sporadi-
schen Erkrankungen scheint der in den USA dominierende VTEC Serovar 0157:H7
hierzulande nur eine untergeordnete Rolle zu spielen. Verotoxin-Produzenten sind
im schweizerischen Rindviehbestand vorhanden (1) und wurden mittels PCR auch
in Rindfleisch nachgewiesen (2). Ein VTEC (nicht 0157) wurde zudem erst kiirzlich
aus Hackfleisch isoliert (3). Wie Berichte aus Deutschland zeigen, sind auch Schafe
und Ziegen Trager dieser Erreger (4). Aus diesen Griinden muss vermutet werden,
dass Fleisch- und Milchprodukte aus dem In- und Ausland ein gewisses Gefihr-
dungspotential beinhalten. Dies vor allem, wenn vor dem Konsum kein Erhit-
zungsschritt erfolgt, beispielsweise bei Tatar, Rohwurst, Vorzugsmilch oder
Rohmilchkise. Auf den Genuss von Weichkase werden bereits mehrere Kollektiv-
erkrankungen zurtickgefthrt (5-7).

Vorwiegend bei diesen Produkten stellt sich die Frage, mit welchen diagnosti-
schen Mitteln der Nachweis einer Absenz von verotoxigenen E. coli erbracht
werden kann. Da mittlerweile iiber hundert verschiedene E. coli Serotypen bekannt
sind, die Verotoxine bilden, sind serogruppenspezifische Tests, wie sie vor allem fiir
0157 angeboten werden, nur bedingt von Nutzen (8). Die WHO dussert sich analog
und halt fest, dass der einzige verlassliche Marker fiir VT EC-Infektionen das Shiga-
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oder Verotoxin ist (9). Der Nachwetis soll genotypisch mittels PCR oder DNA-Hy-
bridisation oder aber phinotypisch beispielsweise mit immunologischen Tests fiir
die Toxine gefiihrt werden. Aufgrund der niedrigen infektidsen Dosis (7), wie auch
der Tatsache, dass gerade die auf einem Bakteriophagen kodierte Fihigkeit zur
Toxinbildung durch Subkultur verloren gehen kann, ist immer eine Anreicherung
angezeigt. Diese empfiehlt sich auch deshalb, weil im Darm von Wirtstieren, wie
auch in Lebensmitteln Toxinbildner zusammen mit einer Vielzahl harmloser E. col
vergesellschaftet sein konnen.

Ziel dieser Arbeit war es, fiir Milch und Weichkise optimale Anreicherungsme-
dien und Bedingungen zu testen, um mittels dem kommerziell erhiltlichen PRE-
MIER EHEC ELISA die Bildung von Verotoxinen und dadurch die Prisenz oder
Absenz verotoxinbildender E. coli verlasslich nachweisen zu konnen.

Material und Methoden

E. coli-Teststamme

0157:H7, ATCC 43899, SLT I, SLT II, eaeA, enthly. Stamm isoliert bei Kollektiv-
Erkrankung in den USA 1982.
026:H-, SLT II, eaeA. NENT-Stamm 3235-93 aus CH-HUS Fall.

Die Stamme wurden uns freundlicherweise von Herrn Dr. A. Burnens, Natio-
nales Zentrum fiir enteropathogene Bakterien (NENT), Bern, zur Verfiigung ge-
stellt.

Verwendete Lebensmittel

Rohmilch, Morgengemelk, wurde frisch von einem Bauernhof abgeholt und
gleichentags verwendet. Pasteurisierte Vollmilch und pasteurisierter Weichkise
(Schweizer Camembert vollfett) wurden lokal erworben.

Kulturmedien und Reagenzien

Gepuffertes Peptonwasser (Oxoid CM 509)

MacConkey Bouillon (BioMérieux 51015)

Tryptone Soya Bouillon (Gibco BRL 14980-031) mit 20 mg/l Novobiocin (Fluka
74675) nach Autklavieren sterilfiltriert zugesetzt (nTSB)

Tryptone Soya Bouillon (Gibco BRL 14980-031) mit 100 ng/l Mitomycin (Sigma
M-0503) nach Autoklavieren sterilfiltriert zugesetzt (mTSB)

Tryptone Soya Agar (Oxoid CM 131)

Enterohimolysin-Agar (Oxoid RPP 105B)
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PREMIER EHEC ELISA (Meridian Diagnostics, Produkt Nr. 608096, RUWAG
Handels AG, Ziirich)

Apparate

Schiittelapparatur (Denley Orbital Mixer) mit ca. 140 Schiittelbewegungen/min.
ELISA-Reader (Dynatech MR 5000) Auswertung mit zwei Wellenlingen
450/630 nm)

Mixer (Krups Rotary 500)

Einsaat der Testkeime

Die Testkeime wurden mit einer Oese in 10 ml gepuffertes Peptonwasser
tibertragen und tGber Nacht bei 37 °C bebriitet. Danach wurde die Bakteriensus-
pension verdiinnt und zur Titerbestimmung auf Tryptone Soja Agar ausgespatelt.
Die Verdiinnungsreihe wurde bei 4 °C aufbewahrt und bestimmte Aliquote am
nachsten Tag verwendet.

Vorgehen bei der Untersuchung

Weichkise wurde vor der Einwaage mit dem Mixer homogenisiert. 25 g Lebens-
mittel wurden in sterile 300-ml-Duran-Enghalsflaschen eingewogen, mit der ge-
wlnschten Anzahl VITEC-Organismen versetzt, mit 225 ml Anreicherungsmedi-
um verdiinnt und manuell gemischt. Dieser Ansatz wurde wihrend 18 h bei 37 °C
(in einigen Ansatzen bei 42 °C) auf der Schiittelmaschine im Brutschrank bebriitet.
Anschliessend wurde nach Vorschrift des Herstellers der PREMIER EHEC ELISA
durchgefiihrt.

Toxinbildung von VTEC in Pastmilch

Keimgehalte von ungefihr 40 und 4 KBE pro ml Milch wurden in Pastmilch
inokuliert und die Toxinbildung in gepuffertem Peptonwasser, MacConkey Bouil-
lon, Novobiocin Tryptone Soja Bouillon und Mitomycin Tryptone Soja Bouillon
gepruft. ‘

Toxinbildung von VTEC in Rohmilch

Keimgehalte von ungefihr 40 und 4 KBE pro ml Milch wurden in Rohmilch
inokuliert und die Toxinbildung in gepuffertem Peptonwasser, MacConkey Bouil-
lon, Novobiocin Tryptone Soja Bouillon und Mitomycin Tryptone Soja Bouillon
gepruft.
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Toxinbildung von kdltegeschidigten VTEC in Robmilch

Es wurde dieselbe Rohmilch aus dem vorhergehenden Versuch mit bereits
inokulierten VTEC verwendet und wihrend vier Tagen tiefgefroren. Nach dem
Auftauen wurde die Toxinbildung in gepuffertem Peptonwasser, MacConkey
Bouillon, Novobiocin Tryptone Soja Bouillon und Mitomycin Tryptone Soja
Bouillon gepriift.

Einfluss des Schiittelns anf die Toxinbildung von VTEC

Keimgehalte von ungetihr 1000, 200, 40 und 8 KBE pro Gramm Weichkase
wurden auf zuvor im Mixer zerkleinerten Weichkise pipettiert und die Toxinbil-
dung mit Mitomycin Tryptone Soja Bouillon in geschiittelter und ungeschiittelter
Kultur gepriift.

Einfluss der Temperatur auf die Toxinbildung von VTEC

Keimgehalte von ungefihr 20 und 2 KBE pro ml Milch wurden in Rohmilch
inokuliert und die Toxinbildung mit Mitomycin Tryptone Soja Bouillon sowie
Novobiocin Tryptone Soja Bouillon bei 37 °C und 42 °C gepriift. Es wurde mittels
Temperaturschreiber tiberwacht, dass trotz der im Inkubator installierten und
Wirme produzierenden Schiittelmaschine die Temperatur nicht tber 42 °C +
-0,5 °C hinausging.

Einfluss des VTE C-Gebaltes von Robmilch und Weichkdse auf die Toxinbildung

Keimgehalte von ungefihr 40, 8, 1,6 und 0,32 KBE pro ml Milch wurden in
Rohmilch inokuliert und die Toxinbildung mit Mitomycin Tryptone Soja Bouillon
geprift. Es wurden zwei Ansitze mit unterschiedlicher Rohmilch und separat
aufbereiteten Inokula untersucht. Analog wurden Keimgehalte von ungefihr 1000,
200, 40, 8, 1,6 und 0,32 KBE pro Gramm Kaise auf Weichkise pipettiert und die
Toxinbildung mit demselben Anreicherungsmedium gepriift. Es wurden zwei, bei
40 und 8 KBE sogar drei Ansitze mit unterschiedlichem Weichkase und separat
aufbereiteten Inokula untersucht.

Resultate und Diskussion

Auswertung

Gemaiss Hersteller wird fiir die photometrische Auswertung eine optische
Dichte von >0,150 als positives Resultat angegeben. Die Erfahrung mit den unter-
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suchten Milchprodukten hat jedoch gezeigt, dass eindeutig negative Resultate unter
0,03 liegen, und dass Werte tiber 0,10 mit Sicherheit Toxinproduktion anzeigten.
(Die Teststimme waren nach Ausstrich auf Enterohiamolysin-Agar wieder kulti-
vierbar.) Werte dazwischen miissen als verdachtig eingestuft werden. In der Praxis
wird bei positiven und verdichtigen Resultaten wohl ein kultureller Nachweis aus
der Anreicherung angestrebt werden.

Vergleich verschiedener Anreicherungsmedien

In mehreren Arbeiten und Methodenanleitungen werden zur Anreicherung von
VTEC MacConkey Bouillon, Tryptone Soja Bouillon mit Zusatz von Novobiocin
(nTSB-Medium) oder mit Zusatz von Mitomycin (mTSB-Medium) verwendet und
empfohlen (10-13). Diese Medien und zusatzlich gepuffertes Peptonwasser wurden
beztiglich Wachstum und Toxinbildung durch die zwei Teststimme 0157 und 026
verglichen. Die Extinktionswerte in Tabelle 1 zeigen, dass in pasteurisierter Milch
sowohl VTEC 0157 wie auch VTEC 026 viel Toxin bildeten. Mit mTSB-Medium
wurden die hochsten Extinktionswerte erzielt.

Der Versuch mit Rohmilch (Tabelle 2) zeigt, dass die Menge des gebildeten
Toxins beim VIEC-Teststamm 026, der wie beschrieben nur SLTII produzieren
kann, im Vergleich zur pasteurisierten Milch merklich zurtickging. Rohmilch
enthilt mehr lebensfihige Bakterien, welche das Wachstum und die Bildung von
Toxin durch die Teststimme storen konnen. Zusitzlich konnen die in Rohmilch
vorhandenen bakterienhemmenden Faktoren, wie zum Beispiel die Lactoperoxi-
dase (14), eine Rolle gespielt haben. Wiederum lieferte das mTSB-Medium die
héchsten Absorptionswerte. Dieselbe Rohmilch mit exakt denselben VIEC-
Inocula wurde wihrend vier Tagen tiefgefroren und danach nochmals untersucht.
Aus den Ergebnissen in Tabelle 3 geht hervor, dass, sobald die VTEC-Organismen
subletal geschadigt waren, nur noch die TSB-Medien Toxinbildung ermoglichten.

Diese Versuche belegen, dass das mTSB-Medium fir Milch das geeignetste
Anreicherungsmedium darstellt. Offensichtlich ist die Eignung diverser Anrei-
cherungsmedien stark produkteabhingig. Insbesondere bei Produkten mit vorwie-

Tabelle 1. Toxinbildung von VTEC in pasteurisierter Milch in Abhingigkeit von Keimge-
halt und Anreicherungsmedium

VTEC 0157 VTEC 026
Inoculum (KBE/ml Milch) 40 4 40 4
Gepuffertes Peptonwasser 1,49 1,44 1,41 1,37
MacConkey Bouillon 1,77 1,77 1,06 1,03
Novobiocin Tryptone Soya Bouillon 1,65 1,64 1,26 1,33
Mitomycin Tryptone Soya Bouillon 2,01 1,89 1,80 1 E9,7

(Absorption > 0,10 = positiv)
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Tabelle 2. 'Toxinbildung durch VTEC in Rohmilch in Abhingigkeit von Keimgehalt und
Anreicherungsmedium

VTEC 0157 VTEC 026
Inoculum (KBE/ml Milch) 40 4 40 4
Gepuffertes Peptonwasser 0,37 0,07 0,80 0,23
MacConkey Bouillon 1,37 0,30 0,30 0,20
Novobiocin Tryptone Soya Bouillon 2.5 1,64 0,44 0,42
Mitomycin Tryptone Soya Bouillon 25 1,65 >2,5 1,63

(Absorption > 0,10 = positiv, 0,05-0,10 verdachtig)

Tabelle 3. Toxinbildung durch kiltegeschidigte VTEC in Rohmilch, in Abhingigkeit von

Keimgehalt und Anreicherungsmedium

VTEC 0157 VTEC 026
Inoculum (KBE/ml Milch) 40 + 40 +
Gepuftfertes Peptonwasser 0,01 0,03 0,03 0,01
MacConkey Bouillon 0,08 0,01 0,02 0,01
Novobiocin Tryptone Soya Bouillon 0,67 0,08 0,20 0,11
Mitomycin Tryptone Soya Bouillon 1,04 0,24 n.b. 0,09

(Absorption > 0,10 = positiv, 0,05-0,10 verdichtig, n.b. = nicht bearbeitet)

gend grampositiver Begleitflora, wie Hackfleisch oder Mettwurst, haben sich Mac-
Conkey Bouillon oder Enterohimolysin-Agar mit Vancomyecin als effizient erwie-
sen (10, 15). Dies lasst sich dadurch erklaren, dass Gallensalze und Kristallviolett in
MacConkey-Medien sowie Vancomycin und auch das in der vorliegenden Unter-
suchung verwendete Novobiocin vorwiegend die grampositive Flora hemmen,

wihrend Mitomycin gegen grampositive wie gramnegative Bakterien wirksam ist
(16).

Anreicherungskulturen geschiittelt und nicht geschiittelt

Mit wenigen Ausnahmen werden VTEC in Schiittelkulturen angereichert. Diese
Praxis ist im Routinelabor nicht tiblich und umstindlich, da in der Regel kein
Schiittelinkubator zur Verfiigung steht. Es wurde deshalb abgeklart, ob Schiitteln
wihrend der Inkubation einen Einfluss auf die Rate der positiven Befunde hat. Aus
Tabelle 4 geht hervor, dass in Weichkise der Teststamm 026 tatsichlich nur in
geschiittelter Kultur Toxin bildete. Auch ein weiterer Versuch mit Rohmilch besta-
tigte, dass Schiitteln durchwegs héhere Toxinausbeuten ergab (Daten nicht gezeigt).
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Tabelle 4. Einfluss des Schiittelns von Anreicherungskulturen in Mitomycin Tryptone Soya
Medium auf die Toxinbildung von VTEC in Weichkase

VEEG 0157 VTEC 026
Inoculum 1000 200 40 8 1000 200 40 8
(KBE/g Kise)
Kulturen geschiittelt | 0,30 0,26 0,01 0,01 0,14 0,14 0,01 0,01
Kulturen nicht 0,54 0,25 0,24 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
geschiittelt

(Absorption > 0,10 = positiv)

Anreicherung bei 37 °C und bei 42 °C

Obwohl VTEC bei 43 °C und 44 °C nicht mehr wachstumsfahig sind (13), haben
Bolton et al. (11) bei 42 °C mit nTSB und nachfolgender immunomagnetischer
Separation positive Resultate erzielt. Der Vorteil einer hoheren Bebriitungstempe-
ratur liegt bei der selektiven Hemmung der Begleitkeime. In Vorversuchen wurde
abgeklart, dass die zwei verwendeten VIEC-Stamme bei 42 °C auf Enterohaemo-
lysin-Agar wie auch in mTS-Bouillon wachsen konnten. Trotzdem wurde in
Rohmilch weder mit nTSB- noch mit mTSB-Medium bei 42 °C Toxin gebildet
(Tabelle 5). Ein zweiter Versuch mit Weichkase bestatigte diese Resultate (Daten
nicht gezeigt).

Tabelle 5. Einfluss der Temperatur auf die Toxinbildung von VTEC in Rohmilch

VTEC 0157 VTEC 026

Bebriitungs- | Anreicherungsmedium 20 2 20 2

temperatur | (KBE/ml Milch)

3726 Novobiocin Tryptone Soya 1,00 0,33 0,76 0,09
Bouillon

30E Mitomyecin Tryptone Soya 2,37 1:73 2,02 1,13
Bouillon

42 °C Novobiocin Tryptone Soya 0,01 0,01 0,01 0,01
Bouillon

42 °C Mitomycin Tryptone Soya 0,01 0,01 0,01 0,01
Bouillon

(Absorption > 0,10 = positiv, 0,05-0,10 = verdichtig)
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Nachweisgrenze von VIEC in Robmilch und Weichkdse

In Tabelle 6 sind die Resultate von bis zu drei unterschiedlichen Ansitzen
zusammengefasst. Es wird deutlich, dass die Nachweisgrenze fir Rohmilch bei
ungefihr 1,6 KBE pro Milliliter liegt. In derselben Gréssenordnung ist auch
anderen Autoren der Nachweis gelungen (10-12). Hingegen liegt bei Weichkase die
Nachweisgrenze mit dem 0157-Stamm bei 8 KBE pro Gramm und mit dem
026-Stamm gar bei 200 KBE pro Gramm. Diese Werte sind ungentigend, da wie
erwahnt die infektiose Dosis fiir VTEC-Erreger sehr tief ist. Der Grund fiir diese
erhéhte Nachweisgrenze ist wahrscheinlich auf die im Weichkase um Zehnerpo-
tenzen erhohte Begleitflora (zugesetzte grampositive Milchsaurekulturen wie auch
gramnegative Bakterien) zurtickzufiihren.

Bis zum Vorliegen eines empfindlicheren Nachweises muss die vorgestellte
Methode fiir Weichkise und insbesondere Rohmilchweichkise, dessen gramnega-
tive Begleitflora diejenige des pasteurisierten Weichkises in der Regel bei weitem
tiberschreitet, als ungentigend bezeichnet werden. Hingegen ergaben die vorliegen-
den Untersuchungen bei Rohmilch befriedigende Resultate. Zur besseren hygieni-
schen Uberwachung von Rohmilchkise hinsichtlich VTEC bietet sich deshalb als
Ausweg an, Rohmilch der einzelnen Produzenten oder allenfalls Kot- oder Tup-
terproben der Tierbestinde selbst zu testen.

Tabelle 6. Einfluss des VTEC-Gehaltes von Rohmilch und Weichkise auf die Toxinbildung

in Mitomycin Tryptone Soya Anreicherungsmedium

Rohmilch Weichkise
KBE/ml VIEC 0157 | VTEC 026 KBE/g VIEC 0157 |+ NEEC 026
1000 n.b. n.b. 1000 0,30/0,95 0,14/0,20
200 n.b. n.b. 200 0,26/0,69 0,14/0,10
40 0,44/1,50 0,60/1,27 40 0,11/0,29/0,010,03/0,01/0,03
8 Q35 0,07/0,45 8 0,53/0,10/0,01|0,03/0,01/0,02
1,6 0,16/0,45 0,05/0,10 1,6 0,03/0,01 0,03/0,01
0,32 0,02/0,01 0,03/0,01 0,32 0,03/0,01 0,03/0,01

(Absorption > 0,10 = positiv, 0,05-0,10 = verdichtig, n.b. = nicht bestimmt)

Zusammenfassung

Rohmilch, pasteurisierte Milch und Weichkdse aus Pastmilch wurden mit zwei veroto-
xinbildenden E. coli-Stammen der Serogruppen 0157:H7 und 026:H versetzt. 25 g dieser
Lebensmittel wurden mit verschiedenen Anreicherungsbouillons zehnfach verdiinnt, bebrii-
tet und danach die Toxinbildung mit einem kommerziell erhiltlichen Toxin-ELISA photo-
metrisch gemessen. Von vier getesteten Anreicherungsmedien erwies sich fiir diese Produkte
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Tryptone Soja Bouillon mit Zusatz von Mitomycin als am besten geeignet. Geschiittelte
Anreicherungskulturen erbrachten héhere Toxinausbeuten als ungeschiittelte. Nach Bebrii-
tung bei 42 °C konnte kein Toxin nachgewiesen werden. Die Nachweisgrenze in Rohmilch
lag bei ca. 1,6 KBE/ml, wihrend bei Weichkise je nach Serotyp eine solche von 8 beziehungs-
weise 200 KBE/g Lebensmittel resultierte. Diese Untersuchung zeigt, dass beim Nachweis
von VTEC je nach Lebensmittel und Begleitflora sehr unterschiedliche Nachweisgrenzen
resultieren. Diese sollten ermittelt werden, bevor ein Test im Routinelabor etabliert wird.

Reésumeé

Deux souches d’E. coli des groupes sérologiques 0157:H7 et 026:H productrices de
verotoxine ont été mélangées a du lait cru, du lait pasteurisé et du fromage a pate molle produit
a partir de lait pasteurisé. 25 g de chacun de ces produits alimentaires ont été dilués 10 fois
avec différents bouillons d’enrichissement et incubés. A I'aide d’un test Toxin-ELISA com-
mercialisé, on a ensuite mesuré par photométrie la formation de toxines. Parmi les quatre
milieux d’enrichissement testés, le Tryptone Soya Bouillon avec adjonction de mitomycine
s’est révélé le meilleur pour ces produits. L’agitation des cultures d’enrichissement a donné
de meilleurs résultats. Aprés 'incubation a 42 °C, on n’a pas pu trouver de toxine. La limite
de détection pour le lait cru est voisine de 1,6 UFC/ml, tandis qu’elle est de 8 respectivement
200 UFC/g selon le sérotype pour le fromage a pate molle. Cette étude montre que la limite
de détection de VTEC peut varier considérablement selon I’aliment et la flore qui ’'accom-
pagne. Il faudrait trouver ces variations avant d’établir un test de routine en laboratoire.

Summary

Raw milk, pasteurised milk and soft-cheese made from pasteurised milk were inoculated
with Escherichia coli of the verotoxin producing serovars 0157:H7 and 026:H. 25 grams of
these milk-products were tenfold diluted with different enrichment broths. After overnight
incubation, toxin production was measured in a photometer using a commercially available
ELISA. Of the compared media, tryptone soy broth supplemented with mitomycin was
shown to give the highest toxin yields. Shaking during incubation increased toxin production.
After the incubation at 42 °C no toxin could be detected. The limit of detection for raw milk
proved to be approximately 1.6 CFU/ml, whereas for soft cheese it was 8 and 200 CFU/g
depending on the inoculated serotype. It was stipulated that in products with a high content
of gramnegative bacteria, such as soft cheese, these pathogens are more difficult to grow.
These findings have to be born in mind, before setting up protocols for routine testing.
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