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Institut fiir Veterindrbakteriologie der Universitdit Bern

NACHWEIS VON TOXINGENEN VERSCHIEDENER
E. COLIPATHOTYPEN BEIM SCHWEIN MIT
NICHTRADIOAKTIV MARKIERTEN SONDEN

P. BOSS, R. P. MONCKTON, J. NICOLET, A. P. BURNENS
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EINLEITUNG

Enterotoxische E. coli (ETEC) beim Schwein sind hiufige
Erreger von Colidiarrhoe in der neonatalen Phase und nach
dem Absetzen. Zur Kolonisierung des Darmes besitzen sie
Fimbrien K88, 987P, K99 und F41 als Adhisionsfaktoren
(Smith und Linggood, 1971; Levine et al., 1983; Woodward
und Wray, 1990). Die pathologische Wirkung der ETEC wird
von grossmolekularen hitzelabilen (LT) und kleinmolekula-
ren hitzestabilen Toxinen (ST) (Robertson et al., 1986; Gre-
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enberg und Guerrant, 1986) erzeugt. LT fithren bei Darm-
epithelzellen tiber Aktivierung von zyklischem Adeninmono-
phosphat (cAMP) zu Sekretion von Natrium-, Kalium- und
Bikarbonationen ins Darmlumen mit nachfolgendem Wasser-
einstrom. Bei ST-Toxinen konnen ST, und ST, beim Schwein
und ST., beim Menschen unterschieden werden (Greenberg
und Guerrant, 1986). ST,, aktiviert die Bildung von zykli-
schem Guanidinmonophosphat (¢GMP) in Darmepithelien,
was die Absorption von Chloridionen aus dem Darm hemmt
und damit zu einer Nettosekretion fithrt. Der Wirkungsme-
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Kdstchen 1: Gebrduchliche Synonyme fiir hitzestabile E.
coli Enterotoxine

in dieser Arbeit ~ Vorkommen:

verwendeter .

Ausdruck: . .
ST, Tier, Mensch
ST, , Mensch, Tier(?)

S, STu, ST, Schwein

chanismus von ST, ist bisher unbekannt (Greenberg und
Guerrant, 1986).

Odemkrankheit oder Colienterotoximie wird verursacht
durch verotoxigene E. coli (VTEC). Die Bezeichnung Veroto-
xin wurde gewihlt, weil die Toxine dieser E. coli mit der
Vero-Zellinie nachgewiesen werden, Als Adhdsionsfaktoren
zur Kolonisierung des Darmes besitzen wenigstens ein Teil
der VTEC Fimbrien 107 (Bertschinger et al. 1988). Das
Verotoxin der VTEC von Schweinen wird auch Shiga-Like-
Toxin II variant (SLTwy) genannt (Weinstein et al., 1988).
Shiga-Like-Toxine sind eine Gruppe von Toxinen, welche
mit dem Toxin von Shigella dysenteriae eng verwandt sind.
SLT hemmen die Proteinsynthese betroffener Zellen
(O’Brien und Holmes, 1987).

Die Toxinproduktion bei E. coli (ETEC und VTEC) ist stark
assoziiert mit dem Vorhandensein von Adhésionsfaktoren
bzw. bestimmten Serogruppen. Bei ETEC des Schweines sind
Fimbrien K88 und Serogruppen O8, 0147 und 0149, bei
VTEC die Serogruppen 0138, 0139 und 0141 vorherrschend
(Wilson, 1986, O’Brien und Holmes, 1987). In der Schweiz
werden fast ausschliesslich ETEC der Serogruppe 0149:K88
und VTEC der Serogruppen O139 und O141 isoliert. Die
Diagnose bei Colidiarrhoe und Odemkrankheit kann durch
Nachweis dieser Antigene mittels Objekttrigeragglutination
rasch und effizient gestellt werden. Die Korrelation zwischen
serologischen Markern und Toxinproduktion ist fiir £. coli
nicht immer vollkommen. Antiseren fiir die Diagnostik toxin-
produzierender E. coli sind zudem fiir andere Enterobacteria-
ceae, welche dieselben Toxine produzieren konnen, nicht
anwendbar. Fiir die Erfassung solcher Fille und von Stdm-
men, welche mehrere Virulenzfaktoren aufweisen, ist ein
direkter Nachweis der Toxine wiinschbar, und verschiedene
Verfahren wurden dafiir entwickelt. Toxine lassen sich im-
munologisch, im Tierversuch und mit Zellkulturen nachwei-
sen (Riley, 1988; Robertson et al., 1986; Greenberg und
Guerrant, 1986; Weinstein et al., 1988). Heute werden ver-
mehrt Sonden zum Toxingennachweis anstelle dieser teilwei-
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se aufwendigen, oft schwer interpretierbaren Toxinnachweis-
verfahren eingesetzt.

Mit Sonden fiir den Nachweis der DNA-Sequenzen von LT
(Dallas et al., 1979), ST, (Sommerfelt et al., 1988), STy, (Lee
et al., 1983), SLT; und SLTy (Newland und Neill, 1988)
konnen die Gene aller bekannten Toxine von ETEC und
VTEC erfasst werden. Durch die starke Homologie der Gen-
sequenzen erfasst die SLTy-Sonde auch SLTy,~-Gene (Wein-
stein et al., 1988). Die Gensondentechnik erlaubt eine Unter-
suchung vieler Kolonien unabhéngig von Bakterienspezies,
Serogruppen, Adhésionsfaktoren oder Toxinen. Das Ziel die-
ser Studie war die Anwendung von Gensonden zum Nach-
weis von Toxingenen bei ETEC und VTEC. Im Gegensatz zu
fritheren Studien (Bohnert et al., 1988; Woodward und Wray,
1990) wurde eine nicht-radioaktive Digoxigenin-dUTP Mar-
kierung (Riley und Caffrey, 1990) verwendet. Mit dem
Zweck, diese gentechnologische Diagnostikmethode als In-
strument fiir epidemiologische Abkldrungen einzufithren,
wurde ein Modell pathologisch klar definierter Krankheitsbil-
der zur Anwendung gewdhlt. Hémolytische E. coli von
Schweinen mit Colidiarrhoe oder Odemkrankheit wurden mit
den Sonden LT, ST,, STs, SLT; und SLTy getestet. Nebst
Bestitigung der Zuverldssigkeit der Methode erhofften wir
auch neue Informationen iiber die toxigenen Eigenschaften
von E. coli-Stdimmen in unserem Land zu gewinnen.

MATERIAL UND METHODEN
Bakterienisolation

Material aus Diinn- und Dickdarm von 86 Schweinen mit
Colidiarrhoe oder Odemkrankheit (Institut fiir Tierpathologie
in Bern) wurde auf Schafblutagar und BROLAC-Agar kulti-
viert. Lactosefermentierende, hdmolytische E. coli wurden
mit Kaninchenseren gegen die Antigene K88, 0138, 0139,
0141 und O149 auf Objekttrigern agglutiniert. Pro Fall wur-
den 5 Einzelkolonien getestet.

Plasmide fiir Gensonden und Kontrollstamme

In Tabelle 1 sind Bezugsquellen und Plasmidbezeichnungen
zusammengefasst.

Praparation der DIG-dUTP-markierten
Sonden-DNA

Die Plasmide wurden nach Birnboim und Doly (1979) extra-
hiert. Nach Restriktionsverdauung und elektrophoretischer
Auftrennung auf Agarosegel wurden die DNA-Sonden mit-
tels DEAE-Filter-Technik (Maniatis et al., 1989) isoliert. Die
Sonde fiir SLT}, ein Fragment von 1.14Kb, wurde mit BamHI
aus pJN 37-19, die Sonde fiir SLTy, 0.84Kb, mit Ps#I aus pNN
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Tab. 1: Plasmide und Kontrollstimme

CDC 984

€DC127iea SITn
Chce6s7 &

111-19 herausgeschnitten. Die LT-Sonde, ein Fragment von
0.85Kb, liess sich mit HindIIl aus pEWD299 isolieren. Fiir
ST, wurde von einem 900bp-HindIlI-Fragment aus pCHL 6
die Sonde von 430bp durch Verdauung mit 4/ul und Ps:l
gewonnen. Die Sonde fiir STa,, 157bp, isolierten wir mit
EcoRI und BamHI aus pDAS101.

Die isolierten DNA-Fragmente wurden denaturiert und nach
Anleitung des Herstellers (DNA Labeling and Detection Kit-
nonradioactive, Katalog Nr. 1093 657, Boehringer Mann-
heim) 20 Stunden markiert.

Praparation der Filter zur Hybridisation

Die Filter aus Zellulosenmischester (Millipore HAWG 047
S3) wurden auf Luria Bertani Agar (Maniatis et al., 1989) mit
bis zu 70 Einzelkolonien E. coli beimpft und 15 Std. bei 37 °C
inkubiert.

Anschliessend wurde die bakterielle DNA extrahiert durch
Auflegen der Filter auf Filterpapier (Whatman 3MM), mit
NaOH 0.5M, NaCl 1.5M wihrend 20 min, dann mit Tris-HCI
IM pH 7.5, NaCl 1.5M wihrend 10 min, anschliessend mit
Puffer A (Tris-HCl 50mM pH 8.0, NaCl 125mM, EDTA
10mM, SDS 0.5%) wihrend 10 min, zuletzt mit Lysozym
5 mg/ml in Puffer A wihrend 10 min. Nach UV-Fixation und
einstiindiger Behandlung mit Proteinase K 0.2 mg/ml in Puf-

Kiastchen 2:  Ablauf des Toxingennachweises

fer A bei 50 °C wurden die Filter in Tris-HCI 50mM pH 7.6,
NaCl 1M, EDTA ImM, SDS 0.1% bei 50 °C 5 Std. vorgewa-
schen.

Getrocknet und lichtgeschiitzt liessen sich die so behandelten
Filter mindestens 6 Monate konservieren, bevor sie hybridi-
siert wurden.

Hybridisation und Nachweis

Prahybridisieren und Hybridisation erfolgten nach Vorschrift
Boehringer, die Stringenz, identisch fiir alle Sonden, betrug
1xSSC, 0.1%SDS bei 68 °C wihrend zweimal 15 min. Im
Durchschnitt nahm die Farbreaktion zwei Stunden in An-
spruch. Als Kontrollen dienten Wildtypisolate von E. coli mit
definiertem Toxingenmuster (Tab. 1).

Southern-Blot

Plasmide von E. coli 0149:K88 wurden nach Birnboim und
Doly (1979) extrahiert, mit EcoRI geschnitten und elektro-
phoretisch auf Agarose aufgetrennt. Die DNA wurde im
Vakuum-Blot-Verfahren auf Nitrozellulose transferiert und
fixiert (Maniatis et al., 1989).
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LT-Toxinnachweis

LT-Toxine wurden aus Wachstum von Blutagar nach Vor-
schrift immunologisch mit Phadebact® ETEC-LT nachgewie-
sen.

RESULTATE

Wir isolierten hdmolysierende E. coli, welche sich in 86
Fillen mit den Antiseren K88, 0139 oder O141 agglutinieren
liessen. Andere Serogruppen wurden nicht isoliert. Die fiinf
Kolonien E. coli, die pro Fall mit Gensonden getestet wurden,
ergaben immer identische Resultate. Ergebnisse mit Genson-
den bei Test- und Kontrollstimmen waren klar und eindeutig
interpretierbar, wie Abbildung 1 zeigt. Bei 38 Fillen wurde
der Adhisionsfaktor K88 nachgewiesen. Die Isolate gehorten
alle zur Serogruppe 0149. Alle E. coli 0149:K 88 dieser Fille
reagierten mit den Gensonden fiir LT und ST, (Tab. 2). Inallen
Fillen war LT auch immunologisch nachweisbar. Die E. coli
0149:K88 wurden alle bei Schweinen mit Colidiarrhoe iso-
liert. Im Southern-Blot der Plasmide von zwdlf E. coli
0149:K88 (Abb. 2) verschiedenen regionalen Ursprungs wa-
ren klare Unterschiede im Bandenmuster nach Restriktions-
verdauung mit EcoRI feststellbar.

In 28 der Fille von Odemkrankheit wurden E. coli der Sero-
gruppe 0139 isoliert. Getestet mit Gensonden reagierten die
E. colialler 28 Falle positiv mit der SLTy-Sonde. Kein anderes
Toxingen wurde nachgewiesen (Tab. 2). In 20 Fillen, teils bei
Odemkrankheit, teils bei Colidiarrhoe, liess sich bei den E.
coli das O141-Antigen nachweisen. Sechzehn (80%) dieser E.
coli reagierten mit der SLTy-Sonde (Tab. 2). Zusétzlich war
bei den E. coli von 8 Fillen (40%) das LT-, in 1 Fall (5%) das
STw- und in 13 Féllen (65%) das ST,-Gen nachweisbar
(Tab. 3). In den acht LT-positiven Fallen war LT auch im-
munologisch nachweisbar. In drei Fillen war bei keinem F.
coli ein Toxingen nachweisbar.

Tab. 2: Ubersicht iiber Toxingenmuster der hamolytischen
E. coli bei 86 Schweinen

Anzahl positive Reaktibnéri mitt
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Keines der 9 Schweine mit SLTy-positiven E. coli 0141, bei
welchen gleichzeitig LT- oder ST.,-Gene gefunden wurden,
wies Symptome von Odemkrankheit auf. Pathologisch-anato-
misch war in allen 9 Fillen Colidiarrhoe diagnostiziert wor-
den. Bei den Schweinen mit SLTy-positiven, LT/ST,p-negati-
ven E. coli wurde Odemkrankheit diagnostiziert.

Abb. 1: Colony-Blot mit 75 E. coli-Isolaten, getestet mit
SLTy-Sonde, DIG-dUTP markiert

C: positive Kontrollstdmme mit Plasmid mit hoher Kopienan-
zahl

W: positive Kontroll-Wildtypisolate

N: negativer Kontrollstamm

SLTu-Gen positive E. coli:
1,4, 10, 11, 12, 13, 18, 20, 21, 22, 28, 30, 32, 33, 34, 35,
37,46, 52, 53, 55, 59, 60, 72

Abb. 2.'_ Southern-Blot von Plasmiden aus 12 E. coli
0149:K88 verschiedener Herkunfi, mit nichtradioaktiv-mar-
kierter LT-Sonde getestet

bl
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Von drei Fillen mit Isolaten ohne Toxingene lautete die
Verdachtsdiagnose in zwei Fallen Odemkrankheit, in einem
Fall Colidiarrhoe.

Kein E. coli-Isolat der 86 Schweine besass die DNA-Sequenz
von SLT:.

DISKUSSION

Nichtradioaktiv mit Digoxigenin dUTP markierte Gensonden
wurden bisher beim Menschen fiir die Diagnostik von ETEC
angewendet (Riley und Caffrey, 1990). In der vorliegenden
Studie wurden nun erstmals Digoxigenin dUTP markierte
Sonden fiir die Untersuchung toxinbildender E. coli beim
Schwein verwendet. Dabei gelangten sowohl Sonden zum
Nachweis von ETEC wie auch von VTEC zum Einsatz. Als
Untersuchungsobjekt dienten hdmolytische E. coli, weil in
der Literatur gezeigt wurde, dass zwischen 92% und 100%
(Gannon et al., 1988; Francis und Wilson, 1985) der ETEC
oder VTEC Héamolysin-positiv sind. Wir fanden bei 86
Schweinen hdmolytische E. coli, die zu bekannten ETEC oder
VTEC Serogruppen gehorten. Beim Nachweis der Toxingene
mit Sonden lieferte die Digoxigenin dUTP-Methode klare
und gut interpretierbare Resultate.

Fiur die ETEC der Serogruppe O149:K88 erwies sich die
Objekttrageragglutination als sehr geeignetes Verfahren fiir
die bakteriologische Diagnostik von Colidiarrhoe. Samtliche
E. coli mit Adhésionsfaktor K88, isoliert bei massiven Diar-
rhoen, reagierten mit den Gensonden von LT und ST. Diese
Resultate stimmen mit der Literatur {iberein, wonach Adhi-
sionsfaktor und Toxin gemeinsam vorhanden sein miissen,
um starke Diarrhoe zu erzeugen. E. coli mit Enterotoxin ohne
Adhisionsfaktor sind im Tierversuch wirkungslos, E. coli mit
Adhisionsfaktor ohne Enterotoxin erzeugen hochstens
schwache Diarrhoen (Smith und Linggood, 1971). Die ETEC
der Ferkel sind im Krankengut unseres Institutes beziiglich
serologischer Marker (0149:K88) und Toxinmuster (LT"
STy') eine homogene Gruppe, und wir fanden eine vollkom-
mene Ubereinstimmung zwischen Agglutination und Toxin-
gennachweis. Trotz dieser Homogenitit existieren aber bei
den Plasmiden mit LT-Toxingen Unterschiede, welche eine
weitere Unterscheidung bestimmter Stimme erlauben, wie
der Southern-Blot (Abb. 2) zeigt.

Die E. coli 0139:82B, isoliert bei Schweinen mit Odemkrank-
heit, reagierten alle mit der SLTy-Gensonde. Somit besteht
eine gute Ubereinstimmung mit der Literatur, wo das Toxin
fir die pathologischen Lisionen der Gewebe verantwortlich
gemacht wird (McLeod und Gyles, 1990).

Ein weitaus variableres Bild zeigte sich bei E. coli 0141,
Obschon E. coli der O-Gruppe 141 als Erreger von Odem-

Tab. 3: Verteilungsmuster der Toxingene von E. coli der
Serogruppe 0141

Pathologisch-

*  Anzahl Fille in Klammern
** Verdachtsdiagnose

krankheit gelten, beobachten wir immer wieder Fille von
Colidiarrthoe mit E. coli O141. Mit der Gensonde getestet wies
diese Serogruppe eine Vielfalt von Toxingen-Mustern auf
(Tab. 3). E. coli O141, welche bei Colidiarrhoe isoliert wur-
den, besassen nebst dem SLTy-Gen immer auch Enterotoxin-
gene. Hingegen reagierte keiner der bei Odemkrankheit iso-
lierten Erreger mit der LT- oder ST.,-Sonde. Das Gen eines
weiteren ETEC-Toxins, STy, erschien bei verschiedenen Iso-
laten beider Krankheitsbilder. Das Toxin scheint in seiner
Wirkung von untergeordneter Bedeutung, was auch die
Schwierigkeit des Toxinnachweises im Tierversuch aufzuzei-
gen vermag (Whipp, 1990).

Was die Toxine SLTy und LT/ST., bei dieser heterogenen
Gruppe anbelangt, scheint beziiglich Dominanz der Wirkung
ein klares Bild zu bestehen. E. coli, welche ein Toxingen
aufweisen, exprimieren in der Regel das Toxin (Vadivelu et
al., 1987; Cryan, 1990). Bei allen LT-Gen-positiven E. coli in
dieser Gruppe konnte denn auch wie erwartet Enterotoxin
immunologisch nachgewiesen werden. Bei Isolaten, welche
gleichzeitig Enterotoxine und Verotoxine exprimieren, schei-
nen also die Enterotoxine in ihrer Wirkung zu dominieren,
denn das Krankheitsbild war in all diesen Fallen Colidiarrhoe.
Das Vorkommen von SLT; bei pathogenen E. coli beim
Schwein wurde bisher nicht beobachtet, was sich mit unseren
Ergebnissen deckt.

An einem Kollektiv pathogener E. coli getestet, erzielte die
Methode sehr gute, mit der sonstigen Literatur tibereinstim-
mende Ergebnisse. Thre Stérke liegt darin, dass, ungeachtet
des Serotyps oder der Bakterienart, der Nachweis von Toxin-
genen Auskunft iiber die potentielle Virulenz eines Erregers
geben kann.
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Mise en évidence de génes de toxines de
souches d’E. coli pathogénes isolée du porc

Nous avons étudié les souches d’Escherichia coli hémolyti-
ques isolées chez 86 porcs souffrant de maladie de I’oedéme
ou de diarrhée colibacillaire. Ces souches ont été analysées
sérologiquement ainsi qu’avec des sondes froides marquées a
la digoxigénine afin de détecter la présence de génes d’enté-
rotoxines ou de vérotoxines. Par agglutination sur lame nous
avons trouvé 38 cas d’infections dues aux E. coli 0149:K88
et 28 cas avec E. coli 0139:82B. Dans 20 cas des E. coli du
sérogroupe 0141 ont été isolés.

La totalit¢ des E. coli du sérotype 0149:K88 isolés dans les
cas de diarrhée colibacillaire possédaient les génes des enté-
rotoxines LT et STe. Les E. coli 0139:82B isolés dans les cas
de la maladie de 1’oedéme réagissaient tous avec la sonde
SLTy. Nous avons pu démontrer la présence de E. coli 0141
aussi bien dans des cas de la maladie de 1’oedéme que de
diarrhée colibacillaire. La gamme des toxines produites par
ces souches variait en fonction des images pathologiques
observées. Tous les E. coli 0141 isolés chez les porcs souf-
frant de diarrhée colibacillaire possédaient des genes LT ou
ST en plus des génes SLTy. Aucun E. coli O141 portant des
geénes d’entérotoxines autre que STy, n’a pu étre mis en évi-
dence chez les porcelets atteints de maladie de 1’oedéme.

En conclusion nous avons constaté que le sérodiagnostic
corrélait parfaitement avec la présence d’entérotoxines pour
les E. coli 0149:K88 voir de vérotoxines pour les E. coli
0139:82B chez le porc. Les E. coli du sérogroupe O141 par
contre sont capables de produire une gamme variable de
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toxines. La mise en évidence de ces toxines par la méthode
des sondes froides permet d’expliquer les différences de
I’image pathologique observée dans les cas d’infections in-
téstinales par les colibacilles de ce sérogroupe.

Accertamento di geni responsabili per la pro-
duzione di tossine in diversi tipi di E. coli pa-
togeni nel maiale, con sonde non radioattive

Abbiamo studiato degli E. coli emolitici di 86 maiali con
diarrea o con la malattia dell’edema. Gli E. coli sono stati
analizzati in base ai geni delle tossine ETEC e VTEC serolo-
gicamente e mediante sonde genetiche marcate con Digoxi-
genin-dUTP non radioattive. Mediante 1’agglutinazione sul
vetrino porta oggetti si sono accertati 38 casi di E. coli
0149:K88, 28 casi di E. coli 0139:82B e 20 casi di E. coli
0O141.

Gli E. coli del gruppo sierologico 0149:K88, tutti isolati in
casi di diarrea da E. coli, mostravono geni delle tossine LT e
STs. Tutti gli E. coli 0139:82B, isolati nella malattia dell’ede-
ma, reagirono con la sonda genetica SLTy. Gli E. coli O141
isolati sia in casi di diarrea che di malattia dell’edema, mo-
stravano diversi esemplari di geni responsabili per la produ-
zione delle tossine. Tutti E. coli O141 isolati da maiali con
diarrea, mostravano geni SLTi come anche geni LT o STy In
nessun caso di maiali affetti da malattia dell’edema da E. coli
si ¢ potuto isolare uno di questi geni, responsabili della
produzione dell’enterotossina.

L’accertamento delle tossine mediante delle sonde genetiche
conferma il risultato dell’agglutinazione sul vetrino porta-og-
getti e si ¢ dimostrato come metodo sicuro per la diagnosi di
E. coli 0149:K88 e 0139:82B. Nel caso di E. coli 0141 si
spiegano chiaramente i risultati patologico-anatomici con le
differenze negli esemplari genetici delle tossine.
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