
Übersicht

Anwendung voltammetrischer Verfahren zur
Spurenelementbestimmung in klinischen Proben:
„Eine kritische Bewertung der Möglichkeiten
und Grenzen"
Application of voltammetric techniques to trace element analysis
in clinical samples: „A critical overview on the capacity and the limitations"

i P. Schramel, S. Hasse
GSF - Forschungszentrum für Umwelt und Gesundheit, GmbH, Institut für Ökologische Chemie, Neuherberg, Deutschland

l

j Zusammenfassung:
\ Neben der grundsätzlichen Beschreibung der verschiedenen elektrochemischen Tech-

niken wird vor allem auf die notwendige Probenvor- und -aufbereitung (Probenauf-
schluß) eingegangen. Beispiele und „State of the an" des Probenaufschlusses illustrie-

'·· ren die Schwierigkeiten, um die volle Leistungsfähigkeit der Methoden ausnutzen zu
können und um „richtige" Ergebnisse zu erhalten. Von den bekannten essentiellen
Spurenelementen sind vor allem die Elemente Co, Cu, Ni, und Zn für klinische Proben

. im interessierenden Konzentrationsbereich zu messen. Die Voltammetrie stellt grund-
sätzlich eine Multielementmethode dar, jedoch ist in den meisten Fällen mit der Stan-
dard-Additionsmethode auszuwerten, was neben der aufwendigen Probenaufbereitung
das Verfahren relativ zeitaufwendig macht. Deshalb ist die..Methode für ein „normales"
klinisch-chemisches Labor nicht als Routineverfahren anzusehen.

Schlüsselwörter: '
Voltammetrie - Klinische Proben - Probenaufschluß

Summary:
Besides the description of the different electrochemical techniques, the necessary
sample preparation (destruction ofthe organic matrix) will be discussed. Some practical
examples and „the state ofthe art" in sample digestion techniques, illustrate the difficul-

~~" ties in using the füll capacity of the methods and for obtaining „true" results. Co, Cu,
Ni, and Zn are the elements, looking at the well known essential trace elements, which
can be analyzed in the intensity concentration ränge normally occuring in clinical
samples by the voltammetric techniques. Principally, voltammetry is a multielement
technique, but the evaluation of the data has to be done normally by the Standard-
addition method. The latter and the expensive sample preparation make the technique
relatively time consuming. Therefore, the method is not to be seen äs a routine analytical
technique for the „normal" clinical chemical laboratory.

Keywords:
Voltammetry- clinical samples- digestion of organic samples

. merziell erhältlichen Geräten. Allerdings ist bei den hier
Einleitung interessierenden Matrices - klinische Proben (Körperflüs-
Polarographie und Voltammetrie sind die beiden wichtig- sigkeiten und Gewebe) - immer ein Probenaufschluß,
sten elektrochemischen Verfahren für die Spurenanalyse, also eine Zerstörung der organischen Matrix, notwendig.
Neben einer ganzen Reihe von Elementen sind auch orga- Dabei ist die Leistungsfähigkeit der elektrochemischen
nische Substanzen mit diesen Techniken nachweisbar. Die Verfahren sehr stark abhängig von der „Qualität" der zur
Nachweisgrenzen bewegen sich, je nach Verfahren und Verfügung stehenden Aufschlußlösung. Geringe Reste
Element, im Bereich von ^- '11 mol/l. Die Bestimmun- der organischen Matrix, die z.B. bei den meisten atom-
gen erfolgen mit im Vergleich zu anderen spurenanalyti- spektroskopischen Verfahren keinen störenden Einfluß
sehen Methoden, preiswerten und leistungsfähigen kom- auf den quantitativen und qualitativen Nachweis haben,
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verschlechtern hier ganz erheblich die Nachweisgrenzen
und auch die Spezifität der Methode.

Methoden
Beschreibung der Meßverfahren
Der Unterschied zwischen Polarographie und Voltam-
metrie liegt in den Elektroden. IUPAC empfiehlt den Be-
griff Polarographie nur für jene Methoden zu verwenden,
bei denen Strom-Spannungskurven an flüssigen Elektro-
den aufgenommen werden, deren Oberfläche (z.B. DME =
Dropping Mercury Electrode oder SMDE = Static Mercury
Dropping Electrode) periodisch oder kontinuierlich wäh-
rend des Meßvorganges erneuert wird. Die unteren Be-
stimmungsgrenzen liegen im Bereich von 10~7 mol/l.
Unter Voltammetrie (Volt-am(pero)-metrie) sollen die-
jenigen Verfahren verstanden werden, die Strom-Span-
nungsbeziehungen an stationären Elektroden (Fest-Elek-
troden) aufnehmen. Die HMDE (Hanging Mercury Drop-
Electrode) ist eine typische Elektrode der Voltammetrie.

Es gibt eine ganze Reihe unterschiedlichster Techniken.
Für die Analytik haben aber die differentielle Pulspolaro-
graphie (DPP), die differentielle Pulsvoltammetrie (DPV)
und die differentielle Pulsinversvoltammetrie (DPIV) die
größte Bedeutung erlangt. Abhängig davon, ob mit katho-
discher oder anodischer Anreicherung gearbeitet wird
und folglich in anodischer bzw. kathodischer Richtung die
angelegte Spannungsrampe bei der Aufnahme der Volt-
ammogramme verläuft, unterscheidet man anodische
bzw. kathodische DPIV (im englischen Schrifttum DPASV =
differential pulse anodic stripping voltammetry oder
DPCSV = differential pulse cathodic stripping voltam-
metry). Der Einbau dieser Verfahren in moderne kosten-
günstige Geräte hat bewirkt, daß diese Technik heute eine
echte methodische Alternative in der Spurenanalyse (für
anorganische und organische Substanzen) geworden ist.
Alle Techniken beruhen auf dem Faradayschen Gesetz,
wonach 1 Mol einer in einem Elektrodenprozeß umgesetz-
ten Substanz der elektrischen Ladung von · 96500 C
(Coulomb) entspricht, n ist dabei die Zahl der Übergangs-
elektronen und kann - je nach Substanz - ganzzahlige
Werte zwischen 1 und 6 annehmen (häufig 2). Darauf be-
ruht die hohe Nachweisempfindlichkeit, die gute Genauig-
keit und vor allem die inhärent hohe Richtigkeit der Ver-
fahren. Sie gehören zu den Multielementmethoden
(gleichzeitige Bestimmung mehrerer Substanzen) und
sind grundsätzlich nicht nur elementspezifisch, sondern
auch substanzspezifisch (Möglichkeiten für die „Specia-
tion").

Bei allen polarographischen und voltammetrischen Ver-
fahren läuft an einer geeigneten Elektrode der Prozeß
0 + ne~ *=* R
der zu bestimmenden Substanz 0 bzw. R in reduktiver
oder oxidativer Richtung ab. Hierbei liegt in der Analyt-
lösung jeweils nur 0 bzw. R vor, während das jeweilige
Produkt des Elektrodenprozesses, R bei Reduktion bzw. 0
bei Oxidation, erst in dessen Verlauf an der Phasengrenze
Elektrode/Lösung gebildet wird. Im Prinzip sind die Mes-
sungen also Elektrolysen, bei welchen die Spannungen an

der Arbeitselektrode verändert, die auftretenden Ströme
in Funktion der angelegten Spannung registriert werden
(Strom-Spannungskurven = Voltammo- bzw. Polaro-
gramme) und die elektroaktiven Spezies hauptsächlich
durch Diffusion an die Elektrodenoberfläche gelangen.

Als Arbeitselektroden werden je nach Problemstellung die
bereits erwähnten Quecksilber-Elektroden aber auch sol-
che aus Gold, Graphit, Glaskohlenstoff oder Kohlepaste
eingesetzt.

Hinsichtlich der verschiedenen möglichen Meßverfahren
in Polarographie und Voltammetrie muß auf die einschlä-
gige Literatur verwiesen werden [1-4].

Als Hilfselektrode dient bei allen Verfahren in der Regel
ein Platindraht. Als Referenz- oder Bezugselektrode wer-
den üblicherweise die Kalomelelektrode (Hg/Hg2Cl2/KCI)
oder die Silber/Silberchlorid-Elektrode (Ag/AgCI/KCI oder
Ag/AgCI/KN03) eingesetzt.

In der extremen Spurenanalyse wird heute - aufgrund ih-
rer Leistungsfähigkeit- hauptsächlich die Inverse Voltam-
metrie (engl.: stripping voltammetry) eingesetzt. Diese
Stripping-Methoden bestehen grundsätzlich aus 2 Ar-
beitsschritten:
a) der Vorelektrolyse, also einer elektrochemischen An-
reicherung der zu bestimmenden Spezies an einer ge-
eigneten stationären Elektrode unter konstanter und ge-
eichter Konvektion der Analysenlösung während einer
definierten Zeit (lange Anreicherungszeit verbessert dabei
natürlich die Nachweisgrenzen) bei einer von der Spezies
abhängigen geeigneten Spannung.
b) der Abelektrolyse, dem eigentlichen Meßvorgang, bei
welchem die an der Elektrode angereicherten Spezies
durch kontinuierliche Änderung der Elektrodenspannung
wieder in Lösung gebracht werden. Bei den Pulsverfahren
werden dieser kontinuierlichen Spannungsänderung je
nach Technik noch Impulse von einstellbarer Dauer und
Höhe überlagert. '

Die aufgenommenen Strom-Spannungskurven zeigen
Stromspitzen (proportional der Konzentration) in Funktion
der Elektrodenspannung, die zur qualitativen Charakte-
risierung der SpezioS dient. Die erreichbaren Nach-
weisgrenzen liegen bei diesem Verfahren bis zu etwa
10-11 mol/l.

Die Auswertung erfolgt bei allen Techniken - aufgrund
von Matrixunterschieden zwischen wäßrigem Standard
und unbekannter Probe, die das Voltammogramm beein-
flussen - meist über das Verfahren der Standard-Addition
[2, 4]. Sie eignet sich hier besonders gut, da sich aufgrund
des Faradayschen Gesetzes die Konzentration der zu
bestimmenden Spezie in der Meßlösung nicht meßbar
ändert und deswegen der Meßvorgang beliebig oft
wiederholt werden kann (aus derselben Lösung).

Probenaufschluß
Der Probenaufschluß {= Zerstörung der organischen
Matrix) stellt den wichtigsten Schritt bei der Spuren-
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Probenname:
Einwaager
Aufschluß:

Aliquot:

Milchpulver
300 ng
Seif-App.
4.0 ml HN03
500 ul HC104
100 ul H2S04

100 %

Pb

Cu

l l l l

-0.9 -0,7' -0.5 -0,3 -0,1 0 +0,1 V
l l 1

0,5 20

Abb. : Beispiel für ein Voltammogramm bei unvollständiger bzw.
vollständiger Zerstörung der organischen Matrix

elementanalyse mittels Polarographie und Voltammetrie
dar, da geringe Reste der organischen Matrix ein Voltam-
mogramm und damit die Nachweisgrenze entscheidend
verschlechtern [5]. Die Peak-Form eines Voltammogram-
mes liefert eine Aussage über die „Qualität" eines Auf-
schlusses. Asymmetrische Peaks, Peakpotentialverschie-
bungen, Peakdepressionen (bei Standard-Addition gut zu
sehen) und Storpeaks können ein Hinweis auf eine nicht
vollständig zerstörte organische Matrix sein. Diese für die
Voitammetrie notwendige Qualität wird für die Atomspek-
troskopie (AAS, AES etc.) nicht benötigt. Hier reicht meist
eine „klare" Aufschlußlösung aus, da verbleibende orga-
nische Reste bei der Bestimmung thermisch zerstört
werden.

Ein hohes oxidatives Potential ist daher notwendig, um
den Restkohlenstoffgehalt der Probelösung (= Maß für
Zerstörung der organischen Matrix) möglichst weit unter
1% zu bringen. Bei normalen Säureaufschlüssen mit HNO3
oder Säuregemischen, offen oder im geschlossenen

Probennsins:
Einwaage:

Aufschluß:

Aliquot:
Std.-Add.-Cd:

-Pb:
Erbebnis-Cd:

-Pb:

Vollblut
125.0 mg (Trockengew.)

HPA/2
2.0 ml HN03
250 ul HC104
50 ul H2S04

90 %
2.0 ng

2O.4 ng

3.5 ng/g
241 ng/g

U.SE7=» -800 mV
l Z

l l l
U. 00= -350 mV

Abb. 2: Cd- und Pb-Bestimmung in Vollblut

System bei mittleren Drücken bis etwa 20 bar und Tempe-
raturen um 170°C (Teflon!) reicht das Oxidationspotential
meist nicht aus, um eine vollständige Zerstörung der
organischen Matrix zu gewährleisten. Eine Nachbehand-
lung mit HCIO4 ist daher fast immer notwendig (Abb. 1)
[51.

Entscheidend bessere Aufschlußlösungen erhält man
durch Erhöhung des Oxidationspotentials (3 Parameter:
Säureart, Temperatur, Druck). Allgemein muß man aber
sagen, daß es wie oft in der Analytik kein universelles
„Kochrezept" gibt, nach dem es möglich ist, alle Problem-
stellungen hinsichtlich der Matrix (Probe) oder der zu be-
stimmenden Elemente - auch abhängig vom Konzentra-
tionsbereich - zu lösen. Jede organische Matrix muß des-
halb gesondert untersucht werden.

Wesentliche Vorteile - hinsichtlich des erreichbaren Oxi-
dationspotentials brachten der Hochdruckverascher
(nach G. Knapp [6]) und der Hochdruckmikrowellenver-
ascher IPMD (nach G. Knapp [7]). Der erlaubt Ver-
aschungen in Quarzgläsern bei einem Druck bis zu 100
bar und einer Temperatur bis zu 320°C. Bei Verwendung
der 30 ml Aufschlußgefäße können Probenmengen von
100-300 mg Trockensubstanz eingewogen werden. Ein
Säuregemisch (2 ml HNO3 + 250 HCIO4 + 50 H2SO4)
reicht dann aus, die Proben - in Abhängigkeit von der
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Tab. 1: Verwendete Materialien für den Aufschluß im PMD und
„Qualität" der Aufschluß-Lösungen

Tab. 2: Veraschungsparameter für verschiedene Matrices im PMD

Matrix SRM-No.

Bovine muscle
Bovine liver
Cod muscle
Mussei tissue
Brown bread
Milk powder
Lobster hepatopancreas
Red cabbage
Spruce needles
Whole blood
Urine
Cooking Oil
Human breast milk

BCR-184
BCR-185
BCR-422
BCR-278
BCR-191
BCR-63R
TORT-1

BCR-101

Samples in PMD
Power/Time
(%) (min)

1 1 2 2 2
60/10 80/10 60/10 80/10 100/10

BCR-184
BCR-185
BCR-422
BCR-63R
Red cabbage
Whole blood
Urine
Cooking oil
Human breast milk

Material

BCR-184

BCR-185

BCR-422

BCR-278

BCR-191

BCR-63R

TORT-1

Red cabbage
BCR-101

Whole blood

Urine
Cooking oil

Human breast milk

Sample
Intake
(mg)

100

100

100

100

100

250

100

100
100

1.0ml

1.0ml
0.1 ml

1.0ml

Acid

2.0 ml HN03
0.5 ml HCI04

2.0 ml HN03
0.5 ml HCI04

2.0 ml HNO3
O.5mlHCI04

2.0 ml HN03
0.5 ml HCI04

2.0 ml HIM03
0.5 ml HCI04

2.0 ml HN03
0.5 ml HCI04

2.0 ml HN03
0.5 ml HCI04

2.5 ml HN03

2.0 ml HN03
0.5 ml HCI04

1.0 ml HN03
0.5 ml HCI04

1.0mlHN03

2.0 ml HNO3
0.2 ml H2S04

1.0 ml HN03
0.5 ml HCI04

Microwave
Power
(%)

80

80

80

80

80

80

80

80
80

60

80
60

60

Matrix bei verschiedenen Temperaturen-vollständig zu
zerstören. Eine Nachbehandlung mit Perchlorsäure ist
hier nicht mehr erforderlich. Lediglich muß die Salpeter-
säure bei 180-200°C abgeraucht werden. Der Rückstand
wird mit wenig (ca. 20 ) HCIO4 oder HCI und z.B. 10 ml
deionisiertem Wasser aufgenommen und stellt die Probe-
lösung dar. Während für den Aufschluß von pflanzlichem
Material eine Endtemperatur von 250°C meist ausrei-
chend ist, werden für die hier interessierenden Matrices
wie Serum, Vollblut Muttermilch, Urin und Gewebe min-
destens 280°C benötigt [7]. Bei höheren Pb-Konzentratio-
nen (>1 g/g) muß eventuell auf die Zugabe der Schwefel-
säure verzichtet werden, da dann die Gefahr besteht, daß
Bleisulfat ausfällt und damit ein zu niedriger Pb-Wert
analysiert wird.

Die Abb. 2 zeigt die Pb- und Cd-Bestimmung in Vollblut.
Die symmetrische Peakform bestätigt, daß die organische
Matrix vollständig zerstört wurde.

Bei den heute viel verwendete n Mikrowellen-Aufschluß-
apparaturen, die ohne oder bis zu mittleren Drücken arbei-
ten, ergeben sich keine für die Voltammetrie befriedigen-
den Aufschlußlösungen. Auch hier wird eine deutliche
Erhöhung des Oxidationspotentials durch eine Erhöhung
des Druckes erreicht. Der bereits erwähnte PMD (Pres-
surized Microwave Digestion), bei dem zusätzlich die
Mikrowelle über den Druck (max. 85 bar) gesteuert wird,
liefert von den kommerziell erhältlichen Geräten die be-
sten Ergebnisse. Beachten muß man auch die Tatsache,
daß in Mikrowellen-Aufschlußgeräten, bei denen der

gleichzeitige Aufschluß mehrerer Proben (mit Drehteller
etc.) möglich ist, meist die insgesamt zur Verfügung
stehende Leistung nicht ausreicht, um von der „Qualität"
des Aufschlusses einer Probe auf die Qualität bei der
gleichzeitigen Veraschung mehrerer Proben zu schließen.
Auch beim PMD, der für 2 Proben vorgesehen ist, reicht
bei einigen organischen Matrices die Leistung für die Ver-
aschung von 2 Proben gleichzeitig nicht aus (Tab. 1).

Auch hier ist kein universelles „Kochrezept" für alle
organischen Matrices angebbar. Eine Erarbeitung der
geeigneten Aufschlußparameter hinsichtlich des Säure-
gemisches und der Mikrowellenleistung ist notwendig.
Die Tabelle 2 zeigt unterschiedliche organische Proben
und die für die Voltammetrie optimalen Aufschlußpara-
meter.

Insgesamt liefert der PMD eine zum vergleichbare
„Qualität" der Aufschlußlösung. Alle interessierenden
Körperflüssigkeiten und Gewebeproben werden gemäß
den Anforderungen der elektrochemischen Verfahren in
befriedigender Weise aufgeschlossen. Allerdings spre-
chen Zeitaufwand/Probe und der erhebliche Preisvorteil
eindeutig für den PMD.

Diskussion
Von den essentiellen Spurenelementen können volt-
ammetrisch (anodic oder cathodic stripping) Co, Cu, Fe,
Ni und Zn in Körperflüssigkeiten und Gewebeproben
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Abb. 3: Schwerpunkte polarographisch/voltammetrischer Ele-
mentanalytik

zieller Geräte. Ein Nachteil ist, daß die Messungen durch
die aufwendigere Probenvorbereitung (Probenaufschluß
in allen hier interessierenden Matrices ist immer Voraus-
setzung)' und durch die Verwendung der Standard-Addi-
tionsmethode relativ zeitaufwendig sind. Zur Ausnutzung
der vollen Leistungsfähigkeit und zur Erzielung „richtiger"
Analysenergebnisse ist zur Vermeidung von Kontamina-
tionen bei der Probenvor- und -aufbereitung, Lagerung
und Messung unter Reinstraumbedingungen (z.B. Ver-
wendung von Laminar-Flow-Werkbänken) zu arbeiten.
Diese Faktoren zusammen lassen es zumindest schwierig
erscheinen, diese Verfahren in der Routine - z. B. in einem
klinisch-chemischen Labor - einzusetzen.

Ein zusätzlicher Vorteil liegt natürlich in der Möglichkeit
eine ganze Reihe von organischen Substanzen ebenfalls
mit diesen Verfahren nachzuweisen.

analysiert werden, wobei diese Technik vor allem bei den
Elementen Co und Ni den spektroskopischen Verfahren
(GFAAS, ICP etc.) aufgrund der normalerweise sehr niedri-
gen Konzentration überlegen ist. Von der arbeitsmedizini-
sch- bzw. umweltrelevanten Problemstellung können
Schwermetalle u.a. wie Cd, Hg, Pb, Tl und Sb bestimmt
werden.

Die Abb. 3 zeigt einen Überblick über die schwerpunkt-
mäßig erfassenden Spurenelemente. Prinzipiell sind na-
türlich eine ganze Reihe weiterer Elemente mit diesen
Techniken nachweisbar.

Die elektrochemischen Verfahren sind hinsichtlich ihrer
Nachweisstärke in vielen Fällen den atomspektroskopi-
schen Verfahren überlegen. Allerdings sind die Anfor-
derungen an die Probenvorbereitung (Probenaufschluß
und Herstellung einer geeigneten Meßlösung) sehr viel
größer, so daß mehr chemisches Wissen bzw. Erfahrung
vorliegen muß. Ein großer Vorteil ist die Möglichkeit der
gleichzeitigen Bestimmung mehrerer Elemente und die
Verfügbarkeit preiswerter und leistungsfähiger kommer-
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Multiprimer-PCR als Screeningverfahren
zum Nachweis der Toxingene LTI, STI, VTI
und VTII bei E. coli-Pathotypen
Multiprimer PCR äs a screening method for the detection
of the toxin genes LTI, STI, VTI and VTII in E. coli pathotypes
B. Schütz1, B. Hack2, K. Keiner1, K. Zimmermann1, V. Rusch1

1 Institut für MikroÖkologie, Institut für Mikrobiologie und Biochemie, Herborn, Deutschland
2 Institut für Mikrobiologie und Biochemie, Herborn, Deutschland

Zusammenfassung:
Über Enterotoxine vermögen pathogene E. coli-Stämme schwere Diarrhöen hervor-
zurufen. Routineverfahren {immunologische Nachweisverfahren, Gensondentechniken)
erfassen nur einzelne Toxinklassen, -typen oder -subtypen. Ein Screeningverfahren, wie
die Multiprimer-PCR, das nahezu alle beim Menschen vorkommenden Toxintypen und
Subtypen berücksichtigt, existiert bisher nicht Basierend auf bekannten Gensequenzen
wurden drei Primerpaare synthetisiert, mit deren Hilfe vorhandene Toxingene für LTI,
STI, VTI und VTII innerhalb eines Laufes nachgewiesen werden können. Die amplifizier-
ten PCR-Produkte erscheinen nach Gelauftrennung und Anfärbung mit Ethidiumbromid
als Fragmente einer Größe von 322 (LTI), 105 (STI) und 230 (VTI/II) Basenpaaren. Eine
Identifizierung ist über den Vergleich mit Längenmarkern leicht möglich. Die Nachweis-
empfindlichkeit der PCR wurde über serielle Verdünnungen toxinproduzierender E. coli-
Stämme getestet 10 (STI, VTI/II) bzw. WO (LTI) Bakterienzellen genügten, um auf einem
Agarosegel sichtbare Amplifikationsprodukte hervorzurufen. 45 bekannte E. coli-
Stämme wurden parallel zur Multiprimer-PCR, mit immunologischen Tests (ST-EIA und
VET-RPLA) und Dot-Blot-Hybridisierungsverfahren auf eine Enterotoxinproduktion hin
untersucht. Die Korrelation zwischen den drei Verfahren war ausgezeichnet. Über eine
Poolbildung von Bakterienisolaten läßt sich die Kapazität der Multiprimer-PCR erhöhen.
Bis zu 1000 E. coli-Stämme lassen sich so innerhalb von 8 Stunden auf das Vorhanden-
sein der entsprechenden Toxingene hin untersuchen.

Schlüsselwörter:
E. coli Stämme - Enterotoxine: STI, LTIf VTI, VTII- Multiprimer PCR- Dot-Blot Hybridi-
sierung - immunologische Nachweisverfahren

Summary:
Pathogenic E. coli strains are able to cause severe.diarrheas through enterotoxins.
Routine methods (immunological detection meihods, gene probe techniques) cover only
individual toxin classes, types or subtypes. A screening procedure, such äs the multipri-
mer PCR, which takes account of practically all toxin types and subtypes occurring in
man has not previously been available. On the basis of known gene sequences, three
primer pairs have been synthesized with which existing toxin genes for LTI, STI, VTI and
VTII can be detected within one run. Bacterial isolates serve äs starting material. The
amplified PCR products appear after gel Separation and staining with ethidium bromide
äs fragments of a size of322 (LTI), 105 (SW and 230 (VTI/VTII) base-pairs. An identifica-
tion is easily possible by comparison with length markers. The sensitivity of the PCR
reaction was tested with serial dilutions of toxin-producing E. coli strains. W (STI, VTI/
VTII) and WO (LTI) bacterial cells were sufficient to show visible amplification products
on an agarose gel. Forty-five known'E. coli strains were investigated in immunological
tests (ST-EIA and VET-RPLA) and Dot-Blot hybridization procedures for enterotoxin pro-
duction in parallel with the multiprimer PCR. The correlation between the three methods
was excellent The capacity ofthe multiprimer PCR can be increased bypooling bacterial
isolates. Up to 1000 E. coli strains can thus be tested for the presence of the correspon-
ding toxin genes within 8 hours.
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Übersicht
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Einleitung
Escherichia coli gehört zur Gruppe der fakultativ patho-
genen Bakterien. Ca. 90% aller E. coli-Stämme sind völlig
apathogen. Einige Varianten vermögen jedoch intestinale
Infektionen hervorzurufen, die sich klinisch in Form
schwerer Diarrhöen manifestieren [1], Basierend auf
verschiedenen Verlaufsformen werden enterotoxische
(ETEC), enteropathogene (EPEC), enterohämorrhagische
(EHEC) und enteroinvasive Escherichia coli-Stämme
(EIEC) unterschieden [2, 3]. Voraussetzung für das Auf-
treten von Diarrhöen ist das Vorhandensein bestimmter
Pathogenitätsfaktoren. Es handelt sich hierbei um die
Fähigkeit einiger E. coli Stämme Haft- oder Adhärenzfak-
toren (Adhäsine) auszubilden und spezifische Enteroto-
xine zu produzieren und zu sezernieren. Enterotoxine las-
sen sich in drei Klassen einteilen [Verotoxine (VT), hitze-
labile Toxine (LT), hitzestabile Toxine (ST)], in Typen und
in Subtypen. Der routinemäßige Nachweis von Enteroto-
xinen erfolgt auf immunologischem Wege [4, 5], über
Gensondentechniken [6-9] oder über DNA-Amplifika-
tionsreaktionen (PCR-Technik) [10-13, 14]. Nachgewiesen
werden mit diesen Verfahren jedoch i.d.R. nur einzelne
Toxinklassen, -typen oder Subtypen. Ein Screeningverfah-
ren, das nahezu alle beim Menschen vorkommenden
Toxintypen oder Subtypen berücksichtigt existiert bisher
nicht. Unser Ziel war es ein solches Verfahren in Form
einer Multiprimer-PCR zu etablieren. Neben einer ausrei-
chend hohen Sensitiviät und Spezifität sollte der Test eine
Untersuchung von 500 bis 1000 Bakterienisolaten pro Tag
ermöglichen. Ein derart hoher Probendurchsatz ist mit
etablierten, routinemäßig eingesetzten Verfahren kaum zu
erreichen [15, 16].

Material und Methoden
Bakterienstämme. 45 Escherichia coli-Stämme mit be-
kannten Toxinprofilen wurden in der vorliegenden Studie
untersucht. Einige Stämme wurden über NCTC (National
Collection of Type Cultures, London) bezogen. 15 VT-posi-
tive Stämme wurden uns .freundlicherweise durch M.
Bülte, Institut für Fleischhygiene, Freie Universität Berlin,
zur Verfügung gestellt. Bei den verbleibenden Stämmen
handelt es sich um klinische Isolate aus menschlichen
Stuhlproben.

Synthetische Oligonukleotide. Basierend auf bekannten
Gensequenzen [17-21] wurden drei Oligonukleotid-Pri-
merpaare synthetisiert. Mit ihrer Hilfe lassen sich vorhan-
dene Toxingene für VTI, VTII, LTI und STI nachweisen. Die
Nukleotidsequenzen der VT-Primer wurden aus der Litera-
tur übernommen [22, 23]. Bei den VT-Primern handelt es
sich um degenerative Sequenzprimer. Ihre Oligonukleo-
tidsequenzen stimmen nicht vollständig mit denen der
Target-DNA überein (Sequenzhomologie ca. 90%). Aus
der Verwendung degenerativer Sequenzprimer einerseits
und Unterschieden im GC-Gehalt andererseits ergeben

sich weit auseinanderliegende Annealingtemperaturen.
Für VT-Primer liegen sie bei 43°C, für LTI- bzw. STI-Primer
bei 55 bzw. 58° C.

Amplifikation der Target-DNA. Escherichia coli-Stämme
wurden für 18 Stunden bei 37°C in Tryptase Soja Bouillon
kultiviert. Die Gesamt-DNA der E. coli Stämme wurde iso-
liert durch Kochen eines Pellets aus ca. 100000 Zellen
in 50 . bidest. Nach anschließendem Zentrifugieren
(1 min, 10000 g) wurde 5 des Überstandes (ca. 1 ng
Template DNA) in die PCR eingesetzt. Das Gesamtvolu-
men eines PCR-Ansatzes betrug 10 . Verwendet wurden
dünnwandige 0,2 ml Reaktionsgefälle (Verkürzung der Re-
aktionszeiten). Durch Einsatz des GeneAmp PCR Systems
9600 von Perkin Eimer war eine Überschichtung der An-
sätze mit Mineralöl nicht erforderlich.

Die Amplifikation wurde durchgeführt in einem Reaktions-
puffer bestehend aus 10 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, pH 8,3
und 4 mM MgCI2 · dNTP- (50 ) und Primerkonzentratio-
nen (50 pM) wurden bewußt niedrig gewählt, um eine
hohe Spezifität zu erreichen. Um die Notwendigkeit einer
empirischen Bestimmung optimaler Magnesiumionen-
konzentrationen zu umgehen, wurde Stoffel Fragment
(Perkin Eimer) eingesetzt [24]. Die verwendete Enzym-
aktivität lag bei 0,5 bis 1 U pro Ansatz. Um den degenerati-
ven Sequenz-Primern ein Annealing an die Target-DNA zu
ermöglichen, gleichzeitig aber ein Mispriming der LTI-
oder STI-Primer zu verhindern, wurde der Thermozykler
wie in Abbildung 1 beschrieben programmiert. Bei Anne-
alingtemperaturen von 55°C lagern sich LTI- und STI-Pri-
mer mit einer hohen Spezifität an die Target DNA an. Ent-
sprechende Genabschnitte werden amplifiziert und ste-
hen in nachfolgenden Zyklen in großer Zahl als Vorlagen
zur Verfügung. Die Gefahr eines Misprimings bei niedrige-
ren Annealing-Temperaturen (43°C) wird dadurch redu-
ziert. Ein Annealing der VT-Primer findet bei 55°C nicht
statt. Hierzu sind niedrigere Temperaturen erforderlich
(43°C). Ein Nachweis der amplifizierten PCR-Produkte er-
folgte nach Gelauftrennung über eine Anfärbung mit
Ethidiumbromid.

Dot-Blot-Hybridisierung. Zum Nachweis von Toxingenen
über eine Dot-Blot-Hybridisierung wurden in der Literatur
beschriebene Oligo- oder Polynukleotidsonden verwendet
[7, 8, 22, 25-28]. Die DNA-Proben wurden markiert mit
Digoxigenin-dUTP (DIG DNA Labeling and Detection Kit
Nonradioactive, Boehringer Mannheim) [29]. Verwendet
wurden dabei die Verfahren Random Priming (Poly-
nukleotidsonden) oder Endmarkierung (Oligonukleotid-
sonden) [30]. DNA-Isolierung [31] und Durchführung des
Blotverfahrens [30] sind in der Literatur beschrieben.

JHybridisierung und Detektion erfolgten nach einem Proto-
koll der Firma Boehringer Mannheim [29, 32].

Immunologische Nachweisverfahren für, ST und LT. Alle
E. coli-Stämme wurden in einem kompetitiven Enzym-
immuntest (Oxoid ST EIA Kit) auf die Produktion von STI
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Afcfc. 2; Ergebnisse einer primervermittelten Amplifikation von
LTl·, STI- und VT-Genabschnitten. Slot 1 und 14: Längenstandard
V, Slot 2 und 13: Pool aus LTI·, ST/- und VT-positiven Escherichia
coli-Stämmen, Slot 3 und 4: LTI- und STI-positive-Stämme, Slot 5
und 6: VTI oder VTII produzierende E. coli-Stämme. Slot 7 bis
12: nicht toxinbildene Stämme. Die amplifizierten PCR-Produkte
erscheinen als Fragmente einer Größe von 322 bp (LTI), 230 bp
(VTI, VTII) oder 105 bp <STl).

mid angefärbt. Der Nachweis von STI- oder VT-bildenden
Stämmen über die Multiprimer-PCR setzt das Vorhanden-
sein von 7 bzw. 9 KBE voraus. Die Sensitivität des Verfah-
rens im Nachweis LTI-positiver Stämme scheint etwas ge-

Abb. 1: und Ptotokull dvr Multiprimor-PCR.

hin untersucht. Ein Latex-Agglutinationstost (Oxoid VET·
RPLA Kit) ermöglichte den immunologischen Nachweis
von LTI-Toxinen (4, 5).

Ergebnisse
Ollyotnikl&otidprimor. Die Ergebnisse einer primervermit-
tollen Amplifikation von LTI-, STI- und VT-Genabschnitten
sind in Abbildung 2 dargestellt. 3 Primerpaare ermög-
lichen in der Multiprimer-PCR don Nachweis von LTI-,
STI- und VT-Gonen innerhalb eines Laufes. Die amplifizier-
ton PCR-Produkto orschoinen nach Gelauftrennung und
Anfärbung mit Ethidiumbromid als Fragmente eine
Größo von 322 (LTI), 230 (VTI, VTII) und 105 Basenpaaren
(STI).

Sensitivitöt der Multiprimor-PCR. Die Sensitivität der
Muliiprirnor-PCR im Nachweis enterotoxinbildender E.
coli-Slämme wurde geprüft. Aus 18 Stunden-Kulturen
LTI·, VT- und STI-positivar Stämme wurden serielle Ver-
dünnungeruihun hergostollt. 100 jeder Verdünnung
wurdu auf Tryptase-Soja-Agor ausplattiert und über Nacht
gobrOtot, um die Zahl der koloniebildenden Einheiten
(KBE) zu bestimmon. Parallol dazu wurden 5 der einzel-
non Vordünnungsstufen in dor Multiprimer-PCR unter-
sucht (Abbildung 3). Die Amplifikationsprodukte der höch-
sten Vordünnungsstufen wurden auf oin Agarosegel goge-
bon, olektrophorotisch aufgetrennt und mit Ethidiumbro-

rmger zu sein.
sichtbare Bande im Gel hervorzurufen.

Methodischer Vergleich von Multiprimer-PCR, Dot-Blot-
Hybrictisierung, ST-EIA und VET-RPLA-TEST. 45 E. coli-
Stämme mit bekanntem Toxinprofil wurden parallel in
Multiprimer-PCR, Dot-Blot-Hybridisierung, ST-Enzym-
immuntest und LT-Latexagglutinationstest untersucht.
Stammbezeichnungen, Serovare und die Ergebnisse der
jeweiligen Testverfahren sind in Abbildung 4 zusammen-
gestellt. Die Mu)tiprimer-PCR weist Toxinklassen (VT)
oder -typen (STI, LTI) nach. Über die Dot-Blot-Hybridisie-
rung ist eine weitergehende Differenzierung möglich. Ab-
bildung 5 faßt die Ergebnisse des Methodenvergleichs zu-
sammen. Untersucht·wurden 10 VTI-, 14 VTII-, 9 STI-, 3
STII- und 10 LTI-produzierende Stämme. Multiprimer-PCR
und Dot-Blot-Hybridisierung erbringen weitgehend ver-
gleichbare Resultate. Während die PCR jedoch alle VT-,
STI- und LTI-bildenden Stämme erkannte, versagte die
Gensondentechnik in zwei Fällen. STII-produzierende
Stämme wurden über die PCR nicht erfaßt, wohl aber
über STII-spezifische Oligo- oder Polynukleotidsonden.
Der ST-Enzymimmuntest erbrachte positive Testresultate
im Falle aller 9 STI-bildenden Stämme. Ebenso wie bei der
Multiprimer-PCR wurden jedoch keine STII-Toxine erfaßt.
Mit dem LT-Latexagglutinationstest gelang ein Nachweis
des hitzelabilen Toxins nur in 50% der Fälle. Ein Grund
dafür waren häufig unklare Ergebnisse in Form schwer
einzuordnender Agglutinationen. Abbildung 6 läßt somit
eine gute Korrelation zwischen PCR, Dot-Blot-Hybridisie-
rung und ST-EIA erkennen. Alle drei Verfahren erbringen
im wesentlichen gleiche Resultate.
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LT
-322bp

VT

ST

- 230 bp

- 105 bp

Abb. 3: Untersuchung zur Sensitivität der Multiprimer-PCR im
Nachweis enterotoxinbildender E. coli-Stämme. Aus Kulturen
177-, STI- und VT positiver-Stämme wurden serielle Verdunnungs-
reihen hergestellt und in der Multiprimer-PCR untersucht. Um
nach Gelauftrennung und Anfärbung mit Ethidiumbromid sicht-
bare Amplifikationsbanden zu erhalten, waren 7 (STI), 9 (VT) oder
85 (LTD KBE erforderlich.

Diskussion
Der routinemäßige Nachweis von Enterotoxinen bei
Escherichia coli-Pathotypen erfolgt auf immunologischem
Wege (4, 5, 15J, über Gensondentechniken (1, 3-8] oder
über DNA-Amplifikationstechniken (PCR-Technik) HO, 14,
221. Nachgewiesen werden jedoch nur einzelne Toxinklas-
sen, -typen oder -subtypen. Ein Screeningverfahren, wie
die vorgestellte Multiprimer-PCR, das nahezu alle human-
medizinisch relevanten Toxintypen und Subtypen berück-

sichtigt, existiert bisher nicht. Mit Hilfe von drei Primer-
paaren lassen sich vorhandene Toxingene für LTI, STI, VTI
und VTII innerhalb eines PCR-Laufes nachweisen. Toxin-
gene für STII und LTII werden nicht erkannt. LTII-produ-
zierende Escherichia coli-Stämme konnten bisher nur
vereinzelt aus menschlichen Stuhlproben isoliert werden.
Beschrieben wurden lediglich Fälle in Brasilien und Thai-
land (33, 34]. STII-positive Stämme vermögen bei Schwei-
nen schwere Diarrhöen hervorzurufen [35, 361. Beim
Menschen lassen sie sich nur sehr selten nachweisen
[121.

Bei der Multiprimer-PCR handelt es sich um ein sensitives
Verfahren. Werden Reinkulturen enterotoxinbildender E.
coli-Stämme als Target verwendet, reicht das Vorhanden-
sein von weniger 10 (STI, VT) bzw. 100 (LTI) KBE aus, um
nach Gelauftrennung und Anfärbung mit Ethidiumbromid
sichtbare Banden hervorzurufen. Die Sensitivität der
Multiprimer-PCR ist damit vergleichbar mit der anderer
DNA-Amplifikationsverfahren [37-391. Durch Blotten der
Amplifikationsprodukte auf eine Filtermembran und einer
anschließenden Hybridisierung mit LTI-spezifischen
Oligonukleotidsonden läßt sich die untere Nachweis-
grenze für LTI deutlich herabsetzen. Eine weitere Möglich-
keit, Sensitivität und Spezifität des Verfahrens zu erhöhen,
besteht in der Verwendung innerer Primersets im Rahmen
einer Nested-PCR. In einer ersten PCR-Reaktion werden
dabei vorhandene Toxingene für LTI, STI und VT nachge-
wiesen. In einer zweiten Reaktion erfolgt die Differenzie-
rung in die Toxintypen VTI und VTII oder in die Subtypen
STIa und STIb [40].

Bei dem vorgestellten Test handelt es sich um ein Verfah-
ren mit einer hohen Spezifität. In einer Studie wurden 45
E. coli-Stämme mit bekanntem Toxinprofil parallel in
Multiprimer-PCR, Gensondentechnik, ST-Enzymimmun-
test und LT-Latexagglutinationstest untersucht. Die PCR
erkannte alle vorhandenen Toxingene für LTI, STI und VT.
Falsch negative und falsch positive Ergebnisse wurden
nicht beobachtet. Mit der Multiprimer-PCR lassen sich pro
Tag etwa 100 Bakterienisolate auf Enterotoxine hin unter-
suchen. Durch Poolbildung läßt sich der Probendurchsatz
deutlich erhöhen (ca. 1000 Bakterienisolate/Tag).

Im Rahmen eines routinemäßigen Einsatzes der Multi-
primer-PCR empfiehlt es sich, PCR-Reaktionsansätze (Puf-
fer, MgCI, dNTPs, Primer, Enzym) vorzufertigen und mit
Wachs zu überschichten (AmpliWax PCR Gern 100, Perkin
Eimer). In diesem Zustand sind sie bei 4°C über Wochen
hinweg haltbar. Bei Bedarf werden die vorgefertigten An-
sätze entnommen und die Template DNA auf die Wachs-
schicht gegeben. Während der initialen Denaturierung
schmilzt das Wachs und die Template DNA gelangt in das
Reaktionsgemisch. Die Vorteile dieses Vorgehens liegen
in verkürzten Testvorbereitungszeiten und einem Anstieg
von Sensitivität und Spezifität durch Einsatz der Hot Start
Technik.

Die Multiprimer-PCR erfüllt somit alle Anforderungen, die
vorab an sie gestellt wurden. Sie erfaßt nahezu alle
humanmedizinisch relevanten Toxintypen. Sie verfügt
über «ine hohe Sensitivität und Spezifität und ermöglicht
einen hohen Probendurchsatz. Darüber hinaus ist die
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Abb. 4: Untersuchung von bekannten E. coli-Stämmen mit Multiprimer-PCR, Gensondentechnik (DNA-Dot-Blot-Hybridisierung), ST·
Enzymimmuntest und LT-Latexagglutinationstest.

Nr.

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

Stamm

T 173
T 427
T 464
T710
B 1840
B2098
B2115
B2156
B2266
B2405
B2430
B2479
B2481
B2482
B2391
NCTC12079
NCTC12080
595013
595050
595074
NCTC11602
NCTC11603
NCTC11601
NCTC11633
B5693
B2985
B7486
B11016
B3853
595088
596456
596776
596978
597992
598067
598564
599002
600045
600342
600675
600862
Sym2/1
Sym2/2
Sym2/3
Sym2/4

Serovar

022 :H8
082 :H8
0116:H21
0126:H20
0136:H12
0113:H21
0139. 8
0136:H12
0116:H21
022 :H8
O116:H21
0126:H20
0126:H21
0157:H7
n. t.
0157:H7
O157
n. t.
n.t.
n.t.
0159: H34
0166:H27
O7:H18
O81:H27
07:H27
0159
0101
O81:H27
n.t.
O7:H27
0149
0159
06
06
O78
099
0153
089
O1 53
O153
O1 53
rauh
rauh
035
O35

PCR

VT
VT
VT
VT
VT
VT
VT
VT
VT
VT
VT
VT
VT
VT
VT
VT
VT
VT
VT
VT
STI / LTI
STI
LTI_

STI
STI /LTI
STI
-_

-_

LTI
STI / LTI
STI / LTI
STI / LTI
STI
-^
-
LTI
LTI
LTI_

:

-
-

Dot-Blot-Hybr.

VTH
VTI / VTH
VTI / VTH
VTII
VTI
VTH
-
VTI
VTII
VTI
VTI /VTII
VTII
VTII
VTII
VTI
VTI / VTII
VTII
VTI
VTII
VTII
STI / LTI
STI
LTI_

STI
STI / LT
STI
-_

STII
STII
LTI
STI / LTI
STI /LTI
STI / LTI
STI_

STII
-
LTI :
LTI
-
-
-
-

ST-EIA
_

-
-
-
-
-
-·

• -
-
-
-
-
-
-_
-
-
-
-
-
ST
ST
-_
ST
ST
ST
-_
_
_
_

ST
ST
ST
ST_

-
-
__

-
-
-
-

LT-Latex
_

-
-
-
-
-
-
-
-
-_

-
-
-_
_
_

-
-
-
LT
-
LT_
_

-
-
-_
_
-_

LT
LT
-_
_
_

LT
__

-
-
-
-

Abb. 5: Untersuchung von bekannten E. coli-Stämmen mit Multiprimer-PCR, Gensondentechnik (Dot-Blot-Hybridisierung)f ST-EIA und
Latexagglutinationstest - Zusammenfassung

VTI
VTII
STI
STII
LT

Anzahl

10
14
9
3

10

PCR

10/10
14/14

9 /9
0/3

10/10

Dot-Blot-Hybr.

9/10
14/14

9 / 9
3/3

9/10

ST-EIA

—_ ·
' 9 / 9
0/3
-

LT-Latex.
__
_
_
_

5/10

Multiprimer-PCR mit .einem vergleichsweise geringen
Kostenaufwand verbunden. So schlägt die Untersuchung
eines Bakterienisolates mit nur 0,15 DM zu Buche,.ein
Betrag, der über andere Verfahren kaum zu erreichen
ist.
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