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Flüssige Vorkuitur von Stuhlproben verbessert den
EHEC-Toxinnachweis mit ELISA und Zytotoxizitätstest
Liquid Cultural Enrichment of Stool Enhances the Detection of EHEC Toxins with Both
ELISA and Cytotoxicity Assay

A. Gerritzen1'2, B. Hövener1, C. Cornely1

Zusammenfassung: Der Nachweis der Shigatoxine
im Patientenstuhl ist unverzichtbarer Bestandteil der
Diagnostik von Infektionen mit Enterohämorrhagi-
schen Escherichia coli (EHEC). Wir untersuchten den
Einfluß einer vorherigen, 18-stündigen kulturellen An-
reicherung von Stuhlproben in Tryptone Soya Bouillon
auf die Toxin-Nachweisraten mit einem Enzymimmu-
noassay (ProSpecT® Shiga-Like Toxins I and II
Microplate Assay; Alexon, US A;· Vertrieb in Deutsch-
land: Genzyme Virotech GmbH, Rüsselsheim) und
dem Zytotoxizitätstest auf Verozellen. Hierfür wurden
dreißig Stuhlproben von vierzehn Patienten verwendet,
in denen eine EHEC-Infektion durch Erregerisolierung
nachgewiesen werden konnte (je vier Fälle mit EHEC
0:157 und O:26, je einer mit O:91, O:lll, 0:128,
0:166, zweimal serologisch nicht typisierbare EHEC-
Stämme). Der Zytotoxizitätstest reagierte bei allen 30
Stuhlanreicherungskulturen mit dem für Shigatoxine
typischen, zytopathischen Effekt (Sensitivität: 100%).
Der Enzymimmuntest war in 22 dieser Proben (73,3%)
positiv. Wurden dagegen nicht vorkultivierte Stuhlpro-
ben eingesetzt, konnten mit der Zellkultur nur zehnmal
(33,3%), mit dem Enzymimmuntest sogar nur neunmal
(30,0%) Shigatoxine nachgewiesen werden. Gerade
bei Verdacht auf eine EHEC-Infektion ist zwar eine
schnelle Diagnostik wünschenswert, doch wäre bei
Verzicht auf eine Vorkultur nur jede dritte der EHEC
enthaltenden Stuhlproben, erfaßt worden. Dies ist bei
einer potentiell lebensbedrohlichen Infektionskrank-
heit nicht zu tolerieren.

Schlüsselwörter: Escherichia coli-Infektionen,
Stuhl/Mikrobiologie; Enterotoxine/Analytik; ELISA.

Summary: The detection of shiga toxins in stool spe-
cimens is an indispensable part of the diagnosis of in-
fections with enterohemorrhagic Escherichia coli
(EHEC). We investigated the· influence pf an 18 hour
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cultural enrichment of stools in tryptone soya broth on
the subsequent toxin detection rates with both enzyme
immunoassay (ProSpecT™ Shiga-Like Toxins I and II
Microplate Assay; Alexon, USA; German distributer:
Genzyme Virotech GmbH, Riisselsheim) and the cyto-
toxicity assay on verocells. Thirty specimens frorn 14
patients were available, in which EHEC infection was
confirmed by Isolation (four cases each with EHEC
O157 and O26, one with O91, Olll, O128, O166, re-
spectively; two with untypeable strains). After cultu-
ring the stool specimens for 18 hours in enrichment
broth, all samples showed the cytopathic effect typical
of shiga toxins (sensitivity: 100%) in the cytotoxicity
assay. The enzyme immunoassay was positive in 22 of
these specimens (73.3%). In contrast, in the stools te-
sted without cultural enrichment, only 10 (33.3%)
were positive in the cell culture test and 9 (30.0%) in
enzyme immunoassay. Obviously, when EHEC irifec-
tions are suspected, a rapid diagnosis is necessary.
However, by omitting cultural enrichment, only one
out of three stools containing EHEC would have been
detected. This is unacceptable in a potentially life-
threatening disease.

Keywords: Escherichia coli Infections/diagnosis;
Feces/microbiology; Enterotoxins/analysis; Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay.

Enterohämorrhagische Escherichia coli (EHEC)
sind weltweit verbreitete Erreger intestinaler und

systemischer Erkrankungen des Menschen. Das klini-
sche Spektrum reicht vom symptomlosen Keimträger
über harmlosen Durchfall, blutige Diarrhöe mit kolik-
artigen Beschwerden, Hämorrhagische Colitis (HC),
bis hin zu intravasaler Hämolyse, Thrombotisch-
Thrombozytopenischer Purpura (TTP) und dem Hä-
molytisch-Urämischen Syndrom (HUS) [l, 2, 3]. Der
wichtigste, allen EHEC-Stämmen gemeinsame Patho-
genitätsfaktor scheint die Bildung eines Zytotoxins zu
sein, das als Verotoxin (VT) oder Shigatoxin (Stx)
(früher: Shiga-like Toxin, slt) bezeichnet wird. Die ge-
netische Information zur Toxinbildung wird durch
temperente Bakleriophagen codiert und kann auch auf
andere Enterobakterien, nicht nur E. coli, übertragen
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werden |4, 5\. Zur Zeit sind bei humanpathogcnen
EHEC die Toxintypen I, II und Ilc bekannt, wobei dem
Typ II die größte pnthogcnc Bedeutung bcizukommen
scheint (3). Der Nachweis derToxinc im Stuhl hat sich
als unverzichtbarer Bestandteil der Labordiagnostik
von HHEC-Inlcktionen erwiesen, da sämtliche EHEC-
Sclektivmedien und Antigcntests nur eine Teilpopula-
tion der EHEC erfassen (/. B. nur Scrotyp 0:157 mit
dem Anligcn-ELISA oder der Immunmagnetischcn Se-
paration (IMS), nur Sorbitol-negative Keime auf Mc-
Conkey-Sorbitol-Medium (SMAC) usw.). Andere,
ebenfalls pathogene EHEC-Stämme werden natur-
gemäß nicht crfussl, wenn sie nicht das entsprechende
Merkmal aufweisen [6]. Als Goldstandard für den To-
xinnachweis gilt der Zytotoxizitätstest auf Verozell-
Monolayerkulttiren |7|, der aber wegen des relativ
großen technischen Aufwandes meist spezialisierten
Laboratorien vorbehalten bleibt, in jüngerer Zeit wur-
den diverse Shigatoxin-Enzymimmunoassays vorge-
stellt und zum Teil schon im Markt eingeführt [8], die
sich durch einfachere Handhabung auszeichnen. Ange-
sichts einer potentiell lebensbedrohlichen Infektions-
krankheit kommt einer möglichst zeitsparenden, einfa-
chen und doch zuverlässigen Diagnostik große Bedeu-
tung zu. In unserer Studie gingen wir deshalb syste-
matisch der Frage nach, ob der Nachweis von EHEC-
Toxinen durch direkte Stuhluntersuchungen gewährlei-
stet werden kann oder aber einer zeit- und kostenauf-
wendigeren, kulturellen Voranreicherung der Stuhlpro-
ben bedarf.

Material und Methoden

Stuhlproben
30 Stuhlproben von 14 Patienten wurden für die aktu-
ellen Untersuchungen eingesetzt. In ihnen waren im
Zeitraum von Dezember 1996 bis Oktober 1997 in der
laufenden Diagnostik des Gemeinschaftslabors EHEC-
Bakterien isoliert worden. Die Proben wurden sofort
nach Eingang bearbeitet und für spätere Analysen bei
-18 °C eingefroren.

Nativ- und Anreicherungsbouillon
Die Stuhlproben wurden vorab mit einem Spatel
gründlich homogenisiert. Für den Toxinnachweis aus
nativem Stuhlmaterial wurde eine ca. erbsgroße Porti-
on in l ml Tryptone Soya Bouillon (TSB, Oxoid,
Wesel) suspendiert (Verdünnung ca. 1:10) und sofort,
ohne weitere Vorbebrütung, weiterverarbeitet. Eine
zweite Portion wurde zur kulturellen Anreicherung

Nicht standardisierte Abkürzungen: eaeA, Escherichia co//atta-
ching and effacing-Gen (Intimin/Adhäsin); EHEC, enterohämorr-
hagische Escherichia coli; E-Hly, Enterohämolysin; ELISA, enzy-
me-linked immunosorbent assay; HUS, hämolytisch-urämisches
Syndrom; PCR, polymerase chain reaction; TSB, tryptone soya
bouillon; TTP, thrombotisch-thrombozytopenische Purpura; VTEC,
Verotoxin bildende Escherichia coli.

enthaltener EHEC-Bakterien in 3 ml TSB suspendiert
und anschließend über Nacht stationär bei 35 °C be-
brütet. Ausführliche Vorversuche (nicht dargestellt)
halten gezeigt, daß diese Bebrütungstemperatur im
Vergleich zu einer 37 °C-Kultur keinen negativen Ein-
fluß auf den Toxinnachweis hat.

Shigatoxin-Nachwcis
Als Shigatoxin-ELISA wurde der ProSpecT^ Shiga-
Like Toxins i and II Microplate Assay (Alexon, USA;
Vertrieb in Deutschland: Genzyme Virotech GmbH,
Rüsselsheim) verwendet. Für die Untersuchungen aus
angereichertem Material wurden 300 l der vorbebrü-
teten Bouillons l :2 mit dem mitgelieferten Probenver-
dünnungspuffer vermischt. Hiervon wurde ein 200 -
Aliquot unter genauer Beachtung der Hersteller-A/er-
triebsangaben im Enzymimmuntest eingesetzt. Die
entsprechenden Untersuchungen aus Nativmaterial er-
folgten in analoger Weise aus den nicht vorbebrüteten
Bouillons. Der Zytotoxizitätstest (Nativansatz) wurde
im Mikrotiterverfahren mit durch Zentrifugation für
eine Stunde bei 12 000 g gereinigtem Überstand der
jeweiligen TSB-Bouillons vorgenommen. Da bei den
Anreicherungskulturen ein größeres Probenvolumen
vorlag, konnten diese durch Sterilfiltration für den
Zellkulturtest vorbereitet werden. Ein Einfluß der un-
terschiedlichen Präparationsweisen auf den Toxin-
nachweis wurde in Vorversuchen ausgeschlossen. Je l
und 10 des gereinigten Überstandes der jeweiligen
TSB-Bouillons wurden zu je 100 Zellkulturmedium
(EMEM Serva, Heidelberg) mit Zusatz von 10% feta-
lem Kälberserum (Boehringer Mannheim) direkt in die
Mikrotiter-Kavitäten auf zwei Tage alte Verozell-Mo-
nolayer pipettiert. Nach 20-stündiger Bebrütung bei
37 °C und 5% CO2 wurden die Kulturen mikrosko-
pisch auf die Ausbildung des für Shigatoxine charak-
teristischen zytopathisehen Effekts untersucht. Eine
längere Beobachtungsdauer der Ansätze führte zu kei-
ner höheren Nächweisrate.

Isolierung und Typisierung von EHEC-Stämmen
Die TSB-Anreicherungsbouillons aller 30 Proben wur-
den nach Bebrütung auf Enterohämolysinagar (Oxoid,
Wesel) ausgestrichen. Verdächtige Kolonien wurden
auf einer neue Platte mit Enterohämolysinagar subkul-
tiviert und in Reinkultur in frischer TSB angezüchtet.
Es folgte die Überprüfung auf Toxinbildung mit dem
Zytotoxizitätstest und im Enzymimmunoassay. An-
schließend wurde der Serotyp mit poly- und monova-
lenten Antiseren (Sifin, Berlin) bestimmt. Serotypen,
die mit den kommerziell verfügbaren Antiseren nicht
identifiziert werden konnten, wurden durch PD Dr. L
Beutin, Robert Koch Institut, Fachbereich für Enterob-
acteriaceen und pathogene E. coli in Berlin typisiert.
Die Ausstattung mit den Genen für die Shigatoxine
Typ I und II / Ilc sowie eaeA (Intimin/Adhäsin) wurde
mit Hilfe der PCR [9] überprüft. Der Nachweis der
Enterohämolysinbildung [10] erfolgte phänotypisch
mit Reinkulturen auf den entsprechenden Spezial-
Agarplatten. :
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Ergebnisse
Im Rahmen der laufenden Diagnostik des Gemein-
schaftslabors wurden mit dem Zytotoxizitätstest aus
angereicherten TSB-Kulturen Shigatoxine in den
dreißig vorliegenden Stuhlproben von insgesamt 14
Patienten nachgewiesen. In allen Fällen konnten nach
Ausstreichen der Bouillon auf Enterohämolysin-Agar
EHEC-Bakterien isoliert werden, die sich auch in
Reinkultur als verotoxisch erwiesen. Auch der Enzym-
immuntest detektierte in allen TSB-Reinkulturen die
Shigaloxine, wenn auch in einigen Proben erst nach
48-stündiger Kulturdauer (nicht dargestellt). Die
anschließende Charakterisierung der Erreger ergab je
vier infizierte Patienten mit EHEC Typ 0:157 und Typ
O:26, und je einmal die typen O:91, Orlll , 0:128 und
0:166. Die Isolate zweier Patienten konnten nicht se-
rologisch typisiert werden und wurden dementspre-

chend als O:NT (nicht typisierbar) bezeichnet. Die
PCR-Untersuchungen zeigten, daß die EHEC von sie-
ben Patienten die genetische Information für Shigato-
xin Typ I besaßen, vier Fälle waren mit Typ II assozi-
iert. Bei drei Fällen wurde das gleichzeitige Vorliegen
von Shigatoxin Typ l- und Typ II-Genen nachgewie-
sen. Das eaeA-Gen, welches für einen weiteren wich-
tigen Pathogenitätsfaktor der EHEC, das Intimin/Ad-
häsin codiert, wurde mit einer Ausnahme bei Stämmen
aller Patienten nachgewiesen. Alle Isolate zeigten den
enterohämolytischen Phänotyp (vgl. Tabelle 1).

Bis zur Aufnahme der aktuellen, vergleichenden
Untersuchungen zum Shigatoxinnachweis waren alle
Stuhlproben zwischenzeitlich bei -18 °C eingefroren
gelagert worden. Aus den nun erneut frisch angelegten
Anreicherungskulturen in TSB waren mit dem Zytoto-
xizitätstest wiederum in allen dreißig Proben Shiga-
Toxine nachweisbar (Sensitivität: 100%). Der Toxin-

Tabelle 1 Vergleichender Shigatoxin-Nachweis aus nativen und in TSB-Bouillon vorkultivierten Stuhlproben EHEC-
infizierter Patienten mittels Enzymimmunoassay und Zytotoxizitätstest auf Verozellen

Fall/Probe

1 7 1
2 / 1
3 / 1
3 /2
3 /3
4 / 1
5 /1
6 / 1
7 / 1
8 /1
9 / 1
9 / 2
10/1
11/1
12/ 1-
12/2
12/3
12/4
12/5
12/6
12/7
12/8
12/9
12/10
12/11
12/12
12/13
12/14
13/1
14/1

NT
n.d.
Stx
eaeA
E-Hly

Isolierter EHEC Zytotoxizitätstest Enzymimmuntest
Typ Stx eaeA E-Hly nativ vorkultiviert nativ vorkultiviert

157 l+l l + + + + + +
157 II + . + + + + +
26 II + + + + + +
26 I I + + - + -
26 II + + - + +
26 l+ll + + + + + +
2 6 + + + + . + +
NT + + - + +
91 + + - + +
128 - + - + - +
NT . l + + + + i - * +·
n.d. l + + - + -
26 + + . + + + +
111 + + + + + +
166 + + - + . +
n.d. + + - + +
n.d. '·" + + + - +
n.d. + + - + ' - +
n.d. + ' + + - +
n.d. n.d.— n.d. + +
n.d. n.d. n.d. + - + -
n.d. n.d. n.d. + - + - +
n.d. n.d. n.d. + . - + - +
n.d. n.d. n.d. + + - +
n.d. n.d. n.d. + '- . + · - '
n.d. n.d. n.d. + - +
n.d. n.d. n.d. +· +
n.d. - n.d. -n.d. + + -
157 II + + + + + +
157 l+ll + + + · +. + . +

nicht typisierbar
nicht durchgeführt (Verlaufskontrolle bei bekannter Infektion)
Shigatoxin
E coli attaching and effacing-Gen (Intimin/Adhäsin)
Enterohämolysin .

Abstand (Tage)
zur Vorprobe
bei Verlaufskontrollen

9
14

10

1
7
1
1
6
1
1
6
1
1
8
1
1
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ELiSA zeigte nur in 22 der Proben ein Ergebnis ober-
halb des CuiofT-Wcnes an (73,3%). Alle acht falsch
negativen ELISA-Ergebnisse wurden mit Stuhlproben
erzielt, die Vcrlaufskontrollen im Rahmen einer bereits
in einer früheren Probe diagnostizierten EHEC-Infek-
tion darstellten. Die jeweils erste Probe eines Patienten
wurde übereinstimmend durch beide Teslverfahren
richtig positiv detektiert.

Wesentlich niedriger war die Nachvveisratc der Shi-
gatoxine mit beiden Methoden bei Untersuchungen,
die aus nicht vorher kulturell angereichertem Material
vorgenommen wurden. Mit dem Zytotoxizitätstest
wurden im Nativmaierial nur zehn der dreißig Proben
(33,3%) richtig als positiv erkannt. Sie stammten von
zehn der 14 Patienten. Der ELLSA zeigte sogar nur
neun von dreißig Proben (30.0%) richtig positiv an,
die ebenfalls alle von verschiedenen Patienten stamm-
ten. Alle ELISA-positiven Proben waren auch im Zell-
kulturtest verotoxisch. Die Ergebnisse der Untersu-
chungen im einzelnen sind in Tabelle l zusammenge-
faßt."

Diskussion

Eine potentiell lebensbedrohliche Erkrankung, wie sie
mit Infektionen durch EHEC-Bakterien assoziiert sein
kann, verlangt nach einer möglichst schnellen und
doch suffizienten Diagnostik. Im Laboralltag sind dar-
über hinaus Verfahren von Vorteil, die den erforderli-
chen Zeit- und Kostenaufwand in einem vertretbaren
Rahmen halten. Der Nachweis von Shigatoxinen im
Stuhl wird deshalb heute in vielen Laboratorien in er-
ster Linie mit ELISA-Tests vorgenommen. Zeit und
Aufwand hierfür könnten besonders gering gehalten
werden, wenn der Nachweis schon aus nativen Stuhl-
suspensionen ohne kulturelle Vorbebrütung erfolgreich
durchführbar wäre. Leider weisen unsere Ergebnisse
in eine andere Richtung.

In einer früheren Untersuchung [8] hatten wir be-
reits im Rahmen einer prospektiven Studie mit 431
Kinderstühlen den Verdacht begründet, daß Toxin-
ELISAs aus nativem Stuhl-Material dem Zytotoxi-
zitätstest aus vorbebrüteten Stuhlkulturen unterlegen
sind. Der Premier® EHEC ELI S A (HISS Diagnostics,
Freiburg) zeigte nur in 30% der Stuhlproben das Vor-
liegen von Shigatoxinen an, bei denen der Zytotoxi-
zitätstest den typischen zytopathischen Effekt aufwies
und aus denen EHEC-Bakterien nachgewiesen werden
konnten. Auch die Vorläuferversion des in der vorlie-
genden Untersuchung verwendeten Shigatoxin-ELISA
(Alexon / Virotech) hatte nur 40% der EHEC-positiven
Stuhlproben erfaßt "(Differenz zwischen beiden einge-
setzten ELISA-Tests nicht signifikant).

In der hier vorliegenden Studie gingen wir deshalb
systematisch der Frage nach, welchen Einfluß eine
kulturelle Voranreicherung von Stuhlproben auf den
Shigatoxin-Nachweis mit ELISA und Zytotoxizitäts-
test hat. Die Ergebnisse unserer Untersuchungen
brachten eine weitere Bestätigung unseres Verdachtes.

Das von uns routinemäßig durchgeführte Verfahren,
nämlich der Zytotoxizitätstest aus über Nacht vorkulti-
vierten TSB-Bouillons, delektierte aus frischem wie
eingefrorenen Stuhlmaterial alle dreißig EHEC-halti-
gcn Proben richtig. Ein negativer Einfluß der zwi-
schenzeitlichen Aufbewahrung von Stuhlproben bei
-18 °C auf die Toxin-Nachweisrate war im Zellkultur-
test nicht erkennbar. Demgegenüber fiel der ELISA
aus demselben, angereicherten Material nur 22 mal po-
sitiv aus, wobei sich die falsch negativen Ergebnisse
auf Verlaufskontrollen zuvor erkannter EHEC-Infek-
tionen beschränkten.

Daß keine von beiden Methoden eine ausreichende
Empfindlichkeit für die ausschließliche Untersuchung
von Nativmaterial aufweist, belegen die entsprechen-
den Daten: 33,3% Sensitivität für den Zellkulturtest
und 30,0% für den Shigatoxin-ELISA verbieten einen
alleinigen Einsatz ohne zusätzliche Voranreicherung.
Negative Ergebnisse sollten immer durch entsprechen-
de Untersuchungen aus vorangereichertem Material
überprüft werden. In völliger Übereinstimmung mit
diesen Befunden steht die jüngst veröffentlichte Emp-
fehlung der deutschen Fachgesellschaften zur EHEC-
Diagnostik [11]. Der Arbeitskreis VTEC/EHEC des
Bundesinstituts für gesundheitlichen Verbraucher-
schutz und Veterinärmedizin (BgVV), des Robert
Koch Instituts (RKJ) und der Fachgruppe „Gastroin-
testinale Infektionen" der Deutschen Gesellschaft für
Hygiene und Mikrobiologie (DGHM) gibt sowohl für
den Toxin-ELISA, als auch für die PCR die Verwen-
dung vorangereicherten Materials definitiv vor. Ledig-
lich für den Zytotoxizitätstest wird auch die Verwen-
dung von nativen Stuhlsuspensionen freigestellt. Den
diagnostischen Nutzen der Voranreicherung hoben
auch Frias et al. [12] hervor. Sie verzeichneten in
einer klinischen Evaluation des Premier® EHEC
ELISA (HISS Diagnostics, Freiburg), daß artefiziell
mit EHEC versetzte Stuhlproben 1000-fach höhere
Bakterienkonzentrationen aufweisen mußten, damit
die Toxine mit dem Enzymimrnuntest aus nativem statt
aus angereichertem Stuhlmaterial nachgewiesen wer-
den konnten.

Nicht überraschend war die etwas höhere Sensiti-
vität des Zytotoxizitätstests gegenüber dem ELISA [l,
13]. Sie zeigte sich bei nativen und kulturell angerei-
cherten Stuhlproben, wie auch bei der Untersuchung
von EHEC-Isolaten in TSB-Reinkulturen (nicht darge-
stellt). Zwar führte sie in den vorliegenden Untersu-
chungen nicht zum Erkennen zusätzlicher EHEC-Pati-
'enten, da aus den Anreicherungsbouillons die jeweils
erste Probe eines Patienten auch mit dem ELISA rich-
tig detektiert wurde. Es sei aber in Erinnerung gerufen,
daß gerade Patienten mit schweren extraintestinalen
Komplikationen oft nur (noch) sehr geringe EHEC-
Keimzahlen im Stuhl aufweisen [14, 15], so daß gera-
de hier die höchstmögliche Sensitivität des Nachweis-
verfahrens erforderlich erscheint. Empfehlenswert
wäre daher, das empfindlichere Verfahren aus voran-
gereichertem Material durchzuführen. Kann statt des
Zytotoxizitätstests nur der ELISA eingesetzt werden,
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ist die vorherige kulturelle Anreicherung der Stuhlpro-
ben umso wichtiger, Die Rezeptur der zu verwenden-
den Anreicherungsbouillons, eventuelle Zugabe diver-
ser Antibiotika zur Unterdrückung der Begleitflora,
sowie besondere Zusätze oder spezielle Kulturbedin-
gungen zur Induktion der Toxinbildung der in einer
Probe enthaltenen EHEC sind dabei zur Zeit Gegen-
stand intensiver Forschungen [16, 17]. Hierbei ist aber'
auch größtes Augenmerk darauf zu richten, daß Selek-
tivzusätze nicht auch das Wachstum der Zielkeime un-
terdrücken [18] oder die Freisetzung der Toxine aus
den Bakterienzellen behindern [19]. Bislang hat sich
in unseren Händen die Verwendung der nicht modifi-
zierten Tryptone Soya Bouillon bewährt.
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