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QUELLE

SureFast® STEC 4plex-Multiplex real-time
PCR zum Nachweis von stx, eae und 0157

Enterohdmorrhagische Escherichia coli sind
gramnegative Bakterien, welche die Eigen-
schaft zur Synthese bestimmter Toxine besit-
zen. Sie werden unter dem Begriff Shiga-
Toxin-bzw. Vero-Toxin-produzierende E. coli
(STEC bzw. VTEC) zusammengefasst. Basie-
rend auf Ihrer Antigen-Struktur werden sie
verschiedenen Serogruppen (Einteilung nach
Oberflachen O-Antigenen) zugeordnet. Die
weltweit am haufigsten isolierte EHEC-
Serogruppe ist 0157. Die Erreger werden
oft durch kontaminierte Lebensmittel tber-
tragen.

Durch STEC verursachte Krankheiten zeigen
ein breites Spektrum an Symptomen vom
leichten Durchfall bis zum H&molytisch-
urdmischen Syndrom (HUS). Im Jahr 2015
wurden laut EU-Zoonosenbericht, der von
der Européaischen Behorde fiir Lebensmittel-
sicherheit (EFSA) und dem Europdischem
Zentrum zur Pravention und Kontrolle von
Krankheitsausbriichen (ECDC) herausgege-
ben wird, 6025 humane STEC Infektionen
berichtet. Mit 41,7 % aller bestatigten Falle
ist 0157 die am haufigsten vorkommende
Serogruppe. Dies spiegelt sich auch in den
Befunden der Lebensmittelanalyse wider.
Hier wurden 602 Proben positiv detektiert,
von denen 45% als 0157 identifiziert wur-
den. Deshalb liegt der Fokus sowohl vieler
staatlicher Uberwachungsprogramme als
auch der Industrie Eigen-Kontrollen auf der
Untersuchung dieses Serotyps. Um diesen
Bediirfnissen gerecht zu werden, wurde ein
real-time PCR System zum simultanen Nach-
weis der wichtigsten STEC assoziierten Viru-
lenzfaktoren stx1, stx2 und eae sowie der
Serogruppe 0157 entwickelt. In einer In-
house-Validierung wurde die Multiplex PCR
auf Spezifitdt, Robustheit, Prazision, Nach-
weisgrenze und Stabilitit getestet. Dariiber
hinaus erfolgte eine technische Geréatevali-
dierung auf acht verschiedenen real-time
PCR Cyclern. Im Rahmen einer Sensitivitats-
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Abb. 1: Real-time PCR mit SureFast® STEC 4plex (Agilent Mx3005P)

a) zeigt eine Standardreihe (10" - 10° DNA Kopien/pl) und Positivkontrolle zum Nachweis von stx7/stx2 im FAM-Kanal

b) zeigt die interne Amplifikationskontrolle (IAC) im VIC-Kanal

c) zeigt eine Standardreihe (10" - 10° DNA Kopien/ul) und Positivkontrolle zum Nachweis 0157 im Rox-Kanal
d) zeigt eine Standardreihe (10" - 10° DNA Kopien/ul) und Positivkontrolle zum Nachweis eae im Cy5-Kanal

studie wurden 15 Lebensmittelmatrizes aus
5 Kategorien (Gefllgelfleisch, Fleischproduk-
te, Milchprodukte, Gemiise und Eiprodukte)
mit E. coli in unterschiedlichen Konzentratio-
nen kontaminiert. Nach Anreicherung nach
DIN CEN ISO/TS 13136 mit modifizierter
Trypton-Soja Bouillon mTSB wurde die DNA
mit SureFast® PREP Bacteria und SureFast®
Speed PREP extrahiert. SureFast® PREP Bac-
teria realisiert die DNA-Extraktion mit Hilfe
eines Spinfilter basierten Systems wohin-
gegen im SureFast® Speed PREP Kit eine
Schnellextraktion mit Hilfe eines speziellen
Lysepuffers erfolgt. Beide Extraktionsverfah-
ren ermdglichen einen zuverldssigen STEC-
Nachweis in der Multiplex PCR (SureFast®
STEC 4plex) bei hoch und niedrig inokulier-
ten Matrizes. Die Abbildung 1 zeigt beispiel-
haft real-time PCR Daten auf dem Agilent
Mx3005P.

Zusammenfassend lasst sich feststellen,
dass der Test die schnelle und sensitive
Detektion der wichtigsten STEC assoziierten
Virulenzfaktoren und des wichtigsten Sero-
typs 0157 erlaubt und damit als geeignetes
Werkzeug fiir ein sichere und effektive
Routineuberwachung eingesetzt werden
kann.
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