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Übersicht über Verfahren zum Nachweis von Escherichia
coli 0157 und anderer verotoxinbildender E. coli (VTEC)*

A Review of Isolation and Detection Procedures for Escherichia coli 0157
and Other Verotoxin-producing E. coli (VTEC)
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Roger Stephan
Institut für Lebensmittelsicherheit und -hygiene der Universität Zürich, Zürich

Einleitung

Seit der ersten Beschreibung einer lebensmittelbedingten Infektion mit entero-
hämorrhagischen E. coli (EHEC) des Serovars 0157:H7 (1) haben auch der Serovar
Ol57:H" und andere O-Serogruppen wie z. B. Olli, 026, 0103, 022 und 0118
bei VTEC-bedingten Erkrankungen des Menschen an Bedeutung gewonnen. Und
laufend wird die Liste der bisher bereits über 160 beschriebenen VTEC-Serovare
länger. Aufgrund der niedrigen minimalen Infektionsdosis sind Methoden mit einer
hohen Nachweisempfindlichkeit gefordert. Der Erregernachweis aus Lebensmitteln

wird zusätzlich durch den meist geringen Anteil verotoxinbildender E. coli
(VTEC) an der gesamten E. coli-Flora erschwert, so dass Screening-Verfahren
benötigt werden, die auch geringe VTEC-Zahlen aus der gesamten E. coli-Zahl
erkennen lassen.

Unterschiede im biochemischen Verhalten der VTEC im Vergleich zur übrigen
E. coli-Flora sind kaum vorhanden. E. coli 0157:H7 wurde zwar im Gegensatz zu
etwa 93% der übrigen E. coli als sorbitolnegativ beschrieben (2), doch sind
mittlerweile bereits Stämme bekannt, die innerhalb von 24 Stunden ebenfalls Sorbit
umsetzen (3, 4). Daneben fehlt, im Gegensatz zu anderen Serovaren, den meisten
der 0157:H7 Stämme das Enzym ß-D-Glucuronidase (5). Von den E. coli 0157:H~
sind jedoch nur gerade die Hälfte aller Stämme sorbitol- und ß-D-glucuronidase-
negativ.

* Vortrag gehalten am Symposium «Enterohämorrhagische. E. coli in Lebensmitteln» der
Schweizerischen Gesellschaft für Mikrobiologie, Universität Zürich-Irchel, 16. Oktober
1997
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Screening-Verfahren, die nur auf diesen biochemischen Eigenschaften beruhen,
erfassen somit einen Teil der 0157 E. coli und auch VTEC-Stämme aller anderen
Serogruppen nicht. Heute stehen aber eine ganze Reihe anderer Verfahren zur
Auswahl, die auf immunologischen und molekularbiologischen Prinzipien beruhen.

Im folgenden soll eine Übersicht über Methoden und kommerziell erhältliche
Testsysteme für den Nachweis von E. coli 0157:H7 und der Gruppe anderer
verotoxinbildender E. coli gegeben werden.

Nachweis und Identifizierung von E. coli 0157:H7

Anreicherung

Wachstumsversuche von Dolye and Schoeni (6) in Trypton-Soja-Bouillon (TSB)
haben gezeigt, dass sich E. coli 0157:H7 zwischen 30 °C und 42 °C mit
Generationszeiten um eine halbe Stunde schnell vermehrt. Zwischen 44 °C und 45 °C war
dagegen nur noch eine schlechte, über 45,5 °C bzw. unter 10 °C keine Vermehrung
mehr festzustellen (7).

Neben der Bebrütungstemperatur spielt jedoch das Anreicherungsmedium eine
sehr wesentliche Rolle. In der Literatur sind mehrere flüssige Anreicherungsmedien

beschrieben (Tabelle 1). Aktuelle Untersuchungen von Müller und Bülte (15)
zeigen aber wesentliche Unterschiede im Wachstumsverhalten von EHEC/VTEC-

Tahelle 1. Anreicherungsmedien für den Nachweis von Escherichia coli Ol 57 (Literatur¬
übersicht)

Anreicherungsbouillon Antibiotikum-Supplement Literatur

mTSB - (8)
mTSB+n Novobiocin (8)
mTSB+a Acriflavin (9)

dm TSB+ca Acriflavin (10)
EEB Vancomycin (11)

Cefixim
Cefsulodin

LST+n Novobiocin (12)
mEC+n Novobiocin (5)
BRILA - (13)

BPWE+vcc Vancomycin (14)
Cefixim

Cefsulodin

TSB Trypton-Soja-Bouillon; EEB E. coli enrichment broth; LST Laurylsulfat-Trypto-
se-Bouillon; EC Escherichia co/i-Bouillon; BRILA Brillantgrün-Galle-Lactose-Bouillon;
BPWE Peptonwasser; m modifiziert
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Stämmen in verschiedenen Anreicherungsmedien mit und ohne Antibiotikazusätzen.
Andere Versuche haben gezeigt, dass zur Wiederbelebung von geschädigten

0157 eine wenig selektive Bouillon wie Trypton-Soja-Bouillon mit Novobiocin-
Zusatz (TSB+n) verwendet werden sollte, da z. B. gepuffertes Peptonwasser mit
Antibiotikazusatz zu stark hemmend wirken kann.

Eine Anreicherung von 6 Stunden in modifizierter Trypton-Soja-Bouillon
(mTSB) bei 42 °C wird durch Bolton et al. (16) als am geeignetsten angesehen.
Heuvelink et al. (17) empfehlen dagegen eine Anreicherung in modifizierter E.

coli-Bouillon mit Novobiocin (mEC+n) bei 37 °C für 18-20 Stunden. Müller und
Bülte (15) empfehlen aufgrund ihrer umfangreichen Vergleichsuntersuchungen für
Fleisch und Fleischerzeugnisse eine Anreicherung in Brillantgrün-Galle-Lactose-
Bouillon. Wie zur Wahl des Anreicherungsmediums gehen auch die Literaturangaben

zum Schütteln der Anreicherung während der Bebrütung auseinander. Viele
Literaturangaben sehen jedoch ein Schütteln auch bei Verwendung verschiedenster
Anreicherungsmedien bei 100 rpm vor (8, 11, 13, 18, 19).

Um die Nachweisempfindlichkeit weiter zu verbessern, sind in der Literatur
zudem verschiedenste Separations- bzw. Konzentrationstechniken beschrieben
(20-22). Die heute wohl bedeutendste und auch kommerziell (DYNAL) erhältliche
stellt die immunmagnetische Separation (IMS) dar. Stämme der Serogruppe 0157
werden an magnetische Kügelchen gebunden, die anschliessend mittels eines
magnetischen Feldes separiert werden. Trotz möglicher Kreuzreaktionen mit anderen
bakteriellen Antigenen kann so die Nachweisgrenze für E. coli 0157 um das

Hundertfache gesenkt (23) und noch 1 KBE/25 g nachgewiesen werden (24).

0157-Screening auffesten Selektivmedien

Aufgrund der biochemischen Besonderheiten der meisten 0157:H7 Stämme
lassen sich diese nach einer Anreicherung auf sorbithaltigen Agarplatten, die mit
MUG (4-Methylumbelliferyl-ß-D-glucuronid) ein fluorogenes Substrat der ß-D-
Glucuronidase enthalten, isolieren. Mittlerweile sind im Handel auch verschiedenste

kommerziell hergestellte Medien erhältlich (Tabelle 2): Der Sorbit-MacConkey
(SMAC)-Agar (Difco, Oxoid) und der Cefixim-Tellurit-SMAC (Oxoid) ermöglichen

nur die Beurteilung der Sorbitfermentation; dagegen erlauben Hemorrhagic
Colitis-Agar (SIFIN), SMAC mit MUG (Biotest), Galle-Chrysoidin-Sorbit-Agar
mit MUG (Biotest), Fluorocult-£. coli-Agar (Merck) sowohl die Beurteilung der
Sorbitfermentation wie auch den Nachweis der ß-D-Glucuronidase. Der Rainbow
Agar 0157 (Biolog) ermöglicht die Beurteilung der ß-Galactosidase und der ß-D-
Glucuronidase. Vergleichsuntersuchungen von McCleery and Rowe (25) zeigen
aber vor allem beim Nachweis von subletal geschädigten E. coli 0157 Unterschiede
zwischen einzelnen Selektivmedien. So hemmt z. B. auch Tellurit das Wachstum
von unbeweglichen 0157-Stämmen (26).

Eine weitere Screening-Möglichkeit bietet der Enterohämolysin-Agar (Oxoid,
Biotest, Unipath). Der Nachweis der Bildung des Hämolysins auf speziellen
Blutplatten ermöglicht, einen Teil der 0157 E. coli, aber auch verotoxinbildende E. coli
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Tabelle 2. 0157-Screening auf festen Selektivmedien

Medium I Iersccller (als Beispiel) Beurteilungskriterium

Sorbit-MacConkey (SMAC)-Agar Difco, Oxoid, Sifin Sorbit-Fermentation
Cefixim-Tellurit-SMAC-Agar Oxoid, Sifin, Dynal

Hemorrhagic Colitis (HC)-Agar Sifin Sorbit-Fermentation
SMAC-Agar mit MUG Biotest Nachweis der

Galle-Chrysoidin-Sorbit-Agar Biotest ß-D-Glucuronidase
Fluorocult-E. coli-Agar Merck

Rainbow Agar Ol 57 Biolog Nachweis der
ß-Galactosidase
ß-D-Glucuronidase

Chromagar 0157 Dynal Abbau chromogener
Substanzen

BCM-157:H7-Agar Biosynth keine Angaben

Enterohämolysin-Agar Oxoid, Biotest, Unipath Enterohämolysinbildung

anderer Serogruppen zu erfassen. Dabei treten nach einer Bebrütung über Nacht
schmale, trübe Hämolysehöfe auf, die gut von den grossen, klaren schon nach 4

Stunden auftretenden Höfen der a-hämolysierenden E. coli zu unterscheiden sind.
Dieser Nährboden weist jedoch in einer Mischflora, wie sie z. B. in einem Lebensmittel

vorkommen kann, eine sehr geringe Selektivität auf. Daher wurde neuerdings
eine Modifikation durch Supplementierung mit Vancomycin eingeführt (Oxoid).

Immunologische Isolierung

Allen Vorgehensweisen gemeinsam ist, dass, ausgehend von einer Anreicherung,
der immunologische Nachweis mittels spezifischer Antikörper gegen den Serotyp
0157 entweder auf einem Filter oder in Bouillonkulturen erfolgt. Dolye and
Schoeni (8) beschrieben mit der Hydrophobic-Grid-Membrane-Technik ein Im-
munoblotverfahren auf Nitrocellulosemembranen. Unter Verwendung polyklona-
ler Antikörper konnten sie noch bis zu 1,5 E. coli 0157:H7 pro g Hackfleisch
erfassen. Dieses Vorgehen stellt aber ein sehr aufwendiges Verfahren dar. Mittlerweile

sind etliche kommerziell vertriebene immunologische Systeme erhältlich
(Abb. 1). Es sind dies mit dem EHEC-Tek (Organon), VIDAS E. coli 0157
(BioMérieux), E. coli 0157 (Tecra), EZ Coli Rapid Detection System (Difco), Micro
Screen E. coli 0157:H7 (Neogen Corporation) und Singlepath E. coli 0157:H7
(Merck) vor allem EIA-Systeme. Die Nachweisgrenze bei den meisten dieser Kits
liegt bei 1 KBE/g Lebensmittel.
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Enzym-Immuno-Assay (EIA) andere Immuno-Assays

Immunpräzipitation
Immunchromatographisch

Immunoblot-Verfahren ELISA

Hydrophoblc-Grid-Membrane-
Technik

(Doyle and Schöni 1987)

Dotblot Verfahren

EHEC-Tek
(Organon Teknika)

TECRA E. coli 0157
(Tecra)

Micro Screen 0157:H7
(Neogen)

EZ Coli Rapid Detection System

VIP Test EHEC
(Biotest)

Path-Strike One Step Rapid
(Celsis-Lumac)Petrifilm Test Kit-HEC

(3M)
E. coli 0157 Rapitest system

(Kalyx)

(Difco)
Singlepath E. coli 0157:H7

(Merck)
VIDAS E. coli 0157

(BioMérieux)

Abb. 1. Immunologische Isolierung von E. coli 0157

Molekularbiologischer Nachweis

Feng (27) zeigte, dass sich E. coli 0157:H7 über eine einzige Modifikation im
5'-Ende seines viel A Strukturgenes spezifisch nachweisen lässt. Auch unter Einbezug

einer Vielzahl anderer Serotypen, aber auch anderer Enterobacteriaceae, erwies
sich dieser Nachweis als sehr spezifisch. Mit dem von ihm beschriebenen Oligo-
nucleotid PF-27 gelang ihm auch die Identifizierung biochemischer Varianten des

0157-Serotypes, die unbeweglich, MUG-negativ und sorbitolpositiv waren (28).
Deng (29) und Meng (30) entwickelten einen Multiplex-PCR-Ansatz, mit dem
gleichzeitig über drei unterschiedliche DNA-Gensequenzen (eae A, stx I, stx II) E.

coli 0157:H7 Kolonien spezifisch identifiziert werden können.

Serologische Bestätigung und weitere Charakterisierung von E. coli
0157-verdächtigen Isolaten

Um falschpositive Ergebnisse auszuschliessen, müssen 0157-verdächtige
Kolonien aber biochemisch als Escherichia coli bestätigt und anschliessend serologisch
mit Antiseren gegen O- und H-Antigene typisiert werden. Für die Bestimmung
des 0157-Antigens sind mehrere kommerzielle Antiseren erhältlich (Oxoid, Difco,
Sifin, Pro-Lab Diagnostics). Bei der Verwendung von polyklonalen Antikörpern
sind aber Kreuzreaktionen mit E. hermannii, Brucella abortus, Brucella melitensis,
Yersinia enterocolitica 0:9, Salmonella spp. oder Pseudomonas spp. beschrieben.
Borczyk et al. (31) konnten z. B. von 1300 in der Latex-Agglutination verdächtigen
E. coli 0157 nur gerade 125 serologisch bestätigen. Weiter müssen alle bestätigten
E. coli 0157 auf ihre Toxinbildungs- und Haftungsfähigkeit hin überprüft werden.
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Nachweis und Identifizierung anderer verotoxinproduzierender
E. coli (VTEC)

Der Nachweis nicht-0157 verotoxinproduzierender E. coli erfolgt entweder
über den Nachweis der Verotoxingene oder der Toxine selbst. Dabei ist zwischen
dem Verotoxin (VT)1 und der VT2-Familie zu unterscheiden.

Die Grobstruktur aller VT ist gleich. Sie bestehen aus einer A-Untereinheit, dem
eigentlichen Toxin und mehreren B-Untereinheiten, die für die Bindung des Toxins
an Rezeptoren verantwortlich sind. Die Toxine der VT2-Familie unterscheiden sich
aber in ihrer Aminosäurenzusammensetzung, im Gegensatz zum VTl, wesentlich
vom Shiga-Toxin (Shigella dysenteriae Typ I) und weisen auch untereinander
erhebliche Differenzen auf.

Anreicherung

Auch für die Anreicherung von non-0157 VTEC werden grundsätzlich die
bereits im Zusammenhang mit dem 0157-Nachweis beschriebenen Flüssigmedien
verwendet. Müller und Bülte (15) weisen aber darauf hin, dass zwischen verschiedenen

Anreicherungsmedien erhebliche Unterschiede auch in bezug auf das
Wachstumsverhalten von non-0157 VTEC bestehen und empfehlen für deren
Nachweis aus Lebensmitteln eine 24stündige Schüttelanreicherung bei 37 °C in
Brillantgrün-Galle-Lactose-Bouillon.

Immunologischer Toxinnachweis

Neben dem aufwendigen, aber sehr empfindlichen (l-10pg VT/ml) Verozelltest
(32) mit anschliessendem Neutralisationstest zur VTl- und VT2-Bestätigung sind
mittlerweile verschiedene ELISA-Systeme zum VT-Nachweis beschrieben worden
(33-35). Heute stehen eine Vielzahl kommerzieller Kits als Enzyme-Immuno-As-
says (Premier EHEC Meridian, Hiss; VeroTest Micro Carb, Microtest; TECRA,
Meridian Diagnostics; Optimum Verotoxin Antigen Test, Merlin) oder als Latex-
Agglutination (VTEC-RPLA, Oxoid) zum Nachweis von Shiga-Toxinen zur
Verfügung (Abb. 2). Die unterschiedlichen Toxine werden dabei zusammen (Hiss,
Microtest) oder getrennt (Oxoid) nachgewiesen. In diesen käuflichen EIA's werden
Antikörper gegen die Shiga-Toxine oder der Gangliosid Rezeptor Gb3 zur Bindung
der Toxine aus der Anreicherungsbouillon verwendet. Eine Verbesserung der
Sensitivität dieser EIA's kann durch die Verwendung des zytotoxischen Mi-
tomycin-C-Zusatzes zur Anreicherungsbouillon erreicht werden.

Aufgrund von veränderten Affinitäten zu den Antikörpern wie auch zu den
Gb3-Rezeptoren lassen sich VT2-Varianten aber mittels käuflicher EIA Kits nur
ungenügend nachweisen. Auch sind, bedingt durch Antikörper-Kreuzreaktionen,
falschpositive Ergebnisse mit Pseudomonaden bekannt.

Daneben kann Verotoxin nach dessen Bindung an eine Nitrocellulosemembran
mittels Immunoblottechnik nachgewiesen werden. Der durch die Verwendung
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Enzym-Immuno-Assay (EIA)

.T-T-T-

Immunoblot-Verfahren

andere Immuno-Assays

yLatex-Agglutination

Kolonie-Diffusionsblot
(Timm et al. 1996)

Premier EHEC Meridian
(Hiss)

Vero Test Micro Carb
(Microtest)

Optimum Verotoxin Antigen Test
(Merlin)

VTEC-RPLA
(Oxoid)

Abb. 2. Immunologischer Nachweis von Verotoxin

einer zusätzlichen zweiten Membran modifizierte Kolonie-Diffusionsblot ermöglicht

es, die auf Verotoxinproduktion überprüften Kolonien direkt für weitere
Charakterisierungsuntersuchungen zu verwenden (36).

Um eine Bewertung des Laborergebnisses vornehmen zu können, muss aber in
jedem Fall der Erreger isoliert, typisiert und auf weitere Virulenzmerkmale hin
überprüft werden.

Molekularbiologischer Nachweis von VT-Genen

Der Nachweis der Verotoxingene kann einerseits mittels Gensonden durch
Hybridisierung oder mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) erfolgen. Es sind
dazu in der Literatur eine Vielzahl von Primer-Paaren und PCR-Protokollen
beschrieben, die den Nachweis von VTl, VT2 und VT2-Varianten ermöglichen
(37-41). In der Regel ist aber auch für diesen Nachweis bei Lebensmitteln eine
Anreicherung notwendig. Bergum und]ackson (42) beschreiben zwar den direkten
VTEC-Nachweis mittels PCR aus Hackfleisch, zeigen aber auch die vielfältigen
lebensmittelbedingten Störfaktoren, die die direkte Durchführung der PCR ohne
Voranreicherung in Frage stellen. Einen quantitativen, automatisierten, auf einer
modifizierten PCR-Reaktion basierenden Nachweis von VTEC aus der
Anreicherungsbouillon bietet das Taq Man SLT PCR Amplification/Detection System
(Perkin Elmer). Nach einem positiven PCR-Ergebnis muss aber die entsprechende
Kolonie z. B. mittels der Hybridisierungstechnik aus der Mischflora isoliert und
näher charakterisiert werden.

Biochemische und serologische Typisierung sowie weitere Charakterisierung
von verotoxinbildenden Kolonien

Die biochemische Identifizierung einer isolierten, verotoxinbildenden Kolonie
ist unerlässlich, da auch andere Enterobacteriaceae als Träger von VT-Genen

Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 88 (1997)
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beschrieben sind. Eine differenzierte serologische Typisierung ist jedoch nur in
einzelnen Referenzlaboratorien möglich. Zudem müssen alle verotoxinbildenden
E. coli zusätzlich auf weitere Virulenzfaktoren wie z. B. ihre Haftungsfähigkeit hin
überprüft werden.

Bestimmung weiterer Virulenzfaktoren und Methoden zur
epidemiologischen Charakterisierung von EHEC/VTEC-Stämmen

Mit der PCR und der Hybridisierungstechnik können neben den phagencodier-
ten VT-Genen auch andere Virulenzfaktoren wie Gensequenzen des Intimins
(eaeA), des Hämolysins (hlyA) und des hitzestabilen Toxins (astA) nachgewiesen
werden. Auch dazu finden sich in der Literatur Angaben zu Primer-Paaren und
PCR-Protokollen (43-45).

Weiterführende Methoden, die im Rahmen einer epidemiologischen Charakterisierung

von EHEC/VTEC-Stämmen Anwendung finden können, sind neben der
phänotypischen Phagentypisierung (46) vor allem genotypische Methoden, wie
Plasmidprofilanalysen (47), Ribotypisierung (48), die RAPD-Technik (49), die
Pulsfeld-Gelelektrophorese (50) sowie die Verwendung von Restriktionsfragment-
Längenpolymorphismen (RFLP) (51, 52).

Dank

Für die Durchsicht des Manuskriptes möchte ich mich bei Herrn Prof. Dr. M. Bülte
herzlich bedanken.

Zusammenfassung

Beim Nachweis verotoxinbildender Escherichia coli muss grundsätzlich zwischen Verfahren

für den spezifischen Nachweis von E. coli 0157:H7 und der Gruppe anderer verotoxinbildender

(non-0157) E. coli unterschieden werden.
Nach einer Anreicherung und anschliessender immunomagnetischer Separation stehen

heute neben verschiedensten Selektiv-/Elektivnährmedien eine Vielzahl kommerziell erhältlicher

immunologischer Kits für den spezifischen Nachweis der 0157 E. coli zur Verfügung.
Daneben wird in der Literatur auch die Möglichkeit der spezifischen molekularbiologischen
Identifizierung von 0157 beschrieben.

Die Erfassung nicht-0157 verotoxinproduzierender E. coli erfolgt entweder über den
Nachweis der Verotoxingene oder der Toxine selbst. Hier stehen neben der Polymerase-Ket-
tenreaktion vor allem immunologische Methoden zum Toxinnachweis zur Verfügung.

Aus dem Uberblick über die diagnostischen Verfahren wird deutlich, dass ein zuverlässiger

Erreger- und Toxinnachweis nur durch Kombination kultureller, molekularbiologischer
und immunologischer Methoden gelingt. Um eine Bewertung des Laborergebnisses

vornehmen zu können, muss aber in jedem Fall der Erreger isoliert, typisiert und auf die
verschiedenen Virulenzmerkmale hin überprüft werden.
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Résumé

En ce qui concerne les procédés employés pour la recherche A'Escherichia coli produisant
des vérotoxines, il faut différencier d'une part les méthodes spécifiques à la recherche des
souches de E. coli 0157:H7, et d'autre part celles utilisées pour la détermination des souches
d'autres sérotypes (non-0157).

Il existe aujourd'hui de nombreuses méthodes spécifiques de mise en évidence de E. coli
0157, comme p.ex.: la séparation immunomagnétique opérée sur cultures enrichies, différents
milieux de culture sélectifs et électifs ainsi que de nombreux kits immunologiques. En outre,
la possibilité d'une identification spécifique du sérotype 0157 par des méthodes de la biologie
moléculaire est décrite dans la littérature.

La recherche des souches de E. coli non-0157 produisant des vérotoxines peut se faire
soit par la mise en évidence des gènes controllant la vérotoxine en utilisant la PCR («polymerase

chain reaction»), soit par la recherche de la toxine elle-même par des méthodes surtout
immunologiques.

Il est clair que le diagnostic, tant de l'agent que de la toxine, ne sera sûr que s'il s'appuye
aussi bien sur des méthodes culturelles et immunologiques que sur celles de la biologie
moléculaire. L'évaluation des résultats du laboratoire doit en tout cas se baser sur la culture
et l'identification de l'agent ainsi que sur la démonstration de ses différents facteurs de
virulence.

Summary

For the assay of verotoxinogenic Escherichia coli a distinction has to be drawn between
procedures for the specific assay of E. coli 0157:H7 and those for the assay of other
verotoxinogenic (non-0157) E. coli.

Following enrichment and subsequent immunomagnetic separation there is a variety of
commercial immunological testkits available for the specific assay of 0157 E. coli alongside
diverse selective and elective nutrient media. However, in the literature there are also reports
about a possible specific identification of 0157 with molecular biological methods.

The detection of non-0157 E. coli is carried out either via the assay of verotoxin genes or
of the toxins themselves. While the further is carried out with the polymerase chain reaction
the toxin assay is mainly performed with the help of immunological methods.

This overview on the spectrum of diagnostic tools shows that a reliable assay of bacteria
and/or toxins can only be achieved by using a combination of cultural, molecular biological
and immunological methods. However, in order to be able to assess the laboratory results
the agent itself must always be isolated, isotyped and checked for the different factors of
virulence.
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