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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Shiga Toxin-produzierende Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) wurde erstmals 1885 durch den deutschen Kinderarzt
Theodor Escherich als stédbchenformiges und fakultativ anaerobes Bakterium
beschrieben, das als kommensales Bakterium zu der natirlichen Mikroflora des
menschlichen und tierischen Darmtrakts gehort [Yoon und Hovde, 2008]. Das
Bakterium ist mittlerweile ein intensiv untersuchter Modellorganismus und findet
standige Anwendung in der molekularen Biologie, da das Genom 1997 komplett
entschliusselt wurde [Blattner et al., 1997]. Durch Aufnahme von Plasmiden,
Transposons, Bakteriophagen und/oder Pathogenitatsinseln haben sich aus
harmlosen Stammen pathogene E. coli-Stamme entwickelt. Diese werden anhand
ihrer  Serogruppe, Pathogenitatsmechanismen, Kklinischer Symptome oder
Virulenzfaktoren unterschieden [Lim et al., 2010]. Die fur den Menschen pathogenen
Stamme, die intestinale Erkrankungen verursachen konnen, werden in folgende
Pathotypen eingeteilt: enterotoxische E. coli (ETEC), enteropathogene E. coli
(EPEC), enterohamorrhagische E. coli (EHEC), enteroaggregative E. coli (EAEC),
enteroinvasive E. coli (EIEC) und diffus adharente E. coli (DAEC) [Yoon und Hovde,
2008]. EHEC wurden erstmals 1982 in den USA als pathogene E. coli infolge zweier
Ausbriche von Lebensmittelinfektionen nach dem Verzehr von ungentigend
gegartem Fleisch beschrieben. Riley et al. [1983] fuhrten diese Ausbriiche, bei denen
krampfartige Abdominalschmerzen und wassrige bis Dblutige Diarrhoe bei den
Betroffenen auftraten, auf den Verzehr von Hamburgerfleisch zurtick. Der fur diese
Ausbriche verantwortliche Serotyp 0157:H7 konnte sowohl aus dem Hackfleisch als
auch aus den Stuhlproben der Patienten isoliert werden. Seitdem wird dieser Serotyp
am haufigsten aus Stuhlproben erkrankter Patienten isoliert, gilt als einer der
wichtigsten Erreger von EHEC-Infektionen und ist infolgedessen einer der
wichtigsten bakteriellen Lebensmittel-assoziierten Pathogene [Banatvala et al., 2001,
Lim et al., 2010]. EHEC bilden eine Untergruppe der Shiga Toxin-produzierenden E.
coli (STEC), die bei leichten Krankheitsverlaufen wassrige bis blutige Diarrhoe
verursachen kénnen, jedoch bei schweren Krankheitsverlaufen zur hamorrhagischen

Colitis (HC) oder zum lebensbedrohlichen hamolytisch-uramischen Syndrom (HUS)
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Einleitung

fuhren konnen [Karch et al., 2005]. Eine Einteilung der STEC erfolgt aufgrund
serotypischer Merkmale. So werden sie anhand ihrer spezifischen Kombination von
Lipopolysaccharid (O)- und Flagellen (H)-Oberflachenantigenen verschiedenen
Serotypen zugeordnet. Weiterhin gibt das O-Antigen zusatzlich die Serogruppe an
[Stenutz et al., 2006]. Insgesamt sind Uber 200 verschiedene O:H-Serotypen
bekannt, die mit der Produktion von Shiga Toxinen (Stx) assoziiert werden. Neben
der Serogruppe 0157 erlangen u.a. die Serogruppen 026, 0103, 0111, 0113 und
0145 als Verursacher von HC, HUS und anderer gastrointestinaler Erkrankungen

immer mehr an Bedeutung [Beutin et al., 2004; K&ppeli et al., 2011].

1.1.1 Phylogenie der Spezies E. coli

E. coli kbnnen, wie bereits erwédhnt, zum einen der naturlichen Darmflora von
Séaugetieren und Voégeln angehdren, zum anderen jedoch pathogen wirken und
Krankheiten bzw. den Tod verursachen. E. coli-Stdmme sind sowohl phéno- als auch
genotypisch stark divers und lassen sich aufgrund ihrer mikrobiologischen und
klinischen Merkmale in drei Hauptgruppen einteilen: kommensale E. coli, intestinal-
pathogene E. coli und extraintestinal-pathogene E. coli [Russo und Johnson, 2003].
Die Aufklarung der evolutionaren Entwicklung dieses Zwiespalts ist Gegenstand
verschiedener Untersuchungen, wobei der Zusammenhang zwischen dem
Austausch von genetischem Material und der Virulenz als Ursache im Vordergrund
steht [Wirth et al., 2006]. Virulenz wird u.a. mit der Gegenwart von
Pathogenitatsinseln assoziiert, die durch horizontalen Gentransfer im Laufe der
Evolution zwischen den Bakterienpopulationen verbreitet wurden [Hacker und Kaper,
2000]. E. coli war das erste Bakterium, das fur die Erforschung von Populationen
herangezogen wurde. Aus 2600 E. coli-Isolaten unterschiedlicher Herkunft konnte
mittels Multilokus-Enzymelektrophorese (MLEE) eine Auswahl von 72 Stammen
getroffen werden, die die E. coli-Referenzstammsammlung (ECOR) bilden [Ochman
und Selander, 1984]. Diese repréasentiert die genetische Diversitat der Spezies und
wurde in vier phylogenetische Hauptgruppen (A, B1l, B2 und D) eingeteilt.
Phylogenetische Baume, basierend auf den Sequenzen von ,housekeeping“-Genen,
deuten an, dass sich die Gruppe D friih von den restlichen Gruppen abgezweigt hat

und dass die Gruppen A und B1 nah verwandte Gruppen sind, die sich erst spat
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separiert haben [Wirth et al., 2006]. Weiterhin erzielten neuere Analysen von
kommensalen Stammen den Hinweis, dass diese in erster Linie den
phylogenetischen Gruppen A und B1, und zum Teil der Gruppe D angehoren.
Stamme, die Virulenzfaktoren enthielten, konnten der Gruppe B2 zugeordnet
werden. Diese Daten haben darauf hingedeutet, dass E. coli-Stamme der Gruppen
A, Bl und D Uberwiegend die Darmflora bilden und durch Aufnahme von
Virulenzfaktoren zu pathogenen Stammen wurden, die der Gruppe B2 zugeordnet
werden konnen [Duriez et al., 2001]. Die Multilokus-Sequenztypisierung (MLST) stellt
mittlerweile die am haufigsten genutzte Methode fir die Typisierung und Aufklarung
phylogenetischer Zusammenhénge von verschiedenen Bakterienspezies dar. Der
Sequenzvergleich von ,housekeeping“-Genen ermdglicht eine genaue Zuordnung
von Isolaten zu bestimmten Sequenztypen (ST) und somit die Aufklarung von
Verwandtschaftsverhaltnissen basierend auf den genetischen Ahnlichkeiten [Maiden,
2006]. So konnte mit Hilfe der MLST neben den vier phylogenetischen Hauptgruppen
zwei sogenannte Hybridgruppen (AxB1, ABD) gebildet werden, die sich aufgrund von
Polymorphismen von den Hauptgruppen unterscheiden [Wirth et al., 2006]. Weiterhin
konnte die Vermutung bestatigt werden, dass EHEC die Virulenzfaktoren zu
mehreren Zeitpunkten der Entwicklung erworben haben, da die analysierten Stamme
in verschiedenen, voneinander unabhangigen ST auftraten. Eine Aufklarung der
phylogenetischen Gruppe, die als Vorfahre fur die modernen E. coli-Stamme qilt,
konnte mit der MLST jedoch nicht erreicht werden [Wirth et al., 2006].

Mit Hilfe der MLST konnte ebenso die Vermutung, dass EHEC aus EPEC entstanden
sind, belegt werden. EHEC-Stamme zeigen eine nahe Verwandtschaft zu EPEC-
Stammen, da mehrfach beide Pathotypen einem ST zugeordnet werden konnten
[Wirth et al., 2006]. Die Unterscheidung der beiden Typen liegt in der Abwesenheit
der Stx in EPEC [Nataro und Kaper, 1998]. Durch die Aufnahme eines Stx-tragenden
Bakteriophagen kénnen EPEC- zu EHEC-Stammen konvertieren [Schmidt et al.,
1999]. Gleichzeitig kbnnen jedoch ebenso EHEC die Fahigkeit zur Bildung des Stx
verlieren [Karch et al.,, 1992]. So kann ohne Weiteres ein schneller und leichter

Wechsel zwischen den beiden Typen erfolgen.

Eine Untersuchung von 202 klinischen Isolaten innerhalb der Serogruppe O157 mit
der ,multilocus variable number tandem repeat analysis“ (MLVA) konnte zeigen, dass

spezifische MLVA-Profile mit schweren Krankheitsverlaufen assoziiert werden
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kénnen. Subpopulationen der Serogruppe 0157 kdnnen mit Hilfe der Methode
charakterisiert werden, ebenso kbénnen Stamme mit einer evolutionédren Bestandig-
keit bestimmt werden. Eine Einschatzung der Persistenz bestimmter Klone kann
somit vorgenommen werden [Jenke et al., 2010]. Da bis zum jetzigen Zeitpunkt nur
begrenzte Daten Uber den Zusammenhang von evolutiondren Verwandtschafts-
verhaltnissen, die Anwesenheit von Virulenzfaktoren und das vermeintliche Risiko,
eine Infektion zu verursachen, zur Verfigung stehen, wurde parallel zu einer MLST
durch eine molekulare Analyse von 136 pathogenen E. coli-Stammen eine
Abschatzung des Risikopotentials vorgenommen. Die Isolate stammten vom
Menschen, von Tieren und aus Lebensmitteln, um einen direkten Vergleich von
Isolaten unterschiedlicher Herkunft innerhalb einer Serogruppe anstellen zu kénnen.
Es konnte eine hohe genetische Variabilitat der Stamme bestéatigt werden, jedoch
konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Anwesenheit und der Anzahl
von bestimmten Virulenzfaktoren und dem Potential einer HUS-Erkrankung nicht
nachgewiesen werden. Es konnte zwar gezeigt werden, dass Effektorgen-positive
Stamme generell ein héheres Potential flr die Auslésung einer Krankheit besitzen,
jedoch konnten Effektorgen-negative Stdmme nicht als harmlos eingestuft werden,
obwohl diese wahrend einer friheren Studie h&ufig aus Lebensmitteln isoliert werden
konnten [Slanec et al., 2009; Creuzburg et al., 2011].

1.1.2 Reservoir und Infektion

Das Hauptreservoir der STEC bilden landwirtschaftliche Nutztiere, in erster Linie
Rinder aber auch Schafe, Schweine, Ziegen und Truthdhne sind von Bedeutung.
Man geht davon aus, dass STEC in adulten Rindern zur natirlichen Darmflora
gehoren, da Erkrankungen Uberwiegend bei jungen Kélbern beschrieben wurden
[Busch et al., 2007]. Aufgrund dessen ist die Ubertragung auf den Menschen durch
kontaminierte Lebensmittel bovinen Ursprungs wie Rindfleisch als Bestandteil von
Hamburgern oder Salami, Rohmilch und Rohmilchkdse als besonders hoch
einzustufen. Neben Tieren als Reservoir der STEC kann auch eine Ubertragung
durch frische Lebensmittel wie Wasser, Salat, Spinat und Sprossen stattfinden.
Allgemein ist die Kontamination durch Fékalien der Tiere in den Vordergrund zu

stellen. Rohe oder unzureichend gegarte Lebensmittel wie Rinderhackfleisch stellen
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einen der wichtigsten Ubertragungswege der Pathogene auf den Menschen dar.
Weitere Moglichkeiten der Ubertragung stellen der Kontakt mit kontaminierten Tieren
und die Weitergabe von Person zu Person tber Schmierinfektionen dar [Stephan et
al., 2008; Madic et al., 2009; Lim et al., 2010]. Die geringe Infektionsdosis von 10 bis
100 Keimen und die Sauretoleranz der STEC sind hier besonders hervorzuheben. In
E. coli O157:H7 wurden drei Saureresistenz-Systeme beschrieben, die mit einer
verringerten Infektionsdosis in Verbindung gebracht werden und somit die hohe
Infektiositat der Bakterien durch Uberleben des niedrigen pH-Wertes im mensch-
lichen Magen bedingen [Nataro und Kaper, 1998; Busch et al., 2007; Lim et al.,
2010].

1.1.3 Krankheitsverlauf

Die Verlaufe der Krankheit kbnnen von asymptomatisch bis hin zum Tod der
Patienten variieren. Der symptomatische Verlauf beginnt meist nach einer
Inkubationszeit von drei bis vier Tagen mit wassrigen Durchfallen und krampfartigen,
abdominalen Schmerzen, die bei manchen Patienten von Erbrechen und einem
kurzen Fieberschub begleitet werden. Bei schweren Verlaufen kann sich
anschlieBend eine hamorrhagische Colitis entwickeln, einhergehend mit blutigem
Stuhl und starken abdominalen Schmerzen. Die meisten Patienten tberstehen die
HC ohne Folgeerkrankungen, etwa 10% der Patienten entwickeln jedoch das
hamolytisch-urdmische Syndrom (HUS), das durch hamolytische Anamie,
Thrombozytopenie und akutes Nierenversagen gekennzeichnet ist. Bei den an HUS
erkrankten Patienten handelt es sich vor allem um kleine Kinder unter 10 Jahren oder
altere Menschen. Nach Einfuhrung der Dialyse als hilfreiche Behandlungsmethode
konnte die Mortalitatsrate verringert, jedoch Folgeerkrankungen nicht verhindert
werden. Unter den betroffenen Kindern verbleibt ein Anteil von 3-5%, die sterben,
und 12-30%, die Folgeerkrankungen wie Nierenversagen, Hypertonie oder
Veranderungen des zentralen Nervensystems ausbilden [Nataro und Kaper, 1998;
Bambauer et al., 2010]. Neben dem HUS kann die thrombotisch-
thrombozytopenische Purpura (TTP) als Folgeerkrankung auftreten, deren
pathologisches Erscheinungsbild nahezu identisch mit dem des HUS ist, jedoch in

erster Linie bei Erwachsenen vorkommt. Die Patienten sind haufig fiebrig und zeigen
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neurologische Symptome [Paton und Paton, 1998]. Laut dem ,Epidemiologischen
Bulletin® des Robert Koch-Instituts (RKI) [06/2011] wurden seit Einfihrung der
Meldepflicht in den Jahren 2001 bis 2010 im jahrlichen Mittel 992 EHEC-
Erkrankungen in Deutschland gemeldet. Der ermittelte Altersmedian lag bei 4 Jahren
und beide Geschlechter waren annéhernd gleich stark betroffen. Hierbei ist laut RKI
die registrierte Haufigkeit sehr von der Inanspruchnahme labordiagnostischer
Moglichkeiten abhangig. In den USA werden im Gegensatz zu Deutschland jahrlich
etwa 73.000 Infektionen registriert [Lim et al., 2010].

1.1.4 Therapie

Die Therapie ist schwierig, da Atiologie und Pathogenese des HUS bislang nicht
vollstandig aufgeklart sind. Die Gabe von Antibiotika wird sehr kontrovers diskutiert.
Wahrend einige Studien gezeigt haben, dass die Gabe von Antibiotika eine erhéhte
Freisetzung der Stx induzieren und somit die Mdglichkeit einer Erkrankung an HUS
erhohen, zeigen andere Studien, dass der Einsatz von Antibiotika einen Schutz vor
der Ausbildung eines HUS ergeben konnen [Panos et al., 2006]. Das Verabreichen
von Medikamenten, die die Darmmotilitit hemmen, wird ebenfalls als kontra-
induzierend angesehen, da die Ausscheidung der Pathogene verzdgert wird [Noris
und Remuzzi, 2005]. Fur die Behandlung der Patienten steht deshalb zurzeit noch
keine endgultige Therapie der Ursache zur Verfugung [Bambauer et al, 2010]. Neben
der Dialyse ist lediglich eine Behandlung der Symptome der Diarrhoe durch
Flissigkeitsgabe und Kontrolle des Elektrolythaushaltes mdglich [Tarr et al., 2005].
Bei 70% der Patienten erfolgt die Behandlung durch eine Transfusion mit
Erythrozyten, 50% bendtigen eine Dialyse und 25% zeigen neurologische Symptome
wie Schlaganfall, Epilepsie und Bewusstlosigkeit [Noris und Remuzzi, 2005]. Der
Einsatz einer Plasmainfusion oder einer Plasmapherese bei HUS-Patienten mit
neurologischen Symptomen oder mit atypischen Symptomen wird als forderlich
angesehen. Bislang gibt es keinen fundierten Nachweis, dass die Anwendung der
Methode adulten Patienten einen Vorteil verschafft [Scheiring et al., 2008]. Eine erste
Studie gibt jedoch einen Hinweis darauf, dass eine verbesserte Nierenfunktion bei
Kleinkindern erzielt werden kann [Kim et al.,, 2011]. Eine weitere Studie, die 45

Kinder mit einer HUS-Erkrankung Uber einen Zeitraum von 9-11 Jahren begleitet hat,
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konnte zeigen, dass der frihe Einsatz von Angiotensin-konvertierenden Enzym-
Inhibitoren zu einer positiven Auswirkung auf die Spatfolgen der Krankheit, vor allem

der Ausbildung von Nierenschaden, ergeben [Caletti et al., 2004].

Die beste Mdglichkeit einer HUS-Erkrankung vorzubeugen, besteht in der
Vermeidung des Kontakts mit STEC, z. B. durch die Vermeidung des Kontakts mit
erkrankten Personen [Tarr et al., 2005]. Weiterhin empfiehlt das RKI, dass Kinder,
Schwangere, altere und immunsupprimierte Menschen Produkte tierischen
Ursprungs nur im durchgegarten Zustand verzehren sollten. Auf die Einhaltung von
Hygienemal3nahmen sollte ebenfalls geachtet werden. Gerade bei Kindern ist darauf
zu achten, dass nach Kontakt mit Tieren die Hande gewaschen werden. Ebenso
sollte bei dem Transport, der Lagerung und der Verarbeitung von Lebensmitteln vor
allem tierischer Herkunft auf eine optimale Hygiene Wert gelegt werden. Weiterhin ist
es besonders wichtig, dass bei der labordiagnostischen Untersuchung einer Gastro-
enteritis im Kindesalter eine EHEC-Infektion bertcksichtigt wird [RKI, 2008]. Die
Entwicklung schneller Nachweismethoden steht hier im Vordergrund, um eine
korrekte Therapie ohne kontraproduktive Behandlungen der Patienten, wie z.B.
durch die Gabe von Antibiotika schnellstmdglich zu gewahrleisten [Paton und Paton,
1998].

Als wichtiger Ansatzpunkt flr neue Therapien bei einer Infektion mit EHEC wird die
Neutralisierung des Stx im Darm angesehen. Ein vielversprechendes Stx-bindendes
Agens ist ,Synsorb®Pk*, das nach oraler Verabreichung freies Stx im Darmlumen
binden kann, jedoch nicht das aus dem Darm bereits absorbierte Stx [Paton und
Paton, 1998]. Klinische Studien zu diesem Therapieansatz konnten jedoch keine
Reduktion der HC- oder HUS-Ausbriche nachweisen [Trachtmann et al., 2003].
LStarfish”, ein weiteres Stx-bindendes Agens, wird intravends verabreicht. Es konnte
in einem Mausmodell gezeigt werden, dass es einen Schutz gegen letale Dosen von
Stx1 vermitteln kann. Eine modifizierte Version, genannt ,Daisy”, konnte in
demselben Modell einen Schutz gegen letale Dosen von Stx1 und Stx2 erzielen
[Mulvey et al., 2003]. Eine weitere vielversprechende Mdglichkeit zur Behandlung
des HUS basiert auf dem Einsatz von monoklonalen Antikorpern gegen die A-
Untereinheit des Stx2. Es konnte in Mausen und Ferkeln gezeigt werden, dass die
Gabe des Antikorpers zu einem frihen Zeitpunkt einer Diarrhoe-Erkrankung letale

Komplikationen verhindert [Tzipori et al., 2004; Jeong et al., 2010]. Aufgrund der
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erlangten Erkenntnisse wird vermutet, dass der Einsatz von monoklonalen
Antikdrpern bei Patienten ebenfalls eine HUS-Erkrankung verhindern kann [Jeong et
al., 2010]. wWahrend des HUS-Ausbruchs in Deutschland im Jahr 2011 wurde neben
der Dialyse und der Plasmapherese fir die Therapie der Patienten das Praparat
Eculizumab eingesetzt. Der monoklonale anti-C5 Antikorper verhindert die Spaltung
des Komplementproteins C5 und unterbindet somit die Zerstdérung der roten
Blutkdrperchen [Ohanian et al., 2011; Kemper, 2012].

Ein weiterer mdglicher Ansatzpunkt fir eine Therapie besteht in der Reduktion des
Rezeptors Globotriaosylceramid (Gb3), an den das Stx2 an der Zelloberflache bindet.
Erste Erkenntnisse konnten zeigen, dass eine Inhibierung der Gbs-Synthese in
humanen Nierenepithelzellen den zytotoxischen Effekt des Stx2 unterbinden kann. In
einem Rattenmodell konnte die Mortalitat des HUS jedoch lediglich auf 50% reduziert
werden [Silberstein et al., 2011]. Die Entwicklung eines zellpermeablen Peptids, das
intrazellular an das Stx2 bindet und dieses in seiner Wirkung inhibiert, kann eine
weitere Therapiemoglichkeit darstellen. Eine Studie an jungen Pavianen konnte
zeigen, dass eine intravendse Verabreichung des Proteins der Letalitat des Stx2
entgegenwirkt [Stearns-Kurosawa et al., 2011].

1.2 Pathogenitatsfaktoren

Die Virulenz der STEC beruht auf zahlreichen Pathogenitatsfaktoren, die auf Plasmi-
den oder im Chromosom der STEC kodiert sind. Daher besteht die Pathogenitét nicht
ausschlie3lich auf der Produktion der Stx, sondern auch auf der Expression von
weiteren Toxinen, wie z.B. dem ,Cytolethal distending Toxin V* (Cdt-V) und dem
Subtilase Zytotoxin SubAB, die ebenfalls zur Pathogenitat der STEC beitragen
kénnen. Neben SubAB sind weitere Virulenzfaktoren wie das Enterohdmolysin oder
die Serinprotease EspP auf Plasmiden kodiert. Im Chromosom liegen die Faktoren
auf Pathogenitatsinseln, aber auch Gber das Genom verteilt, vor. Da die STEC eine
groBe Anzahl an Pathogenitatsfaktoren besitzen, wird im Weiteren lediglich auf
einige Faktoren eingegangen, die im Zusammenhang mit dieser Arbeit von

Bedeutung sind.
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1.2.1 Shiga Toxine

Die Stx gelten als Hauptvirulenzfaktor der STEC, da sie durch ihre hohe Zytotoxizitat
schwere Krankheitssymptome verursachen kdnnen. Erstmals wurde diese Wirkung
von Konowalchuk et al. [1977] beschrieben. Wenige Jahre spater wurde das Toxin
mit dem hamolytisch-urdmischen Syndrom assoziiert [Karmali et al., 1983]. Da das
Toxin in seiner Struktur und Wirkung dem von Shigella dysenteriae Typ 1-
produzierten Toxin sehr &hnlich war, wurde es als Shiga-ahnliches Toxin benannt
[O'Brien et al., 1983; Nataro und Kaper, 1998]. Die Stx sind auf temperenten,
lambdoiden Bakteriophagen innerhalb des STEC-Genoms kodiert und kdnnen
aufgrund ihrer Wirkung und Sequenzunterschiede in zwei Hauptgruppen, als Stx1
und Stx2 bezeichnet, eingeteilt werden. Dabei besitzt Stx1 eine nahezu identische
Sequenz zu dem Toxin von Shigella dysenteriae Typ 1 und kann serologisch nicht
von diesem unterschieden werden. Stx2 ist in seiner Aminosaure-Sequenz etwa 50%
identisch zu Stx1, besitzt eine héhere toxische Wirkung und wird in erster Linie mit
schweren Krankheitsverlaufen wie HC und HUS in Verbindung gebracht [Noris und
Remuzzi, 2005; Lim et al., 2010]. STEC kénnen entweder eine der beiden Stx-
Varianten tragen oder beide in Kombination [Lim et al., 2010]. Stx haben eine
konservierte Struktur und gehéren zu den ABs-Holoenzymen, die aus einer A-
Untereinheit und funf identischen B-Untereinheiten besteht. Nachdem das Pentamer
der B-Untereinheit die Bindung an den Hauptrezeptor Globotriaosylceramid (Gb3) auf
der eukaryotischen Zelloberflache der Wirtszelle vermittelt hat, wird die enzymatisch
aktive A-Untereinheit durch Rezeptor-vermittelte Endozytose in das Cytoplasma der
Zelle aufgenommen. Dort wird das Toxin durch retrograden Transport Uber den
Golgi-Apparat zum Endoplasmatischen Retikulum (ER) geleitet. Nachdem die A-
Untereinheit im ER in ihre beiden Bestandteile A1 und A2 gespalten wurde, wird die
enzymatisch aktive Al-Untereinheit in das Cytosol entlassen. Dort interagiert sie mit
der 60S-Untereinheit der Ribosomen durch Abspalten eines Adenin-Restes an der
28S rRNA aufgrund ihrer N-Glycosidase-Aktivitdt. Infolgedessen wird die
Proteinsynthese irreversibel inhibiert und der Tod der eukaryotischen Zelle
herbeigefuihrt [Nataro und Kaper, 1998; Sandvig et al., 2010]. Es ist weiterhin
beschrieben, dass die Stx in Leukozyten und Epithel-, Endothel-, Nerven- und
Lymphzellen zur Apoptose fuhren kénnen [Tesch, 2010]. Der genaue Mechanismus
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der Stx-Translokation zu verschiedenen Geweben ist bislang nicht géanzlich
aufgeklart [Lim et al., 2010].

1.2.2 Plasmid-kodierte Pathogenitatsfaktoren

Subtilase Zytotoxin

Das Subtilase Zytotoxin (SubAB) wurde auf dem Plasmid pO113 eines STEC
0O113:H21 gefunden und ist wie Stx ein ABs-Toxin. Die A-Untereinheit ist eine
Subtilase-ahnliche Serinprotease, die nach ihrem Transport zum ER das essentielle
ER-Chaperon BiP, einen Hauptregulator des ER, spaltet. Daraus folgt, dass die
durch Bip-vermittelte ,unfolded protein response*” gestort wird und u.a. ein Abbau von
fehlerhaften Proteinen sowie ein Verhindern der Apoptose nicht weiter moglich ist.
Dies fuhrt letztendlich zum Tod der eukaryotischen Zelle. SubAB wirkt nachweislich
toxischer auf Verozellen als Stx und verursacht erhebliche histologische Schéden in
Gehirn, Nieren, Leber und Milz [Paton et al., 2004; Wang et al., 2007].

Serinprotease

Neben SubAB kodnnen weitere Pathogenitatsfaktoren auf Virulenzplasmiden
gefunden werden. Hierzu gehort die sekretierte Serinprotease EspP, die zur Familie
der Autotransporter gehoért und auf dem groRen Plasmid der STEC 0O157:H7
gefunden wurde. Das Protein wird als grof3er Vorlaufer synthetisiert und wahrend der
Sekretion am C- und N-Terminus prozessiert. Wahrend der N-Terminus die
enzymatische Aktivitat vermittelt, ist der C-Terminus fur den Transport durch die
aulRere Membran der Bakterienzelle verantwortlich. Es konnte gezeigt werden, dass
die Protease fahig ist, Pepsin A und den humanen Gerinnungsfaktor V zu spalten.
Somit kann EspP mit den Symptomen einer HC in Verbindung gebracht werden
[Brunder et al., 1997]. Dziva et al. [2007] konnten zeigen, dass EspP einen Einfluss
auf die Adharenz an primare intestinale Epithelzellen von Rindern und die intestinale
Kolonisierung von Kalbern hat. In einer aktuellen Studie konnte demonstriert werden,

dass EspP das EHEC-Hamolysin Hly spaltet. Es wird vermutet, dass die Interferenz
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zwischen den Effektoren eine zusatzliche Regulation der Virulenz im Wirt darstellt

[Brockmeyer et al., 2011].

1.2.3 Chromosomale Pathogenitatsfaktoren

Pathogenitétsinseln

Im Chromosom der STEC sind weitere Virulenzfaktoren in sogenannten Pathogeni-
tatsinseln (PAI) kodiert. Diese bei pathogenen Bakterien vorkommenden PAI sind
gekennzeichnet durch eine GrofRe von bis zu 200 kb und das Vorhandensein von
einem oder mehreren Virulenzgenen sowie mobilen genetischen Elementen, die zu
einer gewissen genetischen Instabilitat fihren. Weiterhin zeigen PAI einen héheren
G/C-Gehalt im Gegensatz zum Kerngenom des Bakteriums auf und sind haufig in
direkter Nachbarschaft zu tRNA-Genen lokalisiert [Schmidt und Hensel, 2004]. Die
bekannteste und eng mit Pathogenitét assoziierte Pathogenitatsinsel ist der ,locus of
enterocyte effacement” (LEE). Dieser wurde erstmals 1998 in dem EPEC-Stamm
E2348/69 beschrieben und besitzt eine Grolle von 35,6 kb mit 41 offenen
Leserahmen (ORF) [Elliott et al., 1998]. Der LEE kann in EPEC, STEC, aber auch in
Citrobacter rodentium gefunden werden. Die PAI kodiert ein Typ llI-Sekretionssystem
(T3SS), das Effektorproteine in das Cytosol der eukaryotischen Zelle injiziert, die ,E.
coli secreted proteins® (Esp) und die ,, E. coli attaching and effacing” (eae)-Gene. Die
eae-Gene sind fur die Bildung von Intimin, einem Adhasin, zustandig, das zusammen
mit seinem ebenfalls LEE-kodierten Rezeptor Tir (translocated intimin receptor) die
Anheftung der Bakterien an die eukaryotische Zelle vermitteln. Insgesamt sind
pathogene Bakterien durch die im LEE kodierten Virulenzgene fahig, an die
eukaryotische Zelle zu adhérieren und die charakteristischen ,attaching and effacing*
(A/E)-Lasionen im humanen Darmepithel auszubilden [Lim et al., 2010; Rocha et al.,
2011]. Diese sind gekennzeichnet durch die Zerstérung der Mikrovilli und eine
Reorganisation des Zytoskeletts der eukaryotischen Zelle. Es kommt zu einer
Ausbildung von aktinreichen, sockelartigen Strukturen unter der adharierten
Bakterienzelle [Nataro und Kaper, 1998]. Der LEE in E. coli Stamm EDL933 hat eine
GroRe von 43,4 kb und beinhaltet im Gegensatz zu EPEC einen P4-ahnlichen
Prophagen. In diesem sind zu den 41 ORFs der EPEC 13 zusatzliche ORFs
lokalisiert.
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Neben dem LEE kénnen STEC die ,Tellurite Resistance and Adherence-Conferring*
Insel (TAI) tragen. Diese kodiert neben den vier Tellurit-Resistenzgenen das Eisen-
abhangig regulierte Gen iha, das Adharenz an eukaryotische Zellen vermittelt.
Dieses Gen ist in seiner Sequenz anderen Adhasinen zwar nicht &hnlich, es konnte
jedoch in vitro eine Adharenz an HelLa-Zellen nachgewiesen werden [Tarr et al.,
2000].

AulRRerhalb des LEE kodierte Effektorproteine

Aulerhalb des LEE konnten zahlreiche Gene fur Effektorproteine gefunden werden,
die nicht auf der Pathogenitatsinsel lokalisiert sind, jedoch durch dessen T3SS
sekretiert werden. Zu diesen als ,Non-LEE-encoded Effector® (nle) bezeichneten
Genen zahlt nleD, das in einer O-Insel lokalisiert ist, in die Wirtszelle translokalisiert
wird und essentiell fur die vollstandige Kolonisation des Rinderdarms ist [Dziva et al.,
2004; Marchés et al., 2005]. EspM wird ebenfalls durch das T3SS translokalisiert und
induziert eine Umordnung des Zytoskeletts und der ,tight junctions* der eukaryo-
tischen Zelle [Simovitch et al., 2010]. Ein weiterer Faktor, der auRerhalb des LEE im
Genom eines lambdoiden Prophagen identifiziert wurde, ist der ,Cycle Inhibiting
Factor® (Cif), ein bakterielles Zyklomodulin. Dieser wurde in dem E. coli O103:H2
Stamm E22, einem Kaninchen-Pathogen, identifiziert und induziert neben der
Umordnung des Aktin-Zytoskeletts der eukaryotischen Zelle die Hemmung des
Zellzyklus im Ubergang der G2- zur M-Phase &hnlich dem Cdt-V [Marches et al.,
2003].

Cytolethal Distending Toxin V

Das ,Cytolethal Distending Toxin V* (Cdt-V) ist ebenfalls auf einem Phagen kodiert
und tragt neben den Stx zur Pathogenitat der STEC bei [Janka et al., 2003]. Cdt-V
kommt vor allem bei Sorbitol-fermentierenden STEC O157:H" und zudem hé&ufig in
den Serotypen 0O91:H21 und O113:H21 vor. Das zu den Holotoxinen gehérende
Toxin wird durch die drei Gene cdtA, cdtB und cdtC kodiert. Wahrend CdtA und CdtC
fur die Bindung an die Zielzelle und den intrazellularen Transport des Toxins

verantwortlich sind, ist CdtB die enzymatisch aktive Untereinheit, die im Zellkern
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durch eine DNase I- dhnliche Aktivitat die DNA der Wirtszelle schadigt. Daraus folgt
ein Arrest des Zellzyklus in der G;- oder G,-Phase, eine gestreckte Zellmorphologie
und schlie3lich der Tod der eukaryotischen Zelle [Janka et al., 2003; Bielaszewska et
al., 2004]. Bielaszewska et al. [2005] konnten feststellen, dass das Toxin in vitro
humane Endothelzellen irreversibel schadigt. Diese Beobachtung fihrte zu der
Annahme, dass dieses Toxin insbesondere in Stammen, die kein Intimin besitzen, an
der Pathogenitat der STEC beteiligt ist [Cergole-Novella et al., 2007].

1.3 Bakteriozine

Mikroorganismen konnen verschiedene Verteidigungssysteme gegen andere
Organismen in ihrer Umgebung besitzen. Diese beinhalten die Produktion der
klassischen Antibiotika, Nebenprodukte des Metabolismus, lytisch-wirkende
Substanzen und eine Anzahl von Exotoxinen und Bakteriozinen. Die Gruppe der
Bakteriozine stellt dabei die Familie der Verteidigung dar, die die grof3te Diversitat
besitzt [Riley und Wertz, 2002]. Es ist bekannt, dass E. coli zwei Typen von
Bakteriozinen bilden kann. Die erste Klasse umschreibt die Colizine, eine stark
diverse Gruppe. Colizine werden als Folge eines Stresses wahrend der SOS-Antwort
der Zelle gebildet und sind Plasmid-kodiert. Dabei liegen stets zwei eng miteinander
verbundene Gene vor: Ein Gen kodiert das Toxin und ein weiteres Gen kodiert die
Immunitat der Zelle gegen das Toxin. Das produzierte Colizin wird aus der Zelle
ausgeschleust, bindet an spezifische Rezeptoren auf der Oberflache der Zielzelle
und veranlasst nach dessen Import den Tod der Zielzelle. Dies kann erfolgen durch
die Bildung von Kanalen in der zytoplasmatischen Membran, durch die unspezifische
Degradierung der DNA oder durch die Inhibierung der Proteinsynthese. Die zweite
Klasse von Bakteriozinen beschreibt die Mikrozine, die weniger gut erforscht sind.
Sie sind im Chromosom oder auf einem Plasmid kodiert, und basieren, wie fir die
Bakteriozine beschrieben, auf zwei zusammenhangenden Genen. Mikrozine werden
unter spezifischen Bedingungen gebildet, wie z.B. einem Eisenmangel. Mikrozine
binden an Oberflachenrezeptoren der Zielzelle, die in die Aufnahme von Eisen
involviert sind. Die Art und Weise, wie die Zelle getdtet wird, ist nicht endgultig
geklart. Einige Microzine fuhren zu einer Stérung des Membranpotentials der Ziel-

zelle [Gordon und O’Brien, 2006]. Es wird vermutet, dass die Produktion eines oder
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mehrerer Colizine die Pathogenitat der E. coli O157 durch Inhibierung der nattrlichen
Darmflora verstarken kann [Bradley et al., 1991; Hofinger et al., 1998]. Auch E. coli
der Serogruppen 06, 026, 044, O55, O111, 0114, 0119, 0125 und 0126 sind
bekannt fur die Bildung von Colizinen [Bradley, 1991]. Eine weitere Studie konnte
zeigen, dass Vertreter der Serogruppe 0103 ebenfalls ein Colicin bilden kénnen
[Karama et al., 2008].

1.4 Escherichia coli O157:H7 Stamm EDL933

Der in dieser Arbeit im Vordergrund stehende E. coli O157:H7 Stamm EDL933 wurde
1982 nach dem Ausbruch Lebensmittel-bedingter hamorrhagischer Colitis aus
Rinderhackfleisch isoliert und das Genom von Perna et al. [2001] sequenziert. Aus
diesem Grund wird er oftmals als Referenzstamm fir Untersuchungen
herangezogen. Der direkte Vergleich der erlangten Sequenz mit der von E. coli K-12
Stamm MG1655, einem Laborstamm, zeigte ein gemeinsames Ruckgrat der beiden
Stdmme von 4,1 Mb. Mit einer Grof3e von 5528 kb kodiert der Stamm EDL933 5.416
Gene. Er besitzt 1.387 O157-spezifische Gene, die in den danach benannten O-
Inseln zu finden sind und 26% des Genoms ausmachen. Die insgesamt 177 O-Inseln
des Stammes EDL933 enthalten Virulenzfaktoren, Prophagengene und Gene
unbekannter metabolischer Funktion. Insgesamt konnen 561 Gene einer Funktion
zugeordnet werden, weitere 338 Gene liegen in Clustern, die phagen-assoziiert sind
und Uberreste von Phagengenomen darstellen [Perna et al., 2001]. Von den 18
identifizierten lambdoiden Prophagen und Prophagenelementen ist lediglich der
Stx2-kodierende Phage BP-933W Iytisch, die anderen cryptisch im Genom
vorhanden [Plunkett et al., 1999]. Das zweite Phagen-kodierte Toxin Stx1 liegt auf
dem Phagen CP-933V [O'Brien et al., 1984]. Insgesamt kann aufgrund des
Vergleichs der beiden Stamme davon ausgegangen werden, dass ein gemeinsamer
Vorfahre vor 4,5 Millionen Jahren existiert hat, aus dem sich die beiden Stamme
entwickelt haben. Der Stamm EDL933 hat durch die Aufnahme der bereits erwéhnten
Phagen ein breites Spektrum an Virulenzfaktoren aufgenommen und sich durch
horizontalen Gentransfer, wie in Abschnitt 1.1.1 beschrieben, von dem Laborstamm
abgetrennt [Reid et al., 2000].
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1.5 Umweltstress, Stressantwort und Virulenz

E. coli besitzt die Fahigkeit ein weites Spektrum von Habitaten zu besiedeln, in
denen die Bakterien verschiedenen, teilweise schnell wechselnden Umwelteinfliissen
ausgesetzt sind. Hierzu zahlen pH-Wert, Verfligbarkeit von Nahrstoffen, Temperatur,
oxidativer Stress und Osmolaritat. Allgemein kann umweltbedingter Stress als ein
externer Faktor definiert werden, der einen nachteiligen Effekt auf das physiologische
Wohlergehen der Bakterienzelle maf3geblich durch Reduktion der Wachstumsrate
hat. In extremeren Umstanden kann er sogar zum Tod der Zelle fihren [McMahon et
al., 2007]. Um sich an diese Stressbedingungen anpassen und in ihnen tGberleben zu
konnen, hat E. coli, wie die meisten Bakterien, eine Reihe von Mechanismen
entwickelt, zu denen in erster Linie die generelle Stressantwort gehort [Farrell und
Finkel, 2003]. Unter Normalbedingungen belegt der vegetative Sigma-Faktor RpoD
(0’ die Sigma-Untereinheit der bakteriellen RNA-Polymerase und vermittelt als
.housekeeping o factor* die Expression essentieller Gene durch Erkennung ihrer
Promotor-Region und Initiation der Transkription [Burgess et al., 1969; Ishihama,
2000]. Der E. coli Sigma-Faktor RpoD erkennt dabei zwei kurze DNA-Sequenzen, die
als die -10 (5"-TATAAT-3") und -35 Region (5-TTGACA-3") bekannt sind [Paget und
Helmann, 2003]. Diese Konsensus-Sequenz variiert zwischen den verschiedenen
Sigma-Faktoren und ergibt durch ihre spezifische Erkennung eine geregelte
Genexpression [deHaseth et al.,, 1998]. In E. coli sind insgesamt sieben Sigma-
Faktoren bekannt, die jeweils einen Teil von Genen mit spezifischen Funktionen
regulieren [Ishihama, 2000]. Der alternative Sigma-Faktor RpoS (c°®) stellt hierbei
den Hauptregulator der generellen Stressantwort dar. Er ist flr die Transkription von
etwa 10% aller E. coli-Gene wahrend des Wachstums im Ubergang zur Stationéren
Phase und unter verschiedenen Stressbedingungen wie Hyperosmolaritat,
oxidativem Stress, UV-Strahlung oder niedrigen pH-Werten verantwortlich [Hengge-
Aronis, 2002; Weber et al.,, 2005]. Der Regulator als malf3gebliche Information-
vermittelnde Einheit verknupft dabei komplexe Signalnetzwerke mit regulatorischen
Kaskaden, die letztendlich die Expression von zahlreichen Strukturgenen, die mit der
Stressantwort verknUpft sind, kontrollieren [Hengge-Aronis, 2002]. Ein weiterer
wichtiger Sigma-Faktor ist der alternative Sigma-Faktor RpoH (c*%), der infolge eines
Hitze-Stresses die Expression von mindestens 26 sogenannten Hitzeschock-

Proteinen (Hsp), die einer hitzebedingten Zerstérung von Proteinen entgegenwirken,
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vermittelt [Chuang und Blattner, 1993]. Diese kodieren wu.a. fiur molekulare
Chaperone, die durch Hitze denaturierte Proteine binden und diesen zu einer
korrekten Faltung und Aggregation verhelfen [Matsuoka und Shimizu, 2011]. Der
alternative Sigma-Faktor RpoN (o) ist im Wesentlichen verantwortlich fir die
Transkription von Genen, die wahrend eines Stickstoffmangels mit dessen
Verwertung im Zusammenhang stehen. Es konnte ebenfalls eine Rolle bei der
Verwertung von Kohlenstoffquellen und der Synthese von Flagellen nachgewiesen
werden [Reitzer und Schneider, 2001]. Die verbleibenden Sigma-Faktoren RpoE,
RpoF und Fecl, auf die hier nicht ndher eingegangen wird, sind flr die Expression
von Genen verantwortlich, die in die Synthese von Flagellen, dem
extrazytoplasmatischen Stress und dem Eisentransport involviert sind [Kundu et al.,
1997; Ishihama, 2000]. Eine Ubersicht der Sigma-Faktoren, den zugehérigen Genen

und deren Expression kann der Tabelle 2.1 enthommen werden.

Tabelle 2.1. Sigma-Untereinheiten der bakteriellen RNA-Polymerase

Sigma-Faktor Gen Expression

o’ rpoD unter Normalbedingungen

o> rpoN bei Stickstoffmangel

o8 rpoS generelle Stressantwort

o2 rpoH bei Hitzestress

o?® rpoF Synthese von Flagellen

ot rpoE bei extrazytoplasmatischem Stress
o fecl Eisentransport

Auch im Lebensmittel oder wahrend der Verarbeitung von Lebensmitteln sind
Pathogene verschiedenen Stressfaktoren wie Hitze, Kalte oder Saure ausgesetzt.
Viele moderne Konservierungsmethoden, die im Lebensmittel Anwendung finden,
um das Bakterienwachstum zu verlangsamen oder zu hemmen, basieren auf der
Verwendung von einem oder mehreren Stressfaktoren. Ein gehemmtes Wachstum
geht allerdings nicht mit der Einstellung der metabolischen und/oder der genetischen
Aktivitat der Zelle einher. Im Gegenteil, Zellen, die unter Stress stehen, versuchen

den Stress durch phano- und genotypische Anpassungen zu reduzieren [Storz und
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Hengge-Aronis, 2000]. So ist die Ubertragung von E. coli O157:H7 durch fermentierte
und saure Lebensmittel wie Apfelwein, fermentierte Wdurste, Yoghurt oder
Mayonnaise moglich [King et al., 2010]. Der alternative Sigma-Faktor RpoN ist als ein
wichtiger Regulator von Virulenzgenen und der Stressresistenz in vielen Bakterien-
spezies bekannt. Dieser Zusammenhang konnte ebenfalls fur E. coli O157:H7
festgestellt werden, da eine Regulation des LEE und der Saureresistenz durch RpoN
nachgewiesen werden konnte [Riordan et al., 2010]. Die Ausbildung einer
Saureresistenz steigert nicht nur die Fahigkeit der Pathogene, in sauren
Lebensmitteln Uberdauern zu koénnen, sondern kann gleichzeitig eine erhdhte
Toleranz gegenuber anderen Stressfaktoren, z.B. wahrend der Lebensmittel-
verarbeitung oder der Passage des Magen-Darm-Trakts, ergeben. Dieses Phdnomen
wird als ,cross protection® bezeichnet. Die Adaption an verschiedene
Stressbedingungen wird fur die hohe Virulenz von E. coli O157:H7 verantwortlich
gemacht, da eine Passage des Gastrointestinaltrakts ermdglicht wird [Smith, 2003;
King et al. 2010; Lim et al., 2010; Riordan et al., 2010]. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass subletale Konservierungsmethoden in E. coli allgemein zu einer

erhohten Antibiotikaresistenz fihren [McMahon et al., 2007].

Ein Zusammenhang des Sigma-Faktors RpoS mit der Virulenz von E. coli O157:H7
konnte ebenfalls nachgewiesen werden. Der Sigma-Faktor scheint einen Effekt auf
die Expression von LEE-kodierten Genen, das Enterohamolysin-Operon und die
Fimbrien-Gene, die fir die Kolonisation der Bakterien von Bedeutung sind, zu haben
[Dong und Schellhorn, 2010]. Weiterhin konnte im Stamm EDL933 nachgewiesen
werden, dass 10% der RpoS-regulierten Gene innerhalb von O-Inseln lokalisiert sind
[Dong und Schellhorn, 2009]. Da bislang jedoch kein geeignetes Tiermodell fur die
Analyse aller Aspekte einer E. coli-Pathogenese wahrend eines HUS zur Verfiigung
steht, ist die Erforschung der genauen Rolle des RpoS wahrend der Pathogenese
erschwert [Kazmierczak et al., 2005]. Ebenso scheint der Effekt von RpoS auf die
Expression von Genen innerhalb des LEE Stamm-spezifisch zu variieren [Dong und
Schellhorn, 2009].

Uber den Effekt eines Hitzeschocks (HS) auf die Genexpression innerhalb der O-
Inseln oder auf dem Plasmid pO157 der E. coli O157 ist bislang wenig bekannt. So
haben Carruthers und Minion [2009] die Genexpression des E. coli O157:H7

Stammes EDL933 unter erhdohten Temperaturbedingungen bei 50C untersucht, um
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einen Einblick in die Antwort der Bakterien auf Transkriptionsebene zu erhalten.
Unter den 82 hochregulierten Genen konnten Gene der generellen Hitzeschock-
Antwort gefunden werden, jedoch auch zwei LEE-kodierte Gene und 23 Gene, die in
O-Inseln lokalisiert sind. Zwolf der Gene waren auf Bakteriophagen kodiert, eine
erhohte Expression der Stx konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Es wird als
unwahrscheinlich angesehen, dass die hochregulierten O157-spezifischen Gene in
direkter Verbindung mit der generellen HS-Antwort der Zelle stehen. Vielmehr kdonnte
deren erhohte Expression wahrend eines HS einem weiteren Zweck, wie der

Pathogenese, dienen [Carruthers und Minion, 2009].

1.6 Identifizierung von Stress- und Virulenzgenen

Mithilfe verschiedener Methoden ist es experimentell moglich, die Biochemie und
Molekularbiologie von Bakterien zu untersuchen. So koénnen Einblicke in ihre
Wahrnehmung und Reaktion auf eine bestimmte Umgebung und ihre Vermehrung in
dieser erlangt werden. Techniken wie Microarray- oder Proteomanalysen
ermoglichen ein gesteigertes Verstandnis von Wachstum und Uberleben von
Pathogenen in tierischen oder humanen Wirten, in der Umwelt und in Lebensmitteln.
Da diese Techniken lediglich die Untersuchung der Genexpression in vitro unter
vereinfachten Bedingungen zulassen, ist es erforderlich, dass komplexere Modelle
fur die Erforschung von in vivo-Vorgéangen, z.B. im Lebensmittel oder in heterogenen
mikrobiellen Populationen, entwickelt werden. Techniken wie die In vivo-Expressions-
technologie (IVET) oder die Signaturmarkierte Mutagenese (MST) bieten eine
Maoglichkeit fur die Erforschung der bakteriellen Genexpression unter solchen
Bedingungen [Dudley, 2008]. Da in dieser Arbeit die IVET im Vordergrund steht, wird
in erster Linie auf diese Methode im Folgenden naher eingegangen.

1.6.1 In vivo-Expressionstechnologie

Bei der In vivo-Expressionstechnologie handelt es sich um eine ,promoter trap“-

Methode, die erstmals im Jahr 1993 veroffentlicht wurde [Mahan et al., 1993]. Sie
basiert auf der selektiven Anreicherung von bakteriellen Genen Uber deren
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Promotoren, die in vivo induziert werden und somit fir das Wachstum unter
bestimmten Umweltbedingungen wichtig sind. Die Mdoglichkeit, Gene pathogener
Bakterien in einem In vivo-Modell experimentell identifizieren zu kénnen, gibt
Aufschluss Uber die Fahigkeit der Pathogene, einen Wirt zu kolonisieren und
Schaden oder Krankheit zu verursachen. Somit erlaubt diese Methode, die
bakterielle Antwort auf den direkten Kontakt mit dem Wirt zu studieren [Chiang et al.,
1999]. Die Originalmethode wurde in einem Mausmodell angewendet, in dem
bakterielle Gene von Salmonella enterica Serovar Thyphimurium identifiziert wurden,
die mit der Infektion und der Pathogenitat der Bakterien in Verbindung gebracht
werden konnten. Die damalige Methode basierte auf einem ,suicide vector® mit
einem promotorlosen purA-lacZY-Operon als Reportergen. In diesem Vektor wurde
eine chromosomale Genbank des Pathogens erstellt und durch Konjugation in eine
Purin-auxotrophe Mutante des Wildtyps transferiert, um eine homologe
Rekombination zu erzielen. AnschlieRend wurden die auxotrophen Mutanten in
Mause injiziert und es konnten die Mutanten positiv selektiert werden, die die
Auxotrophie durch einen aktiven Promotor vor dem Selektionsgen komplementieren
konnten [Mahan et al., 1995; Angelichio und Camilli, 2002]. Die Methode wurde
ebenfalls erfolgreich in einem weiteren Mausmodell fur die Identifizierung von

Virulenzgenen in Pseudomonas aeruginosa angewendet [Wang et al., 1996].

1.6.2 Antibiotika-basierte IVET-Systeme

Da die Komplementierung einer Auxotrophie nicht in allen mikrobiologischen
Systemen angewendet werden konnte, wurde basierend auf dem bereits
beschriebenen grundlegenden Prinzip eine weitere Variante der IVET entwickelt, die
Rekombinations-unabhangig ist und auf einem Plasmid basiert. Diese Variante
enthélt als Reportergen eine Resistenz gegen das Antibiotikum Chloramphenicol,
das dem Wirt oder der verwendeten Matrix gezielt zugefuhrt werden kann, um eine
Selektion von in vivo-induzierten Genen in jedem beliebigen System zu ermdglichen
[Chiang et al., 1999]. Die erste Anwendung der Antibiotika-basierten IVET erfolgte
durch die Arbeitsgruppe um Mahan [1995] und fiihrte zu einer Identifizierung von
weiteren Virulenzgenen in Salmonella thyphimurium im Mausmodell und in

kultivierten Makrophagen. Diese IVET-Variante war weiterhin hilfreich, um Stress-
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und Virulenzgene in Yersinia enterocolitica in einem Mausmodell ausfindig zu
machen [Young und Miller, 1997]. Auch fur E. coli wurde dieses System erfolgreich in
einem Mausmodell angewendet. Khan und Isaacson [2002] untersuchten einen
pathogenen E. coli-Stamm der Serogruppe 025, der aus einem Patienten mit Sepsis
isoliert werden konnte. Sie identifizierten und charakterisierten 95 Gene, die wahrend
der Persistenz im Wirt und des Infektionsprozesses von Bedeutung waren. Das
Plasmid, das ihrer Arbeit zugrunde lag, war der Promotor-Selektionsvektor
pKK232-8. Eine Plasmidkarte des Vektors ist in der Abbildung 2.1 und eine
schematische Darstellung des IVET-Systems in Abbildung 2.2 aufgezeigt. Die
Arbeitsgruppe um Hunt [2001] entwickelte einen Promotor-Selektionsvektor, der auf
einer promotorlosen Kanamycinresistenz basierte. Sie konnten mit Hilfe des Vektors
in vivo-induzierte Gene von Pasteurella multocida in einem Mausmodell
identifizieren, die wahrend des Infektionsverlaufs eine Rolle spielten. Die Antibiotika-
basierte IVET wurde jedoch nicht nur in verschiedenen Mausmodellen fur die
Identifizierung von in vivo-induzierten Genen verwendet, sondern u.a. auch fir
Xanthomonas campestris in  Rubenkeimlingen und far Yersinia ruckeri in

Regenbogenforellen [Osbourn et al., 1987; Fernandez et al., 2004].

EcoRI - 177

Smal - 184
BamHI - 187
Sall - 193
Accl - 194
Hincll - 195
Hindlll - 207

promoter - 4926
Hincll - 4640

N

Ndel - 3029
Accl - 2978

pKK232-8

5094 bp @

Abbildung 2.1: Promotor-Selektionsvektor pKK232-8, modifiziert nach Brosius [1984]. Der
Vektor wurde fur Promotorstudien konstruiert und besitzt ein promotorloses Chloramphe-
nicol-Acetyltransferase-Gen (cat) stromabwarts der ,multiple cloning site®. Der Vektor
beinhaltet Transkriptionsstopps aus dem rrnB-Operon aus E. coli, den Replikationsursprung

(ori) aus dem Plasmid pBR322 und ein Ampicillinresistenz-Gen (amp-R).
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Da das IVET-System die Anreicherung von stark exprimierten Genen beginstigt,
schwach oder nur voribergehend exprimierte Gene jedoch vernachlassigt, wurde
dieses Problem durch eine weitere Veranderung der Methode gel6st. Die Resolvase-
IVET (RIVET) basiert auf einer Rekombinase als Reportergen, die nach Klonierung
eines aktiven Promotors und Integration in das Wirtsgenom exprimiert wird und
spezifisch eine Resistenzkassette, die von sogenannten ,res sites” umgeben ist, aus
dem Zielgenom entfernt. So wird die Detektion von Promotoren ermdglicht, die
wahrend der Infektion nur kurz aktiv sind [Chiang et al., 1999]. Die RIVET wurde u.a.
erfolgreich fur die Identifizierung von Virulenz-assoziierten Genen in Vibrio cholerae
verwendet, die nach Infektion von Mausen exprimiert wurden [Camilli und
Mekalanos, 1995]. Auch konnte sie fir den Gram-positiven Stamm Staphylococcus

aureus genutzt werden [Lowe et al., 1998].

- amp® ori
partiell verdaute, ( pKK232-8 ”->
chromosomale DNA:

cat

|
E. coli 025 N l/ e
Klonierung und Transfer der IVET-Biblicthek
J— ampt ——— ——caf »—— SmR E. coliO25

l Infektion: Klonpool + Cam

AN

Selektioncat ™ in vive
v

Reisclierung

v
Screeningauf cat in vifro

Abbildung 2.2: IVET-System, maodifiziert nach Khan und Isaacson [2002]: Die Genbank des
E. coli 025 Stammes wurde in eine Streptomycin-resistente (Sm") Mutante des Stammes
transferiert. Die Anreicherung erfolgte in einem Mausmodell unter Zugabe des
Chloramphenicols (Cam) in Intervallen. In vitro Chloramphenicol-sensitive Klone wurden

wiederholt fur die Infektion der Mause verwendet.
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1.6.3 IVET- Anwendung im Lebensmittel

Wie bereits beschrieben konnten verschiedene IVET-Systeme in erster Linie
erfolgreich im Tiermodell angewendet werden. Fur die Untersuchung der
Genexpression im Lebensmittel wurde diese Methode bislang jedoch selten
herangezogen. Eine Untersuchung der Expression von Persistenz- und Virulenz-
assoziierten Genen apathogener bzw. pathogener E. coli-Stdmme wurde im
Lebensmittel bislang nicht durchgefihrt. Dal Bello et al. [2005] verwendeten einen
Lactobacillus reuteri Stamm wéahrend der Fermentation eines Sauerteiges und
konnten mithilfe der Methode Gene identifizieren, die als Antwort auf die Umgebung
exprimiert wurden. Die gleiche Arbeitsgruppe konnte ebenfalls durch Anwendung
eines IVET-Systems Gene eines Lactobacillus sakei Stammes ermitteln, die wéahrend
einer Rohwurst-Fermentation von Bedeutung waren [Hufner et al., 2007]. Die
Untersuchung in vivo-induzierter E. coli-Gene im Lebensmittel ist somit essentiell, um

die Ubertragung pathogener Stamme auf den Menschen weiter aufzuklaren.
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2 Zielsetzung

Das zentrale Thema dieser Arbeit war die Untersuchung der spezifischen
Genexpression des E. coli O157:H7 Stammes EDL933 im Lebensmittel. Da das
Risikolebensmittel Rinderhackfleisch eine Hauptquelle fir EHEC-Infektionen darstellt,
sollten in der vorliegenden Arbeit bakterielle Mechanismen, die einer erfolgreichen
Persistenz der Bakterien in der Matrix zugrunde liegen, detektiert werden. Das
EHEC-Genom enthalt zahlreiche Gene mit unbekannter Funktion, unter denen
Stress- und Virulenzfaktoren vermutet werden. Mit Hilfe der In vivo-
Expressionstechnologie (IVET) sollte untersucht werden, ob solche Gene und
weitere Stress-, Persistenz- und Virulenz-assoziierte Gene des Stammes, die
wahrend des Wachstums in Hackfleisch exprimiert werden, identifiziert werden
kénnen. Dabei basierte das in dieser Arbeit gewahlte IVET-System auf dem
Promotor-Selektionsvektor pKK232-8, der eine promotorlose Chloramphenicol-
resistenz fur die Selektion von Promotoren besitzt. Durch die Detektion der in
Hackfleisch in vivo-induzierten Promotoren und somit der zugehérigen Gene sollten
Erkenntnisse fir die Entwicklung effektiver Strategien zur Kontrolle der Pathogenen
im Lebensmittel gewonnen werden. Ein Augenmerk sollte dabei auf dem Einfluss der
Temperatur liegen. Das IVET-System sollte unter erh6hten Temperaturbedingungen
bei 42C durchgefiuhrt werden, um den Einfluss diese s Stress-Faktors, der wahrend
eines Garvorgangs auf die Bakterien im Lebensmittel einwirkt, zu studieren. Durch
die Untersuchung des Pathogens auf genomischer Ebene sollten Rickschlisse auf
die Stress-Antwort, die das Uberleben der Bakterien im Lebensmittel sichern,

gezogen werden.

In einem zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollten 23 E. coli-Stamme der
Serogruppen 026, 0103 und O157 auf ihre Fitness in der Matrix Rinderhackfleisch
untersucht werden. Es sollte der Vermutung nachgegangen werden, ob pathogene
Isolate aus Patienten mit HUS-Erkrankung einen Vorteil gegenuber Isolaten aus
Lebensmitteln mit tierischem Ursprung und Isolaten aus Tieren in der Matrix
besitzen. Die Fahigkeit der Stdmme in diesem Risikolebensmittel zu tberleben, sich
zu vermehren und sich Uber das Lebensmittel zu verbreiten sollte analysiert werden.
Es sollte gezeigt werden, ob pathogene Stdmme eine starkere Konkurrenzfahigkeit

besitzen.
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Dabei sollten die Stdmme zunéchst auf die Anwesenheit von zehn Virulenzfaktoren
geprift werden, um eine erste Abschatzung ihres Risikopotentials erstellen zu
kénnen. Nachfolgend sollten die Stdmme auf ihr Wachstum in Hackfleisch bei 15T,
20T und 37 verglichen werden. Die ersten beiden Temperaturen sollten dabei
Bedingungen simulieren, die wéahrend der fehlerhaften Lagerung von Hackfleisch
auftreten kdonnen. Mit der Methode des Hemmbhoftests sollte abschlie3end geklart
werden, welche Stdmme einen Vorteil durch Bildung einer Bakterien-hemmenden

Substanz gegenuber anderen Stammen erlangen kénnen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen AppliChem, Becton Dickinson,
Biomol, Invitrogen, Merck, Roth und Sigma-Aldrich bezogen. Das sterile DNase- und
RNase-freie destillierte Wasser UltraPure™ wurde von der Firma Invitrogen bezogen
und fur die Arbeiten mit DNA sowie fur die Herstellung von Enzym- und Antibiotika-

[6sungen verwendet.

3.1.2 Enzyme und Desoxyribonukleotidtriphosphate

Restriktionsenzyme Fermentas, Promega
T4 DNA Ligase Fermentas

DF Tag-Polymerase Genaxxon Biosience
Exonuklease | Fermentas

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) Fermentas
Proteinase K Sigma-Aldrich
Ribonuklease A (RNase A) Sigma-Aldrich

3.1.3 DNA-GroRenstandards

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (250-10000bp) Fermentas

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder (80-1000bp) Fermentas
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3.1.4 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden vom Hersteller (Eurofins MWG Operon) als Lyophilisat
geliefert und in sterilem DNase- und RNase-freiem Wasser aufgenommen. Die
Stammlésung besald eine Konzentration von 100 pmol/ul und wurde fur die
Arbeitslosungen auf 30 pmol/ul fur die PCR bzw. 10 pmol/ul fir die Sequenzierung
verdunnt. Fur die Herstellung der Oligonukleotide zur Vervollstdndigung der
inserierten EDL933-Sequenz in den Vektoren pKK232-8 und pAK-1 diente die durch
den Primer SP1 bzw. SP2 erlangte DNA-Sequenz als Matritze fur das ,Primer

walking“-Verfahren.

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide und PCR-Bedingungen sind im
Anhang in den Tabellen A4.4 und A5 aufgefihrt.

3.1.5 Plasmide

Die Genkarte des in dieser Arbeit neu konstruierten Plasmids befindet sich unter der
Abbildung 4.6.

Tabelle 3.1: In dieser Arbeit verwendete und konstruierte Plasmide

Bezeichnung Beschreibung Referenz

pKK232-8 Promotor-Klonierungsvektor, Brosius, 1984
Amp"~, Cam

pK18 Klonierungsvektor, Kan® Pridmore, 1987

pAK-1 Promotor-Klonierungsvektor, diese Arbeit
Amp", Kan

26



Material und Methoden

3.1.6 Verwendete Bakterienstamme

Zusatzlich zu den hier in Tabelle 3.2 aufgelisteten Stammen wurden weitere E. coli-
Isolate aus der Stammsammlung des Fachgebietes Lebensmittelmikrobiologie am
Institut fr Lebensmittelwissenschaft und Biotechnologie der Universitat Hohenheim
verwendet. Diese sind in dem entsprechenden Kapitel 4.3 in der Tabelle 4.7

aufgefuhrt.

Tabelle 3.2: In dieser Arbeit verwendete und konstruierte E. coli-Stamme

Stamm Genotyp Referenz

C600 SupE44, hsdR, thi-1, thr-1, leuB6, lacY1l, Appleyard, 1954
tonA21

EDL933 0O157:H7, stx1, stx2, eae-y O’Brien et al., 1984

HB101 F, mcrB, mrr, hsdS20 (rg" mg’), recAl3, Boyer etal., 1969

leuB6, ara-14, proA2, lacY1, galK2, xyl-5,
mtl-1, rpsL20 (Sm"), supE44, A
HB101 Nal® F, mcrB, mrr, hsdS20 (rg” mg), recAl3, diese Arbeit
leuB6, ara-14, proA2, lacY1, galK2, xyl-5,
mtl-1, rpsL20 (Sm"), supE44, A", Nal’
MG1655 F, A, ilvG, rfb-50, rph-1 Bachmann, 1987
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3.1.7 Nahrmedien und Puffer

Fur die Herstellung von Medien, Puffern und Lésungen wurde deionisiertes Wasser

verwendet.

Nahrmedien
Luria-Bertani-Medium

(LB-Medium):

Super Optimal Broth
erganzt mit Glukose

(SOC-Medium):

Bacto M Trypton 1,0% (Wiv)
Hefeextrakt 0,5% (w/v)
NacCl 1,0% (w/v)

Vor dem Autoklavieren wurde das Medium mit 1 M NaOH

auf pH 7,5 eingestellt.

Fur feste Medien wurde dem LB-Medium vor dem
Autoklavieren 1,5% (w/v) Agar-Agar, fur Weichagar 0,7%
(w/v) zugesetzt.

Bacto Trypton 2,0% (W/v)
Hefeextrakt 0,5% (w/v)
KCI 2,5mM
NaCl 10 mM

Dem Medium wurden nach dem Autoklavieren folgende

Substanzen sterilfiltriert zugegeben:

Glukose 20 mM
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM
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modifizierte Trypticase- Caseinpepton 1,5% (w/v)
Soja-Bouillon, Neogen Sojamehl 0,5% (wi/v)
(mTSB-Medium): NacCl 0,5% (w/v)
zusétzlich:
Gallensalze Nr. 3 1,5% (w/v)
KoHPO, 1,5% (W/v)

Das Medium wurde mit 1M NaOH auf pH 7,4 eingestellt.

Sorbtiol-MacConkey- Caseinpepton 17% (wiv)
Agar, Sifin (SMAC): Fleischpepton 3% (w/v)
Sorbit 10% (w/v)
Natriumchlorid 5% (w/v)
Gallensalze Nr. 3 1,5% (w/v)
Agar 12% (wiv)
Neutralrot 0,03% (w/v)
Kristallviolett 0,001% (w/v)
50-fach Tris-Acetat- Tris-HCI 2M
EDTA-Puffer EDTA (pH 8,0) 0,1M
(TAE-Puffer): Eisessig 5,71% (v/v)
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PBS:

Ladepuffer:

NacCl

KCI

KH2PO4

Na,HPO,4

170,0 mM

3,3 mM

1,8 mM

13 mM

Die Losung wurde mit 1M HCI auf pH 7,4 eingestellt.

Glycerin
Bromphenolblau
Xylencyanol
SDS

EDTA (pH 7,5)

Puffer fiir die Isolierung von Plasmiden

LOosung 1:

LOsung 2:

Lésung 3:

Glukose
Tris-HCI (pH 8,0)
EDTA

NaOH

SDS
Kaliumacetat

Eisessig

70% (v/v)
0,2% (w/v)
0,02% (w/v)
0,1% (w/v)

25 mM

50 mM
50 mM
10 mM
0,2 M
1% (w/v)
3 M

11,5% (v/v)
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Puffer fur die Isolierung von genomischer DNA

STET-Puffer: Saccharose
Tris-HCI (pH 8,0)
EDTA (pH 8,0)
Triton X-100

Lysozym

Puffer und L6sungen fir die Hybrisierung

Denaturierungslésung: NacCl

NaOH

Neutralisierungslosung:  NaCl

Tris-HCI (pH 7,5)

20x-fach SSC: Natriumcitrat

NacCl

233 mM
50 mM
20 mM
5% (v/v)

1,8 mg/ml

15M

0,5M

15M

1M

0,3M

3M
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3.1.8 Antibiotika

Die Stammlosungen der Antibiotika Ampicillin (Roth), Kanamycin (Sigma),
Novobiocin (Sigma) und Nalidixinsdure (Sigma) wurden in sterilem DNase- und
RNase-freiem  destilierten Wasser  (UltraPure™, Invitrogen) hergestellt.
Chloramphenicol (Sigma) wurde in 100% (v/v) Ethanol und Norfloxacin (ICN Bio-

medicas) in 100% (v/v) Eisessig gelost.

Tabelle 3.3: Verwendete Antibiotika und deren Konzentrationen

Antibiotikum Stammldsung Endkonzentration
[mg/ml] [ng/ml]

Ampicillin 100 100
Chloramphenicol 20 20

80 80
Kanamycin 50 50

200 200
Nalidixinsaure 20 20
Norfloxacin 2,5 0,5
Novobiocin 4,5 18

3.2 Kulturtechnische Arbeitsmethoden

3.2.1 Kultivierung und Konservierung von Bakterien

Alle Arbeiten mit Bakterienkulturen erfolgten unter einer sterilen Sicherheitswerkbank
(Nuaire, Class I, Integra Biosciences). Die Kultivierung der Bakterien erfolgte dabei
auf festem LB-Medium oder in LB-Flussigkulturen bei 37<C, ggf. unter Zugabe der
entsprechenden  Antibiotika (siehe Tabelle 3.3). Die Herstellung von

Ubernachtkulturen erfolgte durch Einreiben einer Bakterienkolonie in 2-10 ml LB-

32



Material und Methoden

Medium, ggf. mit dem entsprechenden Antibiotikum, und der Inkubation auf einem
Schittelinkubator bei 180 rpm (KS 4000i control, IKA®).

Die dauerhafte Lagerung der verwendeten Bakterienstdmme erfolgte in Form von
Glycerinkonserven. Der zu konservierende Stamm wurde auf LB-Medium, ggf. mit
dem entsprechenden Antibiotikum, fraktioniert ausgestrichen und nach der
Inkubation tber Nacht vorsichtig in 2 ml sterilem PBS resuspendiert. 400 pl der
Bakteriensuspension wurden mit 600 pl 80% (v/v) sterilem Glycerin versetzt und in
einem sterilen Kryoréhrchen bei -80C gelagert.

3.2.2 Induktion der Bakteriozinbildung

Die Induktion der Bakteriozinbildung erfolgte mit Norfloxacin (nach Gordon et al.,
1998, modifiziert). Hierzu wurde 1 ml einer Ubernachtkultur des Teststammes zu 10
ml frischem LB-Flissigmedium gegeben und fir 1 h bei 37<C und 180 rpm inkubiert.
Nach Zugabe von 0,5 pug/ml Norfloxacin wurde erneut fir 4 h bei 37C und 180 rpm
inkubiert, 1,5 ml Kultur in ein steriles Eppendorfgefald tberfihrt und 5 min bei 13.000
rom zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein weiteres steriles EppendorfgefaR

Uberfuhrt und sterilfiltriert. Die Lagerung erfolgte bei 4C maximal fir eine Woche.

Fur den Nachweis der Bakteriozinbildung wurden LB-Agarplatten mit 3 ml Weichagar
und 100 pl Ubernachtkultur von E. coli K-12 (berschichtet. Nach dem Trocknen der
Platten wurden 25 pl des sterilfiltrierten Uberstandes auf Plattchen gegeben und
diese auf die Platten aufgelegt. Nach einer Inkubation tber Nacht bei 37 konnten

am néchsten Tag die Hemmhofe ausgewertet werden.

Fur den Test auf Bakteriophagen in den Uberstanden wurde eine LB-Agarplatte mit
100 pl Ubernachtkultur von E. coli K-12 und 10 pl des Uberstandes tiberschichtet.
Die Plaque-bildende Einheiten (PbE) wurden nach einer Inkubation der Platten bei
37T uber Nacht bestimmt. Weiterhin wurden die Uber stande 2 Tage bei -80C
gelagert, um mogliche Phagen zu inaktivieren (nach Gordon et al., 2006), und
anschlielend erneut 25 pl auf eine mit E. coli K-12 uberschichtete LB-Agarplatte
gegeben. Nach einer Inkubation der Platten Gber Nacht wurden diese auf Plaques
gepruft.
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3.3  Molekulargenetische Arbeitsmethoden

3.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Fur Klonierungen oder Sequenzanalysen wurden fur Plasmide mit geringer Kopien-
zahl 25 ml, fiur Plasmide mit hoher Kopienzahl 2 ml Ubernachtkultur geerntet. Die
Praparation der Plasmide erfolgte mit dem ,QlAprep Spin Miniprep Kit* der Firma
QIAGEN nach Angaben des Herstellers. Die Plasmid-DNA wurde in 30 pl sterilem

DNase- und RNase-freiem Wasser eluiert.

Fur die Uberprufung nach einer Transformation wurden die Plasmide mittels alka-
lischer Lyse (nach Birnboim & Doly, 1979, modifiziert) prapariert. Hierzu wurden 2 ml
Ubernachtkultur fiir 3 min bei 13.000 rpm zentrifugiert, das Bakterienpellet in 200 pl
Losung 1 (siehe Abschnitt 3.1.7) resuspendiert und fir 5 min bei RT inkubiert. Nach
Zugabe von 200 pl Lésung 2 (siehe Abschnitt 3.1.7) wurde vorsichtig invertiert und 5
min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden 300 pl Lésung 3 (siehe Abschnitt 3.1.7)
zugegeben, vorsichtig invertiert, 5 min auf Eis inkubiert und fir 10 min bei 13.000
rom zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-GefafR tiberfiihrt, 750
pul 100% (v/v) Ethanol zugegeben und fir 30 min bei -20C inkubiert. Die
anschlieBRende Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4T fir 30 min fdahrte zur
Sedimentation der DNA. Nach einem Waschschritt mit 70% (v/v) Ethanol wurde
erneut fr 8 min bei 13.000 rpm und 4T zentrifugie rt. Das DNA-Pellet wurde bei RT
getrocknet und in 30 pl sterilem DNase- und RNase-freiem Wasser aufgenommen.

3.3.2 Isolierung von genomischer DNA

Fur die Praparation von genomischer DNA wurden 2 ml Ubernachtkultur bei 6.000
rom fur 10 min zentrifugiert, das Bakterienpellet mit 1 ml 150 mM NaCl-Lésung
gewaschen und nochmals 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in
400 pl STET-Puffer (siehe Abschnitt 3.1.7) resuspendiert, die entstehende
Supension 5 min bei RT inkubiert, auf 100 fur 1 min erhitzt und danach direkt 2
min auf Eis abgekuhlt. Nach Zugabe von 30 pl 10% (w/v) SDS und 3 pl Proteinase K
(20 mg/ml) wurde fur 1 h bei 56C inkubiert. Nach Zugabe von 3 pl RNase A
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(100 mg/ml) und 200 pl sterilem DNase- und RNase-freiem destillierten Wasser
erfolgte eine weitere Inkubation fur 30 min bei 37°C. Fur die Extraktion der DNA
wurde der Ansatz mit 600 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt,
gemischt und fir 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase
wurde in ein neues Eppendorf-Gefal3 tberfihrt und die Extraktion 3-4 Mal wiederholt,
bis die wassrige Phase klar wurde. Fir die Fallung der DNA wurden 1 ml 100% (v/v)
Ethanol und 40 yl 3 M Natriumacetat (pH 7,2) zugegeben und 30 min bei -20C
inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation fir 30 min bei 13.000 rpm und
4C. Nach Waschen des Pellets mit 70% (v/v) Ethanol wurde dieses getrocknet und

in 80 pl sterilem DNase- und RNase-freiem Wasser gelost.

3.3.3 Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration

Die Bestimmung der Qualitdt und Quantitat von Nukleinséduren erfolgte photometrisch
bei 260 und 280 nm in Quarzkiivetten (GeneQuant™ pro, Amersham Biosciences).
Die Reinheit wurde dabei durch den Quotienten von 260/280 nm angegeben und

sollte fur DNA bei einem optimalen Wert von 1,8 liegen [Maniatis et al., 1982].

3.3.4 Restriktionsspaltungen von DNA

Die DNA-Restriktionen erfolgten nach Herstellerangaben mit dem fur das jeweilige
Enzym empfohlenen 10x Enzympuffer (Endkonzentration 1x) und sterilem Wasser in
einem Gesamtvolumen von 10-100 pul. Bei Verwendung von zwei
Restriktionsenzymen wurde der Puffer genutzt, bei dem beide Enzyme die hdchste
Aktivitdt nach Angabe des Herstellers zeigten. Die Zugabe des Enzyms (1-5 U)
erfolgte zum Schluss. Die Inkubation des Ansatzes erfolgte bei optimaler Temperatur

des jeweiligen Enzyms fur 15-120 min.
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3.3.5 Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP)

Fur die RFLP wurden 8,5 pl PCR-Produkt mit 1 pl des entsprechenden 10x Enzym-
puffers und 0,5 pl (5U) des Enzyms fur 2 h bei der nach Herstellerangabe
entsprechenden Temperatur inkubiert. AnschlieRend wurde eine Agarosegel-
elektrophorese unter Verwendung eines 2%igen Agarosegels fur 1,5 h bei 130 V

durchgefuhrt.

3.3.6 Reinigung von DNA-Fragmenten

Die Aufreinigung von DNA erfolgte nach einer Restriktion und nach der Ligation vor
einer Elektrotransformation mittels Ethanol-Fallung. Hierzu wurden 1/10 Vol 3 M
Natriumacetat und 2,5 Vol 100% (v/v) Ethanol zugegeben, 30 min bei -20C inkubiert
und anschliel3end fur 30 min bei 13.000 rpm und 4T zur Sedimentation der DNA
zentrifugiert. Nach Waschen des Pellets mit 70% (v/v) Ethanol wurde erneut bei
13.000 rpm fur 8 min und 4T zentrifugiert. Nach Tr ocknen des Pellets wurde dieses

in 10-30 pl sterilem DNase- und RNase-freiem destilliertem Wasser gelost.

Nach Auftrennung von DNA in einer Agarosegelelektrophorese wurde das ,QIAquick
Gel Extraction Kit* der Firma QIAGEN nach Angaben des Herstellers verwendet, um
die gewlnschten DNA-Fragmente aus der Gelmatrix zu extrahieren. Die Eluierung

der DNA erfolgte in 30 pl sterilem DNase- und RNase-freiem Wasser.

War eine Aufreinigung von PCR-Produkten notwendig, wurde das ,QlAquick PCR
Purification Kit* der Firma QIAGEN nach Angaben des Herstellers verwendet. Die
DNA wurde in 30 pl sterilem DNase- und RNase-freiem destillierten Wasser eluiert.
Im Vorfeld einer Sequenzierung wurden 5 pl des PCR-Produkts mit 2 pul SAP und 0,5
pl Exonuklease | versetzt und fir 15 min bei 37<C inkubiert. Anschlie3end erfolgte

eine Inkubation fiir 15 min bei 80<C.
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3.3.7 Dephosphorylierung und Ligation von DNA-Frag  menten

Die Dephosphorylierung der freien 5°-Enden von linearisierter Plasmid-DNA erfolgte
durch Zugabe von 0,5 U Shrimp Alkaline Phosphatase (Fermentas) und dem
zugehorigen 10x Puffer (Endkonzentration 1x). Nach Inkubation des Ansatzes fur 1 h
bei 37C wurde das Enzym fur 15 min bei 65C hitzei naktiviert.

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20-40 pl,
wobei die Vektor- und Insert-DNA in einem Verhaltnis von 1:3 verwendet wurden. Zu
dem Gemisch wurden steriles Wasser, 10x T4-DNA-Ligasepuffer (Endkonzentration
1x) und 2,5 U T4-DNA-Ligase gegeben. Die Inkubation des Ligationsansatzes er-
folgte fir 4 h bei RT.

3.3.8 Herstellung elektrokompetenter Zellen und Tr  ansformation durch
Elektroporation

Fur die Herstellung von elektrokompetenten Zellen wurden 50 ml LB-Flissigmedium
mit 500 pl Ubernachtkultur angeimpft und bei 37<C und 180 rpm bis zu einer ODggo
von 0,5-0,7 inkubiert. Nachdem die Zellen 15 min auf Eis standen wurde 15 min bei
5.000 rpm und 4<C zentrifugiert. Anschlie3end wurde n die pelletierten Zellen zweimal
mit eiskaltem, sterilem deionisiertem Wasser (50 ml bzw. 25 ml) und einmal mit 2 ml
eiskaltem, sterilem 10%igem (v/v) Glycerin gewaschen. Abschlielend wurde das
Pellet in 100 pl eiskaltem, sterilem 10%igem (v/v) Glycerin aufgenommen und in

40 ul Portionen aufgeteilt.

Fur die Elektroporation wurden 40 pl elektrokompetente Zellen mit 2-10 pul DNA
vorsichtig auf Eis gemischt und in eine vorgekuhlte Elektroporationskuvette (2mm,
Bio-Rad) uberfuhrt. Die Kuvette mit dem Ansatz wurde 1 min auf Eis stehen gelassen
und anschlieend die Elektroporation durchgefiihrt. Sie erfolgte bei 25 uF, 200 Q, 2,5
kV und 5,2 bzw. 5,3 ms des elektrischen Impulses (Gene Pulser, Bio-Rad). Nach der
Pulsauslosung wurde sofort 1 ml SOC-Medium zugegeben und der Ansatz in ein
steriles Eppendorf-Gefal3 tberfuhrt. Nach einer Inkubation von 60 min bei 37C und

180 rpm zur Regeneration der Zellen wurden 100 ul und die restlichen 900 pl mit
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einem sterilen Spatel auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum aus-

plattiert. Es folgte eine Inkubation der Platten bei 37<C tber Nacht.

3.3.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte in einem Volumen von 25 pl fir den
Nachweis eines Gens bzw. 50 pl fur eine Klonierung vor einer Sequenzierung und fur
die Herstellung der Hybridisierungs-Sonden. FiUr einen Standard-Reaktionsansatz
(siehe Tabelle 3.4) wurden 25-100 ng aufgereinigte DNA bzw. 2,5 ul einer
Bakteriensuspension (eine Einzelkolonie eingerieben in 50 ul sterilem 150 mM NacCl)
als Template-DNA verwendet. Die DNA-Amplifikationen erfolgten in einem

Thermocycler der Firma Biometra (T1 Thermal Cycler).

Tabelle 3.4: Standard-Reaktionsansatz fiir eine PCR

PCR-Reagenzien Volumen (25 pl)
10x Puffer (S) 2,5 ul
dNTP-Mix [je 10 mM] 0,5 ul
Forward-primer 0,5 ul
Reverse-primer 0,5 ul
Tag-Polymerase [5 U/ul] 0,2 ul
Template-DNA 2,5 ul
Steriles Wasser UltraPure™ 18,3 ul

Es wurden folgende Standardbedingungen fir die PCR eingesetzt: Der erste Schritt
erfolgte fur 5 min bei 94C, dann wurden 30 Zyklen mit einem Denaturierungsschritt
(30 sec, 94C), einem Annealingschritt (60 sec, Tem peratur siehe Tabelle A5) und
einem Elongationsschritt (72T, Zeit je nach Lange der Zielsequenz, siehe Tabelle
A5) durchgefuhrt. Beendet wurde die PCR mit einem Elongationsschritt von 5 min bei
72<C. Die verwendeten Oligonukleotide, deren Parame ter sowie abweichende PCR-

Bedingungen kénnen den Tabellen A4.4 und A5 entnommen werden.
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Fur die Uberprifung der PCR-Produkte wurden 5 pl mit 2 pl Ladepuffer versetzt und
auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte
bei einer Spannung von 130 V in 1x TAE-Puffer. Abschliel3end erfolgte das Anféarben
des Agarosegels in einem Ethidiumbromidbad (10 mg/ml) und die Dokumentation

mittels UV-Licht (Alphalmager®, Biozym).

3.3.10 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte im Fachgebiet Lebensmittelmikrobiologie am Institut fur
Lebensmittelwissenschaft und Biotechnologie der Universitdit Hohenheim mit Hilfe
des Kapillar-Sequenzer CEQ™8000 Genetic Analysis System (Beckmann Coulter
GmbH, Krefeld). Sie basierte auf dem Prinzip der Kettenabbruchmethode nach
Sanger et al. [1977]. Die entstandene Sequenz wurde mit der BioEdit Sequence
Alignment Software nach Hall [1999] ausgewertet und anschlieend mit Hilfe des
Blast-Algorithmus mit der in der Datenbank des National Center for Biotechnology
Information (NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast) hinterlegten Sequenzen vergli-
chen. Eine Auflistung der verwendeten Oligonukleotide ist im Anhang Tabelle A4.4

aufgefuhrt.

3.3.11 Southern Hybridisierung

Herstellung der Sonden

Fur die Dot-Blot- und Koloniehybridisierung wurden die PCR-Produkte (s. Anhang
Tabelle A5) einer Gelelektrophorese (1%, 130 V, 1 h) unterzogen, mittels Gelextrak-
tion (QIAEXIl, Qiagen) aufgereinigt und anschlieBend eine weitere PCR
durchgefuhrt. Die daraus entstandenen PCR-Produkte wurden aufgereinigt (QIAquick
PCR Purification Kit, Qiagen) und die Konzentration mit Hilfe des Photometers
bestimmt. Die DIG-DNA-Markierung erfolgte mit dem ,DIG DNA Labeling and
Detection Kit“ (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) in einem Endvolumen von
20 pl nach Angaen des Herstellers. Die fur die Sondenherstellung empfohlene
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Menge an DNA sollte 10 ng- 3 ug betragen. Fur die Markierung wurden 15 pl des
aufgereinigten PCR-Produktes eingesetzt, wenn die erforderliche Menge an DNA in
diesem Volumen erreicht wurde. Nach Erhitzen des PCR-Produktes fur 10 min auf
100C wurden 2 pl 10x Hexanukleotid-Mix, 2 pl dNTP Labeling Mix und 1 pl Klenow
Enzym zugegeben und fur 20 h bei 37T inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 1 pl 0,5 M EDTA und Erhitzen auf 65T fur 10 min abgestoppt. Die
Lagerung der Sonden erfolgte bei -20C.

Dot-Blothybridisierung

Als Negativkontrolle wurde genomische DNA des E. coli Stammes C600 und als
Positivkontrolle 50 ng unmarkiertes PCR-Produkt der jeweiligen Sonde verwendet.
Es wurden jeweils 500 ng DNA auf eine Transfermembran (BiodyneA, 0,2 um, Pall
GmbH) aufgetragen und nach kurzem Trocknen an der Luft 5 min in Denaturierungs-
puffer (siehe Abschnitt 3.1.7) geschwenkt. Nach einem weiteren Inkubationsschritt flr
10 min in Neutralisationspuffer (siehe Abschnitt 3.1.7) wurde die Membran 30 sec in
10-fach SSC (siehe Abschnitt 3.1.7) gewaschen und auf ein in 10-fach SSC
getranktes Whatman-Papier (Whatman GmbH) tberfuhrt. Zur Fixierung der DNA auf
der Membran wurde sie fur 3 min auf den Transilluminator (365 nm) gelegt.
Anschliel3end wurde die Membran in eine Hybridisierungsréhre (Biometra) Uberfihrt
und vorgewarmter Hybridisierungspuffer (siehe Abschnitt 3.1.7; 20 ml/100 cm?, 68%)
zugegeben. Die Inkubation erfolgte unter stdndigem Drehen fir 1 h bei 68T im
Hybridisierungsinkubator (OV2, Biometra). Die Hybridisierungslésung wurde
verworfen und das Hybridisierungs-Sonden-Gemisch zugegeben. Fir die Herstellung
des Hybridisierungs-Sonden-Gemischs wurden 6 pl der jeweiligen Sonde mit 44 pl
sterilem deionisiertem Wasser fir 5 min bei 95T au fgekocht, kurz auf Eis abgekuhlt
und 4 ml auf 68T vorgewarmter Hybridisierungspuffer zugegeben. Die
Hybridisierung erfolgte Uber Nacht bei 68T unter standigem Drehen im
Hybridisierungsinkubator. Die Waschschritte und die Detektion erfolgten nach
Angaben des ,DIG DNA Labeling and Detection Kit“-Protokolls der Firma Roche
Diagnostics GmbH. Dabei wurden die verwendeten Mengen an Puffer fur die
jeweilige GroRe der Membranen berechnet. Durch Zugabe der Farbsubstratiésung
erfolgte die Detektion. Nach 1-5 h war ein Farbumschlag erkennbar und die Reaktion
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wurde durch Waschen mit sterilem deion. Wasser fir 5 min abgestoppt. Die

Dokumentation des Ergebnisses erfolgte durch Fotografieren der Membran.

Koloniehybridisierung

Fur das Verfahren der Koloniehybridisierung wurden die LB-Mediumplatten mit den
zu untersuchenden Kolonien mindestens 30 min bei 4°C vorgekuhlt. Anschliel3end
wurde eine Nylonmembran (0,2 um, @ 80 mm, Pall GmbH) fir 1 min auf die LB-
Mediumplatten gelegt, um den Transfer von Koloniematerial auf die Membran zu
ermdglichen. Um eine spatere Zuordnung der Signale zu den Ausgangskolonien auf
der LB-Mediumplatte zu ermoéglichen, wurde die Membran an einer Stelle
eingeschnitten und die zugehdrige Stelle an der LB-Mediumplatte markiert. Als
Positivkontrolle wurden 50 ng unmarkiertes PCR-Produkt der jeweiligen Sonde auf
den Rand der Membran aufgetropft. Nach kurzem Trocknen der Kontrolle wurde die
Membran fur 15 min mit der Kolonieseite nach oben auf ein mit Denaturierungspuffer
(siehe Abschnitt 3.1.7) getrdnktes Whatman-Papier gelegt. AnschlieRend wurde sie
auf ein mit Neutralisierungspuffer (siehe Abschnitt 3.1.7) getranktes Whatman-Papier
Uberfuhrt und fur 5 min dort belassen. Nach einem kurzen Zwischenschritt auf einem
mit 10-fach SSC (siehe Abschnitt 3.1.7) getranktem Whatman-Papier wurde die
feuchte Membran fir 3 min auf einen Transilluminator (365 nm) gelegt, um die DNA
auf der Membran zu fixieren. Anschliel3end erfolgte die Entfernung der Zelltrimmer
durch Inkubation der Membran in 3-fach SSC, 0,1% SDS in einer
Hybridisierungsrohre fur 50 min bei 68T unter stdndigem Drehen im
Hybridisierungsinkubator. Nach kurzem Waschen in sterilem deion. Wasser wurde
die Membran in eine neue, mit Ethanol gespulte Hybridisierungsrohre tberflhrt und
fur 60 min mit vorgewarmtem Hybridisierungspuffer (siehe Abschnitt 3.1.7) bei 68T
im  Hybridisierungsinkubator unter standigem Drehen préhybridisiert. Die
Hybridisierungslésung wurde verworfen und das Hybridisierungs-Sonden-Gemisch
zu der Membran gegeben. Fir die Herstellung des Hybridisierungs-Sonden-
Gemischs wurden 6 ul der jeweiligen Sonde mit 44 ul sterilem deion. Wasser fur 5
min bei 95T aufgekocht, kurz auf Eis abgekihlt und 10 ml auf 68T vorgewarmter
Hybridisierungspuffer zugegeben. Die Hybridisierung erfolgte tber Nacht bei 70C
unter stadndigem Drehen im Hybridisierungsinkubator. Die Waschschritte, die

Detektion und die Dokumentation erfolgten wie oben beschrieben.
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3.4 Keimreduziertes Rinderhackfleisch

Das fur die Versuche verwendete, keimreduzierte Rinderhackfleisch wurde im
Fachbereich Fleischtechnologie am Institut fir Lebensmittelwissenschaft und
Biotechnologie der Universitat Hohenheim hergestellt. Die fir die Herstellung des
Hackfleisches aus einem Stick Rindfleisch (Kernbug bzw. Schulter-Oberschale)
verwendeten Hilfsmittel wurden vor Verwendung mit 70% (v/v) Ethanol sterilisiert, um
das Einbringen von zuséatzlichen Mikroorganismen zu verhindern. Nach Entfernen
der aulReren, Keim-belasteten Schicht des Fleisches wurde das Kernstiick in einem
desinfizierten Fleischwolf zerkleinert. Das so entstandene Hackfleisch wurde direkt in

18 g (+/- 0,05 g) Portionen aufgeteilt und in Aluminiumfolie bei -20TC gelagert.

3.4.1 Bestimmung der aeroben Gesamtkeimzahl

Um die aerobe Gesamtkeimzahl im verwendeten Hackfleisch vor Versuchsbeginn zu
bestimmen, wurden zwei 18 g-Portionen tUber Nacht bei 4C aufgetaut und jeweils
mit 80 ml PBS in einem Rotilabo-Homogenisierbeutel mit Seitenfilter (Roth) versetzt.
Das Homogenisieren (Stomacher 400 circulator, Seward) erfolgte flr 2 min bei 230
rom. Danach wurde das durch die Membran von dem Homogenisat abgetrennte
Filtrat, das die aus dem Hackfleisch geldsten Bakterien enthielt, entnommen und in
einen sterilen Erlenmeyerkolben tberfuhrt. AnschlieBend wurden 100 pl und 1000 pl
des Filtrats mit Hilfe steriler Spatel in einer Doppelbestimmung auf LB- und SMAC-
Medium ausplattiert. Nach einer Inkubation der Platten bei 37C tber Nacht konnten
die Kolonien ausgezahlt und die unter aeroben Bedingungen gewachsenen Kolonie-

bildenden Einheiten pro g (KbE/g) Hackfleisch bestimmt werden.
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3.4.2 Nachweis von STEC in keimreduziertem Rinderh  ackfleisch

Die Uberpriifung des Hackfleisches auf enthaltene STEC erfolgte anhand des
.=Horizontalen Verfahrens fir den Nachweis von E. coli O157 in Lebensmitteln®
[Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 835 Lebensmittel- und

Bedarfsgegenstandegesetz (LMBG)", Beuth Verlag, modifiziert].

Hierfir wurde im Dreifachansatz eine 18 g-Portion des Hackfleisches Uber Nacht bei
4C aufgetaut und anschlielend in einem Rotabilo Homogenisierbeutel mit
Seitenfilter (Roth) mit 162 ml mTSB und Novobiocin (20 mg/l mTSB) versetzt. Nach
Homogenisieren fir 2 min bei 230 rpm wurde das Homogenisat in einen 500 ml
Weithals-Erlenmeyerkolben tberfuhrt und die Anreicherung fur 6 h bei 37C und 100
rpm inkubiert. Fur die Positiv- und Negativ-kontrolle wurden vor dem Homogenisieren
ca. 1-5 KbE/g Hackfleisch E. coli O157:H7 Stamm EDL933 bzw. E. coli C600
zugegeben. Nach der Anreicherung wurden jeweils 10 ml der Kulturen entnommen
und fur 10 min bei 5000 rpm und 4T zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde
in 1,5 ml mTSB aufgenommen, 150 ul davon auf SMAC- und LB-Medium ausplattiert
und fur 24 bzw. 48 h bei 37<C inkubiert. Anschlie3e nd wurde durch Abstreichen der
Platten mit einem sterilen Wattestdbchen und Einreiben der Bakterien in 1 ml sterile
0,9%iger NaCl-Losung eine Bakterienlosung hergestellt. 50 pl der Losung wurden
1:10 in sterilem DNase- und RNase-freiem destillierten Wasser verdinnt und eine
Standard-PCR mit den Oligonukleotidpaaren KS7/KS8 (stx;g) und LP43/LP44 (stXza)
aus der Tabelle A5 durchgefihrt.

3.5 In vivo-Expressionstechnologie (IVET)

3.5.1 Selektion eines Nalidixinsaure-resistenten E.coli-Stammes

Fur die Durchfuhrung der IVET in der Matrix Rinderhackfleisch war ein E. coli-
Stamm notwendig, der eine Antibiotikaresistenz besitzt. Mit Hilfe dieser Resistenz
sollte der Laborstamm von der im Hackfleisch authochthonen Mikrobiota abgegrenzt
werden. Der in den vorliegenden Versuchen verwendete E. coli-Laborstamm HB101

wurde dem Antibiotikum Nalidixinsdure ausgesetzt, um eine spontane Resistenz
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aufgrund des auf die Zelle einwirkenden Selektionsdrucks zu erzielen. Dies erfolgte
beginnend mit 5 pg Antibiotikum pro ml LB-Medium bis hin zu 20 pug Antibiotikum pro
ml LB-Medium [nach Schmidt et al., 1999, modifiziert]. Hierbei erfolgte die
Kultivierung der Bakterien abwechselnd in Flussigkultur und auf festem Medium.
AbschlieRend wurde die erhaltene Mutante zwei bis drei Mal auf festem LB-Medium

mit einer Nalidixinsdure-Konzentration von 20 pg/ml LB-Medium passagiert.

3.5.2 Konstruktion des Promotor-Selektionsvektors pAK-1

Der Austausch der Resistenz im Vektor pKK232-8 erfolgte durch die Amplifikation
des Aminoglykosidphosphotransferase (aphll)-Gens aus dem Vektor pK18, das die
Resistenz gegen Kanamycin vermittelt, mit Hilfe des Oligonukleotidpaars kan-for/kan-
rev (siehe Tabelle A4.4) in einer Standard-PCR (siehe Abschnitt 3.3.9). Das PCR-
Produkt wurde mit Hindlll und Pagl inkubiert (siehe Abschnitt 3.3.4), einer
Ethanolfallung unterzogen (siehe Abschnitt 3.3.6), in 30ul steriiem DNase- und
RNase-freiem destillierten Wasser aufgenommen und abschlieBend die DNA-
Konzentration photometrisch bestimmt (siehe Abschnitt 3.3.3). Der Vektor pKK232-8
wurde parallel hierzu mit den beiden Restriktionsendonukleasen Hindlll und Ncol
inkubiert, ebenfalls einer Ethanolfallung unterzogen, in 30ul sterilem DNase- und
RNase-freiem destillierten Wasser aufgenommen und die DNA-Konzentration
photometrisch bestimmt. Nach erfolgter Ligation (siehe Abschnitt 3.3.7) und
Ethanolfallung (siehe Abschnitt 3.3.6) wurde die DNA in 20 pul sterilem DNase- und
RNase-freiem destillierten Wasser gelést. Der E. coli Stamm HB101 Nal® wurde
abschlieBend mit der Plasmid-DNA aus der Ligation elektrotransformiert (siehe
Abschnitt 3.3.8). Durch Sequenzierung (siehe Abschnitt 3.3.10) wurde die Insertion
und die Sequenz des Resistenzgens in dem neuen Vektor, benannt als pAK-1,
Uberprift. Das Kanamycinresistenz-vermittelnde Gen aphll wird in dieser Arbeit mit

kan bezeichnet.
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3.5.3 Uberpufung der IVET-Systeme basierend auf pK  K232-8 und pAK-1

Die Klonierung des Laktose (lac)-Promotors aus dem Vektor pK18 in die ,multiple
cloning site* (mcs) der Vektoren erfolgte durch Hydrolyse des Vektors pK18 mit der
Restriktionsendonuklease Sau3Al (siehe Abschnitt 3.3.4). Nach Auftrennung der
Fragmente in einer Agarosegelelektrophorese (1%, 130 V, 1 h) wurde das
entsprechende DNA-Fragment aus der Gelmatrix extrahiert (siehe Abschnitt 3.3.6), in
30 pl sterilem DNase- und RNase-freiem destillierten Wasser eluiert und
abschlieRend die DNA-Konzentration photometrisch bestimmt (siehe Abschnitt
3.3.3). Der Vektor pKK232-8 bzw. pAK-1 wurde mit der Restriktionsendonuklease
BamHI linearisiert (siehe Abschnitt 3.3.4), mittels SAP dephosphoryliert (siehe
Abschnitt 3.3.7), durch eine Ethanolfallung aufgereinigt (siehe Abschnitt 3.3.6), in
30ul sterilem DNase- und RNase-freiem destillierten Wasser aufgenommen und zum
Schluss die DNA-Konzentration photometrisch bestimmt (siehe Abschnitt 3.3.3).
Nach der Ligation der beiden Vektoren mit dem Fragment aus pK18 (siehe Abschnitt
3.3.7) wurde die DNA durch eine Ethanolfallung aufgereinigt (siehe Abschnitt 3.3.6),
in 20 pl sterilem DNase- und RNase-freiem destillierten Wasser aufgenommen und
der E.coli Stamm HB101 Nal® mit den Plasmiden aus der Ligation
elektrotransformiert (siehe Abschnitt 3.3.8). Fur die Selektion der gewlnschten Klone
nach der Elektrotransformation wurde LB-Medium verwendet, das neben den
Antibiotika Ampicillin und Nalidixinsdure auch Chloramphenicol bzw. Kanamycin
enthielt, um die Expression des Selektionsgens nachweisen zu koénnen. Die

entstandenen Plasmide wurden mit pKK-L und pAK-L bezeichnet.

Fur die Erstellung von Wachstumskurven wurden Ubernachtkulturen von E. coli
HB101 Nal®/ pKK232-8, pKK-L, pAK-1 bzw. pAK-L in 50 ml frischem LB-Medium mit
Ampicillin und Nalidixinsaure auf einen ODggo-Wert von 0,05 verdiinnt. Die Inkubation
erfolgte unter Standardbedingungen fir 24 h. Nach 2 h wurde das Chloramphenicol
bzw. Kanamycin zu den entsprechenden Kulturen zugegeben. Zu den Zeitpunkten 2,
4, 6, 8 und 24 h wurde die optische Dichte bei 600 nm und die Lebendzellzahl der
Kultur bestimmt. Hierzu wurden 100 pl der Kultur abgenommen, eine Verdin-
nungsreihe in PBS erstellt und geeignete Verdinnungsstufen in Doppelbestimmung
auf LB-Medium mit Ampicillin und Nalidixinsaure ausplattiert. Nach der Inkubation der

Platten bei 37T uber Nacht konnten die Kolonien ausgezahlt und die Kolonie-
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bildenden Einheiten (KbE) pro ml Kultur bestimmt werden. Fir die Erstellung der

Wachstumskurven wurden drei unabhangige Versuche durchgefihrt.

Um die Funktionalitdt der Vektoren pKK232-8 und pAK-1 ebenfalls in der Matrix
Hackfleisch zu bestatigen, wurden Ubernachtkulturen der oben aufgefiihrten E. coli-
Stamme in 50 ml frischem LB-Medium mit Ampicillin und Nalidixinsdure auf einen
ODggo-Wert von 0,05 verdunnt. Die Inkubation erfolgte unter Standardbedingungen
bis zu einer ODgpo von 0,8-0,9. Eine 18 g-Portion des Hackfleisches wurde in einem
Rotilabo-Homogenisierbeutel mit Seitenfilter (Roth) mit Ampicillin, Nalidixinsdaure und
Chloramphenicol bzw. Kanamycin in PBS (siehe Abschnitt 3.1.7) in einem
Gesamtvolumen von 1 ml durch Homogenisieren fir 30 sec bei 230 rpm (Stomacher
400 circulator, Seward) versetzt. Weiterhin wurde eine serielle Verdinnungsreihe der
Kulturen in PBS erstellt, um nach dem Ausplattieren geeigneter Verdinnungsstufen
in Doppelbestimmung und der Inkubation tGber Nacht die Lebendzellzahl der Kultur
und somit die Bakterienanzahl, die zur Inokulation des Hackfleisches verwendet
wurde, zu bestimmen. Die Inokulation der Stamme in das Hackfleisch erfolgte mit
etwa 100 KbE/g durch Vermengen mit der Hand fir 1 min. Die Inkubation des
Hackfleisches erfolgte mit einer Schichtdicke von etwa 0,5 cm, um eine abweichende
Kerntemperatur zu verhindern. Nach einer Inkubationszeit von 5 h bei 37<C wurden
die Stamme durch Zugabe von 80 ml PBS und Homogenisieren bei 230 rpm fur 2
min wieder aus dem Hackfleisch isoliert. 10 ml des Filtrats hinter dem Seitenfilter
wurden aus dem Homogenisierbeutel entnommen und in einen sterilen
Erlenmeyerkolben Uberfuhrt. Nach Erstellung einer seriellen Verdiinnungsreihe in
PBS wurden geeignete Verdinnungsstufen in Doppelbestimmung auf LB-Medium mit
Ampicillin und Nalidixinsdure ausplattiert, die Platten Gber Nacht bei 37<C inkubiert
und am néchsten Tag die KbE/g Hackfleisch bestimmt. Es wurden drei unabhéngige

Versuche durchgefihrt.
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3.5.4 Herstellung einer chromosomalen Genbank des Stammes EDL933

Fur das IVET-System wurde eine Genbank des Stammes EDL933 in dem Promotor-
Selektionsvektor pKK232-8 bzw. pAK-1 erstellt. Hierzu wurde die chromosomale
DNA zunachst einem partiellen Verdau mit der Restriktionsendonuklease Sau3Al
unterzogen. Hierzu wurden 10 ug DNA mit 10 U des Enzyms, dem 10x Enzympuffer
(Endkonzentration 1x) und sterilem Wasser in einem Volumen von 50 pl gemischt.
Nach einer 15-minutigen Inkubation bei 37T wurde d as Reaktionsgemisch 20 min
bei 65T hitzeinaktiviert. Nach Auftrennung der entstandenen DNA-Fragmente in
einem 1%igen Agarosegel bei 130 V fur 1 h, wurden die gewlnschten Fragmente
zwischen 0,5 und 1 kb aus der Gelmatrix extrahiert (siehe Abschnitt 3.3.6). Die chro-
mosomalen DNA-Fragmente wurden in 30 ul sterilem DNase- und RNase-freiem
destillierten Wasser eluiert und abschlielend die Konzentration photometrisch
bestimmt (siehe Abschnitt 3.3.3).

Fur die anschlieRende Klonierung der chromosomalen DNA-Fragmente in den
entsprechenden Vektor wurden 1,5 pug des Plasmids mit 5 U der Restriktionsendo-
nuklease BamHI, dem 10x Enzympuffer (Endkonzentration 1x) und sterilem DNase-
und RNase-freiem destillierten Wasser in einem Volumen von 40 pl fir 2 h bei 37C
inkubiert, um eine Linearisierung des Plasmids zu erhalten. Anschlie3end wurde fur
die Dephosphorylierung des linearisierten Plasmids zur Vermeidung von Religanten
in der Ligation 10 U Shrimp Alkaline Phosphatase und der zugehérige 10x
Enzympuffer (Endkonzentration 1x) zugegeben und mit sterilem DNase- und RNase-
freiem destillierten Wasser auf 50 ul aufgefillt. Nach einer Inkubation bei 37<C fur 1 h
wurde der Ansatz fir 15 min bei 65T hitzeinaktivie rt. Um den Ansatz aufzureinigen,
schloss sich eine Ethanolféllung an. Die geféllte DNA wurde in 30 pl sterilem DNase-
und RNase-freiem destillierten Wasser gelost und die Konzentration mit dem
Photometer bestimmt (siehe Abschnitt 3.3.3).

Der mit BamHI linearisierte und dephosphorylierte Vektor wurde mit den chromo-
somalen Sau3Al-Fragmenten des Stammes EDL933 in einem Vektor:Insert-
Verhaltnis von 1:3 gemischt und inkubiert. Hierzu wurden 100 ng Vektor, 300 ng
EDL933-Fragmente, 5 U T4-DNA-Ligase und der entsprechende 10x Puffer
(Endkonzentration 1x) mit sterilem Wasser in einem Volumen von 25 ul 3 h bei

Raumtemperatur inkubiert.
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Vor der Elektrotransformation wurden durch eine Ethanolfallung die Ligationsansatze
von der Ligase und dem Ligasepuffer gereinigt, um bekannte negative Auswirkungen
bei der Transformation zu verhindern (siehe Abschnitt 3.3.6). Die gefallte DNA wurde
anschlieBend in 20 pul sterilem DNase- und RNase-freiem destillierten Wasser
aufgenommen. Fir die Erstellung der Gen-bank wurde der Ligationsansatz geteilt
und zwei Aliquots der kompetenten Zellen fur die Elektrotransformation verwendet
(siehe Abschnitt 3.3.8).

3.5.5 Verwendung der IVET-Systeme im Rinderhackfle isch

Fur die Durchfuhrung des IVET-Systems im Rinderhackfleisch wurde eine 18 g-
Portion des keimreduzierten Hackfleisches aufgetaut und mit 100 pug/g Ampicillin, 20
pg/g Nalidixinsaure und 80 pg/g Chloramphenicol in einem Gesamtvolumen von 1 ml
PBS (siehe Abschnitt 3.1.7) durch Homogenisieren bei 230 rpm fur 30 sec
(Stomacher 400 circulator, Seward) in einem Rotilabo-Homogenisierbeutel mit
Seitenfilter (Roth) vermengt. Weiterhin wurde ein Aliquot der Genbank von E. coli
0157:H7 Stamm EDL933 in dem entsprechenden Promotor-Selektionsvektor
aufgetaut, in 50 ml flissiges LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin und 20 pg/ml
Nalidixinsdure gegeben und fur 1 h stehend bei 37°C zur Erholung der Zellen
inkubiert. Nach einer weiteren Inkubationszeit von etwa 1 h bei 37 und 180 rpm
wurde eine ODggp Von etwa 0,8 erreicht. 50 pl der Kultur wurden abgenommen und
mit 950 ul PBS versetzt. Fir das IVET-System basierend auf dem Vektor pKK232-8
wurde fir die Inokulation des Hackfleisches keine weitere Fllssigkeit verwendet. Fir
das IVET-System basierend auf dem Vektor pAK-1 wurden weitere 10 ml PBS fir die
Inokulation zugegeben. Die Inokulation des Hackfleisches erfolgte durch ein
Vermengen mit der Hand fir 1 min. Weiterhin wurde eine serielle Verdinnungsreihe
der Kultur in PBS erstellt, um nach dem Ausplattieren geeigneter Verdinnungsstufen
in Doppelbestimmung die Lebendkeimzahl der Kultur und somit die Bakterienanzahl,
die zur Inokulation des Hackfleisches verwendet wurde, zu bestimmen. Die
Inkubation des inokulierten Hackfleisches erfolgte unter aeroben Bedingungen fir 5
bzw. 10 h bei 42T und einer Schichtdicke von etwa 0,5 cm, um eine abweichende
Kerntemperatur zu verhindern. AnschlieRend wurden die Bakterien durch Zugabe
von 80 ml PBS im Falle der IVET mit pKK232-8 bzw. 20 ml PBS im Falle der IVET
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mit pAK-1 und Homogenisieren bei 230 rpm fur 2 min wieder aus dem Hackfleisch
isoliert. Hierfir wurde nach dem Homogenisieren 10 ml des Filtrats hinter dem
Seitenfilter aus dem Homogenisierbeutel enthommen und in einen sterilen
Erlenmeyerkolben Uberfuhrt. Nach Erstellung einer seriellen Verdiinnungsreihe in
PBS wurden geeignete Verdinnungsstufen in Doppelbestimmung auf LB-Medium mit
Ampicillin und Nalidixinsdure ausplattiert, die Platten Gber Nacht bei 37<C inkubiert
und am nachsten Tag die KbE/g bestimmt. Die geeigneten Verdinnungsstufen, die

etwa 200-300 Einzelkolonien pro Platte ergaben, wurden 80-fach ausplattiert.

Fur die Identifizierung und Selektion von in vitro-aktiven Promotoren wurden mit Hilfe
von sterilen Zahnstochern die erhaltenen Einzelkolonien parallel auf LB-Medium mit
Ampicillin und Nalidixinsaure bzw. Ampicillin, Nalidixinsaure und Chloramphenicol
ausgestrichen. Dies erfolgte mit Hilfe eines Rasters, um die entsprechend parallel
ausgestrichenen Kolonien zuordnen zu koénnen. Es wurde die Anzahl an
Einzelkolonien tberpriift, die notwendig war, um mit etwa 1 x 10* KbE/g in vitro-
sensitiver Klone weiterarbeiten zu kdénnen. Nach einer Inkubation der Platten bei
37C uber Nacht wurden alle in vitro Chloramphenicol-resistenten Kolonien
ausselektiert. Dies erfolgte durch das Einreiben der in vitro Chloramphenicol-
sensitiven Kolonien in LB-Flissigmedium und Zentrifugation bei 6.000 rpm fur 5 min.
Nach Losen des Bakterienpellets in 1 ml sterilem 10% (v/v) Glycerin wurden 300 pl-
Aliquots bei -80T gelagert. Ein Aliquot der verein ten Kolonien wurde fur die erneute
Inokulation einer weiteren Hackfleischportion und deren Inkubation unter denselben
Voraussetzungen verwendet. Insgesamt wurden drei von den hier beschriebenen
Selektionsrunden durchgefuhrt. Nach der dritten Runde wurden 1.000 Einzelkolonien
auf LB-Medium mit den oben beschriebenen Antibiotika ausgestrichen und fur die

Isolierung der enthaltenen Plasmide verwendet.
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- ampR 0
partiell verdaute, ( PKK232-8 r)
chromosomale DNA:
E. coliONS7T-HT BamHI
Stamm EDLS33

Klenierung und Transfer der IVET-Bibliothek

- — ampR ————— e—— gl —— E. coliStamm HB101 NalR

l Inokulation: Klonpool + Amp, Cam, Nal

l Anreicherung cat* in vivo

Reisolierung

cat in vilro
Sequenzierung
———> PCRRRFLP ————> und
AmpiCam/Nal Amp/Nal Sequenzvergleich

Screening

Abbildung 3.1: Darstellung des IVET-Systems in Rinderhackfleisch am Beispiel des
Vektors pKK232-8: Die Genbank des E. coli O157:H7 Stammes EDL933 wurde in eine
Nalidixinsaure-resistente Mutante des E. coli Stammes HB101 transferiert. Die Anreicherung
erfolgte in keimreduziertem Rinderhackfleisch. In vitro Chloramphenicol-sensitive Klone

wurden wiederholt fir die Inokulation des Hackfleisches verwendet.

3.5.6 DNA-Sequenzanalyse der inserierten EDL933 -DNA-Fragmente in den ivi-

Plasmiden

Fur die Analyse der inserierten EDL933-Fragmente in den rekombinanten Plasmiden
nach der letzten Anreicherung wahrend des IVET-Systems im keimreduzierten
Rinderhackfleisch wurden diese isoliert (siehe Abschnitt 3.3.1) und in einer Standard-
PCR (siehe Abschnitt 3.3.9) mit dem Oligonukleotidpaar pKK232-8-for/SP1 bzw.
pKK232-8/SP2 (siehe Tabelle A4.4) als Template-DNA verwendet. Es wurden

folgende Bedingungen fur die PCR vewendet: Der erste Schritt erfolgte 5 min bei
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94<C, dann wurden 30 Zyklen mit einem Denaturierung sschritt (30 sec, 94C), einem
Annealingschritt (60 sec, 53C) und einem Elongatio nsschritt (72T, 90 sec)
durchgefuihrt. Beendet wurde die PCR mit einem Elongationsschritt von 5 min bei
72C. Die GrolRe des entstandenen PCR-Produkts wurde in einer Agarose-
gelelektrophorese (2%, 130 V, 1,5 h) abgeschéatzt. Nach Einteilung der PCR-
Produkte basierend auf der abgeschéatzten GroRe wurden die Produkte gleicher
GrofRe durch einen Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus (siehe Abschnitt
3.3.5) miteinander verglichen. PCR-Produkte mit einem identischen Restrik-
tionsmuster nach erfolgter Agarosegelelektrophorese (2%, 130 V, 1,5 h) wurden als
gleich angenommen. Die Plasmide, die den Produkten entsprachen, wurden erneut
isoliert (siehe Abschnitt 3.3.1) und fur die Sequenzierung (siehe Abschnitt 3.3.10) mit
dem Oligonukleotid SP1 bzw. SP2 verwendet. Die entstandene Sequenz wurde
ausgewertet (siehe Abschnitt 3.3.10) und durch einen Vergleich mit dem Genom von
E. coli Stamm K12 in der Internet-Datenbank EcoCyc [Keseler et al., 2009] auf

enthaltene Promotoren untersucht.

3.6  Kultivierung von E. coli-Stammen in Rinderhackfleisch

Fir das Wachstum verschiedener EHEC/EPEC/STEC-Isolate in Rinderhackfleisch
wurde in Dreifachbestimmung eine 18g-Portion des keimreduzierten Hackfleisches
(siehe Abschnitt 3.4) aufgetaut und mit den entsprechenden Stammen beimpft.
Ubernachtkulturen der E. coli-Stamme wurden in 50 ml frischem LB-Medium auf eine
ODggo von 0,05 verdinnt, bis zu einer ODggo von 0,8-0,9 unter Standardbedingungen
inkubiert und mit etwa 100 KbE/g in einem Gesamtvolumen von 2 ml PBS durch
Vermengen mit der Hand fur etwa 1 min in das Hackfleisch in einem Rotilabo-
Homogenisierbeutel mit Seitenfilter (Roth) inokuliert. Die Inkubation des
Hackfleisches erfolgte mit einer Schichtdicke von etwa 0,5 cm, um eine abweichende
Kerntemperatur zu verhindern, und fur 5 h bei 37C, 48 h bei 15C und 48 h bei
20<C. Es wurde eine serielle Verdiunnungsreihe der K ultur in PBS erstellt, um nach
dem Ausplattieren geeigneter Verdiinnungsstufen in Doppelbestimmung auf LB-
Medium und der Inkubation Uber Nacht die Lebendzellzahl der Kultur und somit die
Bakterienanzahl, die zur Inokulation des Hackfleisches verwendet wurde, zu

bestimmen. Die Isolierung der Bakterien aus dem Hackfleisch erfolgte durch Zugabe
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von 80 ml PBS und Homogenisieren bei 230 rpm fir 2 min (Stomacher 400
circulator, Seward). 10 ml des Filtrats hinter dem Seitenfilter wurde aus dem Homo-
genisierbeutel entnommen und in einen sterilen Erlenmeyerkolben tberfuhrt. Nach
Erstellung einer seriellen Verdinnungsreihe in PBS wurden geeignete Verdin-
nungsstufen in Doppelbestimmung auf LB-Medium ausplattiert, die Platten tber
Nacht bei 37C inkubiert und am nachsten Tag die Kb E/g bestimmt. Daraufhin
wurden die Platten einer Verdiunnungsstufe ausgewahlt, deren Kolonieanzahl
zwischen 30 und 300 lagen. Diese Kolonien wurden mit Hilfe eines festgelegten
Rasters auf frisches LB-Medium Uberimpft und 10-15 h bei 37T inkubiert.
Anschlie3end konnte mit Hilfe einer Kolonie-Hybridisierung (siehe Abschnitt 3.3.11)
bestimmt werden, welche Kolonien dem eingesetzten E. coli-Stamm zugeordnet

werden konnten. Die Wachstumsversuche wurden mindestens drei Mal durchgefihrt.

3.7 Statistische Methoden

Die Daten aus den durchgefuihrten Versuchen wurden als arithmetische Mittelwerte
mit den zugehdrigen Standardabweichungen angegeben. Die Berechnung aller
Werte erfolgte mit Hilfe von Excel (MS Office 2007).

Fur die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde der zweiseitige Student’s
t-test fir unabhangige Proben herangezogen. Als signifikant gilt ein p-Wert < 0,05.
Somit liegt die Wahrscheinlichkeit der Uberschreitung der berechneten Statistik

basierend auf den erlangten Ergebnissen unter 5%.
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung einer In vivo-Expressionstechnologie fir  E. coli in der Matrix
Rinderhackfleisch

Da bislang nur wenig tber die Genexpression der STEC im Lebensmittel bekannt
war und die Stamme Uber zahlreiche Gene mit bislang unbekannter Funktion
verfigen, sollten in dieser Arbeit Persistenz-, Stress- und Virulenz-assoziierte Gene
des E. coli O157:H7 Stammes EDL933 identifiziert werden, die wahrend der
Persistenz und der Vermehrung der pathogenen Bakterien im Risikolebensmittel
Rinderhackfleisch exprimiert werden. Die Erforschung dieses Zoonoseerregers
wahrend seiner Ubertragung durch Lebensmittel vom Tier auf den Menschen ist ein
wichtiges Anliegen zukinftiger Forschungsarbeiten [Dudley, 2008]. Dabei ist die
Methode der IVET eine vielversprechende Technik, um dieses Ziel erreichen zu
kobnnen. Die Etablierung eines IVET-Systems fur E. coli in der Matrix
Rinderhackfleisch unter Verwendung einer Antibiotikaresistenz als Reporter fir die
Genexpression erfolgte basierend auf dem Promotor-Selektionsvektor pKK232-8 mit
einer promotorlosen Chloramphenicolresistenz (siehe Abbildung 2.1).

4.1.1 Uberprifung des IVET- Systems basierend auf  pKK232-8 in vitro

Nach Klonierung eines aktiven Promotors stromaufwarts in die ,multiple-cloning-site*
(mcs) vor das Selektionsgen eines Promotor-Selektionsvektors, wird dieses expri-
miert, und die Zellen kénnen sich in Anwesenheit des selektiv wirkenden Stoffes
vermehren. Um die Funktionalitat des hier gewéhlten Systems vor dem Einsatz in der
Matrix Hackfleisch in vitro Gberpriufen zu kénnen, wurde der Promotor des Laktose
(lac)-Operons aus dem Vektor pK18 in die mcs des Vektors pKK232-8, wie in
Abschnitt 3.5.3 beschrieben, eingefiigt. Das rekombinante Plasmid mit einer GroR3e
von 6.037 bp wurde mit pKK-L bezeichnet. Der in dieser Arbeit erstellte
Nalidixinséure-resistente (Nal®) E. coli Laborstamm HB101 (siehe Abschnitt 3.5.1),
der eine schnelle Selektion der Mutante auf LB-Medium mit Nalidixinsaure zulasst,
wurde anschlie3end mit den beiden Plasmiden pKK232-8 und pKK-L transformiert.

Ein Ausstrich der erhaltenen Stamme auf LB-Medium mit Chloramphenicol ergab,
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dass der Stamm HB101 Nal®/pKK232-8 nicht resistent war. Das Plasmid pKK-L
vermittelte die Resistenz durch Expression der Chloramphenicolresistenz und ein
Wachstum des Stammes E. coli HB101 Nal®/pKK-L auf LB-Medium mit
Chloramphenicol war gegeben. Daraufhin wurde der Einfluss von verschiedenen
Chloramphenicolkonzentrationen auf das Wachstum der Stdmme wie in Abschnitt
3.5.3 beschrieben, untersucht. Hiermit sollte gezeigt werden, ob sich innerhalb der
gewéhlten Inkubationszeit eine spontane Resistenz gegen Chloramphenicol bilden
konnte. Hierzu wurden Ubernachtkulturen der beiden Stamme in frischem LB-
Medium mit Ampicillin und Nalidixinsaure verdinnt und unter Standardbedingungen
inkubiert. Nach zwei Stunden erfolgte die Zugabe des Chloramphenicols in der flr
Medien verwendeten Standardkonzentration von 20 pug/ml und der vierfachen Menge
von 80 pg/ml, um den Effekt einer hoheren Konzentration zu untersuchen. Parallel
hierzu diente der E. coli Stamm HB101 Nal?/pKK232-8 als Referenz, die ohne
Zugabe des Chloramphenicols zum Vergleich mitgeftihrt wurde. Die optische Dichte
und die Lebendkeimzahl, ermittelt als koloniebildende Einheiten pro ml Kultur
(KbE/ml), wurden in zweistiindigem Abstand bis zum Zeitpunkt nach acht Stunden
bestimmt. Eine abschlieRende Bestimmung erfolgte nach 24 Stunden. Die daraus
resultierenden Wachstumskurven sind in der Abbildung 4.1 und die Daten im Anhang
Tabelle A2.1 dargestellt. In der Abbildung 4.1 sind die ermittelten Lebendkeimzahlen
(y-Achse) und die ODggo-Werte (sekundare y-Achse) gegen die Zeit (x-Achse)
aufgetragen. Bereits zwei Stunden nach Zugabe beider Konzentrationen des
Chloramphenicols konnte die bakteriostatische Wirkung durch ein Stagnieren der
optischen Dichte und der Lebendkeimzahl in der Kultur HB101 Nal/pKK232-8
festgestellt werden. Bei einer Chloramphenicolkonzentration von 20 pg/ml konnte
zum Zeitpunkt 24 Stunden jedoch ein Anstieg der optischen Dichte und der
Lebendkeimzahl dieser Kultur beobachtet werden. Dieser Effekt war nach Zugabe
von 80 pg/ml des Antibiotikums nicht zu erkennen. Hier stagnierte das Wachstum
Uber den gesamten Zeitraum der Messung. Im Gegensatz hierzu zeigte die Kultur
HB101 Nal*/pKK-L nach Zugabe des Chloramphenicols ein vergleichbares
Wachstum wie die Referenz ohne Zugabe des Antibiotikums. Hier fand keine
Hemmung des Bakterienwachstums statt. In beiden Kulturen erfolgte das
Bakterienwachstum uber die exponentielle bis hin zur stationdren Phase. Insgesamt
zeigten die Ergebnisse, dass der Vektor pKK232-8 nach Insertion eines aktiven

Promotors in die ,multiple cloning site* stromaufwarts vor das Selektionsgen eine
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Resistenz gegen das Antibiotikum Chloramphenicol vermitteln kann. Eine Expression
der Resistenz ohne Insertion eines Promotors war nicht moglich. Weiterhin hat sich
eine Konzentration von 20 pg/ml Chloramphenicol als nachteilig erwiesen, da bei der
Inkubation Uber einen langeren Zeitraum ein Anstieg der Lebendkeimzahl
nachgewiesen werden konnte. Die Erhohung der Chloramphenicolkonzentration
fuhrte wahrend des hier gewahlten Zeitraums zu einem starkeren inhibitorischen
Effekt.
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Abbildung 4.1: Wachstumskurven in LB-Medium mit Bestimmung der optischen Dichte und
der Lebendkeimzahl [KbE/g] der E. coli Stamme HB101 Nalf/pKK232-8 und HB101
Nal®/pKK-L nach Zugabe von 20 bzw. 80 pg/ml Chloramphenicol. Die ermittelten Lebend-
keimzahlen sind mit farbigen Balken und die ODgg-Werte durch Linien mit Symbolen
dargestellt. Die Standardabweichungen aus drei unabhangigen Versuchen sind durch Balken
gekennzeichnet. Referenz: E. coli Stamm HB101 Nal®/ pKK232-8 ohne Zugabe von

Chloramphenicol.

55



Ergebnisse

4.1.2 Uberprifung des IVET-Systems basierend auf p  KK232-8 in vivo

Nachdem die Funktionalitéat des Vektors pKK232-8 im LB-Medium bestétigt werden
konnte, war fur die in dieser Arbeit angestrebten Anwendung der Methode in vivo im
Weiteren erforderlich, dass die Funktion des IVET-Systems auch in der Matrix
Hackfleisch abgeklart wurde. Das keimreduzierte Rinderhackfleisch (siehe Abschnitt
3.4) wurde vor Versuchsbeginn auf die enthaltene mesophile aerobe
Gesamtkeimzahl untersucht (siehe Abschnitt 3.4.1). Diese betrug 8,9 x 10 KbE/g
Hackfleisch, wobei keine Keime auf dem SMAC-Agar nachgewiesen werden
konnten. Dies wies auf die Abwesenheit von Vertretern der von Enterobakteriaceae
hin. Fir alle weiteren Versuche, die mit dem IVET-System in Zusammenhang

standen, wurde diese Hackfleisch-Charge verwendet.

Ubernachtkulturen der bereits im vorigen Versuch verwendeten Stamme wurden in
frischem LB-Medium mit Ampicillin und Nalidixinsaure verdinnt und bis zu einer
ODegoo von etwa 0,8 unter Standardbedingungen inkubiert. 100 +/- 5 KbE/g wurden
anschlieBend fir die Inokulation der 18 g-Portionen des keimreduzierten
Hackfleisches eingesetzt. Nach der Inkubation des inokulierten und mit Ampicillin,
Nalidixinsdure und Chloramphenicol versetzten Hackfleisches fur funf Stunden bei
37T, wurden die Bakterien aus dem Hackfleisch isol iert (siehe Abschnitt 3.5.5). Aus
den Werten der Inokulation und Reisolierung konnte das relative Wachstum bestimmt
werden (Quotient aus der Reisolierung und dem entsprechenden Wert der
Inokulation). Zum Vergleich wurde wiederum die Referenz HB101 Nal®/pKK232-8
ohne Zugabe von Chloramphenicol mitgefuihrt. Die zugehérigen Daten sind in der
Abbildung 4.2 und im Anhang Tabelle A2.2 dargestellt. In Abbildung 4.2 fallt auf,
dass die Referenz ein um den Faktor 5,3 erhohtes, relatives Wachstum im
Gegensatz zu dem Stamm HB101 Nal?/pKK232-8 in dem mit Chloramphenicol
behandelten Hackfleisch zeigte. Das Wachstum des Stammes HB101 Nal"/pKK232-
8 wurde, wie zuvor in LB-Medium gezeigt, durch das Antibiotikum gehemmt. Eine
Vermehrung der Zellen in Anwesenheit des Chloramphenicols konnte jedoch
verzeichnet werden, so dass die bakteriostatische Wirkung auf die Zellen schwacher
als im Medium war. Weiterhin fiel auf, dass der Stamm HB101 Nal*/pKK-L ein um
den Faktor 4,8 erhéhtes relatives Wachstum im Vergleich zur Referenz zeigte. Hier

konnte ein starkeres Wachstum der Zellen im Hackfleisch detektiert werden. Der
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Vektor pKK-L mit inseriertem, aktivem Promotor konnte somit ein Wachstum im
Hackfleisch unter Anwesenheit des Chloramphenicols vermitteln. Insgesamt konnte
in den durchgefuhrten Vorversuchen in Medium und in Hackfleisch die Funktionalitat
des IVET-Systems bestatigt werden. Die Chloramphenicolresistenz wurde erst nach
Einflgen eines aktiven Promotors in die ,multiple cloning site* durch das Plasmid

vermittelt.
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Abbildung 4.2: Relatives Wachstum der E. coli Stamme HB101 Nal?/pKK232-8 und HB101
Nal®/pKK-L unter Zugabe von 80 ug/g Chloramphenicol in Hackfleisch. Die Standardab-
weichungen aus drei unabhangigen Versuchen sind durch Balken gekennzeichnet.
Referenz: E. coli HB101 Nal*/pKK232-8 ohne Zugabe von Chloramphenicol.

4.1.3 Herstellung einer chromosomalen Genbank des Stammes EDL933 in
pKK232-8

Fur den Einsatz des IVET-Systems in keimreduziertem Rinderhackfleisch wurde im
Vorfeld eine Genbank der chromosomalen DNA von E. coli 0157:H7 Stamm EDL933
in dem Promotor-Selektionsvektor pKK232-8 erstellt (siehe Abschnitt 3.5.4).
Zunachst mussten die optimalen Bedingungen fir den partiellen Verdau mit der
Restriktionsendonuklease Sau3Al ermittelt werden. Die gewilnschte GrofRe der
Fragmente fur die Klonierung betrug 0,5-1 kb. Wie in Abbildung 4.3 zu erkennen ist,
wurde die optimale Inkubationsdauer auf 15 min festgelegt. Hier konnte der gréf3te

Anteil an Fragmenten mit dieser GroRRe erzielt werden. Anschliel3end wurde die mit
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Sau3Al verdaute DNA in den mit BamHI linearisierten Vektor kloniert und der E. coli
Stamm HB101 Nal® mit den rekombinanten Plasmiden transformiert. Fir die
Bestimmung der durchschnittlichen GroR3e der inserierten Fragmente und den Anteil
an Plasmiden mit inserierter DNA wurde ein Verdau mit den Restriktions-
endonukleasen Sall und EcoRI durchgefuhrt. Die Genbank bestand aus etwa 4,6 X
10* Klonen, die ein inseriertes DNA-Fragment mit einer durchschnittlichen GréRe von
0,7 kb trugen. Daraus folgte eine theoretisch 5,8-fache Wiederholung des EDL933-
Genoms mit einer GréRe von 5528 kb durch die erstellte Genbank. Durch einen
Ausstrich von 400 zufallig gewahlten Einzelkolonien der Genbank auf LB-Medium mit
Chloramphenicol konnte der Anteil an in vitro-resistenten Klonen bestimmt werden.
Dieser lag bei 24%.

10,0 kb
8.0kb
6,0kb
50kb
40 kb
35kb
30kb
25kb

20kb

15kb

10kb
0,75kb

05kb

0,25kb

Abbildung 4.3: Partieller Verdau der chromosomalen DNA des E. coli O157:H7 Stammes
EDL933 mit der Restriktionsendonuklease Sau3Al unter Verwendung verschiedener Inkuba-
tionszeiten. Die Auftrennung erfolgte in einem 1%igen Agarosegel bei einer Spannung von
30 V fur 16 h. Das Anfarben erfolgte in Ethidiumbromid. M: 1 kb DNA-Ladder; 1: 3 min;
2: 5 min; 3: 10 min; 4: 15 min; 5: 20 min.
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4.1.4 Verwendung des IVET-Systems basierend auf pK  K232-8 in Rinderhack-
fleisch

Zu Beginn der IVET wurde das keimreduzierte Rinderhackfleisch, wie in Abschnitt
3.5.5 beschrieben, mit Ampicillin, Chloramphenicol und Nalidixinsdure versetzt und
mit 10° KbE/g der Genbank inokuliert. Die Anreicherung erfolgte fiir fiinf Stunden bei
42°C. Nach der Inkubation im Hackfleisch konnten zw ischen 1,2 und 1,7 x 10" KbE/g
aus dem Hackfleisch isoliert werden. Nach der Isolierung aus dem Hackfleisch
wurden die erhaltenen Einzelkolonien parallel auf LB-Medium mit Ampicillin und
Nalidixinsdure und auf LB-Medium mit Ampicillin, Nalidixinsdure und Chloram-
phenicol ausgestrichen. In Abbildung 4.4 ist ein paralleler Ausstrich auf die
aufgeflihrten Antibiotika zu sehen. Wie in der Abbildung zu erkennen ist, konnten die
in vitro Chloramphenicol-sensitiven Klone durch den parallel durchgefuhrten
Ausstrich auf LB-Medium ohne Chloramphenicol fur den weiteren Ablauf des
Versuches erhalten bleiben. Die in vitro Chloramphenicol-sensitiven Klone wurden
anschlieBend zusammen in eine weitere Anreicherung im Hackfleisch unter
denselben Bedingungen eingesetzt. Eine Ubersicht des Ablaufes des IVET-Systems
ist in Abbildung 3.1 zu sehen. Die Daten der Inokulation und Isolierung nach
Inkubation von den insgesamt drei durchgefuhrten Anreicherungen sind in der
Tabelle 4.1 aufgefiihrt. Das Wachstum der Zellen zeigte hier in den drei Runden der
Anreicherung bzw. Selektion im Hackfleisch kaum Unterschiede. Der zwischen den
Anreicherungen durchgefuhrte Ausstrich der Kolonien parallel auf LB-Medium mit
den entsprechenden Antibiotika ist ebenfalls in Tabelle 4.1 dargestellt. Es wurde
nach Isolierung der Zellen aus dem Hackfleisch jeweils die Anzahl an Einzelkolonien
parallel auf LB-Medium mit und ohne Chloramphenicol getestet, die ndtig war, um mit
etwa 1 x 10* in vitro-sensitiven Klonen weiterarbeiten zu kénnen. Wie aus der Tabelle
4.1 hervorgeht, hat der Anteil an in vitro-resistenten Klonen gegen das Antibiotikum
Chloramphenicol nach der ersten Inkubation im Hackfleisch 24,1% betragen. Dies
zeigte keinen Anstieg zu den urspringlich 24% in vitro-resistenter Klone in der
Genbank an. Dieser Anteil verringerte sich nach der zweiten Anreicherung auf 5,9%
und abschlieRend auf 1,9%.
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Abbildung 4.4: Paralleler Ausstrich am Beispiel von 100 Einzelkolonien nach der Isolierung

der Genbank-Klone aus dem Hackfleisch auf LB-Medium mit und ohne Chloramphenicol.

A) LB-Medium mit Chloramphenicol; B) LB-Medium ohne Chloramphenicol.

Tabelle 4.1: Anwendung des IVET-Systems basierend auf pKK232-8 in Hackfleisch:

A) Daten zur Inokulation und Isolierung nach Inkubation der Genbank-Klone wéhrend der
drei Anreicherungen im Hackfleisch; B) Paralleler Ausstrich der aus dem Hackfleisch
isolierten Einzelkolonien der Genbank-Klone auf LB-Medium mit und ohne Chloramphenicol.

Angabe des jeweiligen Anteils in Prozent in Klammern.

A
Anreicherung Inokulation (KbE/Q) Isolierung (KbE/q)
1 8,5x10° 1,6x10’
2 7,8x10° 1,2x10’
3 4,4x10° 1,7x10’
B
Anreicherung Kolonien gesamt Anteil Cam”® Anteil Cam®
1 13.621 3.279 (24,1) 10.342 (75,9)
2 11.021 654 (5,9) 10.367 (94,1)
3 1.000 19 (1,9) 981 (98,1)
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Fur die nachfolgende Amplifikation der inserierten EDL933-DNA wurden 500 Klone
aus den insgesamt 1.000 Genbank-Klonen nach der dritten Anreicherung verwendet,
um die rekombinanten Plasmide zu isolieren. Da zehn der 500 Klone in vitro
Wachstum auf LB-Medium mit Chloramphenicol zeigten, wurden diese vernach-
lassigt und insgesamt 490 Klone fur die Praparation der DNA herangezogen. Die
Plasmid-DNA wurde anschlie3end als template-DNA in eine Standard-PCR mit dem
Oligonukleotidpaar pKK232-8-for/SP1 (siehe Tabelle A4.4) eingesetzt. Die Grél3e der
PCR-Produkte wurde in einer Gelelektrophorese (2% Agarose, 130 V, 1,5 h) durch
Vergleich mit dem 1kb-Ladder abgeschéatzt. Eine Auflistung der Gréf3e der PCR-
Produkte ist in der Tabelle 4.2 dargestellt. Wie in der Tabelle zu erkennen ist, wurden
Produkte mit einer Grél3e von 500 bis 1100 bp vermehrt gefunden. Die 250 in der
Tabelle 4.2 aufgefihrten PCR-Produkte mit einer Grof3e von 400 bis 1100 bp wurden
einer RFLP mit der Restriktionsendonuklease BsuRI unterzogen (siehe Abschnitt
3.3.5). Unverdaute Produkte wurden in eine weitere RFLP mit der
Restriktionsendonuklease Sau3Al eingesetzt. Brachte die RFLP gleiche
Bandenmuster nach erfolgter Agarosegelelektrophorese hervor, so konnte vermutet
werden, dass es sich um dieselbe inserierte chromosomale DNA-Sequenz handelte.
In Abbildung 4.9 ist ein Beispiel fir eine RFLP der PCR-Produkte dargestellt. Es
konnte ein Bandenmuster vier Mal, ein Muster drei Mal und sieben Muster zwei Mal
gefunden werden. Drei weitere Plasmide, dessen Muster lediglich ein Mal vorlag,

wurden zufallig fur die Sequenzierung ausgewabhilt.

61



Ergebnisse

Tabelle 4.2: Amplifikation der inserierten EDL933-DNA in den ivi-Plasmiden basierend auf
pKK232-8. Angegeben ist die in einer Elektrophorese abgeschatzte Grofie und die Anzahl
der erhaltenen PCR-Produkte.

GroRRe der PCR -Produkte ( bp)  Anzahl der PCR -Produkte

<200 15
200-350 50
400-550 60
600-750 107
800-950 57

1000-1100 26
1200-1300 17
>1300 23

4.1.5 DNA-Sequenzanalyse der inserierten Sequenzen in den ivi-Plasmiden
basierend auf pKK232-8

Die in Abschnitt 4.1.4 ausgewahlten 24 rekombinanten Plasmide wurden erneut
isoliert mit Hilfe des ,,QIAprep Spin Miniprep Kits" und fur die Sequenzierung mit dem
Oligonukleotid SP1 verwendet. Konnte die inserierte DNA-Sequenz nicht komplett
ermittelt werden, so wurde von der mit SP1 erhaltenen Sequenz ausgehend ein
neues Oligonukleotid fur das ,Primer-walking“-Verfahren erstellt. Eine Auflistung der
verwendeten Oligonukleotide ist im Anhang Tabelle A4.4 zu finden. Die nach der
Sequenzierung vorliegenden Sequenzen wurden mit dem Softwareprogramm BioEdit
[Hall, 1999] ausgewertet und anschlieRend mit Hilfe des Blast-Algorithmus mit der in
der Datenbank des ,National Center for Biotechnology Information* (NCBI,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) hinterlegten Sequenzen verglichen.
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Die Identifizierung von bekannten Promotoren in der Sequenz erfolgte durch einen
Vergleich mit dem E. coli Stamm K-12 Genom in der ,BioCyc collection of
pathway/genome Databases” (http://www.biocyc.org). Die auf diese Weise
identifizierten Gene und deren Genprodukte sind in Tabelle 4.3 aufgefihrt. Die
skizzierte Darstellung in Abbildung 4.5 zeigt die Position des identifizierten
Fragments im Genom des EDL933 sowie enthaltene Promotoren und deren Sigma-
Faktoren, soweit diese im Stamm K-12 bekannt sind. Zudem sind die
entsprechenden Positionen der Fragmente im EDL933-Genom, sowie die
Orientierung des inserierten Fragments im Plasmid pKK232-8 im Anhang Tabelle
A2.3 aufgefuhrt.

Die durch Sequenzierung identifizierten in vivo-induzierten (ivi) Gene bzw. die
entsprechenden rekombinanten Plasmide mit inserierter EDL933-DNA wurden
lediglich ein Mal gefunden. Eine Anreicherung und eine damit zusammenhangende,
mehrfache Wiederholung von Plasmiden konnte in den hier analysierten Klonen nicht
festgestellt werden. Der Vergleich der erhaltenen Sequenzen mit den Referenz-
sequenzen der E. coli Stamme K-12 und EDL933 ergab zudem, dass lediglich in vier
der 24 Sequenzen eine mdogliche Promotorregion identifiziert werden konnte. 20
rekombinante Plasmide enthielten Sequenzen aus dem Stamm EDL933 aus der
Mitte eines Gens, ohne Genanfang oder Zwischen-Gen-Bereiche. Bei drei der vier
Promotorregionen handelte es sich um Gene deren Promotorsequenzen bislang

nicht bekannt sind.
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Tabelle 4.3. ldentifizierte Gene des Stammes EDL933 nach erfolgter IVET basierend auf
pKK232-8 bei 42T im Hackfleisch.

Funktion ivi-Plasmid Gen Genprodukt
Transport 2.63 acrF_1  Acridin-Efflux-Pumpe, UE
1.78 artQ Arginin-Transporter, UE
3.50 gntT Glukonat-Transporter
4.100 mtlA Mannitol-PTS-Permease, UE
Energie- 4.83 aceB Malatsynthase A
metabolismus
3.90 hyfB Hydrogenase 4, UE B
Biosynthese 5.18 accA Acetyl-CoA-Carboxyltransferase, UE a
Cofaktoren/
Nukleotide/AS/ES  2.17 ente Enterobactinsynthase, UE E
3.86 thrC Threoninsynthase
2.53 purL Phosphoribosylformylglycinamidine-Synthase
Makromolekil- 1.25 dnaN DNA-Polymerase Ill, UE B
synthese o o
5.88 rho Transkriptionsterminations-Faktor Rho
1.85 rimJ N-Acetyltransferase des ribosomalen Protein
S5-Alanins
putativ 2.73 ybdK Carboxylat-Amin-Ligase
1.95 ybeU tRNA-Ligase
2.66 ybjw* Hydroxylamin-Reduktase
2.23 ydhE Multidrug-Efflux-Transporter
3.31 ydiD Acyl-CoA-Synthase
2.69 yhbL* Isoprenoidbiosynthese-Protein
1.11 yicl Alpha-Xylosidase
3.56 sfmD Protein der &ufReren Membran mit
Exportfunktion
2.75 22224* Permease eines Transporters
unbekannt 5.45 yrfD hypothetisches Protein
2.20 Z0338* hypothetisches Protein

UE: Untereinheit; AS: Aminoséauren; FS: Fettsauren; *mit Promotorregion
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Abbildung 4.5: Darstellung der inserierten EDL933-Fragmente in den ivi-Plasmiden
basierend auf pKK232-8. Abgebildet sind die identifizierten Fragmente als graue Balken mit
den zugehdrigen Genen und deren Umgebung. Die Promotoren mit Sigma-Faktoren sind als
Pfeile dargestellt und wurden aus dem E. coli Stamm K-12 bernommen. Operons sind grau
dargestellt. Schwarz dargestellte Gene sind im Stamm EDL933 nicht beschrieben und

wurden aus dem Stamm K-12 Gbernommen.
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Fortsetzung Abbildung 4.5:
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Fortsetzung Abbildung 4.5:
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Wie in der Abbildung 4.5 zu erkennen ist, lag der mogliche ybjW-Promotor, der hier
identifiziert werden konnte, in reverser Richtung in dem entsprechenden rekombi-
nanten Plasmid ivi 2.66 vor. ybjW kodiert flir ein putatives, zytoplasmatisches
Hybridcluster-Protein  mit einer Hydroxylamin-Reduktase-Aktivitdt. Die zweite
Promotorregion im Plasmid ivi 2.75 gehorte zu Z2224, das eine putative Permease

kodiert. Hier konnten keine weiteren Informationen im Vergleich zum Stamm K-12
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gefunden werden. Der Promotor lag, wie aus Abbildung 4.5 hervorgeht, in korrekter
Richtung in dem Plasmid vor. Die dritte, mogliche Promotorsequenz gehérte zu dem
Gen fir das hypothetische Protein Z0338, das auf dem Prophagen CP-933I kodiert
ist und dessen Funktion bislang nicht bekannt ist. Die Promotorregion lag ebenfalls in
dem zugehdrigen rekombinanten Plasmid ivi 2.20 in korrekter Orientierung vor.
Weiterhin konnte im Plasmid ivi 2.69 eine Promotorregion stromaufwérts von yhbL im
Vergleich zum Stamm K-12 gefunden werden. In dem Stamm K-12 kodiert arcZ,
lokalisiert zwischen elbB (yhbL) und arcB, eine kleine RNA mit regulatorischer
Funktion. arcZ ist im Stamm EDL933 bislang nicht beschrieben. Wie aus der
Abbildung 4.5 hervorgeht, kann arcZ zwischen den Genen yhbL und arcB im Stamm
EDL933 lokalisiert werden. Die Sequenz des Promotors und des zugehérigen Gens
konnten basierend auf dem Sequenzvergleich mit dem Genom der Stamme K-12 und
EDL933 identifiziert werden. Der Promotor lag in korrekter Orientierung in dem
rekombinanten Plasmid vor. Die Sequenz des entsprechenden inserierten EDL933-
Fragments in dem Plasmid ivi 2.69 mit Augenmerk auf den Promotor ist im Anhang
A3 aufgefihrt.

Wie der Tabelle 4.3 und der Abbildung 4.5 zu entnehmen ist, gehérten die Ubrigen
chromosomalen Fragmente des Stammes EDL933 ohne ersichtliche Promotor-
sequenz Proteinen unterschiedlicher Funktion an, auf die im Folgenden jeweils nur
kurz ohne nahere Beschreibung der Funktion eingegangen wird. Es konnten vier
Gene nach der Anreicherung gefunden werden, die Proteine kodieren, die in der
inneren Zellmembran lokalisiert sind und mit dem Transport von Molekilen durch
diese assoziiert werden kénnen. acrF_1 (ivi 2.63) kodiert das N-terminale Fragment
des Transmembranproteins der Akridin-Efflux-Pumpe AcrF und artQ (ivi 1.78) kodiert
ein integrales Membranprotein, das den Transport von L-Arginin vermittelt. Hier
wurde zwar der Ubergang von artl zu artQ kloniert, zu erkennen in Abbildung 4.5,
jedoch gehort artQ zu einem Operon dessen Gene unter der Kontrolle eines
gemeinsamen Promotors stehen, der hier nicht identifiziert werden konnte. Das dritte
Gen kodiert fur den Transporter GntT (ivi 3.50), der zur Familie der Glukonat-
Transporter gehdrt und fur die Aufnahme von Glukonat mit hoher Affinitat zustandig
ist. MtIA (ivi 4.100), das vierte membran-assoziierte Protein, gehdrt dem
Phosphoenolpyruvat-abhéngigen Phosphotransferase-System (PTS) an. MtIA als
Untereinheit der Mannitol-PTS-Permease veranlasst die Aufnahme von

extrazellularem Mannitol in die Zelle.
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Wie der Tabelle 4.3 weiterhin zu entnehmen ist, konnten zwei Gene ermittelt werden,
die mit dem Energiemetabolismus der Zelle in Verbindung gebracht werden kdnnen.
Die Malatsynthase A, kodiert durch das Gen aceB (ivi 4.83), gehotrt dem
Glyoxylatzyklus an und kondensiert Glyoxylat zu Malat. Das zweite Gen kodiert die
Hydrogenase 4-Untereinheit HyfB (ivi 3.90), die ein Membranprotein der inneren
Zellmembran ist und dessen Gen zu einem grof3en Operon gehort. Dieses bildet in
Kooperation mit der Formiat-Dehydrogenase H einen Formiat-Hydrogenlyase-

Komplex, der Formiat im Cytosol abbaut.

Durch die Sequenzanalyse konnten vier weitere Gene identifiziert werden, die fur
Proteine aus verschiedenen Biosynthesewegen kodieren (siehe Tabelle 4.3). Das
erste Gen accA (ivi 5.18) kodiert ein Protein, das zum Acetyl-Coenzym A (CoA)-
Carboxylase Komplex gehort, der Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA, der ersten Vorstufe
der Entstehung von Fettsauren, carboxyliert. Enterobactin, das Siderophor von E.
coli, konnte hier ebenfalls gefunden werden. Es wird unter Beteiligung der
Enterobactinsynthase gebildet. entE (ivi 2.17) ist als eine der Untereinheiten des
Enzyms an der Biosynthese von Enterobactin beteiligt. Die Threoninsynthase ThrC,
kodiert durch thrC (ivi 3.86), die ebenfalls unter den gegebenen Bedingungen
gefunden wurde, katalysiert den letzten Schritt des L-Threonin-Biosyntheseweges, in
dem die Aminosaure Threonin aus Phosphohomoserin entsteht. purL (ivi 2.53) als
Untereinheit der Formylglycin-amideribonucleotid-amidotransferase ist an der de

novo-Synthese von Purin-Nukleotiden beteiligt.

Drei Gene konnten nach Auswertung der Sequenzen der Synthese von
Makromolekilen zugeordnet werden (Tabelle 4.3). So vermittelt die p-Untereinheit
der DNA-Polymerase lll, kodiert durch dnaN (ivi 1.25), die Bindung des Enzyms an
die DNA fur eine erfolgreiche Replikation. Die Aktivitat eines ebenfalls identifizierten
Transkriptionsterminations-Faktors, kodiert durch rho (ivi 5.88), ist nicht nur auf die
Terminierung der Transkription von RNA zustandig, sondern fungiert ebenso als ein
globaler Regulator der Genexpression. rimJ, das dritte ermittelte Gen enthalten in
dem Plasmid ivi 1.85, kodiert eine Alanin-Acetyltransferase, die fir das ribosomale

Protein S5 spezifisch ist.

Neben den bereits erwahnten, putativen Genen ybjwW und yhbL konnten sieben
weitere Gene mit bislang ungeklarter Funktion gefunden werden. Wie der Tabelle 4.3

zu entnehmen ist, sind ybdK (ivi 2.73) und ybeU (ivi 1.95) putative Ligasen, ydiD (ivi
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3.31) eine putative Synthase und yicl (ivi 1.11) eine putative Xylosidase. Die drei
Gene ydhE, sfmD und Z2224 (ivi 2.23/ 3.56/ 2.75), die ebenfalls durch
Sequenzvergleich identifiziert wurden, konnten einer mdglichen Transportfunktion
zugeordnet werden. Neben dem bereits beschriebenen, hypothetischen Protein

Z0338 konnte das hypothetische Protein YrfD (ivi 5.45) gefunden werden.

Insgesamt zeigte die Auswertung der Sequenzanalyse, dass unter den gewdhlten
Bedingungen keine Anreicherung von Klonen mit in vivo aktiven Promotoren erzielt
wurde. Es konnte somit die Vermutung aufgestellt werden, dass das
bakteriostatische Selektionsantibiotikum fur die Verwendung der Methode im
Hackfleisch ungunstig erschien. Weiterhin konnte vermutet werden, dass die
Léslichkeit des Chloramphenicols in Alkohol zu einer nicht homogenen Verteilung
des Stoffes in der wassrigen Matrix Hackfleisch fuhrte. Eine Wirkung des Stoffes auf
alle eingesetzten Zellen der Genbank konnte somit angezweifelt werden. Ebenso
konnte die Vermutung aufgestellt werden, dass eine Inkubationszeit von flnf

Stunden einen zu kurzen Zeitraum fir die Anreicherung von Zellen darstellte.

4.2 Etablierung eines neuen IVET-Systems fur  E. coli in der Matrix Rinder-
hackfleisch

4.2.1 Konstruktion des Promotor-Selektionsvektors pAK-1

Da sich in den vorhergehenden Versuchen, beschrieben in Abschnitt 4.1, die
Verwendung eines Alkohol-l6slichen und gleichzeitig bakteriostatischen Antibiotikums
in einer IVET in Hackfleisch als nachteilig erwiesen hatte, sollte die Methode fir die
Anwendung in dieser Matrix optimiert werden. Hierzu wurde das bakteriostatisch-
wirkende Selektionsgen fur die Chloramphenicolresistenz gegen die bakteriozid-
wirkende Kanamycinresistenz ausgetauscht. Aufgrund dessen und der Ld&slichkeit
des Kanamycins in Wasser anstatt in Ethanol sollte eine verbesserte Selektion
wahrend der Anreicherung in Hackfleisch erreicht werden und unerwiinschte Klone

starker selektiert werden.
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Der Austausch des Resistenzgens erfolgte, wie in Abschnitt 3.5.2 beschrieben,
durch die Hydrolyse des Vektors pKK232-8 mit den beiden Restriktions-
endonukleasen Hindlll und Ncol zur Deletion eines 575 bp grol3en Fragments, das
das Chloramphenicol-Acetyltransferasegen  enthielt. Das Gen fur die
Kanamycinresistenz ohne den zugehdrigen Promotor wurde mit Hilfe einer Standard-
PCR mit dem Primerpaar kan-f/ kan-r (siehe Tabelle A4.4) aus dem Vektor pK18
amplifiziert. Anschlie3end erfolgte der Verdau des entstandenen PCR-Produkts mit
den Restriktionsendonukleasen Hindlll und Pagl, deren Erkennungssequenzen in
den Oligonukleotiden enthalten waren. Nach Ligation des Produkts mit 806 bp in das
geschnittene und dephosphorylierte Plasmid entstand der Vektor pAK-1. Die
Uberpriifung des Plasmids erfolgte durch Sequenzanalyse mit den Oligonukleotiden
pKK232-8-for und kan-r (siehe Tabelle A4.4) und ist im Anhang Al aufgefihrt.
Hierbei stellte sich heraus, dass die Basen 1011-1018 bei der Klonierung der Pagl-
Schnittstelle in die Ncol-Schnittstelle deletiert wurden und das Plasmid somit eine
GroRe von 5.317 bp besal3. Da diese Deletion auf genomischer Ebene keinen
Einfluss auf die korrekte Funktion des Plasmids hatte, wurde mit diesem Konstrukt
weitergearbeitet. Eine Genkarte des neu konstruierten Vektors pAK-1 ist in Abbildung

4.6 aufgezeigt.

EcoRI - 178
Smal - 185
BamHI - 187
Hincll - 196

amp-r promoter - 5151
Hincll - 4864

Abbildung 4.6: Promotor-Selektionsvektor pAK-1. Der Vektor enthdlt ein promotorloses
Kanamycinresistenz-Gen (kan) stromabwarts der mcs. Weiterhin besitzt der Vektor
Transkriptionsstops (T1-T3) aus dem rrnB-Operon aus E. coli, den Replikationsursprung (ori)

aus dem Plasmid pBR322 und ein Ampicillinresistenz-Gen (ampF).
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4.2.2 Uberprifung des IVET-Systems basierend auf p  AK-1 in vitro

Um die Funktionalitdit des neuen IVET-Systems vor dem Einsatz in der Matrix
Hackfleisch in vitro Uberprifen zu kénnen, wurde der lac-Promotor aus dem Vektor
pK18 in den Vektor pAK-1, wie im Abschnitt 3.5.3 beschrieben, kloniert. Das
entstandene rekombinante Plasmid mit einer GréRe von 6260 bp wurde mit pAK-L
bezeichnet. Die Plasmide pAK-1 und pAK-L wurden in den E. coli Laborstamm
HB101 Nal® transformiert. Nachdem sichergestellt war, dass der Stamm HB101 Nal®/
pPAK-L in vitro resistent auf LB-Medium mit Kanamycin war, wurde der Einfluss
verschiedener Kanamycinkonzentrationen auf das Wachstum der Kulturen unter-
sucht. Dies wurde analog zu Abschnitt 4.1.1 durchgefuihrt. Die Zugabe des
Kanamycins erfolgte in den Konzentrationen 50 pg/ml und 200 pg/ml Kultur. Parallel
wurde wieder eine Referenz, die aus dem E. coli Stamm HB101 Nal®/pAK-1 ohne
Zugabe des Kanamycins bestand, mitgefuhrt. Die daraus resultierenden Wachstums-
kurven sind in Abbildung 4.7 und die Daten im Anhang Tabelle A4.1 dargestellt. In
der Abbildung 4.7 ist zu erkennen, dass beide Konzentrationen des Kanamycins
bereits zwei Stunden nach ihrer Zugabe zum Zeitpunkt vier Stunden eine
bakteriozide Wirkung auf den Stamm HB101 Nal®/pAK-1 ergeben haben. Die
optische Dichte der Kulturen hat Gber den gemessenen Zeitraum nach der Zugabe
des Antibiotikums nur wenig abgenommen, jedoch zeigte die Bestimmung der
Lebendkeimzahl eine deutliche Abnahme. Nach Zugabe von 50 pg/ml Kanamycin
konnte in der Keimzahlbestimmung zum Zeitpunkt 24 Stunden noch etwa 1 x 10*
KbE/ml nachgewiesen werden. Bei Verwendung von 200 pug/ml Kanamycin konnten
dahingegen ab dem Zeitpunkt sechs Stunden keine lebenden Zellen mehr in der
Keimzahlbestimmung nachgewiesen werden. Bei Verwendung der hoheren
Konzentration ergab sich somit eine starkere bakteriozide Wirkung, die vier Stunden
nach Zugabe des Antibiotikums zum Tod der Zellen fiihrte. Die Kultur HB101 Nal%/
pAK-L mit aktivem Promotor und exprimierter Resistenz vermehrte sich ahnlich der
Referenz ohne Zugabe des Antibiotikums. Hier fand, wie in der Abbildung 4.7 zu
erkennen ist, keine Hemmung des Bakterienwachstums statt. In beiden Kulturen

erfolgte das Wachstum tber die exponentielle bis hin zur stationaren Phase.
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Abbildung 4.7: Wachstumskurven in LB-Medium mit Bestimmung der optischen Dichte und
der Lebendkeimzahl [KbE/g] der E. coli Stamme HB101 Nal/pAK-1 und HB101 Nal*/pAK-L
nach Zugabe von 50 bzw. 200 pg/ml Kanamycin. Die ermittelten Lebendkeimzahlen sind mit
farbigen Balken und die ODge-Werte durch Linien mit Symbolen dargestellt. Die Standard-
abweichungen aus drei unabhdngigen Versuchen sind durch Balken gekennzeichnet.

Referenz: E. coli Stamm HB101 Nal?/pAK-1 ohne Zugabe von Kanamycin.

4.2.3 Uberprifung des IVET-Systems basierend aufp  AK-1 in vivo

Nachdem die Funktionalitat des neuen Vektors pAK-1 im Medium bestétigt werden
konnte, war fur die in dieser Arbeit angestrebte Anwendung der Methode in vivo im
Weiteren erforderlich, dass die Funktion des IVET-Systems auch in der Matrix
Hackfleisch abgeklart wurde. Dies erfolgte wiederum, wie in 4.1.2 beschrieben, unter
Zugabe einer Kanamycinkonzentration von 200 pg/g. Es wurde mit den Stdmmen
gearbeitet, die auch fur die Versuche im Medium verwendet wurden. In einer
Erweiterung des vorigen Versuches wurden die Antibiotika Ampicillin, Nalidixinsaure
und Kanamycin in einem Volumen von 11 ml PBS zugegeben, um eine homogenere
Verteilung der Antibiotika im Hackfleisch zu erzielen. Eine Referenz, die aus dem E.
coli Stamm HB101 Nal?/pAK-1 ohne Zugabe des Kanamycins bestand, wurde
ebenfalls mitgefuhrt. Die zugehdrigen Daten sind in Abbildung 4.8 und im Anhang

Tabelle A4.2 dargestellt. Wie in Abbildung 4.8 zu erkennen ist, wurden nach Zugabe
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des Kanamycins in einer Konzentration von 50 pg/g Zellen des Stammes HB101
Nal®/pAK-1 aus dem Hackfleisch isoliert. Nach Verwendung von 200 pg/g Kanamycin
konnten nach der Inkubation hingegen keine Bakterien aus dem Hackfleisch isoliert
werden. Die hohere Konzentration fihrte hier somit zu einer 100%igen bakterioziden
Wirkung. Die Wirkung des Antibiotikums konnte daher auch in Hackfleisch gezeigt
werden. Die Referenz ohne Zugabe des Kanamycins zeigte keine Hemmung im
Wachstum wie auch der Stamm HB101 Nal®/pAK-L mit enthaltenem Promotor und
exprimierter Resistenz. Dieser Stamm zeigte ein um den Faktor 5,5 erhéhtes
relatives Wachstum im Vergleich zur Referenz. Die Funktionalitdt des neuen IVET-
Systems konnte in den durchgefiihrten Vorversuchen im Medium und im Hackfleisch
bestéatigt werden. Eine Resistenz gegen das Antibiotikum Kanamycin wurde erst

durch Einflgen eines aktiven Promotors in die mcs des Plasmids vermittelt.

1800
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relatives Wachstum

Abbildung 4.8: Relatives Wachstum der E. coli Stamme HB101 Nal?/pAK-1 und HB101
Nal®/pAK-L unter Zugabe von 50 bzw. 200 ug/g Kanamycin in Hackfleisch. Die Standardab-
weichungen aus drei unabhangigen Versuchen sind durch Balken gekennzeichnet.

Referenz: E. coli HB101 Nal*/pAK-1 ohne Zugabe von Kanamycin.
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4.2.4 Herstellung einer chromosomalen Genbank des Stammes EDL933 in
pAK-1

Fur die erneute Durchfuhrung der IVET in Hackfleisch wurde zunéachst eine Genbank
der chromosomalen DNA von E. coli O157:H7 Stamm EDL933 im Promotor-
Selektionsvektor pAK-1 erstellt. Die Genbank wurde, wie in Abschnitt 4.1.3
beschrieben, erstellt und bestand aus 1,9 x 10* Klonen. Die durchschnittliche GroRe
der inserierten DNA-Fragmente wurde ebenfalls mit 0,7 kb bestimmt. Daraus folgte
eine theoretisch 2,4-fache Wiederholung des EDL933-Genoms mit einer Grof3e von
5528 kb durch die erstellte Genbank. Der Anteil an in vitro Kanamycin-resistenten

Klonen der Genbank wurde mit 8,75% bestimmt.

4.2.5 Verwendung des IVET-Systems basierend auf pAK -1 in Rinderhack-
fleisch

Die IVET wurde, wie in den Abschnitten 3.5.5 und 4.1.4 beschrieben, durchgefiuhrt.
Die Zugabe der Antibiotika Ampicillin, Nalidixinsdure und Kanamycin erfolgte in
einem Volumen von 11 ml PBS und die Anreicherung erfolgte fir zehn Stunden bei
42<C, da sich eine Inkubationszeit von finf Stunden in der vorigen IVET als zu gering
herausgestellt hatte. Die nach der Anreicherung aus dem Hackfleisch isolierten
Einzelkolonien wurden parallel auf LB-Medium mit Ampicillin und Nalidixinsdure und
auf LB-Medium mit Ampicillin, Nalidixinsaure und Kanamycin ausgestrichen. Die in
vitro Kanamycin-sensitiven Klone wurden anschlieend zusammen in eine weitere
Anreicherung im Hackfleisch unter denselben Bedingungen eingesetzt. Eine
Ubersicht des Ablaufes der IVET ist in Abbildung 3.1 zu sehen. Die Daten der
Inokulation und Isolierung nach Inkubation von den insgesamt drei durchgefihrten
Anreicherungen sind in der Tabelle 4.4 aufgefuhrt. Das Wachstum der Zellen zeigte
hier in den drei Anreicherungen in Hackfleisch deutliche Unterschiede zu dem
vorigen IVET-System, beschrieben in Abschnitt 4.1.4. Nach der ersten Anreicherung
in Hackfleisch konnten 4,9 x 10* KbE/g, zwei Zehnerpotenzen geringer als inokuliert,
isoliert werden. Dieser Anteil stieg um zwei Zehnerpotenzen gegeniber der

Inokulation bis auf 2,9 x 10® KbE/g nach der dritten Inkubation in Hackfleisch an.

75



Ergebnisse

Der zwischen den Selektionen durchgefuhrte Ausstrich der Einzelkolonien parallel
auf LB-Medium mit den bereits beschriebenen Antibiotika ist ebenfalls in Tabelle 4.4
angegeben. Es wurden nach Isolierung der Zellen aus dem Hackfleisch wiederum
jeweils so viele Kolonien auf LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika
getestet, dass mit etwa 1 x 10* in vitro sensitiven Klonen weitergearbeitet werden
konnte. Der Anteil an in vitro resistenten Klonen gegen das Antibiotikum Kanamycin
betrug nach der ersten Anreicherung im Hackfleisch etwa 27%. Dies zeigte einen 3-
fachen Anstieg der urspriinglich 8,75% in vitro resistenten Klone in der Genbank an.
Dieser Anteil verringerte sich innerhalb der durchgeflhrten Anreicherungen auf
abschlieRende 0,2%.

Tabelle 4.4: Anwendung des IVET-Systems basierend auf pAK-1 in Hackfleisch.
A) Daten zur Inokulation und Isolierung nach Inkubation der Genbank-Klone wahrend der
drei Anreicherungen in Hackfleisch. B) Paralleler Ausstrich der aus dem Hackfleisch
isolierten Einzelkolonien auf LB-Medium mit und ohne Kanamycin. Angabe des jeweiligen

Anteils in Prozent in Klammern.

A
Anreicherung Inokulation [KbE/qg] Isolierung [KbE/g]
1 1,6x10° 4,9x10"
2 5,6x10° 5,4x10’
3 7,6x10° 2,9x10°
B
Anreicherung Kolonien gesamt Anteil Kan® Anteil Kan®
1 14.000 3.762 (26,9) 10.238 (73,1)
2 10.000 257 (2,6) 9.743 (97,4)
3 1.000 2(0,2) 998 (99,8)
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Fur die nachfolgende Amplifikation der inserierten EDL933-DNA wurden 200 Klone
aus den insgesamt 1.000 Klonen nach der dritten Anreicherung verwendet, um die
rekombinanten Plasmide zu isolieren. Die Plasmid-DNA wurde anschliel3end als
Template-DNA in eine Standard-PCR mit dem Oligonukleotidpaar pKK232-8-for/SP2
(siehe Tabelle A4.4) eingesetzt. Die Grole der PCR-Produkte wurde in einer
Agarosegelelektrophorese (2%, 130 V, 1,5 h) durch Vergleich mit dem 1kb-Ladder
abgeschéatzt. Eine Auflistung der GrofRe und Anzahl der PCR-Produkte ist in der
Tabelle 4.5 aufgefiihrt. In der Tabelle ist zu erkennen, dass Produkte mit einer Grol3e

von 650 bis 900 bp vermehrt gefunden wurden.

Tabelle 4.5: Amplifikation der inserierten EDL933-DNA in den ivi-Plasmiden basierend auf

pAK-1. Angegeben sind GroRe und Anzahl der erhaltenen PCR-Produkte.

GroRRe des PCR-Produkts (bp) Anzahl der PCR-Produkte

200 3
550 3
600 7
650 17
700 20
750 11
800 22
850 69
900 16
1000 6
1100 8
1200 5
1300 3
1500 2
1700 1
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Bei allen PCR-Produkten wurden zum weiteren Vergleich eine RFLP mit der
Restriktionsendonuklease BsuRI durchgefuhrt, wie in Abschnitt 3.3.5 beschrieben.
Brachte die RFLP gleiche Bandenmuster nach erfolgter Agarosegelelektrophorese
(2%, 130 V, 1,5 h) hervor, so wurde angenommen, dass es sich um dieselbe
inserierte  chromosomale DNA-Sequenz handelte. In der Abbildung 4.9 st
beispielhaft eine RFLP von zehn PCR-Produkten aufgefiihrt. Hier kann direkt erkannt
werden, dass PCR-Produkte gleicher GroRRe in einer RFLP unterschiedliche
Bandenmuster ergeben kénnen. Insgesamt konnten 20 Gruppen mit insgesamt 70
Klonen basierend auf den Bandenmustern gebildet werden, wobei mindestens zwei
Klone mit identischem RFLP-Muster zur Bildung einer Gruppe vorliegen mussten.
Die grof3te Gruppe wurde aus zehn Klonen gebildet, die ein identisches Muster
aufwiesen. Eine weitere Gruppe bestand aus sieben Klonen und zwei Gruppen aus
jeweils funf Klonen. Drei Gruppen konnten aus jeweils vier Klonen und funf Gruppen
aus jeweils drei Klonen gebildet werden. Insgesamt acht Gruppen bestanden aus

zwei Klonen mit identischem Muster.
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Abbildung 4.9: A) PCR-Produkte der inserierten EDL933-DNA in den ivi-Plasmiden ba-
sierend auf pAK-1. Die Auftrennung erfolgte in einem 2%igen Agarosegel bei einer Span-
nung von 130 V fir 1,5 h. Das Anfarben erfolgte in Ethidiumbromid. M: 1kb DNA-Ladder;
1: ivi 129; 2: ivi 52; 3: ivi 61; 4: ivi 82; 5: ivi 128; 6: ivi 65; 7: ivi 51; 8: ivi 122; 9: ivi 49;
10: ivi 50. B) RFLP der PCR-Produkte mit BsuRI. Die Auftrennung erfolgte in einem 2%igen
Agarosegel bei einer Spannung von 130 V fur 1,5 h. Das Anfarben erfolgte in
Ethidiumbromid. M: 100 bp DNA-Ladder; 1: ivi 129; 2: ivi 52; 3: ivi 61; 4: ivi 82; 5: ivi 128;
6:1vi 65; 7:ivi 51; 8:ivi 122; 9: ivi 49; 10: ivi 50.

4.2.6 DNA-Sequenzanalyse der inserierten Sequenzen in den ivi-Plasmiden
basierend auf pAK-1

Die in Abschnitt 4.2.5 ausgewahlten 70 rekombinanten Plasmide wurden mit Hilfe
des ,QIAprep Spin Miniprep Kits* erneut isoliert und fir die Sequenzierung mit dem
Oligonukleotid SP2 verwendet. Konnte die inserierte DNA-Sequenz nicht komplett
mit SP2 ermittelt werden, so wurde von der erhaltenen Sequenz ausgehend ein
neues Oligonukleotid fur das ,Primer-walking“-Verfahren erstellt. Eine Auflistung der
verwendeten Oligonukleotide ist im Anhang Tabelle A4.4 zu finden. Stellte sich

heraus, dass mehrere ivi-Plasmide die identische EDL933-Sequenz enthielten, die
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mit dem Oligonukleotid SP2 nicht vollstandig ermittelt werden konnte, wurde ein

Plasmid stellvertretend fur die weitere Sequenzierung eingesetzt.

Die erhaltenen Sequenzen wurden, wie in Abschnitt 4.1.5 beschrieben, ausgewertet.
Die auf diese Weise identifizierten Gene und deren Funktion sind in Tabelle 4.6
dargestellt. Die jeweiligen EDL933-Fragmente, die darin enthaltenen Promotoren und
deren Sigma-Faktoren sind in Abbildung 4.10 skizziert. Die entsprechenden
Positionen der Fragmente im EDL933, sowie die Orientierung der Fragmente in den

ivi-Plasmiden ist im Anhang Tabelle A4.3 aufgefuhrt.

Die durch Sequenzierung identifizierten ivi-Gene bzw. die entsprechenden
rekombinanten Plasmide mit inserierter EDL933-DNA wurden zu 79% mehrfach
gefunden. Eine Anreicherung und eine damit zusammenhéngende mehrfache
Wiederholung von Plasmiden konnte in 65 von 70 untersuchten Klonen festgestellt

werden. Lediglich funf ivi-Plasmide konnten nur ein Mal ermittelt werden.

Der Vergleich der in der Sequenzierung erhaltenen Sequenzen mit den
Referenzsequenzen der E. coli Stimme K-12 und EDL933 ergab, dass die
Promotorregionen von ein- bis acht-Mal identifiziert werden konnten. Zwei
Promotorsequenzen lagen in reverser Richtung in dem entsprechenden ivi-Plasmid
vor. Eine sequenzierte Insertion zeigte die Mitte eines Gens ohne ersichtlichen
Genanfang oder Gen-Zwischenbereich.

Nach Auswertung der Sequenzen stellte sich heraus, dass vier Insertionen Gene mit
hypothetischer Funktion enthielten, die spezifisch im Stamm EDL933 vorliegen und
somit im Stamm K-12 nicht lokalisiert werden konnten. Die Gene, die eine
Promotorregion stromaufwarts vor einem Gen-Start enthielten, wurden basierend auf
ihrer Funktion in Gruppen eingeteilt. Diese sind in Tabelle 4.6 dargestellt. Die in
dieser Arbeit identifizierten Gene waren involviert in die Stressantwort der Zelle, den
Transport von Molekulen, den Kohlenhydratmetabolismus, den Energie-
metabolismus, die RNA-Synthese und die Makromolekullsynthese der Zelle. Wie aus
der Tabelle 4.6 hervorgeht, konnten zwolf Gene einer bislang putativen Funktion
bzw. einer unbekannten Funktion zugeschrieben werden. Die zwei Gene, deren
Promotorregion in inkorrekter Orientierung gefunden wurde, waren mit der Virulenz

und dem Nukleotidmetabolismus der Zelle assoziiert. Das letzte Gen, aus dem die
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Gen-Mitte im rekombinanten Plasmid vorlag, konnte einer Funktion in der

Signaltransduktion zugeordnet werden.

Im Folgenden wird ndher auf die in der IVET identifizierten Gene und deren Funktion
eingegangen. Das erste, hier zwei Mal gefundene ivi-Plasmid 181, enthalt die
Promotorregion von cspD (siehe Abbildung 4.10). Das Gen kodiert ein Protein, das
der Stressantwort der Zelle angehért und eine hohe Sequenzhomologie zu CspA,
dem wichtigsten Kalteschockprotein in E. coli, besitzt. Der Promotor von uhpT, das
einen Zucker-Phosphat-Antiporter (ivi 77) kodiert, wurde drei Mal nach der
Anreicherung in Hackfleisch gefunden. Der Transporter gehort zur ,Major Facilitator

Superfamily* (MFS) von Transportern [Marger und Saier, 1993].

Der Promotor von glmM, das eine Phosphoglukosaminmutase kodiert, wurde sechs
Mal innerhalb zwei verschiedener ivi-Plasmide (ivi 44/74) ermittelt (siehe Tabelle
4.6). Der Promotor wurde somit in zwei verschiedenen Klonen der Genbank in vivo
induziert und angereichert. Das entsprechende Enzym ist in den

Kohlenhydratstoffwechsel der Zelle involviert.

Zwei weitere Gene, aufgefuhrt in Tabelle 4.6, konnten mit dem Energiemetabolismus
der Bakterienzelle in Verbindung gebracht werden. Der Promotor von hdhA (ivi 170)
konnte vier Mal identifiziert werden. Das Gen kodiert die NAD-abhangige 7-alpha-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase, die die beiden Gallensauren Cholsaure und
Chenodesoxycholsaure dehydroxyliert. glpA (ivi 68), das zweite ermittelte Gen, ist
wie aus der Abbildung 4.10 hervorgeht, ein Mitglied des glpACB-Operons, das die

anaerobe Glycerol-3-Phosphat Dehydrogenase kodiert.

Als weiteres Resultat der IVET konnten die Promotoren von zwei Kinasegenen
gefunden werden. gsk kodiert die Inosin-Guanosin-Kinase. Das entsprechende ivi-
Plasmid 17 konnte, wie in Tabelle 4.6 zu erkennen ist, acht Mal identifiziert werden.
Der Promotor von ndk (ivi 21), das die Nukleosiddiphosphat-Kinase kodiert, wurde

lediglich ein Mal in der Sequenzanalyse identifiziert.
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Tabelle 4.6. ldentifizierte Gene des Stammes EDL933 nach erfolgter IVET basierend auf
pAK-1 bei 42C im Hackfleisch.

Funktion Gen Wiederholung  Genprodukt
Stress cspD 2 Kalteschockprotein
Transport uhpT 3 Hexosephosphat-Transportprotein
KH-Metabolismus gimM 4 Phosphoglukosamin-Mutase
2

Energiemetabolismus hdhA 4 7-a-hydroxysteroid Dehydrogenase

glpA 1 Glycerol-3-Phosphat Dehydrogenase,

UE A

Nukleotidbiosynthese gsk 8 Inosin-Guanosin-Kinase

ndk 1 Nucleosiddiphosphat-Kinase
Makromolekilsynthese  greA 2 Transkriptions-Elongationsfaktor
putativ yaiN 2 Regulatorprotein FrmR

yibK 2 tRNA/rRNA Methyltransferase

yohM 2 Nickel/Kobalt Effluxprotein RcnA

Z1074 7 Transporter

72091 1 Regulator

22716 2 Membranprotein der inneren

Zellmembran

Z2760 1 Zellteilungsmodulator CedA
unbekannt yciC 3 hypothetisches Protein

yggX 3 hypothetisches Protein

yjdK 4 hypothetisches Protein

ymcD 1 hypothetisches Protein

Z4179 2 hypothetisches Protein
Energiemetabolismus atpl* 6 ATP Synthase, UE 1
putativ yjcC? 5 Signaltransduktionsprotein
Transport hlyB* 2 Hamolysintransportprotein

UE: Untereinheit; KH: Kohlenhydrat

! Promotorregion in reverser Orientierung; % Gen-Mitte
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Der durch weiteren Sequenzvergleich zwei Mal identifizierte greA-Promotor (ivi 42)
wird durch zwei Sigma-Faktoren reguliert (siehe Abbildung 4.10). Einer der
Promotoren steht unter der Kontrolle des Sigma-Faktors 624, der mit der Hitzestress-
Antwort der Zelle in Verbindung gebracht werden kann. Hier ist ein erster Hinweis auf
die Antwort der Zelle zu erkennen, die auf die erhdohte Temperatur wahrend der
Inkubation im Hackfleisch reagiert. Der zugehorige Transkriptionselongationsfaktor
GreA ist fur den Ablauf einer effizienten Transkription in der Zelle zustandig.

Insgesamt wurden sieben Gene mit einer putativen Funktion gefunden (Tabelle 4.6).
Unter diesen fallt ein vorhergesagter Transporter, kodiert durch 21074 (ivi 15), direkt
ins Auge. Das zugehdrige RFLP-Muster konnte 80-fach identifiziert werden, fur die
Sequenzierung wurde jedoch lediglich stellvertretend eine Anzahl von sieben ivi-
Plasmiden zuféllig ausgewahlt. Hier kann durch die starke Anreicherung des
entsprechenden Genbank-Klons ein Hinweis auf eine mdglicherweise bedeutende
Rolle des Gens unter den experimentellen Bedingungen in Hackfleisch festgestellt
werden. In E. coli K-12 wird dieser putative Transporter durch das Gen ybjL kodiert,
wobei ein Bereich des Gens den Hinweis auf die Anionpermease ArsB gibt, die einen

Metall-Protonen-Austausch katalysiert.
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Abbildung 4.10: Darstellung der inserierten EDL933-Fragmente in den ivi-Plasmiden.
Abgebildet sind die Fragmente als graue Balken mit den zugehdrigen Genen und deren
Umgebung. Die Promotoren sind als Pfeile dargestellt und wurden aus dem E. coli Stamm K-

12, soweit das entsprechende Gen dort bekannt war, ibernommen.
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Fortsetzung Abbildung 4.10:
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Weiterhin konnte zwei Mal der Promotor von yaiN (ivi 124) gefunden werden. Das
Gen kodiert den putativen Regulator FrmR, der ein Formaldehyd-degradierendes
Operon reguliert (siehe Abbildung 4.10). 22091 (ivi 139) kodiert ebenfalls einen
hypothetischen Regulator. Der Promotor wurde, wie aus der Tabelle 4.6 hervorgeht,
ein Mal identifiziert. Dieser Transkriptions-Regulator wird mit DicC im Stamm K-12
bezeichnet. Mit der Zellteilung konnte ebenso der Zellteilungsmodulator CedA,
kodiert durch Z22760 (ivi 130), in Verbindung gebracht werden. Der Promotor von
Z2760 wurde ein Mal gefunden.
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yibK (ivi 187) kodiert eine putative tRNA/rRNA Methyltransferase. Der Promotor
konnte unter den gewahlten Bedingungen zwei Mal ermittelt werden. Im Stamm K-12
wird das entsprechende Gen mit trmL bezeichnet. Wie aus der Abbildung 4.10 und
der Tabelle 4.6 hervorgeht, wurde zwei Mal der Promotor von yohM (ivi 63), im
Stamm  K-12 bekannt als rcnA, gefunden. Das Gen kodiert das putative
Nickel/Kobalt- Effluxprotein RcnA. Z2716 (ivi 18), dessen Promotorregion hier
ebenfalls zwei Mal durch Sequenzvergleich ermittelt werden konnte, kodiert wie
yohM ein putatives Membranprotein der inneren Zellmembran und ist homolog zu
ydiK im Stamm K-12.

Wie in Tabelle 4.6 zu erkennen ist, konnten zwei von fiinf Genen nur einer bisher
unbekannten Funktion im Stamm EDL933 zugeordnet werden. Auch im Vergleich mit
dem Stamm K-12 konnte keine Funktion identifiziert werden. Es handelte sich um die
vier bzw. zwei Mal identifizierten Gene yjdK (ivi 188) und Z4179 (ivi 146). Das dritte
Gen yciC (ivi 29) kodiert vermutlich ein Membranprotein der inneren Zellmembran
und yggX (ivi 131) scheint ein Protein zu kodieren, das andere Proteine gegen
oxidativen Stress schuitzt. Die Promtoren der beiden Gene konnten jeweils drei Mal
gefunden werden. Der Promotor des Gens ymcD (ivi 182), dargestellt in Abbildung
4.10, konnte ein Mal gefunden werden. ymcD gehort im Stamm K-12 zu einem

Operon, das aufgrund einer Insertion in der Promotorregion nicht exprimiert wird.

Zwei der Kklonierten EDL933-Fragmente trugen einen Promotor in reverser
Orientierung (siehe Tabelle 4.6 und Abbildung 4.10). Die zugehdrigen Gene
kodierten fur die Proteine Atpl (ivi 12) und HIyB (ivi 75). Atpl stellt eine Untereinheit
des FOF1 ATPase-Komplexes dar und HIlyB ist ein Hamolysintransportprotein. Trotz
der reversen Orientierung der Promotoren konnten die zugehdrigen Plasmide unter

den hier gewahlten Bedingungen sechs bzw. zwei Mal gefunden werden.

Wie in der Abbildung 4.10 zu erkennen ist, konnte in einer Sequenz keine
offensichtliche Promotorregion identifiziert werden. Hier wurde ein Teil aus der Mitte
des yjcC Gens (ivi 64) identifiziert, das ein putatives Signaltransduktionsprotein
kodiert. Obwohl keine Promotorregion zu erkennen war, konnte das ivi-Plasmid funf

Mal gefunden werden.

Insgesamt konnte in diesem IVET-System, basierend auf dem Vektor pAK-1, eine

Anreicherung von Klonen und die Identifizierung von zahlreichen Promotoren und
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den zugehdrigen Genen erzielt werden. Die Methode der IVET wurde somit

erfolgreich in der Matrix Hackfleisch etabliert und angewendet.

4.3 Untersuchungen zur Fitness von STEC-Stammen in Rinderhackfleisch

EHEC vom Serotyp O157:H7 sind als Verursacher des hamolytisch-urdmischen
Syndroms beim Menschen durch den Verzehr unzureichend gegarten Hackfleisches
bekannt. Auch Infektionen mit EHEC der Serogruppen 026, 045, 0111, 0103, 0121
und 0145 kénnen zu diesem Krankheitsbild fihren [Brooks et al., 2005]. STEC
dieser Serogruppen konnen jedoch nicht nur aus den Fazes erkrankter Personen
isoliert werden, sondern auch aus Tierfazes oder Lebensmitteln (LM). Deshalb wurde
hier zum einen der Frage nachgegangen, ob Unterschiede in der Fitness von
pathogenen Isolaten aus Patienten mit HUS-Erkrankung, Isolaten aus LM mit
tierischem Usprung und Isolaten aus Tieren im Risikolebensmittel Rinderhackfleisch
gefunden werden kdénnen und ob zum anderen HUS-Isolate in dieser Matrix eine
hohere Konkurrenzfahigkeit gegeniber Isolaten anderer Herkunft besitzen.
Insgesamt wurden in dieser Studie 23 STEC-, EHEC- und EPEC-Isolate aus den mit
HUS-Ausbriichen assoziierten Serogruppen 026, 0103 und O157 fur die Versuche
verwendet. EIf der Isolate stammten aus Fazes von Patienten mit HUS-Erkrankung,
vier Isolate aus Tier-Fazes und sieben Isolate aus Lebensmitteln tierischen
Ursprungs. Es wurden dabei lediglich tierische Isolate der Serogruppe 0103
untersucht. Eine ausfihrliche Auflistung der Isolate mit dem entsprechenden Serotyp
und der Herkunft kann der Tabelle 4.7 enthommen werden. Die hier gewé&hlten
Versuchstemperaturen simulierten im Rahmen der Versuchsmaoglichkeiten
anndhernd die Bedingungen, denen die Bakterien wahrend der Lagerung und

Verarbeitung des Lebensmittels ausgesetzt werden.
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4.3.1 Nachweis von STEC in keimreduziertem Rinderh  ackfleisch

Zunachst wurde sichergestellt, dass das in den Versuchen verwendete
keimreduzierte Rinderhackfleisch (siehe Abschnitt 3.4) frei von Shiga Toxin-
bildenden E. coli war, da diese die Ergebnisse hatten beeinflussen kénnen. Hierzu
wurde das Hackfleisch fir sechs Stunden in mTSB-Medium angereichert, wie in
Abschnitt 3.4.2 beschrieben. Der Positivkontrolle wurde vor der Anreicherung der E.
coli Stamm EDL933 und der Negativkontrolle der E. coli Stamm C600 zugeflugt. Die
abschlieRende Standard-PCR zur Ermittlung der Anwesenheit des stx; bzw. stx; in
den Anreicherungen wurde mit den Oligonukleotidpaaren KS7/KS8 und LP43/LP44
aus Tabelle A5 durchgefuhrt. In Abbildung 4.11 ist das Ergebnis der Anreicherung
bzw. der abschlieBenden PCR am Beispiel des stx2 dargestellt. Es konnte gezeigt
werden, dass stx; in den beiden Positivkontrollen mittels PCR nachgewiesen werden
konnte. In den Hackfleischproben und den Negativkontrollen konnte das Gen nicht
detektiert werden. Ebenso verlief die Uberpriifung des stx; positiv in den Kontrollen,
jedoch negativ in den Hackfleischproben. Demnach konnte aufgrund dieser
Anreicherung angenommen werden, dass das hier verwendete keimreduzierte
Rinderhackfleisch nicht mit Stx-bildenden Stammen kontaminiert war und fir die
Durchfihrung der Versuchsreihe verwendet werden konnte. Parallel wurde zudem
eine Bestimmung der aeroben Gesamtkeimzahl der im Fleisch enthaltenen
autochthonen Mikrobiota, beschrieben in Abschnitt 3.4.1, vor Versuchsbeginn
durchgefuhrt. Da auf dem SMAC-Medium keine Keime gewachsen waren, konnte die
Bestimmung der Gesamtkeimzahl lediglich anhand des LB-Mediums vorgenommen
werden. Weiterhin konnte hierdurch die Annahme bestarkt werden, dass das
vorliegende Hackfleisch frei von STEC war. Die aerobe Keimzahl konnte mit 5,9 x
10° KbE/g Hackfleisch bestimmt werden. In allen folgenden Versuchen wurde diese

Hackfleisch-Charge eingesetzt.
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Abbildung 4.11 : Uberpriifung des keimarmen Hackfleisches (HF) auf STEC mittels PCR am
Beispiel des stx,. Dargestellt sind die Banden der PCR-Produkte nach elektrophoretischer
Auftrennung in einem 1%igen Agarosegel bei einer Spannung von 100 V fur 1,5 h und
Anfarben mit Ethidiumbromid. M: 1 kb DNA-Ladder; 1: HF-Probe 1 ; 2: HF-Probe 2;
3: Positivkontrolle HF (E. coli Stamm EDL933); 4: Negativkontrolle HF (E. coli Stamm C600);
5: Positivkontrolle (E. coli Stamm EDL933); 6: Negativkontrolle (E. coli Stamm CG600);
7: Kontrolle NaCl; 8: Kontrolle H,O.

4.3.2 Charakterisierung der verwendeten E. coli-Stamme

Es ist bekannt, dass in Stdmmen gleicher Serogruppe eine unterschiedliche
Genausstattung vorliegen kann, was u.a. die hohe Variabilitat der STEC auszeichnet
[Creuzburg et al., 2011]. Aus diesem Grund wurden die hier ausgewahlten Isolate auf
die Anwesenheit von verschiedenen Virulenzfaktoren und das O-Antigen der
Serogruppe 0157 mittels Standard-PCR mit den in Tabelle A5 aufgefiihrten
Oligonukleotiden untersucht. Neben den beiden stx-Genen wurden die Stamme auf
das Vorhandensein der Plasmid-kodierten Gene espP und subAB und der
chromosomal-kodierten Gene iha, nleD, cdtV, cif, eae und espM untersucht. Sechs
Stamme gehdrten der Serogruppe 026, elf Stamme der Serogruppe 0103 und sechs
Stamme der Serogruppe 0157 an. Das Ergebnis der PCR-Analysen wurde weiterhin
durch eine Dot-Blothybridisierung mit den PCR-Produkten als Sonden-DNA bestétigt
(siehe Abschnitt 3.3.11). Lag ein negatives PCR-Ergebnis vor, in der Hybridisierung
konnte das entsprechende Gen jedoch detektiert werden, so wurde angenommen,
dass dieses in dem untersuchten Stamm vorlag. Ein Beispiel fur die Dot-
Blothybridisierung kann der Abbildung 4.12 enthommen werden. Hier zeigte eine
Blaufarbung wahrend der Detektion ein positives Ergebnis an, iha konnte in den

entsprechend positiven Stammen nachgewiesen werden. Eine Auflistung der
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untersuchten Stamme und Pathogenitatsfaktoren und die erhaltenen Ergebnisse sind
in der Tabelle 4.7 zusammengefasst. Die Untersuchungen einiger Stamme mittels
PCR wurde bereits am Institut fir Hygiene am Universitatsklinikum Mainster

durchgefiihrt und sind in der Tabelle 4.7 gekennzeichnet

Wie der Tabelle 4.7 zu entnehmen ist, trugen die hier verwendeten E. coli-Stamme
der Serogruppen 026 und 0157 bis auf den O157:H7 Stamm EDL933, der beide
Toxine beinhaltete, nur stx,. Der O157:H7 Stamm TS10/08 hatte das stx, bereits vor
Versuchsbeginn verloren [Slanec et al.,, 2009]. Wahrend die drei EPEC 0103
Stdmme E22, 889 und CA92-7164, wie erwartet, keines der beiden Toxine beinhaltet
haben, waren funf andere 0103 Stamme positiv fur stx; und drei Stamme positiv fur

Stxo.

g 10 11 12 13 14 15 16 17
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Abbildung 4.12 : Dot-Blothybridisierung mittels DIG-markierter iha-spezifschen DNA-Sonde.
Aufgetragen wurden 500 ng genomische DNA folgender E. coli-Stamme: 1: 4993/96;
2: EO07/236; 3: E08/233; 4: E09/264; 5: LM14957/08; 6: 626/98; 7: E02/753; 8: E06/329;
9: E06/332; 10: LM15814/08; 11: LM15255/07; 12: HBI/01; 13: RW1374; 14: EZ22,
15: GSO740-1; 16: 889; 17: CA92-7164; 18: 2492/00; 19: E09/10; 20: E09/89; 21: E09/185;
22: TS10/08; 23: EDL933; 24: Negativkontrolle (E. coli Stamm C600); 25: Positivkontrolle (50
ng iha-PCR-Produkt)

91



Ergebnisse

Innerhalb der Serogruppe 026 waren alle verwendeten Stdmme positiv fur cif, eae,
espM und iha, wie aus der Tabelle 4.7 hervorgeht. Lediglich der O26:H" Stamm
626/98 besald neben dem stx, kein weiteres der hier untersuchten Gene. Fir cdtV,
espP, subAB und rfbEO157 konnte kein Produkt detektiert werden und auch die
Hybridisierung verlief negativ. Weiterhin waren alle Stamme dieser Serogruppe, mit
Ausnahme des 026:H" Stammes E07/236, negativ fiir nleD.

Wie aus der Tabelle 4.7 hervorgeht, war innerhalb der zweiten Serogruppe 0103 die
Verteilung der Gene cif, eae, espM und nleD heterogen. Acht der elf Stdmme waren
positiv fur cif, neun positiv flr eae, sieben positiv fir espM und sechs positiv fur nleD.
subAB konnte lediglich in dem 0103:H28 Stamm LM15255/07 nachgewiesen
werden, iha und espP lediglich in dem O103:H2 Stamm HBI/01. Alle Stamme dieser
Serogruppe waren negativ fur cdtV, espP und rfbEO157.

Die Genverteilung innerhalb der Serogruppe 0157 zeigte, wie in Tabelle 4.7 zu
erkennen ist, ein mehr einheitliches Bild. Da das rfbEO157-Gen fir das O-Antigen
dieser Serogruppe kodiert, konnte es in den sechs Stdmmen dieser Serogruppe
detektiert werden. Alle 0157 Stamme ergaben ein positives Ergebnis fir eae, espM
und nleD, jedoch nicht fr subAB. Die O157:H" Stamme 2492/00 und E09/10 waren
negativ fur espP und iha, jedoch im Gegensatz zu den anderen Stammen positiv fur
cdtV getestet worden. Ausschlie3lich in den Stammen E09/10 und E09/89 konnte cif

nachgewiesen werden.

Da der O103:H7 Stamm CA92-7164 negativ fur alle hier getesteten Pathogenitats-
faktoren war, wurde er nicht in die nachfolgenden Versuche eingesetzt. Basierend
auf den erlangten Ergebnissen konnten entsprechende DNA-Sonden zum Nachweis
der Stamme in der nachfolgenden Koloniehybridisierung gewdahlt werden. Hier
wurden DNA-Sonden der Gene stxy,, cdtV, cif, iha und rfbEO157 verwendet.
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Tabelle 4.7: Verwendete E. coli-Stamme mit Serotyp, Herkunft, Krankheit und PCR- bzw. Southern Blot-Ergebnissen

Shiga Plasmid - chromosomal -
Toxine kodiert kodiert
Stamm Serotyp Herkunft Krankheit Stx; stx, |espP  Sub |cdtv cif eae espM iha nleD rfbE
AB 0157

4993/96 026:H Human HUS - + - - - + + + + - -
EQ7/236 026:H" Human HUS - + - - - + + + + + S
E08/233 026:H11 Human HUS - +" - - - + + + + - -
E09/264 026" Human HUS S + - - - + o+ + + - -
LM14957/08 026:H11 Wildschwein- unbekannt - + - - - + + + + - -

keule
626/98 026:H" Fleisch unbekannt - + - - - - - - - R R
E02/753 0103* Human HUS + 7 - - - + 4+ + - + -
E06/329 0103:H* Human HUS - + - - - + + + - - S
E06/332 0103* Human HUS - + - - - + o+ + - - -
LM15814/08 0O103:H2 Rehgulasch  unbekannt + - - - - + + + - + -
LM15255/07 0O103:H28 Rehgulasch  unbekannt - + - + - - - - - - -
HBI/01 0103:H2 Fleisch unbekannt + - - - - + + + + - -
RW1374 0103:H2 Kalb AS + - - - - + + - - + -
E22 0103:H2 Kaninchen Diarrhoe - - - - - + + + - + -
GS0740-1 0103:H2 Rind AS + - - - - + + + - + -
889 0O103:H2 Huhn Diarrhde - - - - - + + - - + -
CA92-7164 0103:H7 Hund Diarrhoe - - - - - - - - - -
2492/00 0O157:H Human HUS - + - - + - + + - + +
E09/10 O157:H Human HUS S + - - + + o+ + - + +
E09/89 O157:H" Human HUS - + + - - + o+ + + + +
E09/185 0157* Human HUS - + - - - - + + + + +
TS10/08 O157:H7 Hackfleisch unbekannt - = + - - - + + + + +

gem.
EDL933 0157:H7 Rinderhack- HUS + + + - - - + + + + +

fleisch

*PCR wurde am Institut fir Hygiene am Universitatsklinikum Muanster durchgefihrt.

*Serotyp unbekannt; 'verloren; AS: asymptomatisch
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4.3.3 Einfluss der Temperatur auf die Vermehrung d er E. coli-Stamme in Rinder-
hackfleisch

Fur die vergleichenden Wachstumsversuche im Hackfleisch wurde fir die Detektion der
eingesetzten E. coli-Stamme nach der Inkubation die Methode der Kolonie-
Hybridisierung (siehe Abschnitt 3.3.11) gewahlt. Mit Hilfe dieser Technik ist es moglich,
spezifische DNA-Sequenzen in situ nachweisen zu kdnnen. Nach erfolgter Lyse der
Zellen wurde die bakterielle DNA direkt an eine Nylonmembran fixiert, stérende
Zellbestandteile entfernt und die Hybridisierung mit einer spezifischen DNA-Sonde
konnte erfolgen. Ein Beispiel fur die Koloniehybridisierung ist in Abbildung 4.13
dargestellt. Eine Blaufarbung wahrend der Detektion zeigte ein positives Ergebnis an,

das entsprechende Gen konnte detektiert werden.

Abbildung 4.13 : Koloniehybridisierung am Beispiel von E. coli O157:H" Stamm 2492/00 mit
einer DIG-markierten rfbEO157-spezifischen DNA-Sonde. A) LB-Medium mit den Uberimpften
Einzelkolonien aus der Isolierung; B) Membran der Koloniehybridisierung basierend auf einer
DIG-markierten DNA-Sonde. K: Positivkontrolle (50 ng rfbEO157-PCR-Produkt)
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Das Wachstum der Isolate unterschiedlicher Herkunft im Rinderhackfleisch wurde
zunachst fur funf Stunden bei 37C, der optimalen W achstumstemperatur von E. coli,
durchgefiihrt. Anschlieend erfolgte eine Inkubation fur 20 Stunden bei 15C und 20C
als Anndherung an die Lagerungsbedingungen von Hackfleisch bei unzureichender

Tiefkiihlung oder unterbrochener Kuhlkette bzw. bei Raumtemperatur.

Ubernachtkulturen der Stamme wurden in LB-Medium verdinnt und unter
Standardbedingungen bis zu einer ODggo Von 0,8 inkubiert. 100 (+/-20) KbE/g wurden in
das Hackfleisch inokuliert und fir die entsprechende Zeit inkubiert, wie in Abschnitt 3.6
beschrieben. Nach der Isolierung der Bakterien aus dem Hackfleisch wurde eine
Kolonie-Hybridisierung mit den bereits oben aufgefiihrten Sonden durchgefihrt, um die

eingesetzten Stamme identifizieren und quantifizieren zu konnen.

Aus den erlangten Werten wurde anschlie3end das relative Wachstum der Stamme im
Hackfleisch ermittelt (Quotient aus der Isolierung und dem entsprechenden Wert der
Inokulation). Das relative Wachstum (y-Achse) ist fur die jeweiligen Stamme (x-Achse)
in Abbildung 4.14 dargestellt. Hierbei wurden die HUS-Isolate in rot, die LM-Isolate in
blau und die Tier-Isolate in grin dargestellt. Aufgrund der unterschiedlichen
Inkubationszeiten und -temperaturen und den daraus resultierenden stark voneinander
abweichenden Werten des relativen Wachstums, wurde auf eine einheitliche y-Achse
verzichtet, um die Unterschiede zwischen den einzelnen Stdmmen innerhalb einer
Temperatur optisch deutlicher darzustellen zu kbnnen. Die detaillierten Zahlenwerte der
folgenden Versuche sind im Anhang A6 aufgefihrt. Der O157:H7 Stamm EDL933
wurde in den Versuchen als Referenzstamm genutzt, um maogliche signifikante

Unterschiede bestimmen zu kdnnen.

In Abbildung 4.14 fallt direkt auf, dass nach der Inkubation der Stdmme in Hackfleisch
bei einer optimalen Temperatur von 37T ein signifikant starkeres Wachstum der
Lebensmittelisolate der Serogruppe 0103 im Vergleich zum Stamm EDL933
verzeichnet werden konnte. Auch zeigten drei der vier HUS-Isolate der Serogruppe
0157 ein signifikant erhdhtes Wachstum bei dieser Temperatur. Der 026 Stamm
E09/264 zeigte im Gegensatz dazu als einziger Stamm ein signifikant schlechteres
Wachstum, die Ubrigen Stamme wiesen nur geringe Unterschiede in ihrem Wachstum

auf.
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Abbildung 4.14: Relatives Wachstum der eingesetzten E. coli-Stamme in keimreduziertem
Rinderhackfleisch bei verschiedenen Temperaturen und Inkubationszeiten. A) funf Stunden,
37C; B) 48 Stunden, 15C; C) 48 Stunden, 20C. Die mit einem Stern gekennzeichneten
Stamme weisen einen signifikanten Unterschied zum Stamm EDL933 auf.
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Fortsetzung Abbildung 4.14.
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Die nachfolgende Inkubation der Stamme bei einer erniedrigten Temperatur von 15T,
einer Anndherung an die Lagerungsbedingungen im Kuhlschrank bzw. einer
unterbrochenen Kihlkette, ergab einen heterogenen Effekt auf das Wachstum der
eingesetzten Stdmme wie in Abbildung 4.14 zu erkennen ist. Der 0103 Stamm 889
zeigte ein signifikant erniedrigtes Wachstum, wohingegen die 026 Stamme 4993/96,
EO07/236 und 626/98, die 0103 Stamme E02/753, E06/329, E06/332, LM15814/08 und
RW1374 und der 0157 Stamm 2492/00 mit unterschiedlicher Herkunft ein signifikant
erhohtes Wachstum im Vergleich zum 0157:H7 Stamm EDL933 zeigten. Insgesamt
konnte mit Ausnahme des 0103 Stammes 889 ein tendentiell starkeres Wachstum im

Vergleich zur Referenz bei dieser Temperatur festgestellt werden.

Da basierend auf den erlangten Ergebnissen innerhalb der Serogruppe O157 der
Hinweis auf ein starkeres Wachstumsvermégen der HUS-Isolate gegenuber der aus
Lebensmitteln isolierten Stamme vorlag, wurde diese Gruppe zusatzlich bei
Raumtemperatur untersucht. Nach der Inkubation fur 48 Stunden bei 20T konnte
jedoch kein einheitliches Ergebnis erzielt werden, wie aus der Abbildung 4.14
hervorgeht. Das HUS-Isolat E09/185 und das LM-Isolat TS10/08 zeigten ein signifikant

schlechteres Wachstum im Vergleich zum Stamm EDL933 bei dieser Temperatur auf.
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Die ubrigen Stamme ergaben hier keine signifikanten Abweichungen in ihrem
Wachstum. Insgesamt konnte jedoch der Hinweis auf eine gesteigerte Fitness des
Stammes EDL933 gegenuber drei der vier HUS-Isolate bei dieser Temperatur gefunden

werden.

4.4  Bakteriozinbildung der verwendeten  E. coli-Stamme

STEC verschiedener Serogruppen sind bekannt fur die Produktion eines oder mehrerer
Colizine. Hierzu zéhlen u.a. die Serogruppen 026, 0103 und O157, die in dieser Arbeit
im Vordergrund standen [Bradley, 1991; Hofinger et al., 1998; Karma et al., 2008]. Es
konnte bereits die Vermutung aufgestellt werden, dass die Bildung solcher Substanzen
den pathogenen Bakterien einen Vorteil bei der Besiedlung des Darms durch
Inhibierung der natirlichen Darmflora verschaffen kann [Hofinger et al., 1998]. Um die
in dieser Arbeit verwendeten Stamme, detailliert aufgelistet in Tabelle 4.7, weiter
charakterisieren und ihr Potential zur Ausbildung einer Infektion abschéatzen zu kdnnen,
wurde die Bakteriozinbildung untersucht. Hierbei wurde lediglich bestimmt, ob eine
hemmende Substanz gebildet wurde, ohne die Substanz naher zu bestimmen oder
festzustellen, wie viele hemmende Substanzen gebildet wurden. Hierzu wurden, wie in
Abschnitt 3.2.2 beschrieben, Ubernachtkultur der zu testenden Stamme in LB-Medium
verdunnt und unter Standardbedingungen bei 37T ink ubiert. Nach einer Stunde wurde
den Kulturen 0,5 pg/ml Norfloxacin zugegeben, um die Bakteriozinbildung zu
induzieren, und nochmals fiir vier Stunden inkubiert. Der sterilfiltrierte Uberstand wurde
auf LB-Medium aufgegeben, das mit dem E. coli Stamm K-12 Uberschichtet war. Die
Ergebnisse des Hemmhoftests kdonnen der Tabelle 4.8 entnommen werden. Um
sicherzustellen, dass die Hemmung des Teststammes aufgrund eines gebildeten
Bakteriozins stattfand und nicht durch die Induktion von Bakteriophagen infolge der
Behandlung mit Norfloxacin, wurden zudem LB-Medium mit dem sterilen Uberstand und
dem Teststamm zusammen Uberschichtet. Ein Beispiel fur den Hemmhoftest kann der
Abbildung 4.15 entnommen werden. Hier zeigte die Bildung eines Hofes um die
Plattchen herum ein positives Ergebnis an. Es wurde mindestens eine hemmende
Substanz von den jeweiligen Isolaten aus Patienten mit HUS-Erkrankung auf dem

Teststamm K-12 gebildet.
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Abbildung 4.15: Hemmhoftest am Beispiel von neun pathogenen Isolaten aus Patienten mit
HUS-Erkrankung aufgetragen auf den Teststamm E. coli K-12. 1. E07/236; 2: E08/233;
3: E09/264; 4: E02/753; 5: E06/329; 6: E06/332; 7: E09/10; 8: E09/89; 9: E09/185.

Wie aus der Tabelle 4.8 hervorgeht, konnte bei acht der 23 Isolate ein Hemmhof
erkannt werden. Die Anwesenheit eines Bakteriozins wurde in der Tabelle festgehalten,
jedoch nicht dessen Quantitat oder die Anzahl an gebildeten hemmenden Substanzen.

Weiterhin wurde nicht bestimmt, ob es sich um Colizine oder Mikrozine handelte.

Die 026 Stamme 4993/96 und LM14957/08, die 0103 Stamme E06/329, E06/332,
LM15255/07, HBI/01 und RW1374 und der O157 Stamm 2492/00 haben trotz diverser
Herkunft und Serogruppe ein oder mehrere Bakteriozine gebildet. Fur die ubrigen
Isolate konnte optisch kein Hemmhof festgestellt werden. Der Test auf Bakteriophagen
(siehe Abschnitt 3.2.2) ergab bei keinem der Stamme Plaques im Plaquetest. Somit
konnten induzierte Phagen als Verursacher der Hemmhotfe ausgeschlossen werden.
Eine weitere Beurteilung der gebildeten Substanz bzw. Substanzen erfolgte nicht.
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Tabelle 4.8: Hemmbhoftest: Bildung einer Bakteriozins durch die verwendeten Stamme.
Angegeben wird die Bildung von mind. einem hemmenden Stoff durch + und die Abwesenheit

eines hemmenden Stoffes durch -.

Serogruppe Stamm Hemmung E. coli K-12

026 4993/96 +
EQ7/236 -
E08/233 -
E09/264 -
LM14957/08 +
626/98 -
0103 E02/753 -
E06/329 +
E06/332 +
LM15814/08 -
LM15255/07 +
HBI/01 +
RW1374 +
E22 -
GS0740-1 -
889 -
CA92-7164 -
0157 2492/00 +
E09/10 -
E09/89 -
E09/185 -
EDL933 -
TS10/08 -
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5 Diskussion

Enterohamorrhagische E. coli O157:H7 sind als Verursacher schwerer Erkrankungen
bekannt. Die Ubertragung dieses Zoonoseerregers auf den Menschen erfolgt dabei in
erster Linie durch unzureichend gegartes Rinderhackfleisch und andere Produkte
bovinen Ursprungs. Wahrend des Zerkleinerungsverfahrens von Fleisch, z.B. zu
Hackfleisch, kénnen pathogene Bakterien von der Oberflache des Fleisches in das
Innere des zerkleinerten Produktes gelangen und sind dort u.a. vor Hitze wahrend des
Garens, vor allem bei unzureichender Temperatur, geschitzt [Shen et al., 2011].
Studien Uber das Transkriptom der E. coli O157:H7 wurden bereits mittels Microarray-
oder Proteomanalysen durchgefihrt, um einen Einblick zu erlangen, wie diese
Pathogene in tierischen Wirten oder Lebensmittel-imitierenden Medien Uberleben und
sich vermehren [Dudley, 2008]. Eine Studie der Genexpression in komplexen
Lebensmittel-Matrizes erfolgte bislang jedoch nicht. Von grof3em Interesse ist deshalb
die Aufklarung der bakteriellen Genexpression wahrend der Persistenz und
Vermehrung im Lebensmittel, da hieraus wichtige Erkenntnisse fur die Entwicklung
effektiver Strategien zur Kontrolle der Pathogenen im Lebensmittel gewonnen werden
kénnen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Genexpression von E. coli O157:H7
Stamm EDL933 mit Hilfe der In vivo-Expressionstechnologie in Rinderhackfleisch
untersucht, um einen Einblick in das Transkriptom des Stammes als Vertreter dieser
Gruppe von Pathogenen in dem Risikolebensmittel zu erlangen. Da die Bakterien nicht
nur aus den Fazes von erkrankten Personen isoliert werden kénnen, sondern auch aus
den Fazes von Tieren und aus Lebensmitteln, wurde in dieser Arbeit ein weiteres
Augenmerk auf die Vermehrung von Stdmmen gleicher Serogruppe jedoch
unterschiedlicher Herkunft in Hackfleisch gelegt. Die vorliegende Arbeit liefert daher im
Weiteren eine ausfihrliche Studie Uber das Wachstum von 23 Stdmmen der
Serogruppen 026, 0103 und 0157 in der Matrix Rinderhackfleisch. Dabei wurde der
Schwerpunkt auf den Einfluss verschiedener Temperaturen gelegt. Abschliel3end

wurden die Stamme auf die Bildung von Bakteriozinen untersucht.
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5.1 In vivo-Expressionstechnologie

Fur die Identifikation von bakteriellen Genen, die unter bestimmten Umwelteinflissen
exprimiert werden, konnen verschiedene Methoden verwendet werden. In der
Biochemie, der Immunologie und der Zellbiologie wurden bereits Untersuchungen
angestellt, um die dynamische Wirt-Parasit-Interaktion im Hinblick auf die Signal-
transduktion und die damit zusammenhangende Expression von Virulenzfaktoren zu
analysieren [Mekalanos, 1992]. Eine der Mdglichkeiten, den genetischen Hintergrund
eines Pathogens in einer bestimmten Umgebung zu analysieren, beschreibt die In vivo-
Expressionstechnologie. Diese Methode wurde in dieser Arbeit gewahlt, da sie neben
der Signaturmarkierten Mutagenese (STM) die einzig etablierte Strategie ist, die eine
Untersuchung der Genexpression in einem lebendigen tierischen Wirt oder in
komplexen Umgebungen zulasst. Zudem ist ein bedeutender Vorteil der Methode, dass
sie einfach in der Handhabung ist [Angelichio und Camilli, 2002; Dudley, 2008]. Khan
und Isaacson [2002] konnten erfolgreich zeigen, dass mit Hilfe dieser Methode unter 85
in vivo-induzierten Genen physiologisch wichtige und Virulenz-assoziierte Gene
gefunden werden konnen, die einen pathogenen E. coli-Stamm beféhigen, sich effektiv
im Gewebe des infizierten Wirtes behaupten zu kénnen. Sie verwendeten fiur ihre
Studien im Mausmodell ein humanes E. coli-Isolat der Serogruppe 025 eines an Sepsis
erkrankten Patienten. Weiterhin konnten Hufner und seine Kollegen [2007] eine
ahnliche Variante der Methode in einem Rohwurstmodell anwenden, um die
Genexpression von Lactobacillus sakei wahrend des Fermentationsprozesses zu
untersuchen. Sie fanden 15 in vivo-induzierte Gene des Stammes, von denen einige mit
dem Stress der Zelle assoziiert werden konnten. Die Plasmid-basierte IVET konnte
weiterhin erfolgreich in Salmonella enterica serovar Typhimurium [Mahan et al., 1995],
in Pasteurella multocida [Hunt et al., 2001], in Vibrio cholerae [Lombardo et al., 2007]
und in Yersinia enterocolitica [Young und Miller, 1997] in verschiedenen Wirten
angewendet werden. Basierend auf den erwdhnten Studien wurde die IVET in dieser
Arbeit verwendet, um die Genexpression des E. coli Stammes EDL933 als Vertreter der
bedeutenden Serogruppe O157 wahrend der Persistenz und Vermehrung in einem

Hackfleischmodell unter erhbhten Temperaturen zu studieren.

In dem zu Beginn dieser Arbeit durchgefuhrten IVET-System in Rinderhackfleisch

wurde der Promotor-Selektionsvektor pKK232-8 mit einer promotorlosen Chloramphe-
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nicolresistenz als Selektionsmarker verwendet, der ebenfalls der Studie von Khan und
Isaacson [2002] zugrunde lag. FUr den Versuch wurde eine Inkubationstemperatur von
42<C festgelegt. Diese Temperatur stellte eine Annaherung an die beim Garen von
Hackfleisch zugrunde liegende Temperatur dar. Fur E. coli O157:H7 konnte bereits
gezeigt werden, dass das Erhitzen von Rindfleischprodukten auf eine Kerntemperatur
von 60-65T zu einer wirksamen Inaktivierung der Ba kterien fuhrte [Shen et al., 2011].
Da das IVET-System auf der Vermehrung von Zellen beruht, konnte in diesem
Zusammenhang dem Versuch keine realistische Temperatur zugrunde gelegt werden.
Diese hatte zu einer Inaktivierung der Zellen gefiihrt, was die Auswertung des Versuchs
negativ beeinflusst hatte. Es ist bekannt, dass ein uneingeschranktes Wachstum von E.
coli bis zu einer maximalen Temperatur von ungefahr 49C gewaéhrleistet ist [Luders et
al., 2009]. Aus den genannten Griinden wurde die Temperatur auf 42<C festgelegt.

Eine Anreicherung von Genbank-Klonen und den damit zusammenhdngenden
rekombinanten Plasmiden konnte in dieser Studie unter den gewéahlten Bedingungen in
Hackfleisch bei einer Temperatur von 42C mit dem V ektor pKK232-8 nicht erreicht
werden. Khan und Isaacson [2002] konnten zeigen, dass die Verwendung des Vektors
in einem Mausmodell zu einer Anreicherung von zahlreichen Klonen und damit zu einer
Identifizierung von Biosynthese- und Virulenz-assoziierten Genen fihrte. Daten Uber die
Verwendung des Vektors in In vivo-Studien im Lebensmittel sind bislang nicht bekannt.
Weiterhin ergab die durchgefuhrte Sequenzierung der Plasmide lediglich einen Anteil
von etwa 17%, der eine Promotorregion vor dem Selektionsgen trug. Hier zeigte sich
durch Sequenzvergleiche, dass drei der vier Promotorregionen in der korrekten
Orientierung in den entsprechenden Plasmiden vorlagen und somit die Expression des
Selektionsgens induzieren konnten. Zwei Promotoren gehorten zu den Genen Z0338
und Z2224, denen im Stamm EDL933 bislang keine Funktion zugeordnet werden kann.
Deshalb kann hier keine Aussage Uber deren Funktion im Zusammenhang mit der
Persistenz der Zellen in Hackfleisch getroffen werden. Der dritte Promotor konnte arcZ
zugeordnet werden. Dieses Gen ist im Stamm K-12 bekannt und konnte durch
Sequenzvergleich auch im Stamm EDL933, in dem es bislang nicht beschrieben ist,
lokalisiert werden. Mandin und Gottesman [2010] konnten nachweisen, dass die
Translation von RpoS, dem Sigma-Faktor der generellen Stressantwort, durch eine
kleine RNA mit regulatorischer Funktion, kodiert durch arcz, heraufgesetzt wird. Hier

konnte durch Identifizeriung des Gens ein erster Hinweis gefunden werden, der die
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Stressantwort der Zelle auf die Inkubation im Hackfleisch unter erhéhter Temperatur
belegt. Eine abschlieRende Aussage Uber die Genexpression des Stammes EDL933
durch die erlangten Ergebnisse unter den gewdahlten Bedingungen in Rinderhackfleisch
kann hier jedoch nicht getroffen werden, da keine Anreicherung von Promotoren

erreicht wurde.

Aufgrund der erlangten Erkenntnisse konnte die Vermutung aufgestellt werden, dass
die Chloramphenicolresistenz in diesem Fall ein moglicherweise ungeeignetes
Selektionsgen darstellte. Da das Antibiotikum in Alkohol I6slich ist, lag die Vermutung
nahe, dass eine homogene Verteilung in der wassrigen Matrix des Rinderhackfleisches
nicht gegeben war. Der Wassergehalt von Hackfleisch ist abhangig von dem Fettgehalt
des verwendeten Fleisches. Bei einem Fettgehalt von 73-85% betragt der Wasseranteil
im rohen Hackfleisch etwa 56-64% (United States Department of Agriculture,
Washington; www.usda.gov). Eine homogene Verteilung des selektierend wirkenden
Stoffes ist jedoch grundlegend fir die Funktionalitdit des IVET-Systems. Jede
eingesetzte Bakterienzelle muss einem identisch hohen Selektionsdruck ausgesetzt
sein, um eine erfolgreiche Anreicherung von resistenten Zellen durch deren
Vermehrung bzw. eine Selektion von Zellen ohne Expression des Selektionsgens zu
erreichen [Chiang et al., 1999]. Weiterhin bestand die Vermutung, dass die Verwendung
eines Antibiotikums mit bakteriozider Wirkung eine starkere Selektion unerwinschter
Zellen im Gegensatz zu einem bakteriostatischen Antibiotikum wie dem Chloram-

phenicol erreichen kénnte.

Begrindet auf den erlangten Erkenntnissen wurde in einem nachsten Schritt das
selektive Gen im Vektor pKK232-8 ausgetauscht, um eine Weiterentwicklung der
Methode fur die hier zugrunde liegende Matrix zu erreichen. Es erfolgte die Insertion
einer Kanamycinresistenz anstelle der Chloramphenicolresistenz. Dieses Antibiotikum
gehort zur Gruppe der Aminoglykoside, fuhrt durch Interaktion mit der 30S-Untereinheit
der Ribosomen zu einer bakteriozid-wirkenden Inhibierung der Proteinsynthese in der
Zelle und ist gut loslich in Wasser. Durch die Lo6slichkeit in Wasser konnte eine
homogenere Verteilung dieses Antibiotikums im Hackfleisch vermutet werden. Es
entstand der Promotor-Selektionsvektor pAK-1 (siehe Abbildung 4.6). Eine Anwendung
der IVET in E. coli, basierend auf Kanamycin als Selektionsmarker, wurde bislang nicht
beschrieben. Hunt et al. [2001] konnten das Kanamycin jedoch erfolgreich in

Pasteurella multocida in einem Mausmodell einsetzen. Sie detektierten u.a. Gene, die
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verschiedenen Biosynthesewegen angehérten oder an der Ausbildung der Zellmembran
beteiligt waren.

Weiterhin ergab sich aus den Beobachtungen die Annahme, dass eine Zugabe von
weiterer Flussigkeit zu einer homogeneren Hackfleischmatrix fihrt und infolgedessen
eine homogenere Verteilung des selektierend wirkenden Antibiotikums ermdglicht
werden kann. Auch die Arbeitsgruppe um Fratamico [2011] verwendete fur ihre
Expressionsstudien des E. coli O157:H7 Stammes Sakai nicht die komplizierte Matrix
des Hackfleisches, sondern einen aus Hackfleisch hergestellten Extrakt. Dieser konnte
die Matrix nicht exakt imitieren, da durch Sterilfiltration die authochthone Mikrobiota des
Hackfleisches verloren ging und die Matrix ebenfalls keinen Einfluss mehr nehmen
konnte. Es konnte jedoch mit Hilfe des gewonnenen Extraktes eine grof3e Anzahl von
Genen identifiziert werden, die wahrend des Wachstums in Gegenwart der im
Hackfleisch zur Verfigung stehenden Nahrstoffe exprimiert wurden. Die anschlie3end
durchgefiihrten Inkubationsversuche im Hackfleisch bestéatigten die Annahme, dass
weitere Flussigkeit zu einem homogeneren Hackfleisch fuhrt und zeigten, dass eine
starkere Wirkung des selektierend wirkenden Antibiotikums durch Zugabe von PBS

erzielt werden kann.

Weiterhin konnte in Betracht gezogen werden, dass die gewahlte Inkubationsdauer von
funf Stunden keinen fur die Anreicherung von Zellen ausreichenden Zeitraum darstellte.
Nach Inokulation der Zellen in das Hackfleisch und der Inkubation unter erhohten
Temperaturbedingungen bendtigen diese Zeit fir die Anpassung an die neue
Umgebung. Ellen Dickreuther fuhrte in ihrer Diplomarbeit [2010] ebenfalls ein IVET-
System mit dem Vektor pKK232-8 durch. Sie verwendete das in dieser Arbeit
entwickelte Hackfleischmodell und erzielte durch die Verwendung einer Inkubationszeit
von zehn Stunden eine Anreicherung von Genbank-Klonen. Unter den von ihr
analysierten 35 ivi-Plasmiden wurden funf Plasmide doppelt und ein Plasmid drei Mal
gefunden. Sie konnte jedoch zeigen, dass in den von ihr analysierten ivi-Klonen
lediglich ein Plasmid einen Promotor enthielt. Hier konnte wiederum der Rickschluss
auf eine unvorteilhafte selektiv-wirkende Antibiotikaresistenz und eine nicht homogene

Verteilung des Antibiotikums im Hackfleisch gezogen werden.
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In einem zweiten IVET-System wurden die in dieser Arbeit erlangten Erkenntnisse
umgesetzt. Die Verwendung des neu konstruierten Promotor-Selektionsvektors pAK-1
mit einer promotorlosen Kanamycinresistenz beschrieb die grundlegende Weiter-
entwicklung der Methode fir die Verwendung in der Matrix Hackfleisch. Durch die
Zugabe von weiterer Flussigkeit wurde ein homogeneres Hackfleisch erreicht, in dem
die Verteilung der notigen Antibiotika gewahrleistet war. Weiterhin wurde der Zeitraum
der Inkubation von funf Stunden auf zehn Stunden erhdht, um eine starkere

Anreicherung der Zellen durch eine langere Inkubationszeit zu erzielen.

Bereits nach der ersten Anreicherung im Hackfleisch konnte die Hypothese aufgestellt
werden, dass Klone ohne exprimierte Resistenz ausselektiert wurden. Die Anzahl der
Zellen nahm nach der Isolierung aus dem Hackfleisch um zwei Zehnerpotenzen ab und
wies somit auf eine erfolgreiche Selektion durch das neue Antibiotikum hin. Die
nachfolgenden Anreicherungen im Hackfleisch ergaben eine Erhéhung der Keimzahlen
um eine bzw. zwei Zehnerpotenzen. Basierend auf dieser Tatsache konnte vermutet
werden, dass eine erfolgreiche Anreicherung stattgefunden hatte. Auch die RFLP der
PCR-Produkte wies auf mehrfach vorliegende EDL933-Fragmente in den ivi-Plasmiden
hin. Insgesamt wurden 70 rekombinante Plasmide durch Sequenzierung der inserierten
DNA und Homologievergleiche analysiert. Hierbei zeigte sich durch den Vergleich der
Sequenzen, dass 79% der ivi-Plasmide mehrfach vorlagen. Die Anreicherung von
Plasmiden zeigte, dass die Methode der IVET erfolgreich im Hackfleisch angewendet
wurde. Die Detektion der Promotorregionen von glmM, gsk und ndk stitzten die
Validierung der Methode, da diese Gene Enzyme kodieren, die nachweislich essentiell
fur das Wachstum der Bakterienzelle sind [Mengin-Lecreulx und van Heijenoort, 1996;
Bernard et al., 2000; Matsui et al., 2001].

Der gimM-Promotor wurde hier im Hackfleischmodell in zwei verschiedenen ivi-
Plasmiden insgesamt sechs Mal identifiziert. Das Gen kodiert die Phosphoglukosamin-
Mutase GImM, die fur die Biosynthese von Peptidoglykanen und Lipopolysacchariden
der Bakterienzelle essentiell ist [Mengin-Lecreulx und Heijenoort, 1996]. Das Auffinden
dieses Gens auf zwei verschiedenen EDL933-Fragmenten zeigte auf, dass die
Anreicherung parallel in zwei verschiedenen Klonen der Genbank stattgefunden hatte
und das Gen somit eine bedeutende Rolle unter den gegebenen Umstanden zu spielen
scheint. Die konkrete Funktion des Proteins in diesem Zusammenhang misste jedoch
weiter abgeklart werden.
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Das Gen greA, das den Transkriptions-Elogationsfaktor GreA kodiert, der im
Cytoplasma der Zelle lokalisiert und fur die effiziente Transkription durch die RNA-
Polymerase zustéandig ist, konnte hier ebenfalls identifiziert werden [Marr et al., 2000].
Die Arbeitsgruppe um Potrykus [2010] konnte zeigen, dass die Transkription des
Faktors durch zwei Promotoren reguliert wird. Der erste Promotor ist c70-abhangig, der
zweite wird durch den Hitzeschock-assoziierten Faktor 024 kontrolliert. Somit konnte
hier ein erster Hinweis auf die Hitzeschock-Antwort der Zelle gefunden werden. Weitere
Gene, die in Zusammenhang mit der Hitzeschock-Antwort der Zelle stehen, konnten in
dieser Studie jedoch nicht identifiziert werden. Basierend auf der gewahlten
Inkubationsdauer von zehn Stunden kann vermutet werden, dass die Expression von
Hitzeschock-Proteinen nach dieser Dauer nicht mehr vorhanden ist. Es ist bekannt,
dass die Expression dieser Proteine wahrend der ersten funf bis sechs Minuten der
Hitzeschock-Antwort der Zelle stark ansteigt, jedoch schnell wieder abnimmt, wenn die
Adaptation der Zelle an die Umgebung erfolgt [Guisbert et al., 2008]. Da das IVET-
System auf der Aktivierung von Promotoren und der Reproduktion von Zellen basiert,
kann vermutet werden, dass Gene der Hitzeschock-Antwort wahrend der kurzen Phase
der Induktion nicht ausreichend angereichert werden, um sie mit Hilfe dieser Methode

detektieren zu konnen.

Ein besonderes Augenmerk lag auf 21074, dessen Promotor in dieser Studie vielfach
identifiziert werden konnte. Uber das Gen oder dessen Funktion im EDL933 stehen
zurzeit keine detaillierten Informationen zur Verfigung. Ein Sequenzmotiv weist auf
einen Transporter hin, der der Zelle eine Resistenz gegen Arsenit, Arsenat und
Antimonit vermitteln kann [Carlin et al., 1995]. Die so ermittelte Permease ArsB ist in
der inneren Zellmembran lokalisiert und es wird vermutet, dass es sich um einen
Antiporter handelt, der einen Metall-Protonen-Austausch katalysiert [Meng et al., 2004].
Basierend auf der starken Anreicherung des ivi-Plasmids kann von einer bedeutenden
Rolle des Gens wahrend des Wachstums der Zelle unter den gewahlten Bedingungen
im Hackfleisch ausgegangen werden. Die genaue Rolle, die das Gen in diesem

Zusammenhang spielt, sollte weiter aufgeklart werden.

Ein weiterer Transporter, kodiert durch uhpT, konnte in dieser Studie gefunden werden.
Der Hexosephosphat-Transporter gehdrt zu den Antiportern und transportiert
Glukosephosphat im Austausch gegen Phosphat durch die innere Zellmembran in das
Cytosol der Zelle. Extrazellulare Glukose wirkt nachweislich auf diesen Mechanismus
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induzierend [Verhamme et al., 2002]. Fratamico et al. [2011] haben ebenfalls in ihrer
Expressionsstudie mittels Microarray-Analyse gezeigt, dass dieser Transporter im
0157:H7 Stamm Sakai in einem Hackfleischextrakt hochreguliert wird. Die Bedeutung
des Transporters fir das Wachstum der Zellen in der Matrix Rinderhackfleisch konnte
somit in zwei voneinander unabhangigen Studien festgestellt werden. Dies lasst die
Schlussfolgerung zu, dass Glukose die erste Energiequelle im Hackfleisch darstellt, die
von den Zellen verwertet wird, obwohl davon auszugehen ist, dass der Gehalt an
Glukose im Hackfleisch niedrig ist. In derselben Studie der Arbeitsgruppe um Fratamico
[2011] konnte die These aufgestellt werden, dass die Expression von S&ureschock-
assoziierten Proteinen als Antwort auf die Umgebung des Hackfleisches zu einer
Erhohung der Sauretoleranz der Zellen fihren kann. Basierend auf der Auffindung von
drei Saurestress-assoziierten Proteinen in ihrer Studie wurde die Vermutung aufgestellt,
dass eine erhohte Sauretoleranz der Zellen zu einer gesteigerten Chance des
Uberlebens im Wirt fihren kann. Die in der hier durchgefiihrten Studie identifizierte 7-a-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase, kodiert durch hdhA, kann ebenfalls einen Hinweis auf
dieses Phanomen geben. HdhA wird durch osmotischen Stress in einem aeroben Milieu
bzw. wahrend der stationaren Wachstumsphase einer Kultur induziert [Weber et al.,
2005; Weber et al., 2006]. Das Enzym ist fur die Dehydroxylierung von Cholséure und
Chenodesoxycholsdure, zwei bedeutenden humanen Gallensauren, zustandig
[Yoshimoto et al., 1991]. Durch die Expression des Gens in Rinderhackfleisch kann hier
ebenfalls vermutet werden, dass die Zellen eine erhthte S&uretoleranz entwickeln.
Zudem kann ein Hinweis auf eine gesteigerte Pathogenitat der EHEC flr den Menschen
erkannt werden. Die Expression des Enzyms kodnnte zu einer Preadaptation der
Bakterien an die Konditionen des Magen-Darm-Trakts und somit zu einer verbesserten

Passage durch diesen fuhren.

Es konnte ein weiteres Gen in dieser Arbeit gefunden werden, das wahrend der
stationdren Wachstumsphase induziert wird. Es kodiert CspD, das der Stress-Antwort
der Zelle angehort und unabhéngig von dem Sigma-Faktor ¢S wahrend eines Mangels
an Glukose induziert wird [Yamanaka und Inouye, 1997]. Die Arbeitsgruppe um
Yamanaka [2001] sagt dem Protein eine regulatorische Rolle als Inhibitor der DNA-
Replikation in Glukosemangel-gestressten Zellen vorher. Das Auffinden dieses Gens
unterstitzt die bereits erwahnte Vermutung, dass nach Abbau des geringen

Glukosegehalts im Rinderhackfleisch diese Energiequelle fur die Zellen nicht mehr zur
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Verfligung steht. Auch das hier identifizierte Gen yggX, das ein hypothetisches Protein
kodiert, unterstitzt diese These. Pomposiello et al. [2003] ordneten dem Protein im
Stamm K-12 eine Schutzfunktion gegen oxidativen Stress zu. Eine weitere
Arbeitsgruppe konnte kurz darauf nachweisen, dass das Gen als Antwort der Zelle auf
Glukose- und Energie-limitierende Umstande induziert wird [Raman et al., 2005]. Somit
kann das Gen mit einem Stress, ausgeldst durch Nahrstoffmangel in der Zelle, in
Verbindung gebracht werden. GIpA, eine Untereinheit der anaeroben Glycerol-3-
Phosphat (G-3-P)-Dehydrogenase, ist mit dem Energiemetabolismus der Zelle
assoziiert. Das Gen konnte in dieser Studie ebenfalls identifiziert werden. Das locker mit
der Zellmembran verbundene Enzym wird durch G-3-P induziert. Das Regulon
verwertet G-3-P sowie dessen Vorstufen, um es als Kohlenstoff- und Energiequelle fir
die Zelle zu nutzen [Yang et al., 1997]. Auch in der eukaryotischen Zelle ist G-3-P zu
finden. Es kann deshalb davon ausgegangen werden, dass das G-3-P aus den
Skelettmuskelzellen des Rindfleisches durch die Bakterien verwertet wurde.

Weiterhin wurden in dieser Studie insgesamt 12 Gene mit bislang hypothetischer oder
unbekannter Funktion im Stamm EDL933 gefunden. Diese waren assoziiert mit dem
Transport (Z2716, Z1074), der Stress-Antwort (yggX, yohM), der Modifikation (yibK) und
der Regulation (yaiN, 22091, Z2760). Unter ihnen fiel ymcD auf, das ein hypothetisches
Protein kodiert. ymcD wurde von Peleg et al. [2005] in einem enteropathogenen E. coli-
Stamm des Serotyps O127:H6 identifiziert. Sie konnten zeigen, dass das Gen zu einem
Operon gehoért, das fur die Bildung des O-Antigens zustandig ist. Das bereits erwahnte
YohM zeigt Homologie zu dem Nickel/Kobalt-Effluxprotein RcnA, das als Membran-
gebundenes System fur die Detoxifikation der Zelle durch Ausschleusen der Metalle
bekannt ist und die Resistenz gegen diese beiden Metalle bedingt [Koch et al., 2007;
Fantino et al., 2010]. Die Aufgabe, die dem Protein im Zusammenhang mit dem
Wachstum der Zelle in Hackfleisch zukommt, ist bislang unklar und musste abgeklart
werden. Die 12 Gene mit hypothetischer oder unbekannter Funktion machen einen
Anteil von 60% der 20 in dieser IVET-Studie identifizierten ivi-Gene aus. Dieser hohe
Anteil spricht flr die Relevanz der weiteren Erforschung der EHEC. Im Genom des
Stammes EDL933 als Vertreter des Serotyps 0O157:H7 sind 1.387 Gene in O-Inseln
lokalisiert. Die O-Inseln liegen spezifisch in diesen pathogenen E. coli vor, machen etwa
einen Anteil von 26% der EDL933-Gene aus und konnen im Stamm K-12 nicht

identifiziert werden [Perna et al., 2001]. Innerhalb der Inseln sind viele bislang
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unbekannte Gene lokalisiert, jedoch auch putative Virulenzfaktoren, die moglicherweise
durch ihre Funktion bei der Besiedlung des Darms mit der Pathogenitat der Bakterien in
Verbindung gebracht werden kdnnen [Eisen, 2001]. Weiterhin kodieren 75% der Basis-
Gene in den beiden Stdmmen Proteine, die sich mindestens in einer Aminoséaure
voneinander unterscheiden. Es liegen jedoch auch Gene in beiden Stdmmen vor, die
sich wesentlich stéarker voneinander unterscheiden. Deshalb ist davon auszugehen,
dass der Genomunterschied der beiden Stamme einen erheblichen Effekt auf der
Ebene der Genregulation hat [Perna et al., 2001]. Basierend auf diesen Erkenntnissen
kann hier die Vermutung aufgestellt werden, dass wahrend der Durchfiihrung des IVET-
Systems im E. coli-Laborstamm HB101 eine abweichende Induktion von Promotoren im
Gegensatz zu dem Wildtypstamm EDL933 stattgefunden hat. Innerhalb der bislang
unbekannten Gene des Stammes EDL933 kdnnen sich méglicherweise Regulatoren
befinden, die in dem Laborstamm nicht identifiziert werden kdnnen. Weiterhin wurde ein
HB101-Stamm verwendet, der durch Behandlung mit Nalidixinsaure eine spontane
Resistenz gegen das Antibiotikum entwickelt hat. Die Arbeitsgruppe um Lee [2010]
konnte zeigen, dass in einer Population von Zellen mit einer spontanen Resistenz
gegen ein Antibiotikum nicht alle Zellen das gleiche Resistenzpotenzial besitzen.
Wenige Zellen mit einer stark ausgebildeten Resistenz kdnnen durch die Produktion
von Indol zum Wohle der ganzen Population in schwach resistenten Zellen Efflux-
Pumpen und Stress-Mechanismen induzieren, die diesen zu einer hdheren
Uberlebenschance in Gegenwart des Antibiotikums verhelfen. Basierend auf diesen
Beobachtungen stellt sich die Frage, ob die in dieser Arbeit verwendete spontane
Resistenz zu einem Nachteil wahrend der Durchfihrung des IVET-Systems gefuihrt hat.
Es kann vermutet werden, dass interessante Klone wahrend der drei Anreicherungen

im Hackfleisch verloren gingen.

Neben den 20 Promotoren, die in korrekter Orientierung in den entsprechenden ivi-
Plasmiden identifiziert werden konnten, lagen zwei Promotorregionen in der reversen
Richtung vor. Hierbei handelte es sich um den Promotor des auf dem Plasmid pO157
lokalisierten Hamolysin-Transportproteins HlyB, dessen Gen Bestandteil des hlyCABD-
Operons ist [Schmidt et al., 1995], und den atpl-Promotor. Das Gen bildet eine
Untereinheit der ATP-Synthase und konnte hier trotz inkorrekter Orientierung des
Promotors sechs Mal gefunden werden. Ein weiteres ivi-Plasmid trug einen Teil aus der

Gen-Mitte des yjcC, das ein putatives Signaltransduktionsprotein kodiert. Dieses
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Plasmid konnte funf Mal durch Vergleich der Sequenzen identifiziert werden. Obwohl in
diesen drei ivi-Plasmiden anscheinend inkorrekte EDL933-Insertionen vorlagen,
konnten sie im Vergleich zu den Ubrigen Plasmiden relativ haufig gefunden werden.
Auch in weiteren voneinander unabhangigen IVET-Systemen, durchgefuhrt von
verschiedenen Arbeitsgruppen, trat dieses Phanomen auf. Es konnte mehrfach
beobachtet werden, dass ein nicht geringer Anteil an Klonen keinen offensichtlichen
Promotor stromaufwarts vor dem Selektionsgen tragt. Es wurde deshalb bereits die
Vermutung aufgestellt, dass dieses Phdnomen kein zufalliges Ereignis darstellt [Dudley,
2008]. Silby und Levy [2004] spekulierten, dass diese ,cryptic fusions* Gene darstellen,
deren Transkription moglicherweise auf beiden Strangen der DNA erfolgt und eine Form
der ,antisense RNA-mediated regulation® darstellt. Bislang gibt es jedoch keine
fundierten Beweise flr diese Theorie [Dudley, 2008]. Sollte die Vermutung jedoch
zutreffen, dann kobnnte das in dieser Arbeit gefundene Hamolysin-Transportprotein
einen ersten Hinweis auf die Expression von Virulenz-assozierten Genen im Stamm
EDL933 in der Matrix Hackfleisch geben. Das Hamolysin ist ein bedeutender
Virulenzfaktor, kann extra-intestinale Erkrankungen verursachen und wirkt auf
verschiedene Zellen wie Lymphozyten, Granulozyten, Erythrozyten und Zellen des
Nierentubulus [Schmidt et al., 1995].

Es wurden in dieser Studie keine Gene gefunden, die innerhalb der O-Inseln lokalisiert
waren. Das bereits erwéhnte hlyB gibt jedoch einen ersten Hinweis auf die Expression
eines Virulenzfaktors, der im Hackfleisch induziert wird. Die Auffindung dieses Plasmid-
kodierten Gens stellte in dieser Arbeit ein zufalliges Ereignis dar. Fur das IVET-System
wurde die genomische DNA des Stammes EDL933 herangezogen, bei deren Prépa-
ration Plasmide nicht beriicksichtigt werden sollten. Da das Plasmid pO157 mit 92 kb
sehr grof3 ist, konnte es bei der Préparation der genomischen DNA nicht komplett

ausgeschlossen werden.

Uber den Effekt eines Hitzeschocks auf die Genexpression innerhalb der O-Inseln oder
auf dem Plasmid pO157 der E. coli O157 ist bislang wenig bekannt. Carruthers und
Minion [2009] konnten in ihrer Studie der Genexpression des Stammes EDL933 unter
erhdohten Temperaturbedingungen bei 50C zeigen, dass 82 hoch-regulierte Gene der
generellen Hitzeschock (HS)-Antwort angehdérten. Sie fanden aufRerdem zwei LEE-
kodierte Gene und 23 Gene, die in O-Inseln lokalisiert waren. Zwolf der 23 Gene waren
auf Bakteriophagen kodiert. Sie stellten die Vermutung auf, dass die hochregulierten
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0157-spezifischen Gene nicht in direkter Verbindung mit der generellen HS-Antwort der

Zelle stehen, sondern einem weiteren Zweck, wie der Pathogenese, dienen konnten.

Zwei weitere Arbeitsgruppen konnten durch Microarray-Analysen zeigen, dass der
Stamm EDL933 wéhrend seiner Persistenz und Vermehrung in einem Salat-Modell
Lee-assoziierte Gene, die beiden Stx und Intimin hochreguliert [Carey et al., 2009; Kyle
et al., 2010]. Die Arbeitsgruppe um Bergholz [2009] analysierte den Stamm Sakai in
einem Apfelsaft-Modell, in dem sie ebenfalls durch Microarray-Analysen neben S&aure-
und Osmosestress-assoziierten Genen auch 104 O-spezifische Gene fanden, die
hochreguliert wurden. Unter den 104 Genen konnten sie funf LEE-kodierte Effektor-
proteine identifizieren. Die beschriebenen Studien wurden jedoch ohne den Einfluss
einer erhdhten Temperatur durchgefihrt.

Fratamico et al. [2011] fanden, wie bereits erwahnt, in ihrer Studie der Genexpression
des Stammes Sakai in einem Hackfleischextrakt 74 hochregulierte Gene, die in erster
Linie mit der Protein- und Polysaccharidbiosynthese, Transkriptionsfaktoren und
Transportproteinen in Verbindung stehen. Sie konnten zudem eine Antwort der Zelle auf
Saurestress feststellen. Sie merkten jedoch an, dass in Anwesenheit der natirlichen
Mikroflora des Hackfleisches Unterschiede in der Genexpression zu erwarten sind. Hier
kann eine Parallele zu den in dieser Arbeit identifizierten Genen gezogen werden.
Neben einem Transkriptionsfaktor gehorten die Gene dem Kohlenhydrat- und
Energiemetabolismus, der Nukleotidbiosynthese, dem Transport und der Stress-Antwort
der Zelle an. Es konnte weiterhin ein Gen identifiziert werden, das mit der Antwort der
Zelle auf einen Saurestress in Verbindung gebracht werden kann. Die bereits erwahnte
Detektion einer relativ hohen Anzahl an hypothetischen Proteinen zeigt auf, dass Gene
des Stammes EDL933, denen bislang keine Funktion zugeordnet werden kann, eine
Aufgabe wahrend der Peristenz in Hackfleisch zukommt. Eine Analyse der EHEC ist

somit auch in Zukunft wichtig, um ihre Interaktion mit der Umgebung zu verstehen.

Trotzdem sollte erwahnt werden, dass IVET-Systeme einige Nachteile besitzen. So
werden neben dem hohen Zeitaufwand z. B. Gene diskriminiert, die in vitro exprimiert
werden. Diese kdonnen jedoch gleichzeitig eine wichtige Rolle fir die Zelle wahrend des
In vivo-Wachstums und der Schadigung des Wirtes einnehmen [Chiang et al., 1999].
Zudem sind Gene, die lediglich voribergehend oder auf einem niedrigen Level

exprimiert werden, schwierig oder unmdglich zu detektieren, da keine ausreichende
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Anreicherung der entsprechenden Klone stattfinden kann [Angelichio und Camilli,
2002]. Weiterhin kbnnen Gene, die in vivo herunterreguliert werden, ebenfalls mit dieser
Methode nicht detektiert werden. Auf diese Weise kdnnen mdglicherweise interessante
Gene nicht identifiziert werden [Lee et al., 2007]. Aufgrund der aufgefiihrten Nachteile
der IVET-Systeme sollte fur eine ausfihrliche Analyse der Stress-, Persistenz- und
Virulenz-assoziierten Mechanismen der pathogenen Bakterien in einer spezifischen
Umgebung weitere Untersuchungsmethoden herangezogen werden, um die Nachteile

des IVET-Systems auszugleichen.

5.2  Untersuchungen zur Fitness von STEC Stammen im Risikolebensmittel
Rinderhackfleisch

Neben STEC der Serogruppe 0157 werden auch E. coli der Serogruppen 026 und
0103 als wichtige Erreger verschiedener humaner Erkrankungen, vergleichbar mit
denen verursacht durch STEC 0157, angesehen [Brooks et al., 2005]. Werber et al.
[2008] konnten nachweisen, dass Stamme dieser drei Serogruppen héaufig aus
Patienten jedoch selten aus Lebensmitteln (LM) isoliert werden. Die Analyse von STEC
unterschiedlicher Herkunft auf molekularer Ebene wird als ein bedeutender Ansatz fur
die Abschatzung ihres Risikopotentials angesehen. Bislang sind allerdings nur
begrenzte Daten Uber den Zusammenhang der evolutionaren Verwandtschaft, der
Anwesenheit von Virulenzfaktoren und das mdgliche Risiko fur die Infektion von
Menschen gegeben [Creuzburg et al., 2011]. Da das Risikolebensmittel Rinder-
hackfleisch eine der wichtigsten Ubertragungsquellen fir STEC auf den Menschen
darstellt, wurden in der vorliegenden Arbeit 23 Isolate der Serogruppen 026, 0103 und

0157 in ihrem Wachstum in dieser Matrix verglichen.

Zunachst wurden die Stamme auf die Verteilung von zehn Virulenzfaktoren untersucht.
Neben den beiden stx wurden die Stdmme auf die Plasmid-kodierten Gene espP und
subAB und die chromosomal-kodierten Gene iha, nleD, cdtV, cif, eae und espM
Uberpruft. Hier konnte zum einen gezeigt werden, dass die Genverteilung innerhalb der
Serogruppen 026 und 0103 heterogen und innerhalb der Serogruppe 0157 eher
homogen ist und zum anderen, dass die Isolate aus Lebensmitteln mit tierischer

Herkunft stark voneinander abweichende Virulenz-Profile aufweisen kdnnen. Anhand
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der hier untersuchten Faktoren zeigte sich, dass innerhalb einer Serogruppe die Isolate
aus LM von der alleinigen Anwesenheit eines Stx bis hin zu einem identischen Profil
verglichen mit den HUS-Isolaten variierten. Diese Beobachtung war unter den
Vertretern der Serogruppe O157 besonders ausgepragt. Hier wiesen die verwendeten
LM- und HUS-Isolate eine nahezu identische Verteilung der untersuchten Virulenz-
faktoren auf. Dies geht einher mit der Beobachtung, dass Stamme der Serogruppe
0157 eine starkere Homogenitat als Stamme der Serogruppen 026 und 0103
aufzeigen [Pearce et al., 2006; Gunn et al., 2007].

Die beiden Sorbitol-fermentierenden O157:H-Stdmme enthielten nicht die Serin-
protease EspP. Dies war zu erwarten, da das Gen auf dem Virulenzplasmid pSFO157
im Gegensatz zu dem Plasmid pO157 nicht vorhanden ist [Brunder et al., 2006].
Gleichzeitig waren die beiden O157:H-Stamme die einzigen Stamme, in denen das
Cdt-V nachgewiesen werden konnte. Dies geht einher mit der Beobachtung von Janka
et al. [2003]. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass der cdtV-Genkomplex ein putativer
Virulenzfaktor ist, der typischerweise mit Sorbitol-fermentierenden O157:H-Stdmmen
assoziiert wird. In O157:H7-Stdmmen scheint der Virulenzfaktor keine wichtige Rolle
wahrend des Infektionsprozesses zu spielen, da er Uberwiegend in diesen Stammen
nicht vorhanden ist. 0157:H7-Stamme enthalten jedoch andere Virulenzfaktoren wie die
bereits erwahnte Serinprotease EspP. Das Gen konnte in dieser Arbeit in allen Isolaten
dieses Serotyps identifiziert werden.

Es konnte weiterhin nachgewiesen werden, dass der aus Rehgulasch isolierte 0103
Stamm LM15255/07 das einzige Isolat war, das das Subtilase Zytotoxingen subAB trug.
Das Toxin wirkt nachweislich toxischer auf Verozellen als das Shiga Toxin und
verursacht erhebliche histologische Schaden in Gehirn, Nieren, Leber und Milz [Wang
et al., 2007]. Obwohl das Toxin urspringlich von Paton et al. [2004] auf dem Plasmid
pO113 gefunden wurde, konnte es von ihnen u.a. auch in den Serogruppen 026, 091,
0111, 0128 und O157 detektiert werden. In zwei weiteren Studien konnte das Toxin in
Isolaten aus erkrankten Patienten, Rindern und LM identifiziert werden wobei gezeigt
werden konnte, dass subAB lberwiegend in eae-negativen Stammen vorlag [Cergole-
Novella et al., 2007; Slanec et al., 2009]. Auch der in dieser Studie subAB-positive

Stamm war eae-negativ.

114



Diskussion

In der vorliegenden Studie konnte somit gezeigt werden, dass Isolate aus LM eine
vergleichbare Genausstattung wie Isolate aus Patienten mit HUS-Erkrankung aufweisen
kénnen. Ein erhdhtes Risiko zur Auslosung einer Krankheit beim Menschen durch diese
LM-Isolate kann deshalb nicht ausgeschlossen werden. Obwohl Slanec et al. [2009]
nachwiesen, dass in erster Linie Effektorgen-negative Stamme aus LM isoliert werden,
konnte in einer weiteren Studie gezeigt werden, dass genetisch verwandte Effektorgen-
negative Stamme sowohl in LM als auch in Patienten auftreten. Effektorgen-positive
STEC scheinen zwar generell ein hoheres Potential zur Ausbildung einer Krankheit zu
besitzen, jedoch kénnen Effektorgen-negative Stdmme nicht als harmlos eingestuft
werden [Creuzburg et al., 2011]. Die gleiche Studie konnte zeigen, dass kein
signifikanter Zusammenhang zwischen bestimmten Effektorgenen oder der Anzahl

dieser Gene und der Ausbildung einer HUS-Erkrankung besteht.

Nach dem Vergleich der Stamme auf genomischer Ebene wurde ein Vergleich des
Wachstums der Stamme in Rinderhackfleisch angestellt. Hier zeigte sich, dass bei einer
fur E. coli optimalen Inkubationstemperatur von 37C die LM-Is olate der Serogruppe
0103 und zwei der vier HUS-Isolate der Serogruppe O157 einen Vorteil gegentber den
anderen Stdmmen hatten. Sie zeigten ein signifikant hoheres relatives Wachstum im
Vergleich zu dem verwendeten Referenzstamm EDL933. Die LM-Isolate der Sero-
gruppe 0103 stammten nicht aus Rindfleisch, konnten hier jedoch eine gesteigerte
Fitness im Rinderhackfleisch zeigen. Nur ein Isolat der Serogruppe 026 zeigte ein

signifikant schwacheres relatives Wachstum im Vergleich zu dem Stamm EDL933.

McCleery und Rowe [2002] fuhrten in ihrer Studie Lagerungsversuche mit
verschiedenen 0157:H7 Stammen in einem Fleisch-Modell durch. Sie verwendeten
eine Inkubationstemperatur von 15C als Simulation der Lagerungsbedingungen von
LM wahrend eines unzureichenden Tiefkihlprozesses bzw. einer unterbrochenen
Kihlkette. In dieser Arbeit wurde die Temperatur ebenfalls verwendet und es zeigte sich
ein mehr heterogenes Bild des Wachstums der Stamme im Vergleich zum Stamm
EDL933. Hier konnte der Hinweis auf ein hdheres relatives Wachstum der verwendeten
HUS- und LM-Isolate der Serogruppen 026 und 0103 und der HUS-Isolate der
Serogruppe 0157 gefunden werden. Aufgrund der hohen Standardabweichungen
konnte nicht bei allen Stammen ein signifikanter Unterschied ermittelt werden. Auch die
Tier-Isolate der Serogruppe 0103 mit unterschiedlicher Herkunft zeigten mit Ausnahme

des Stammes 889 diese Tendenz.
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Da sich in den beiden durchgefuihrten Vergleichen innerhalb der Serogruppe 0157 der
Hinweis auf eine erhdhte Fitness der HUS-Isolate gegentber der LM-Isolate ergab,
wurden diese Stamme bei einer weiteren Temperatur von 20C untersucht. Hier konnte
die Vermutung, dass die pathogenen Isolate aus Patienten mit HUS-Erkrankung einen
Vorteil gegenlber den Isolaten aus LM in Hackfleisch besitzen, jedoch nicht bestatigt
werden. Es konnten kaum Unterschiede der Stdmme in ihrem relativen Wachstum bei
dieser Temperatur beobachtet werden. Die HUS-Isolate zeigten keine erhdhte Fitness
im Vergleich zu dem Stamm EDL933.

Insgesamt zeigt die hier durchgefiihrte Analyse der E. coli-Stamme in
Rinderhackfleisch, dass die Fitness der untersuchten STEC Stamm- und Temperatur-
spezifisch zu sein scheint. Lediglich innerhalb der Serogruppe O157 lassen sich erste
Anhaltspunkte finden, die auf eine hohere Fitness der HUS-Isolate in der Matrix
Hackfleisch hinweisen. Hier kann die These aufgestellt werden, dass durch eine hohere
Fitness ein hoheres Potential fur die Infektion des Menschen durch Aufnahme
kontaminierter LM bestehen konnte. Eine generelle Aussage uUber die Fitness der
Stamme verschiedener Serogruppen im Vergleich untereinander kann aufrund der hier
durchgefiihrten Studie nicht getroffen werden. Auch zeigt sich bei den hier verwendeten
Stammen kein direkter Zusammenhang zwischen der Anzahl von Virulenzfaktoren und

der Fitness im Hackfleisch.

Bislang liegen keine weiteren Studien Uber einen Wachstumsvergleich von STEC-
Stammen unterschiedlicher Herkunft in einer Lebensmittelmatrix vor. Wie bereits
erwahnt verglichen McCleery und Rowe [2002] drei Stamme des Serotyps O157:H7 in
einem Fleisch-Modell. Sie konnten ebenfalls zeigen, dass die von ihnen identifizierten
Unterschiede zwischen den Stammen Stamme-spezifisch waren. Einen Vergleich von
neun Fleisch-Isolaten mit einem humanen lIsolat im Hinblick auf die Kontrolle der
Pathogene in LM stellte die Arbeitsgruppe um Molina [2003] an. In ihrer Analyse der
Saure- und Alkoholtoleranz wurden neun LM-Isolate, die neun verschiedenen
Serotypen angehdrten, mit einem humanen Isolat des Serotyps O157:H7 verglichen.
Das von ihnen verwendete LB-Medium wies einen pH-Wert von 2,5 bis 7,0 und einen
Ethanolgehalt von 6% bzw. 12% auf. Die Arbeitsgruppe fand heraus, dass bei einer
Temperatur von 37T eine hbhere Stresstoleranz bei verschiedenen STEC-Serotypen
im Vergleich zum Serotyp O157:H7 vorliegt. Der von ihnen verwendete Stamm der
Serogruppe 091 zeigte die starkste, der verwendete Stamm der Serogruppe 026 die

116



Diskussion

geringste Toleranz gegenuber den eingesetzten Stressfaktoren auf. Basierend auf den
erlangten Daten kam die Arbeitsgruppe ebenfalls zu dem Schluss, dass bei der Labor-
basierten Studie von STEC-Stdammen in LM nicht nur auf den Serotyp O157:H7
geachtet werden sollte. Sie wiesen darauf hin, dass der Studie anderer Serotypen
wachsende Aufmerksamkeit fur die Pravention von HUS-Erkrankungen und fur die
Entwicklung neuer Strategien zur Kontrolle der pathogenen Bakterien in LM zukommen

sollte.

Weitere Studien, die einen Vergleich von STEC-Stammen beinhalten, beschreiben das
Wachstum der Stamme nicht in Lebensmittel-imitierenden sondern in Magen-Darm-
imitierenden Medien. Bergholz und Whittam [2006] verglichen 14 EHEC-Stamme des
Serotyps O157:H7 mit 12 EHEC-Stdmmen der Serotypen 0O26:H11 und O111:H8.
Signifikante Unterschiede ergaben sich wahrend des Wachstums der Stdmme in einem
Modell, das die Umgebung des Magens mit einem pH-Wert von 2,5 imitierte. Die
Stamme des Serotyps 0157:H7 zeigten eine signifikant tberlegende Fahigkeit den
gewahlten Stress zu Uberstehen. Dies spricht fir eine schnelle Anpassung der Stamme
an ein saures Milieu und unterstitzt die Fahigkeit der Stamme eine erfolgreiche
Infektion des Wirtes mit einer geringen Infektionsdosis zu erzielen. Diese Erkenntnisse
konnten die von Murinda et al. [2004] getroffenen Beobachtungen bestatigen. Die
Arbeitsgruppe konnte zuvor bereits zeigen, dass Stamme des Serotyps O157:H7 eine
hohere Saureresistenz als Stamme anderer Serotypen aufweisen.

Die aufgefuhrten Studien unterstreichen die in dieser Arbeit erlangten Erkenntnisse,
dass eine Stamm-spezifische Antwort auf verschiedene Umwelteinflisse gefunden
werden kann. Auch zeigen die Ergebnisse, dass, wie bereits erwadhnt, eine starke
Heterogenitdt der Stdmme vorliegt (siehe Abschnitt 1.1.1). Die Ergebnisse
unterstreichen die Annahme dass auch Effektorgen-negative Stamme bzw. Stdmme mit
geringer Anzahl an Effektorgenen nicht als harmlos eingestuft werden kdnnen
[Creuzburg et al., 2011]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Stamme innerhalb
einer Serogruppe stark heterogen sein kdnnen. Somit sollte in Zukunft weiterhin ein
Augenmerk auf die Persistenz und das Wachstum in LM gelegt werden, um bakterielle
Mechanismen weiter aufzukaren und Strategien fur die Kontrolle der Bakterien in

Lebensmitteln zu entwickeln.
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5.3 Bakteriozinbildung der verwendeten  E. coli-Stamme

STEC verschiedener Serogruppen sind bekannt fur die Produktion ein oder mehrerer
Colizine. In diesem Zusammenhang konnte die Vermutung aufgestellt werden, dass die
Bildung solcher Substanzen den pathogenen Bakterien einen Vorteil bei der Besiedlung
des Darms durch Inhibierung der natirlichen Darmflora verschaffen kann [Hofinger et
al., 1998].

Fur eine weitere Einschatzung der in dieser Arbeit verwendeten 23 E. coli-Isolate der
Serogruppen 026, 0103 und 0157 wurde die Bildung einer Bakterien-hemmenden
Substanz ohne weitere Quantifizierung dieser untersucht. Hier zeigte sich, dass sowohl
Isolate aus Patienten mit HUS-Erkrankung als auch Isolate aus LM und Tieren
mindestens eine hemmende Substanz bilden konnen. Dabei war kein direkter
Zusammenhang zwischen der Verteilung der zuvor untersuchten Virulenzfaktoren und
der Bakteriozinbildung zu erkennen. So waren innerhalb der Serogruppe 026 ein HUS-
und ein LM-Isolat im Hemmhoftest positiv, die eine identische Verteilung von Faktoren
besal3en (siehe Tabelle 4.7/4.8). Innerhalb der Serogruppe 0103 waren finf Stamme
unterschiedlicher Herkunft positiv im Hemmhoftest. Diese waren in der Anzahl und in
der Verteilung der analysierten Virulenzfaktoren heterogen (siehe Tabelle 4.7/4.8). Es
konnte deshalb kein Zusammenhang zwischen der Bildung einer hemmenden Substanz
und der Anwesenheit von Virulenzfaktoren gefunden werden. Unter den sechs
Stammen der Serogruppe 0157 befand sich lediglich ein HUS-Isolat bei dem eine

Bakteriozin nachgewiesen werden konnte.

Wie bereits erwahnt stellt die Erforschung der EHEC in Lebensmitteln einen wichtigen
Forschungsschwerpunkt dar, um weitere Erkenntnisse (ber die Persistenz, die
Vermehrung und die Verbreitung dieser Zoonoseerreger zu erlangen. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die In vivo-Expressionstechnologie
eine hilfreiche Methode darstellt, um die Genexpression der STEC in einer
komplizierten Lebensmittelmatrix wie dem Hackfleisch zu untersuchen. Erste
Anhaltspunkte fur die Reaktion der Bakterien auf die Umgebung des Hackfleisches
konnten gewonnen werden. Diese zeigten auf, dass in Zukunft weitere Untersuchungen

erforderlich sind, um ein vollstdndiges Verstandnis der bakteriellen Vorgédnge zu
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erlangen. Der in dieser Arbeit identifizierte putative Transporter, kodiert durch 21074,
sollte in seiner Funktion in Zusammenhang mit der Vermehrung der Bakterien in
Hackfleisch weiter aufgeklart werden. So kénnte beispielsweise eine Mutation in das
Gen eingebracht werden und die dadurch erlangte Mutante mit dem Wildtyp-Stamm
verglichen werden. Auf diese Weise konnte weiterhin abgeklart werden, ob das Gen
essentiell fur die Vermehrung der Zellen in Hackfleisch ist. Um die bakteriellen
Mechanismen in Hackfleisch weiter aufzuklaren, kénnte die IVET bei Raumtemperatur
durchgefiihrt werden, um Gene herauszufinden, die ohne zusatzlichen Stressfaktor in
Hackfleisch exprimiert werden. Nachfolgend waren Stressfaktoren wie beispielsweise
Hitze-, S&ure- oder Osmosestress ebenfalls interessant, um die Reaktion der
Pathogene weiter zu untersuchen. Diese Umstande konnen ebenfalls bei der
Verarbeitung der Lebensmittel auf die Bakterien einwirken und missen auf dem Weg
der Infektion des Menschen von ihnen dberwunden werden. Auch kénnte der in dieser
Arbeit konstruierte Promotor-Selektionsvektor pAK-1 fur Promotorstudien eingesetzt
werden. Interessante Gene, die z. B. mit der Stressantwort der Zelle assoziiert werden,
kénnten durch die zugehorigen Promotoren und deren Expressionsstéarke in Hackfleisch

oder einer anderen Lebensmittelmatrix verglichen werden.

Weiterhin zeigte die durchgefuihrte Analyse der 23 in dieser Studie untersuchten
EHEC/STEC/EPEC-Stamme in Rinderhackfleisch, dass die Fitness der Stdmme
Stamm- und Temperatur-spezifisch war. Innerhalb der Serogruppe O157 konnten erste
Anhaltspunkte gefunden werden, die auf eine starkere Fitness der pathogenen Isolate
aus Patienten mit HUS-Erkrankung im Gegensatz zu lIsolaten aus Lebensmitteln
tierischer Herkunft und lIsolaten aus Tieren hinweisen. Auch zeigte sich bei den
verwendeten Stammen kein direkter Zusammenhang zwischen der Fitness in
Hackfleisch und der Anzahl von Virulenzfaktoren oder der Bildung eines Bakteriozins.
Fur eine umfassende Aufklarung der Zusammenhange sind weitere Untersuchungen
erforderlich. Hier ware beispielsweise interessant weitere Stamme fir einen Vergleich
heranzuziehen oder neben dem Faktor Kalte weitere Stressfaktoren zu untersuchen.
Auch koénnte interessant sein, Stamme unterschiedlicher Herkunft zusammen auf ihr
Wachstum in Hackfleisch zu untersuchen. Hier koénnte sich eine Auswirkung der

gebildeten Bakteriozine durch Hemmung der Stamme untereinander zeigen.
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6 Zusammenfassung

Das Risikolebensmittel Rinderhackfleisch ist als Infektionsquelle fir Shiga Toxin-
produzierende E. coli (STEC) bekannt. Durch die Aufnahme von unzureichend
gegartem Hackfleisch gelangen die pathogenen Bakterien in den Menschen und
kbnnen zu schweren Krankheiten wie der h&morrhagischen Colitis und dem
lebensbedrohlichen ha&molytisch-urdmischen Syndrom fuhren. Der E. coli O157:H7
Stamm EDL933 als Vertreter der enterohdmorrhagischen E. coli (EHEC), einer
Untergruppe der STEC, wurde mit Hilfe der In vivo-Expressionstechnologie auf in vivo-
induzierte Gene in Rinderhackfleisch untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass der
Promotor-Selektionsvektor pKK232-8, der auf einer promotorlosen Chloramphenicol-
resistenz basiert, kein geeigneter Vektor fur die Untersuchung der Genexpression in
dieser Matrix war. Eine Detektion von in vivo-exprimierten Genen war unter
Verwendung des Alkohol-l6slichen und bakteriostatisch-wirkenden Antibiotikums nicht
mdoglich. Durch eine Weiterentwicklung des Systems entstand der Promotor-
Selektionsvektor pAK-1. Der Vektor basierte auf einer Wasser-loslichen und
bakteriozid-wirkenden Kanamycinresistenz als Selektionsgen. Der Vektor wurde in der
vorliegenden Arbeit etabliert und fur die Untersuchung der Genexpression in der Matrix
Hackfleisch verwendet. Es konnten 20 in vivo-induzierte Gene detektiert werden, die
wahrend des Wachstums in Hackfleisch unter erhéhten Temperaturbedingungen bei
42C exprimiert wurden. Acht Gene besallen eine Funktion im Kohlenhydrat- und
Energiemetabolismus, in der Nukleotidbiosynthese und Makromolekuilsynthese, in
Transportprozessen und in der Stress-Antwort der Zelle. Dem groR3eren Anteil von 12
Genen konnte eine putative oder unbekannte Funktion zugeordent werden.
Uberwiegend konnten die identifzierten Gene nicht mit der Virulenz oder der Stress-
Antwort der Zelle in Verbindung gebracht werden. Das Ergebnis des IVET-Systems in
dieser Arbeit zeigt, dass mit Hilfe der In vivo-Expressionstechnologie Gene detektiert
werden konnen, die unter spezifischen Bedingungen in der Matrix Rinderhackfleisch
exprimiert werden. Ein erster Einblick in die Genexpression des Stammes EDL933 im

Rinderhackfleisch konnte gewonnen werden.

In weiteren Untersuchungen wurde ein Vergleich der Fitness von 23 E. coli-Isolaten der

Serogruppen 026, 0103 und O157 durchgefuhrt. Die Isolate stammten aus Lebens-
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mitteln, Patienten mit HUS-Erkrankung und Tieren und wurden in der Matrix
Rinderhackfleisch verglichen. Die ermittelten Unterschiede waren Stamm- und
Temperatur-spezifisch. Die jeweilige Fitness der Stamme variierte abhangig von den
gewahlten Inkubationstemperaturen von 15C, 20C un d 37<. Die Untersuchung der
Stamme auf zehn Virulenzfaktoren zeigte, dass die beobachteten Unterschiede in der
Fitness nicht auf die Anwesenheit oder die Anzahl der Virulenzfaktoren zurtickgefihrt
werden konnen. Auch zeigte sich kein Zusammenhang der Fitness mit der Bildung

einer Bakterien-hnemmenden Substanz.
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Summary

Ground beef as a high risk food is known to be an cause of human infection with Shiga
toxin-producing E. coli (STEC). The pathogens infect humans by the ingestion of
undercooked ground meat and cause severe diseases like hemorrhagic colitis or the
life-threatening hemolytic uremic syndrome. E. coli O157:H7 strain EDL933 as a
representative of enterohemorrhagic E. coli (EHEC), a subgroup of STEC, was
analysed for in vivo induced genes in ground beef with the help of the in vivo expression
technology. It could be demonstrated that the promoter selection vector pKK232-8,
which contains a promoterless chloramphenicol resistance gene, is not a suitable vector
for a study of gene expression in this matrix. The detection of in vivo expressed genes
using the alcohol-soluble and bacteriostatic antibiotic was not possible. Therefore, the
promoter selection vector pAK-1 was developed. The new vector system was based on
a water-soluble and bactericidal kanamycin resistance gene for selection. In the present
study, the vector was established and used for analysis of the gene expression in
ground meat. 20 in vivo induced genes that were expressed during growth in ground
meat under elevated temperature conditions at 42€C could be detected. Eight genes
were associated with energy and nucleotide metabolism, macromolecule synthesis,
transport and stress response of the cell. The major part of 12 genes was attributed to a
putative or unknown function. Predominantly, identified genes could not be associated
with virulence or stress response of the cell. The results of this study, using the in vivo
expression technology, showed that genes which are expressed under specific
conditions in ground meat could be detected with the help of the chosen method. A first

insight into the gene expression of strain EDL933 in ground beef could be acquired.

During further investigations a comparison of the fitness of 23 E. coli strains belonging
to serogroups 026, 0103 and O157 was realized. The isolates originating from foods,
patients with HUS and animals were compared in ground beef. The determined
differences showed strain-specificity and temperature-specificty. The fitness of the
strains varied dependent on the chosen temperatures at 15, 20 and 37 degrees. The
analysis of the strains based on ten virulence factors showed that the observed
differences could not be attributed to the presence or the number of virulence genes. A

correlation between the fithess and the production of a bacteriocin could not be found.
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8 Anhang

Al: Sequenzierung des Vektors pAK-1 mit dem Oligonukleotidpaar pKK232-8-
for/RP1 zur Bestatigung der korrekten Insertion der Kanamycinresistenz. Die in
GroRRbuchstaben angegebenen Nukleotide zeigen die deletierten Nukleotide und die
fettgedruckten Nukleotide das Start- und Stop-Codon der Resistenz auf. Die

angegebene Sequenz stellt die Position 201-1072 des Plasmids dar.
pAK-1:

5’-gcagccaagcttgcatg attgaacaagatggattgcacgcaggttctccggecgcettgggtggagaggctatte
ggctatgactgggcacaacagacaatcggctgctctgatgecgecgtgttccggcetgtcagcgcaggggegeccggt
tctttttgtcaagaccgacctgtccggtgecctgaatgaactccaagacgaggcagegeggctatcgtggetggecac
gacgggcgttccttgcgcagcetgtgctcgacgttgtcactgaagcgggaagggactggctgcetattgggcgaagtgec
ggggcaggatctcctgtcatctcaccttgetcctgccgagaaagtatccatcatggetgatgcaatgeggeggcetgeat
acgcttgatccggctacctgeccattcgaccaccaagcgaaacatcgcatcgagcgagcacgtactcggatggaag
ccggtcttgtcgatcaggatgatctggacgaagagcatcaggggctcgcgecagecgaactgttcgeccaggcetcaag
gcgcggatgcccgacggcegaggatctegtegtgacccatggegatgectgcettgecgaatatcatggtggaaaatgg
ccgcttttctggattcatcgactgtggecggetgggtgtggcggaccgctatcaggacatagegttggctaccegtgatat
tgctgaagagcttggcggegaatgggctgaccgcttectegtgetttacggtatcgecgeteccgattcgcagegeate
gccttctatcgecttettgacgagttettctgagCGGTCAT Gggeaaatattatacgcaaggcgacaaggtgct
gatgccgctggegattcaggttcatcatge-3°
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A2: In den folgenden Tabellen sind die Zahlenwerte zu den im Abschnitt 4.1
beschriebenen und graphisch dargestellten Vorversuchen des IVET-Systems,
basierend auf dem Vektor pKK232-8, aufgefuhrt. Die ermittelten ODggo-Werte sind
weild und die Lebendkeimzahlen grau unterlegt, jeweils mit den zugehérigen

Standardabweichungen (Stabw).

Tabelle A2.1: Evaluierung des Promotor-Selektionssystems basierend auf dem
Vektor pKK232-8 durch Wachstumsversuche wunter Zugabe verschiedener
Chloramphenicol-Konzentrationen. Aufgefihrt sind die Mittelwerte mit Standard-
abweichungen aus drei unabhangig durchgefihrten Versuchen.

Zeit (h) 0 2 4 6 8 24
Referenz 0,05 0,31 1,64 2,83 3,44 3,18
pKK232-8 (20) 0,05 0,33 0,40 0,36 0,37 1,14
pKK232-8 (80) 0,05 0,43 1,68 2,93 3,48 3,13
pKK-L (80) 0,05 0,29 0,33 0,30 0,30 0,32
Stabw Referenz 0 0,05 0,24 0,15 0,06 0,35
Stabw pKK232-8 (20) |0 0,06 0,09 0,03 0,03 0,04
Stabw pKK232-8 (80) |0 0,03 0,02 0,03 0,02 0,02
Stabw pKK-L (80) 0 0,11 0,22 0,06 0,027 0,35
Referenz 1,34x10° 3,61x10° 5,18x10° 1,27x10'° 1,63x10'° 1,71x10"
pKK232-8 (20) 1,11x10°® 4,85x10°® 9,45x10° 1,01x10° 1,12x10° 8,20x10°
pKK232-8 (80) 2,20x10® 5,72x10° 9,73x10° 1,07x10° 1,07x10° 6,42x10°
pPKK-L (80) 2,31x10® 6,58x10° 7,93x10° 1,29x10%° 1,85x10° 2,59x10%
Stabw Referenz 7,03x10"  3,11x10° 2,61x10° 4,68x10° 1,17x10° 3,60x10°
Stabw pKK232-8 (20) | 9,06x10" 1,20x10° 4,22x10°® 3,01x10° 6,07x10° 4,30x10°
Stabw pKK232-8 (80) | 6,15x10" 2,32x10° 3,74x10° 3,06x10° 3,08x10° 9,49x10°
Stabw pKK-L (80) 1,25x10° 5,25x10° 5,46x10° 1,47x10° 5,77x10" 5,39x10°
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Tabelle A2.2: Uberpriifung des IVET-Systems basierend auf dem Vektor pKK232-8
in Hackfleisch. Aufgefiihrt sind die Mittelwerte des relativen Wachstums der Stamme
HB101 Nal®/pKK232-8 und HB101 Nal*/pKK-L mit den zugehérigen Standardab-

weichungen aus drei unabhangig durchgefuhrten Versuchen.

relatives Wachstum Stabw. relatives Wachstum
Referenz 79,7 22,94
pKK232-8 (80) 15 14,73
pKK-L (80) 381,3 120,23
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Tabelle A2.3: IVET-System mit pKK232-8: Lokalisation der ivi-Fragmente im EDL933-Genom, Ubereinstimmung mit der in der

Datenbank des NCBI hinterlegten Sequenz und Orientierung des Fragments im rekombinanten ivi-Plasmid.

ivi Gen Genprodukt Lokalisation im Genom Orientierung* Ubereinstimmung (%)~
2.63 acrF_1 N-terminales Fragment des integralen 4218307-4218770 < 100
Transmembranproteins der Acridin-Efflux-
Pumpe
1.78 artQ Arginin-Transporter, UE 1032237-1032761 < 100
3.50 gntT Glukonat-Transport 4326143-4326689 > 99
4.100 mtlA Mannitol-PTS-Permease, UE 4583016-4583460 < 99
4.83 aceB Malatsynthase A 5093008-5093324 < 100
3.90 hyfB Hydrogenase 4, UE B 3387779-3388270 > 99
5.18 accA Acetyl-CoA-Carboxyltransferase, UE a 212306-212756 < 99
2.17 entE Enterobactinsynthase, UE E 708093-708567 > 100
3.86 thrC Threoninsynthase 3279-3775 > 100
2.53 purL Phosphoribosylformylglycinamidine- 3483020-3483453 > 100
synthase
1.25 dnaN DNA Polymerase llI, UE B 4736956-4737396 > 100
5.88 rho Transkriptionsterminationsfaktor Rho 4828849-4829297 < 100
1.85 rimJ N-Acetyltransferase des ribosomalen 1569864-1570329 > 100
Protein S5
2.73 ybdK putative Carboxylat-Amin-Ligase 689031-689550 < 100
1.95 ybeU putative tRNA-Ligase 760766-761273 < 100
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Fortsetzung Tabelle A2.3:

2.66 ybjw putative Hydroxylamin-Reduktase 1428851-1429274 >
1046214-1046713 >
2.23 ydhE putativer Multidrug-Efflux-Transporter 2418534-2418594 <
3.31 ydiD putative Acyl-CoA-Synthase 2458171-2458993 <
2.69 yhbL putatives Isoprenoidbiosynthese-Protein mit  4160032-4160553 >
Amdiotransferase-ahnlicher Doméane
1.11 yicl putative Alpha-Xylosidase 4646273-4646774 <
3.56 sfmD putatives Protein der auleren Membran mit  651598-652056 >
Exportfunktion
2.75 22224 Putative Permease eines Transporters 2005844-2006395 >
5.45 yrfD hypothetisches Protein 4301829-4302157 >
2.20 Z0338 hypothetisches Protein 318351-319438 >

96
98
99
100
100

100
100

100
100
99

'Orientierung des EDL933-Fragments im rekombinanten ivi-Plasmid
2 Ubereinstimmung mit der Sequenz des E. coli 0157:H7 Stamms EDL933 in der Datenbank des NCBI, AE005174.

UE: Untereinheit
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A3: Sequenzierung der inserierten EDL933-DNA in dem rekombinanten ivi-Plasmid
2.69 mit den Oligonukleotiden SP1 und SP2.69. Die fettgedruckten Nukleotide
zeigen die Sequenz des arcZ, die unterstrichenen Nukleotide den arcZ-Promotor aus
E. coli K-12 auf.

5’-gatcatcctttcgcaattgactgaaacacattaatttttttaataaaaatggtacgcatcacacatttaactgattcatgt
aacaaatcatttaagttttgctatcttaactgcgtgcggcctgaaaaacagtgcagtgcccttgtaactca
tcataataatttacggcgcagccaagatttccctggtgttggcgcagtatt cgcgcaccccgg

tctagcc ggggtcattttttagtggcttttgccacccacgctttcagcacttctacgtcgtgacgccactcttctttcatctctt
caatccattcaccgacgttatcttcccaggcgggaaggtcaggagactgaatttgctgacccagcetgttgcagatggeg
caaccccactgaccccgecgcacctttaattttatgtccttcctcaacaatgccttttttatcctgcgecgtcagattcgacte
cagcacgttgacatagcctggcatcat cttctcaaacaccgctaacccgtcggtgate-3°
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A4: In den folgenden Tabellen sind die Zahlenwerte zu den im Abschnitt 4.2
beschriebenen und graphisch dargestellten Vorversuchen des IVET-Systems,
basierend auf dem Vektor pAK-1, aufgefiihrt. Die ermittelten ODggo-Werte sind weil3
und die Lebendkeimzahlen grau unterlegt, jeweils mit den zugehdrigen Standardab-

weichungen. Aufgefihrt sind Werte aus drei unabhangig durchgefuhrten Versuchen.

Tabelle A4.1: Evaluierung des IVET-Systems basierend auf dem Vektor pAK-1. Die
ermittelten ODgoo-Werte sind weil3 unterlegt und die Lebendkeimzahlen grau
unterlegt mit den zugehdrigen Standardabweichungen (Stabw). Aufgefihrt sind die

Mittelwerte mit Standardabweichungen aus drei unabhangig durchgefihrten

Versuchen.

Zeit (h) 0 2 4 6 8 24
Referenz 0,05 0,456 1,653 2,593 3,367 3,288
pAK-1 (50) 0,05 0,462 0,606 0,533 0,493 0,355
pAK-1 (200) 0,05 0,27 0,316 0,278 0,233 0,148
pAK-L (200) 0,05 0,404 1,428 2,12 2,932 3,162
Stabw Referenz 0 0,05 0,05 0,44 0,33 0,02
Stabw pAK-1 (50) 0 0,07 0,07 0,05 0,04 0,05
Stabw pAK-1(200) 0 0,05 0,05 0,05 0,08 0,03
Stabw pAK-L (200) 0 0,03 0,08 0,31 0,11 0,02
Referenz 1,04x10® 3,09x10® 5,28x10° 8,97x10° 1,51x10' 2,09x10'°
pAK-1 (50) 9,47x10" 6,52x10®° 1,61x10° 8,80x10° 3,63x10° 133x10*
pAK-1 (200) 1,67x10® 9,70x10° 4,17x10* O 0 0

pAK-L (200) 8,87x10" 6,20x10° 4,45x10° 8,87x10° 1,23x10'° 1,38x10'°
Stabw Referenz 2,85x10° 8,75x10’ 6,67x10® 2,10x10° 6,48x10° 1,32x10%
Stabw pAK-1 (50) 3,42x10" 2,58x10° 6,47x10° 3,06x10° 1,94x10° 7,32x10°
Stabw pAK-1 (200) 3,21x10" 8,48x10° 6,35x10° 0 0 0

Stabw pAK-L (200) 3,81x10" 2,83x10®° 1,21x10° 3,80x10° 6,67x10° 1,11x10°
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Tabelle A4.2: Uberpriifung des IVET-Systems basierend auf dem Vektor pAK-1 in
Hackfleisch. Aufgefuihrt sind die Mittelwerte des relativen Wachstums der Stamme
HB101 Nal®/pAK-1 und HB101 Nal®/pAK-L mit den zugehérigen Standardabwei-

chungen aus drei unabhangig durchgeftihrten Versuchen.

relatives Wachstum Stabw. relatives Wachstum
Referenz 201,67 150,77
pAK-1 (50) 35,33 16,65
pAK-1 (200) 0 0
pAK-L (200) 1110,33 574,59
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Tabelle A4.3: IVET-System mit pAK-1: Lokalisation der ivi-Fragmente im EDL933-Genom, Ubereinstimmung mit der in der Datenbank

des NCBI hinterlegten Sequenz und Orientierung des Fragments im rekombinanten ivi-Plasmid.

ivi Gen Genprodukt Lokalisation im Genom Orientierung* Ubereinstimmung (%)~
181 cspD Kalteschockprotein 1055052-1055681 < 99
77 uhpT Hexosephosphat- Transportprotein 4702974-4703890 < 99
44 gimM Phosphoglukosaminmutase 4133722-4134350 < 100
74 4133374-4134350 99
170 hdhA 7-a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 2372312-2373151 < 100
68 glpA Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase, UE A 3152959-3153518 > 100
17 gsk Inosin-Guanosin Kinase 565219-565825 > 100
21 ndk Nucleosiddiphosphatkinase 3430626-3431284 < 100
42 greA Transkriptions-Elongationsfaktor 4138560-4138561 < 99
124 yaiN Regulatorprotein FrmR 437856-438521 < 99
187 yibK putative tRNA/rRNA Methyltransferase 4596750-4597546 > 99
63 yohM Nickel/Kobalt Effluxprotein RcnA 2931499-2932081 > 99
15 71074 putativer Transporter 1016660-1017443 < 99
139 72091 putativer Regulator 1883322-1883840 > 100
18 72716 putatives Protein der inneren Zellmembran  2443482-2444155 > 100
130 22760 Zellteilungsmodulator CedA 2488363-2489055 < 100
29 yciC hypothetisches Protein 1847920-1848698 < 99
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Fortsetzung Tabelle A4.3.

131 yggX hypothetisches Protein 3912108-3913100 > 100
188 yjdK hypothetisches Protein 5236421-5237104 > 100
182 ymeD hypothetisches Protein 1313735-1314310 < 100
146 Z4179 hypothetisches Protein 3786385-3787097 < 100
12 atpl ATP Synthase, UE 1 4784551-4785069 > 100
75 hlyB Hamolysintransportprotein 42432-43168* < 99

64 yjcC putatives Signaltransduktionsprotein 5158889-5159637 < 99

'Orientierung des EDL933-Fragments im rekombinanten Plasmid
2 Ubereinstimmung mit der Sequenz des E. coli 0157:H7 Stamms EDL933 in der Datenbank des NCBI, AE005174.
*Lokalisation des EDL933-Fragments auf dem Plasmid pO157, AF074613.

UE: Untereinheit
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Tabelle A4.4 : Fur die Sequenzierung verwendete Oligonukleotide. Die hergestellten
Oligonukleotide fur das ,Primer walking“-Verfahren sind fir das IVET-System mit
dem Vektor pKK232-8 hellgrau, fir das IVET-System mit dem Vektor pAK-1

dunkelgrau unterlegt.

Bezeichnung Oligonukleotidsequenz (5°-3")* Referenz
kan-for ggaagcttgcatgattgaacaagatgg’ diese Arbeit
kan-rev cctcatgaccgctcagaagaactcg? diese Arbeit
pKK232-8-for cgccataaactgccaggg diese Arbeit
RP1 ttctgccgacatggaagccatcac Khan et al., 2002
SP1 gaaaatctcgtcgaagctc Khan et al., 1998
SP2 cctgegtgcaatccatcttg diese Arbeit
SP2.20 gtgcgaagcatacagatgc diese Arbeit
SP2.23 cgcgaaacccgatcctgce diese Arbeit
SP2.66 cgctgacatttaacagtgg diese Arbeit
SP2.69 gcacgcagttaagatagc diese Arbeit
SP3.31 cgttgctcctgtatgctcg diese Arbeit
SP4.100 gcgatgtgactaacgacc diese Arbeit
SP5.18 ggtgaaggtggttctggce diese Arbeit
SP15 gctggcatggttactaagc diese Arbeit
SP29 gcatcaggtcttgtatgg diese Arbeit
SP63 cggtaaacggtctgatgc diese Arbeit
SP64 cgttgtaacgttggcctgg diese Arbeit
SP75 ggtgactgaatggttactgg diese Arbeit
SP77 ggtgagatgcatcacgcttcg diese Arbeit
SP124 ggcgaataacacaacgc diese Arbeit
SP130 ccactacacgattccagc diese Arbeit
SP146 gcgatatttgaatatcagg diese Arbeit
SP187 cgatgtttagcatactgcc diese Arbeit
SP188 ccactcgggcacgtatc diese Arbeit

*Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen:*Hindlll-Schnittstelle; Pagl-Schnittstelle
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Tabelle A5: Verwendete Oligonukleotide fir den Nachweis verschiedener Virulenzfaktoren mittels PCR.

Bezeichnung Oligonukleotidsequenz (5°-3") Zielgen Annealing- Elongations- Zyklen PCR- Referenz

temperatur zeit Produktlange

[T] [s] [op]
KS7 cccggatccatgaaaaaaacattattaata stxB;* 52 40 30 285 Schmidt et al., 1994b
KS8 cccgaattcagctattctgagtcaacg
LP43 atcctattcccgggagtttacg StXAL* 57 90 30 584 Cebula et al., 1995
LP44 gcgtcatcgtatacacaggagc
nleD-V-for ggtattacatcagtcatcaagg nleD 55 60 30 426 Coombes et al., 2008
nleD-V-rev ttgtggaaaacatggagc
espM-V-for ccttcagctcttttggtatcag espM 55 60 30 542 Creuzburg et al., 2011
espM-V-rev ataacctgggatttcatttcgtag
esp-A aaacagcaggcacttgaacg espP 56 150 30 1830 Brunder et al., 1999
esp-B ggagtcgtcagtcagtagat
cif-internal-sens aacagatggcaacagactgg cif* 57 50 30 385 Marchés et al., 2003
cif-internal-antisens  agtcaatgctttatgcgtcat
Iha-I cagttcagtttagcattcacc iha* 56 90 30 1305 Schmidt et al., 2001
Iha-11 gtatggctctgatgcgatg
SUbABF gcagataaatacccttcacttg SubAB 56 42 40 232 Paton et al., 2004
SubABR atcaccagtccactcagcc
cdtv-F ttcattgttcgcecetectg cdtv* 50 60 30 755 Cergole-Novella et al.,
cdtV-R tttataagctggtatcctg 2007

153



Anhang

Forstetzung Tabelle A5 :

0157-AF
0157-AR
SK1
SK2

aagattgcgctgaagcctttg rfbE 66 30
cattggcatcgtgtggacag 0157+
cccgaattcggcacaagcataagce eae 52 60

cccggatccgtctcgecagtatteg

35

30

497

863

Tarr et al., 1998

Schmidt et al., 1994a

Alle PCR-Produkte wurden als DNA-Sonde in einer Dot-Blothybridisierung zur Uberpriifung der PCR-Ergebnisse genutzt.

*Das PCR-Produkt wurde in der Kolonie-Hybridisierung als DNA-Sonde verwendet.
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A6: In den folgenden Tabellen sind die Zahlenwerte zu den im Abschnitt 4.3.3
beschriebenen und graphisch dargestellten Versuchen. Aufgefthrt sind die Mittelwerte
mit Standardabweichungen aus drei unabhangig durchgefiihrten Versuchen.
p(EDL933)= auf das Wachstum von EDL933 bezogen, p<0,05 gilt als signifikant.

Tabelle A6.1: Relatives Wachstum der E. coli-Stamme im Vergleich zum Stamm
EDL933 in Hackfleisch bei 15<C.

relatives Wachstum  Stabw. p(EDL933)
relatives Wachstum

4993/96 1,7x10° 3,1x10° 0,018
E07/236 1,6x10° 1,6x10° 0,009
E08/233 1,8x10° 7,2x10° 0,097
E09/264 1,4x10° 3,8x10° 0,113
LM14957/08 1,5x10° 8,0x10° 0,244
626/98 2,1x10° 5,0x10° 0,016
E02/753 1,7x10° 3,9x10° 0,029
E06/329 1,3x10° 1,7x10° 0,035
E06/332 2,6x10° 4,5x10° 0,004
LM15814/08 2,1x10° 1,4x10° 0,001
LM15255/07 1,2x10° 2,9x10° 0,242
HBI/01 1,2x10° 5,5x10° 0,390
RW1374 2,5x10° 8,8x10* 0,000
E22 1,3x10° 2,7x10° 0,113
GS0740-1 1,6x10° 9,1x10° 0,240
889 2,0x10° 1,3x10* 0,002
2492/00 1,7x10° 1,4x10° 0,003
E09/10 1,5x10° 6,2x10° 0,191
E09/89 1,3x10° 2,0x10° 0,067
E09/185 1,4x10° 6,9x10° 0,269
EDL933 9,0x10° 1,8x10° 1

TS10/08 7,5x10° 7,4x10* 0,257
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Tabelle A6.2: Relatives Wachstum der E. coli-Stamme im Vergleich zum Stamm
EDL933 in Hackfleisch bei 20<C.

relatives Wachstum  Stabw. p(EDL933)
relatives Wachstum

2492/00 1,4x10° 1,2x10’ 0,948
E09/10 1,0x10° 5,1x10’ 0,231
E09/89 7,8x10’ 4,3x10’ 0,066
E09/185 9,7x10’ 1,7x10’ 0,022
EDL933 1,4x10° 1,3x10’ 1

TS10/08 5,2x10’ 5,0x10° 0,000
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Anhang

Tabelle A6.3: Relatives Wachstum der E. coli-Stamme im Vergleich zum Stamm
EDL933 in Hackfleisch bei 37<C.

37C relatives Wachstum  Stabw. p(EDL933)
relatives Wachstum

4993/96 1,6x10° 1,5x10* 0,132
E07/236 1,2x10° 3,4x10* 0,656
E08/233 9,2x10* 3,0x10* 0,143
E09/264 7,8x10* 2,4x10* 0,046
LM14957/08 1,3x10° 5,2x10* 0,981
626/98 1,4x10° 3,4x10* 0,774
E02/753 9,2x10* 3,0x10* 0,146
E06/329 1,5x10° 3,9x10* 0,465
E06/332 1,2x10° 3,6x10* 0,770
LM15814/08 3,0x10° 6,3x10" 0,010
LM15255/07 4,3x10° 1,2x10° 0,013
HBI/01 3,5x10° 7,5x10* 0,008
RW1374 1,6x10° 1,4x10* 0,117
E22 1,5x10° 8,3x10* 0,662
GS0740-1 1,3x10° 2,5x10* 0,809
889 1,4x10° 2,2x10* 0,433
2492/00 1,3x10° 9,0x10° 0,701
E09/10 3,8x10° 6,3x10" 0,003
E09/89 2,8x10° 4,5x10* 0,007
E09/185 3,3x10° 1,4x10° 0,067
EDL933 1,3x10° 1,9x10* 1
TS10/08 1,3x10° 4,0x10* 0,967
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