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Abstract/Zusammenfassung 1
ABSTRACT

Food borne pathogens that cause systemic disease must cross the intestinal
barrier. Many of these pathogens, eg Salmonella typhimurium and Shigella
flexneri, use M cells, found only within the follicle associated epithelium (FAE)
that overlies Peyer’s patches and other lymphoid follicles, to enter the host. This
study is primarily an investigation into the interaction of S. typhimurium and
Listeria monocytogenes with the intestinal epithelium, representing the early

stage of an infection.

The slyA gene of S. typhimurium has recently been reported to affect virulence of
this pathogen in mice and survival in macrophages. Therefore, the effect of four
strains of S. typhimurium on Peyer’s patch FAE was compared: a wild type strain,
two slyA insertion mutants, and a recombinant S. typhimurium derivative over
expressing SIyA. Two and seven days post orogastric infection significantly lower
numbers of bacteria of the slyA mutants and of the SlyA-over producing strain
were found in Peyer’s patches when compared to the wild type, however, similar
numbers of bacteria of all strains were found colonising the lumen of the small
intestine. Invasion assays of Peyer’s patch tissue after 90 min ileal loop infection
yielded comparable numbers of bacteria for all strains in Peyer’s patches. Electron
microscopy of Peyer’s patch tissue after ileal loop infection demonstrated that the
two slyA mutants and the SlyA-over producing strain were able to attach to,
induce membrane ruffling of, and invade M cells in a morphologically and
guantitatively similar way to the wild type. In contrast to the wild type both slyA
mutants and, to a lesser extent, the SlyA-over producing strain were significantly
impaired in their ability to destroy M cells and adjacent enterocytes. Taken
together, these data suggest that slyA is involved in intracellular survival and
cytotoxicity for M cells, but not in the invasion process, and that the amount of

SlyA needs to be precisely balanced for virulence.

The second part of this work was to determine the route taken by Listeria
monocytogenes after an oral infection. Whether L. monocytogenes uses M cells,
of Peyer’s patches, to cross the intestine is not yet clear. This has been investigated

using an experimental mouse model and an in vitro coculture (epithelial cells
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and lymphocytes) system that mimics the FAE. The data demonstrate that L.
monocytogenes does not require, nor specifically use, M cells of the FAE to cross
the intestinal barrier. Furthermore, the FAE and the upper parts of the villi seem
better suited for attachment of L. monocytogenes than the lower parts of the villi
and the crypts. It is also shown that listerial translocation of the intestine is
extremely rapid, but the closely related bacteria Bacillus subtilis could not
translocate, suggesting that the genes required for translocation are present in
both L. monocytogenes and L. innocua, but not in B. subtilis. Interestingly, L.
monocytogenes can attach to exposed basal lamina of the small intestine much
more efficiently than to the apical side of enterocytes and M cells, indicating an
important role for the extracellular matrix in adherence of L. monocytogenes.
From the data presented here it seems that the survival chances of L.
monocytogenes are enhanced in Peyer’s patch tissue when compared to non-
Peyer’s patch intestinal tissue. Both the murine model and the coculture system
gave, where applicable, strikingly similar results, indicating the usefulness of this
coculture system. The results of this study indicate that M cells are not an

important route of entry for L. monocytogenes.

Another focus of this study was to analyse the role of Internalin C (InlIC) in
Listeria pathogenicity. InIC is a newly recognised virulence factor of L.
monocytogenes, which, however, does not seem to have a great impact on
intestinal invasion. Therefore, an inlC in frame deletion mutant (DinlC) was
analysed in later stages of infection, and revealed significantly reduced numbers
of bacteria in livers and spleens when compared to the wild type bacteria.
Furthermore, abscess-like lesions in the livers of DinlC infected mice were in
greater number, but smaller in size than in mice infected with wild type bacteria.
Also, lymphocyte infiltration in livers was more pronounced in the DinlC

infected mice.

The work as a whole indicates that these pathogens have developed different
mechanisms of invasion which has an important impact on the design rationale

of live vaccine carrier strains.
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ZUSAMMENFASSUNG

Alle in Nahrungsmitteln vorkommenden Pathogene, die eine systemische
Infektion ausldsen, mussen die Darmwand Uberwinden. Fur die Invasion
bevorzugtes Ziel vieler Lebensmittelpathogene, wie z.B. Salmonella
typhimurium und Shigella flexneri, sind M-Zellen, die nur innerhalb des
Follikel-assoziierten Epithels (FAE) Uber den Peyer’schen Plaques und anderen
Lymphoid-Follikel vorkommen. In dieser Arbeit wurde in erster Linie die
Interaktion von S. typhimurium und Listeria monocytogenes mit dem FAE

untersucht, welche die friihe Phase einer Infektion repréasentiert.

Vor kurzem konnte gezeigt werden, dal} das slyA-Gen fur die Virulenz von S.
typhimurium in Mausen ebenso wie fur sein Uberleben in Makrophagen von
Bedeutung ist. Daher wurde der Einflu eines wildtypischen Stammes, zweier
slyA Insertionsmutanten und eines SlyA-Uberexprimierenden rekombinanten
Stammes von S. typhimurium auf das Peyer’sche Plaque Gewebe vergleichend
untersucht. Zwei und sieben Tage nach oraler Infektion wurden in den
Peyer’schen Plaques weniger Bakterien der slyA-Mutanten und des SIyA-
Uberexprimierenden Stamms gefunden als vom Wildtyp vorhanden waren.
Jedoch waren im Lumen des Dunndarms alle Bakterienstamme in dhnlicher
Anzahl vorhanden. Das gleiche gilt fur die Zahl der Bakterien in den Peyer’schen
Plaques nach 90 Minuten Infektion im "lleal-Loop"-Modell.
Elektronenmikroskopie von Peyer’schen Plaque Gewebe nach einer "lleal-Loop"-
Infektion zeigte, dall die beiden slyA-Mutantenstamme und der SlyA-
Uberproduzierende Stamm in @hnlicher Zahl wie wildtypische Bakterien an M-
Zellen binden, dort "membrane ruffling” hervorrufen und in diese Zellen
eindringen kdnnen. Jedoch zerstéren die beiden slyA-Mutanten und, zu einem
geringeren Grad, der SlyA-Uberexprimierende Stamm M-Zellen und benachbarte
Enterozyten weit weniger als der Wildtyp. Zusammengefalit lassen diese Daten
vermuten, daR slyA fur das intrazellulare Uberleben und die Zerstérung von M-
Zellen verantwortlich ist, nicht aber fur den InvasionsprozefR. Zudem muf die

Menge an SlyA zu Erhaltung der Virulenz genau ausbalanciert sein.

Der zweite Teil dieser Arbeit untersuchte den Weg, den das Pathogen Listeria
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monocytogenes nach oraler Infektion nimmt. Es war bis jetzt nicht eindeutig
geklart, ob es in die M-Zellen der Peyer’schen Plaques eindringt, um die
Darmwand zu passieren. Diese Frage sollte mit Hilfe eines experimentellen
Mausmodells und eines in vitro Zellkultursystems (Co-kultivierung von
Epithelzellen und Lymphozyten), das das FAE rekonstituiert, geklart werden. Die
vorliegenden Daten zeigen, daR M-Zellen im FAE vom L. monocytogenes zur
Uberwindung der Darmwand nicht benoétigt werden. Uberdies erfolgt die
Anheftung von L. monocytogenes eher am FAE und am oberen Teil der Villi als
am tiefer gelegenen Teil und an den Krypten. Es wird hier zudem auch deutlich,
dafl die Translokation von Listerien sehr schnell vonstatten geht, wahrend
Bacillus subtilis Uberhaupt nicht transloziert, was auf die Beteiligung von Genen
hindeutet, die sowohl in L. monocytogenes als auch in L. innocua, aber nicht in
B. subtilis vorhanden sein kdnnten. Interessanterweise konnte L. monocytogenes
sehr viel effizienter an zugangliche basale Lamina des Dunndarms adhérieren als
an die apikale Seite der Enterozyten und an M-Zellen. Dies last auf eine
entscheidende Rolle der extrazellularen Matrix bei der Anheftung der Listerien
schlieBen. Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten geben zu der Vermutung
AnlaR, daR die Uberlebenschancen von L. monocytogenes im Gewebe der
Peyer’schen Plaques verglichen mit dem Dunndarmgewebe erhdht sind. Die
Daten, die sich aus den Mausexperimenten ergaben, waren deren aus dem
Enterozyten-Lymphozyten-Cokultursystem sehr @hnlich, was die Nutzlichkeit
des Cokultursystems verdeutlicht. Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dall M-

Zellen nicht die wichtigste Eintrittspforte fir L. monocytogenes darstellen.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle von Internalin C
(InlC) in der Pathogenitat der Listeria zu untersuchen. InIC ist ein erst ktrzlich
entdeckter Virulenzfaktor von L. monocytogenes, der jedoch bei der intestinalen
Invasion keine bedeutende Rolle zu spielen scheint. Aufgrund dieser Tatsache
wurde untersucht, wie sich eine inlC-Deletionsmutante (DinlC) in spéateren
Stadien der Infektion verhélt. Eine Infektion mit dieser Mutante fuhrte im
Vergleich zum Wildtyp-Stamm zu einer Verminderung der Bakterienzahl in
Leber und Milz. Uberdies waren abszeRBahnliche Lasionen in der Leber von mit L.

monocytogenes DinlC infizierten Mausen haufiger und zudem kleiner als bei
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Mausen, die mit dem wildtypischen Stamm infiziert wurden. AuRerdem konnte
eine erhohte Infiltration der Leber mit Lymphozyten bei den mitL.

monocytogenes DinlC infizierten Mausen beobachtet werden.

Diese Arbeit verdeutlicht, daR diese pathogene Organismen unterschiedliche
Invasionsmechanismen entwickelt haben, deren Kenntnis sehr wichtig ist, um

neue Vakzintragerstamme zu entwickeln.



