Aus dem Institut fir Molekulare Infektionsbiologie
der Universitat Wirzburg

Vorstand: Prof. Dr. J. Vogel

Untersuchungen zur Verbreitung von Virulenzfaktoren
extraintestinal pathogener Escherichia coli-Stamme bei Isolaten
boviner Mastitiden

Inaugural-Dissertation

zur Erlangung der Doktorwiirde
der Medizinischen Fakultat
der
Julius-Maximilians-Universitat

Wiirzburg

vorgelegt von
Elisabeth Reichardt
aus Jena

Wiirzburg, August 2010



Referent: Prof. Dr. Dr. h. c. mult. Jorg Hacker

Koreferent: Prof. Dr. Ulrich Vogel

Dekan: Prof. Dr. M. Frosch

Tag der mundlichen Prifung: 12.1.2011

Die Promovendin ist Zahnarztin



Ich widme diese Arbeit meinen lieben Eltern



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

I 1] [T (0 oo SRR 1
1.1. Charakterisierung des Erregers E. COli........ccoviiiiiiiiiiiiiecc e 1
1.1.2. Eigenschaften — der Aufbau des E.coli-Genoms und dessen Plastizitét.................. 1
I = oL (=10 o To] [T 1= SR 6
1.3. Pathogenitatsfaktoren uropathogener E. COli........ccooeiiiiiiiinnneeieee 7
G T o =T [ SRRSO 9
1.3.2. FIMBIieNa0dhaSINe. ......c.ooveiiiiiiiieee e 10
1.3.3. Nicht-fimbrien AANESINE...........ccviiiiiieieiee s 12
1.3.4. EiSenaufNanmMESYSIEIM......ccuiiieiiieieeie sttt 13
R T T 1) (] 1SS 14
1.3.6. KAPSEIN... ettt a et nre s 16
G T I Tl o] VAT Totod o - g o S 18
1.3.8. Coliforme Mastitis bei RINAEIMN.........ccoiiiiiieiieee e s 20
1.4, AUFgabENSTEIIUNG. . ..o 22
2. Material und MEethOOEN.........ccoiiiiii s 24
2.1, CREMIKAIIEN. ...ttt bbb e s 24
2.2. N&hr — und SeleKtiVMedIBN.......c.oiiiiicec e 24
2.3. BaKIEIENSTAMMIE. ...ttt ettt et eres 25
2.4. Puffer fur die verschiedenen GeleKtrophoresen...........ccoviiiiieieieienc s 26
2.5, PIIMEIPAAIE. .. c.veeteeeie ettt ettt e st et e et e s e e teestesbe e teanaesneesseeneesreenseaneeas 26
2.6. Stammhaltung und Anzucht der BaKterien...........cccoovvevviieiiccicic e 28
2.7. PREANOLYPISCNE TESES....cveiiiiieitieieeie sttt 29
2.8. Polymerasekettenreaktion. ... 29
2.9. Southern-Blot-HybridiSIErUNG.........coiieiiiie e 32
Kt o[- o] LTSI S 35
3.1, PhENOLYPISCNE TESES. .. .ctiiiieieesieeie ettt 35

3.2. Multiplex-Polymerase-Kettenreaktion (Multiplex-PCR) zum Nachweis
spezifischer Virulenzfaktoren............coeieeieeie e 35
3.3. Quantitative Bestimmung von genetischen Virulenzfaktor-Mustern in den
Mastitis-assOzZHErten EXPEC ..o s 42
3.4. Haufigkeitsverteilung der Gene (GesamtanalySe)..........ccvveeeierenenenenenescseeeas 43



Inhaltsverzeichnis

3.5. Phylogenetische Einteilung der ECOR-GIUPPEN........cooveieiveieieerie e seesieseesieaneens 48
3.6. Vergleich der ECOR-GIUPPEN.....cc.eiieiieeierieriesieseesieseeseeste e sseeseessaessaesesseesseens 53
3.7. Vergleich tierspezifischen Virulenzfaktoren der ECOR-Gruppen..........cccccccoveue.n. 53
O 1] LU 1] o] OSSPSR 56
4.1. Auswertung der GeSamEaNalYSE. ........coveiueiiieriiirieieie e 60
4.2. Pravalenz der Virulenzfaktoren in den phylogenetischen ECOR-Gruppen............. 64
4.3. Pravalenz der tierspezifischen Virulenzfaktoren in den ECOR-Gruppen................ 66
4.4. Analyse der E. coli-Isolate, die mit chronischer Mastitis assoziiert sind................. 67
4.5. AbschlieBende Diskussion und praktische KONSEqUENZEN..........ccccoervieriienienienen. 67
5. ZUSAMMENTASSUNG......cuveitieiieiesieeste e see e e et e e sre e e s e steeaesneesreeneeesaesreeneeans 70
B. LIteratUrVerZEICHNIS. .....cviiiiiiie e 72
T ANNANG ..ttt anes 85
7.1, ADKUrZUNGSVEIZEICANIS. ...cuiiiieiieeec e 116
Danksagung

Lebenslauf

Tabellen- und Abbildungsverzeichnis

Kapitel 1, Tabelle 1: Mobile und akzessorische genetische Elemente bei E. coli........... 3
Kapitel 1, Tabelle 2: An der Genomplastizitat beteiligte Mechanismen........................ 4
Kapitel 1, Tabelle 3: Einteilung der E. coli- Pathotypen..........cccccooevviieiieninccc e 8
Kapitel 2, Tabelle 4: verwendete BaKterienStamme..........cccccevveerieneeiesienese e 25
Kapitel 2, Tabelle 5: Primer der Multiplex- Polymerasen- Kettenreaktion................... 26
Kapitel 2, Tabelle 6: Promega-Tag-Polymerasen- Reaktionsansatz..............ccccceeuue... 30
Kapitel 3, Tabelle 7: Haufigkeitsverteilung der Gene in % (Geamtanalyse)................ 45
Kapitel 3, Tabelle 8: Virulenzfaktorverteilung der 222 E. coli -Stamme...................... 46
Kapitel 3, Tabelle 9: Virulenzfaktorverteilung der mit chronischer Mastitis

assoziierter E. COl-1SOIAte..........cccoviiiiiieiisieee e 48
Kapitel 3, Tabelle 10: A-Gruppe (KHNISCN)........ccooiiiiiiiiiiieece s 49

Kapitel 3, Tabelle 11: A-Gruppe (ChroniSCh).........ccceeiieriiiniiieeeee e 50



Inhaltsverzeichnis

Kapitel 3, Tabelle 12:
Kapitel 3, Tabelle 13:
Kapitel 3, Tabelle 14:
Kapitel 3, Tabelle 15:
Kapitel 3, Tabelle 16:
Kapitel 3, Tabelle 17:
Kapitel 3, Tabelle 18:

Kapitel 3, Tabelle 19:

A-Gruppe (SUBKINISCH).....cccoiieiiiicic e 50
B1-Gruppe (KHNISCN).......ccoiiiiiiiiiiccee e 50
B1-Gruppe (ChronisCh).........cccooiieiininiieceec s 51
B2-Gruppe (KHNISCN).......ccoiiiiiiiiciceeceee 51
B2-Gruppe (ChronisCh).........cccooiiiiiiiiiiieceec s 51
D-Gruppe (KHNISCN).....cveviiiiiiiieeee s 51
Genkombinationen der ECOR-Gruppen > 5VF.........c.cccceienene. 52

Prévalenz der spezifisch tierpathogenen Adhésine in E. coli, die

von boviner Mastitis isoliert wurden............cccocevvveieiecieiieneen, 54
Kapitel 7, Tabelle 20: PCR-Ergebnisse der 222 E. coli Stimme...........cccccceevvvvveicvnenne. 85
Kapitel 2, Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Kapillarblots...............ccccervennen. 33
Kapitel 3, Abbildung 2: Phénotypischer Test hlyA..........ccccooveieiieie e 35
Kapitel 3, Abbildung 3: Bandenmuster der Pool 1-spezifischen Multiplex-PCR........... 37

Kapitel 3, Abbildung 4: Bandenmuster der Pool 2- spezifischen Multiplex-PCR.......... 38

Kapitel 3, Abbildung 5: Bandenmuster der Pool 3-spezifischen Multiplex-PCR........... 39

Kapitel 3, Abbildung 6: Bandenmuster der Pool 4-spezifischen Multiplex-PCR........... 40

Kapitel 3, Abbildung 7: Bandenmuster der Pool 5-spezifischen Multiplex-PCR........... 41

Kapitel 4, Abbildung 8: Evolution der bakterieller Varianten durch Acquisation und

Verlust genetischer Information............ccccoeveiiininiiiniciens 58
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1. Einleitung

1.1. Charakterisierung des Erregers E. coli
1.1.2. Allgemeine Eigenschaften - der Aufbau des E. coli Genoms und

dessen Plastizitat

Die Enterobactericeae (griech. ,enteron*: Darm) gehdren zur Klasse der gamma-
Proteobacteria, welche insgesamt 40 Gattungen und 200 Spezies umfasst. Escherichia
coli (abgekiirzt E. coli), Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia spp., Klebsiella ssp.
und Proteus spp. sind dabei die wichtigsten klinischen Vertreter. Benannt wurde E. coli
1919 nach seinem Entdecker Theodor Escherich, der die Bakterienart im Jahre 1885
erstmals aus dem Stuhl von Sduglingen als Bakterium coli commune entdeckte und
beschrieb (Willinger, 1992; Selbitz, 1992).

E. coli zdhlt zu den am besten untersuchten Organismen der Welt. Es ist ein Gram-
negatives, nicht Sporen-bildendes, nicht Sdure-festes Stdbchenbakterium, welches im
menschlichen und tierischen Darm vorkommt. Es erreicht eine Linge von 2,0 bis 6,0
um und eine Breite von 1,1 bis 1,5 um. Biochemisch ist der laktosepositive Keim gut
von anderen Enterobakterien abzugrenzen. Dieser fakultativ anaerobe Mikroorganismus
besitzt die Féhigkeit, Energie sowohl durch Atmung als auch durch ,,Gemischte
Sduregdrung™ zu gewinnen. Die Anwesenheit von E. coli im Darm fiihrt zu einem
dauerndem Training des Mukosa-Immunsystems und fordert die Produktion von
sekretorischem Immunglobulin A. Weiterhin produziert es Vitamin K. Man
unterscheidet bei E. coli drei Gruppen von Serotypen: ,,0“ fiir die Lipopolysaccharide,
»H“ (von ,,mit Hauch wachsende Bakterien®) fiir die Flagellen und ,,K* fiir die Kapsel.
Es gibt circa 180 ,,0“-Serogruppen und circa 50 ,,H“-Typen bei E. coli. Die
Serotypisierung ist nach wie vor ein hédufig angewandtes diagnostisches Werkzeug.
Allerdings lédsst die Bestimmung der Serogruppe nicht gleichzeitig auf die Virulenz des
E. coli- Stammes schlie3en, so dass sich manche pathogene E. coli-Isolate erst nach der
genotypischen Untersuchung als solche identifizieren lassen (Janssen et al., 2001;

Janssen, 2002; Delicato et al., 2003; Ewers et al., 2004).
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Genomstruktur bei E. coli

Das zeitliche Erscheinen von Enterobakterien in der Evolution ist relativ neu und stark
an das Auftreten von Tieren gebunden, die ihnen die Moglichkeit zur Kolonisation im
Darm ermdglichten. Dabei wirkt ein hoher Selektionsdruck auf die Bakterien, die sich
innerhalb der verschiedenen 6kologischen Nischen durch Spezialisierung und gezielte
Anpassung der Stimme durchsetzen miissen. Grund dafiir ist die hohe Bakteriendichte
(10° Bakterien pro g Faeces) die zu einem Evolutionswettbewerb fiihrt. Die Aufteilung
in verschiedene ,,Pathovare” die z.B. bei E. coli gefunden wurden, ist vermutlich die
Folge dieser evolutiondren Entwicklung. Dafiir spricht auch das Vorhandensein von
Genombereichen, die bei allen E. coli-Varianten konserviert sind (Kerngenom) und
Gene zur Sicherung des Uberlebens der Bakterienzelle beinhalten (z.B. Gene fiir
essentielle zellulire Funktionen) (Hutchinson et al., 1999; Hacker und Carniel, 2001).
Untersuchungen zur Struktur und Zusammensetzung des E. coli-Genoms deuten darauf
hin, dass der konservierte Teil des E. coli K-12 Stammes MGI1655, etwa 3100
translatierbare ,,open reading frames“ (ORFs) umfasst (Dobrindt et al., 2002a).
Zusitzlich existieren variable Genomanteile (flexibler Genpool), welche z.B. fiir
Virulenzfaktoren kodieren und die Anpassung an die unterschiedlichen
Wirtsbedingungen erméglichen. In vielen Féllen reprisentieren diese Genomregionen
mobile genetische Elemente (Dobrindt et al.,, 2002a). Diese mobilen Elemente
ermOglichen einen schnellen horizontalen Transfer in andere Bakterien und fiihren zu
einer erhohten Dynamik des Genoms. Eine weitere Anpassung, aber insgesamt
langsamere evolutiondre Entwicklung, ist die Verdnderung des genetischen Materials
durch Punktmutation (Arber, 1993; Dobrindt und Reidl, 2000; Dobrindt et al., 2002a)
Zur ldentifizierung der erworbenen genetischen Information kann der GC-Gehalt
dienen. Im Durchschnitt ist die Zusammensetzung der DNA einer Bakterienspezies
relativ konstant. Es wird daher angenommen, dass DNA-Sequenzen mit einem hoheren
oder niedrigeren GC-Gehalt (im Vergleich zum durchschnittlichen GC-Gehalt der
Bakteriengenome) von anderen Bakterienarten erworben wurden. Im Fall des E. coli K-
12 Stammes MG1655 konnten vermutlich 18% aller offenen Leseraster (ORFs) durch

horizontalen Gentransfer erworben worden sein (Lawrence und Ochman, 1998).
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Der flexible Teil des E. coli-Genoms dagegen ist fiir dessen unterschiedliche Grofe
verantwortlich, die zwischen 4,6 und 5,5 Mb liegen kann (Bergthorsson und Ochman,
1998; Ochman und Jones, 2000). Die unterschiedlichen Genomgrdflen resultieren aus
dem Erwerb und Verlust verschiedener mobiler DNA-Elemente und anderer
genomischer Regionen (Nataro und Kaper, 1998; Dobrindt und Hacker, 1999). Die
Beobachtung von Insertionen und Deletionen von wenigen Basenpaaren bis zu einer
GroBe von 100 kb bei E. coli bestirkte diese Vermutungen (Hacker und Kaper, 1999;
Rode et al., 1999; Perna et al., 2001). Die folgende Tabelle zeigt mdgliche Bestandteile

des flexiblen Teil des E. coli-Genoms:

Tab. 1: Mobile und akzessorische genetische Elemente bei E. coli:

DNA Elemente Kodieren z.B. fur

,Genomic islands* groBer als 10 kb Pathogenitétsfaktoren, Fitnessfaktoren

,,Genomic islets” kleiner als 10 kb Antibiotikaresistenzen, Virulenz- und
Fitnessfaktoren

Bakteriophagen Toxine, Effektoren, Virulenzfaktoren

Plasmide Virulenzfaktoren, Antibiotikaresistenzen

IS Elemente, Transposons, Integrons Antibiotikaresistenzen, Transposase,
Integrase, Toxine, Virulenzfaktoren

(Dobrindt und Hacker, 2001)

Diese DNA-Elemente konnen an unterschiedlichen Stellen im Genom lokalisiert sein.
Sie sind entweder Teil des Chromosoms oder unabhingig davon, als
extrachromosomale Elemente zu finden (Dobrindt et al., 2002a; Dobrindt et al., 2004;

Dobrindt 2005; Ahmed et al., 2008).

Die  verschiedenen  pathogenen E.  coli-Stimme  besitzen  individuelle
Pathogenitétsfaktoren, kodiert durch die entsprechenden Virulenzgene, welche oft zum
flexiblen Teil des Genoms gehdren (Kaper et al., 2004). Bei apathogenen Stimmen
fehlen diese zumeist. Die Weitergabe an andere Bakterien ist in der folgenden Tabelle

dargestellt:
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Tab. 2: An der Genomplastizitit beteiligte Mechanismen

Mechanismus Effekt auf den Genomgehalt

Transformation

Transduktion Fiihrt zum Erwerb von Genen

Konjugation

Deletion Kann zum Verlust

Genetische Neuanordnung (funktionaler) Gene fiihren

Mutation oder den Genomgehalt und die
Funktionalitit unbeeinflusst
lassen

(Dobrindt und Hacker, 2001)

Auch der Verlust von Pathogenitétsfaktoren durch Deletionen tridgt zur Variabilitdt der
Genome (pathogener) E. coli bei. Dariiber hinaus wurden verschiedene ORFs sogar
nicht im Genom pathogener E. coli nachgewiesen, hingegen aber bei apathogenen
Stammen. Es wird vermutet, dass diese Anwesenheit bei apathogenen Stimmen der
Expression von so genannten ,,Virulenzrepressoren® dient und die Ausprigung der
Pathogenititseigenschaften unterdriickt. Dieses ldsst sich am Beispiel des
Virulenzsupressorgens ompT darstellen. Das fiir eine Oberflichenprotease kodierende
Gen fehlt bei Shigellen und enteroinvasiven E.coli. Bei apathogenen und extraintestinal
pathogenen E. coli konnte es aber nachgewiesen werden. OmpT greift direkt in die
Expression des Shigella VirG Proteins ein, unterdriickt dadurch die intrazellulére
Ausbreitung sowie die Virulenz (Nakata et al., 1993). Maurelli und Mitarbeiter konnten
1998 diese Vermutung durch Untersuchungen des cadA Gens bestitigen. CadA ist
Bestandteil des Genoms von 90% aller E. coli-Stimme (es kodiert fiir die Lysin-
Decarboxylase, die wiederum eine katalytische Funktion bei Reaktionen von Cadaverin
einnimmt). Eine typische pathoadaptive Mutation von Shigella und enteroinvasiven E.
coli (EIEC) ist die Inaktivierung des cad locus. Die Lysin-Decarboxylase, welche fiir
die pH-Homdostase und die weitere Reaktion von Cadaverin wichtig ist, kann somit
nicht aktiv werden. In E. coli kodiert das cadBA-Operon fiir die Lysin-Decarboxylase
CadA und den Lysin-Cadaverin-Antiporter CadB. Beide unterliegen der Kontrolle
durch CadC, einem Protein der Zytoplasmamembran. CadC dient als Signalsensor und
Regulator der Transkription in Abhédngigkeit eines niedrigen pH's, sowie Lysin-

Signalen. Ein extrem saures Milieu fiihrt daher bei Shigella und EIEC zu einer
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Repression des cadC-Gens und zu einer Anpassung durch das so genannte ,,adaptive
acid-resistance system* (AR3) (Casalino et al, 2009). Cadaverin steht am Ende dieser
Reaktionskette und hemmt die Ausbildung eines Shigella-Enterotoxins, was zu einer
Attenuierung der Stimme fiihrt. Cadaverin beeinflusst die von den Shigellen ausgeloste
proinflammatorische Reaktion durch die Entziindungszellen negativ. Im intestinalen
Epithel wird die Migration der PMNs verhindert. Die Shigellen sind somit nicht mehr
fahig, eine Lyse der phagozytotischen Vakuolen auszuldsen. Das Bakterium kann nicht
mehr mit dem Zytoskelett interagieren (Dorman, McKenna, Beloin, 2001; Fernandez et
al., 2001). Pathogenen Shigella-Varianten und enteroinvasiven E. coli fehlt jedoch
dieses cadA-Gen, was deren Virulenz verstirkt. Das Fehlen des cadA Gens ist auf eine

Deletion zuriickzufiihren (,,black hole*) (Maurelli et al., 1998).

Die (Weiter-)Entwicklung molekularbiologischer Techniken, wie z.B. die DNA-Array-
Technik sowie die routinemdfige komplette Genomsequenzierung, ermoglicht den
Vergleich ganzer Genome. So wurden u.a. der E. coli K-12 Stamm MG1655 mit
Vertretern verschiedener E. coli-Pathotypen durch DNA-DNA-Hybridisierung
verglichen (Dobrindt et al., 2002 a/b; Dobrindt et al., 2003) Die Sequenzierung
verschiedener kompletter E. coli Genome, wie z.B. auch die des K-12 Stammes
MG1655 waren Voraussetzung fiir die verschiedenen Verfahren (Blattner et al., 1997).
Die Untersuchungen zeigten, dass 5 bis 10 % der translatierbaren ORFs des E. coli K-
12 Stammes MG1655 bei pathogenen und apathogenen Spezies nicht vorhanden sind.
50 bis 60 % davon waren funktionell hypothetisch, unklassifiziert oder von unbekannter
Funktion (Dobrindt und Reidl, 2000; Dobrindt et al., 2002 a/b; Dobrindt et al., 2003;
Welch et al., 2004; Dobrindt, 2005; Chen et al., 2006; Brzuszkiewicz et al., 2006).

Diese Ergebnisse spiegeln die enorme Genomplastizitit von E. coli wider.

Pathogenititsinseln (PAIs)

Die Verbreitung von Virulenzfaktoren kann bei E. coli sehr stark variieren. Die
jeweiligen Virulenzgene befinden sich héufig auf Bakteriophagen, Plasmiden oder
distinkten Bereichen des Bakterienchromosoms, so genannten Pathogenititsinseln
(PAIs) (Miihldorfer und Hacker, 1994; Dobrindt et al., 2004). Sie wurden in pathogenen

Erregern nachgewiesen, in weniger pathogenen oder apathogenen Stimmen einer
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Spezies, oder deren verwandte Stimmen waren sie dagegen nicht oder nur fakultativ
vorhanden (Hacker et al., 1990; Blum et al., 1994; Hacker und Kaper, 1999). PAls sind
hiufig mit tRNA Genen assoziiert und von repetitiven Elementen (,,direct repeats* —
DR) umgeben. Es sind instabile DNA-Abschnitte grofer als 10 kb. Es wird vermutet,
dass PAIs durch so genannten horizontalen Gentransfer erworben wurden. Dafiir spricht
der GC-Gehalt der PAI-Gene, der sich von dem der anderen Genen des
Wirtsorganismus unterscheidet (Groisman und Ochman, 1996; Hacker et al., 1997;
Hacker und Kaper 1999; Olschléiger et al 2002; Hacker et al., 2003; Dobrindt et al.,
2004; Schmidt & Hensel, 2004). Auch die Assoziation mit tRNA-Genen, die als
chromosomale Integrationsstelle fiir die Fremd-DNA dienen, spricht fiir diese
Vermutung. Aullerdem besitzen die PAIs oft Mobilititsgene (z.B. solche fiir Integrasen,
Transposasen und Origins der Plasmidreplikation). Es wird deshalb angenommen, dass
sich PAIs aus chromosomal integrierten Phagen, Plasmiden oder Transposons
entwickelt haben, die man als ,Pre-PAls“ bezeichnet. Die ,Pre-PAIs“ sind
wahrscheinlich von groBem Nutzen fiir die Bakterien, um ihre Fitness zu erh6hen. Die
fiir die Mobilitét kodierenden Gene sind verdndert oder nicht mehr aktiv. Kommt es zu
einer Deletion der kompletten PAIs, erfolgt dieses durch ortsspezifische Rekombination
an flankierenden ,,direct repeats” an den PAI-Enden. Fehlen diese, sind die PAls
nachweislich stabiler (Hochhut et al., 2006; Middendorf et al., 2004, Hacker et al.,
1999; Blum et al., 1994).

1.2. Epidemiologie der bovinen Mastitis

Mastitis ist eine viel verbreitete Erkrankung bei Milchkiihen, die vorwiegend auf einer
Infektion durch  Streptokokken und Escherichia coli beruht. Nach eingetretener
Infektion verlduft die Mastitis akut oder chronisch. Der akuten Form wird in diesem
Zusammenhang eine méBige Heilungsprognose nachgewiesen, die chronische
Verlaufsform  erreicht sogar nur eine geringe Heilungsaussicht. Die
Milchertragseinbullen durch vorzeitige Schlachtung, oder Antibiotikabehandlung der
Kiihe verursachen pro Jahr einen Verlust von 150-200 Euro pro Kuh. Dabei liegt der
finanzielle Schaden in Deutschland in H6he von 0,75 - 1 Milliarde Euro im Jahr. Die

subklinische Mastitisform tritt 20 — 50-mal héaufiger auf, als die klinische Form und ist
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daher von besonderem Interesse bei der mdglichen Priavention der Mastitiserkrankung

(Sobiraj, 1997; Hamann, 2002).

1.3. Pathogenitatsfaktoren extraintestinal pathogener E. coli

E. coli besiedeln den Gastrointestinaltrakt des Menschen wenige Stunden nach der
Geburt. Normalerweise leben sie ohne storenden Einfluss in der Mukosaschicht des
Darmes. Dies dndert sich, sobald die gastrointestinale Barriere durchbrochen wird, wie
es zum Beispiel bei einer Peritonitis der Fall ist.

E. coli sind hoch angepasste Symbionten der Darmflora, die jedoch auch auBerhalb des
Gastrointestinaltraktes unter anderen Umweltbedingungen eine O6kologische Nische
finden konnen. In diesen extraintestinalen Habitaten sind sie ebenfalls in der Lage
Infektionskrankheiten auszulosen. Dabei unterscheiden sich die E.coli-Pathotypen in
der Kombination ihrer Virulenzfaktoren und werden in 2 Hauptgruppen eingeteilt:

1. Intestinale Diarrhoe-Erkrankungen, hervorgerufen durch intestinal pathogene E. coli
(IPEC) und 2. Extraintestinale Infektionen Harnwegsinfektionen ausgeldst durch so
genannte extraintestinal pathogene E. coli (ExPEC). Harnwegsinfektionen (UTIs)
machen dabei den groBten Teil der extraintestinalen schweren Infektionen aus. Dariiber
hinaus verursachen EXPEC auch Sepsis und Neugeborenen-Meningitis beim Menschen
(Meningitis-assoziierte E. coli, MNEC) sowie systemische Infektionen in Tieren
(Nataro, Kaper, 1998; Kaper, Nataro, Mobley, 2004).

Sechs der besonders gut untersuchten intestinalen E. coli-Pathotypen werden in der

nachfolgenden Tabelle ndher beschrieben (Kaper et al. 2004):
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Tab. 3: Einteilung der E. coli- Pathotypen

extrazellular, BFP- bundle-forming- | Entziindungs-
Anheftung an kleine, | pilus: verbindet EPECs, | reaktion
schiisselformige LEE (,,attaching and
Enterozyten, Pathogenititsinsel, effacing lesion”)
Zerstorung der Nucleolin: Shuttle- Diarrhoe
Mikrovilli Protein zwischen
Nukleus und
Zytoplasma
extrazelluldr, boviner | Bildet Shigatoxin Syst. Absorption
Intestinaltrakt, (Stx), mit potentiell
Lésion durch Typ-111-Sekretion, lebens-
Anheftung und Intimin, bedrohlichen
Beseitigung/Auslosch | LPS, Komplikationen
ung Mobile genetische blutige/ unblutige
Elemente: Diarrhoe,
Bacteriophagen Hamorrhagische
(Toxine) Colitis (HC),
Plasmide (EHEC- hamolytisch-
Hamolysin) uramisches
LEE Pathogenititsinsel | Syndrom (HUS)
(Invasion,
Eisenaufnahme)
extrazellular, Bildet hitzelabile, bzw. | wissrige Diarrhoe
Anheftung an kleine | -stabile Enterotoxine | selbstlimitierend,
schiisselformige LT und/oder STaund b | oder mit
Enterozyten CFA (colonization schwerem
factor antigen), Verlauf (dhnlich
CS (Coli surface Cholera)
Antigen)
PCF (putativer
Kolonisationsfaktor)
intrazelluldre Plasmid-kodiertes Dysenterie
Invasion in Typ 11 (dhnlich
Kolonepithelzellen, Sekretionssystem: Shigellose)
Hauptvertreter E. coli | Signaltransduktion, die
und Shigellen, u.a. zur Lyse
Lyse der endozytischer
Phagosomen, Vakuolen fiihrt

Wanderung in der
Zelle mit Hilfe von
Aktinfilamenten,
Féhigkeit zur Endo —
und Exozytose
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Epithelien mittels
eines Biofilms,
héufig Sekretion des
enterotoxisch aktiven
Autotransporters Pet

(ShET]I, Pic, EASTI,
Pet)

AAF-Aggregation
adhérenter Fimbrien,
bildet Shigella-
Enterotoxin 1 (ShET1)

extrazellular, Adhésion an Hep-2 Diarrhoe
Signaltransduktion Zell Monolayers
innerhalb kleiner 75% bilden F1845
schiisselformiger Fimbrien, ein
Enterozyten Fimbrien-Adhisin,

dieses benotigt DAF

(delay accelerating

factor) zum Schutz vor

MHC
extrazellular, veranlasst intrazelluldre | persistierende
Anheftung an kleine | Bildung von Diarrhoe
und grof3e Zytotoxinen und (Entwicklungs-
schiisselformige Enterotoxinen lander)

ETEC konnen ebenfalls Durchfallerkrankungen bei Tieren auslosen.

Ein weiterer Pathotyp, so genannte avian pathogenic E. coli (APEC) ist verantwortlich

fiir respiratorische Infektionen, Perikarditis und Sepsis bei Gefliigel.

extrazellular,
Urogenitaltrakt,
Biofilmbildung

Typ-1-Fimbrien;
a-Hamolysin->
induziert u.a. die
Bildung von 11-6 und
11-8,

LPS,

Sekretion von Sat
(Zytotoxin der
Vakuolen)

Zystitis
Akute
Pyelonephritis

1.3.1. Adhasine
Adhésine

E. coli Bakterien besitzen haarformige Strukturen auf ihrer Zelloberfliache, welche als

Fimbrien bezeichnet werden. Diese bestehen aus verschiedenen Proteinuntereinheiten

und ermoglichen ihnen die Anheftung an die Wirtszellen. Nachfolgend werden die
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bislang am besten untersuchtesten Adhédsintypen extraintestinal pathogener E. coli

beschrieben:

1.3.2. Fimbrienadhasine

Typ 1-Fimbrien

Typ 1-Fimbrien sind der am weitesten verbreitete Fimbrientyp bei E. coli. Sie bestehen
aus verschiedenen Proteinuntereinheiten, wobei die groffte Untereinheit vom FimA-
Protein gebildet wird (,,major subunit"). Zu den sogenannten ,,minor subunits* zdhlen
die Proteine FimH, FimC, FimG und FimF. Das Gencluster umfasst insgesamt 9 Gene,
zu denen u.a. die Regulatorgene fimB und fimE, sowie die Strukturgene fimC, fimD und
fimH gehoren. Letzteres kodiert fiir das eigentliche Adhésin und trdgt mafigeblich zur
Anheftung der Bakterien an die verschieden Epithelien des Wirtsorganismus durch
Erkennung des Rezeptors (Mannose-haltige Strukturen) auf Epithelzellen bei. Dieses
lasst sich experimentell durch die Agglutination von Hefezellen nachweisen, welche
durch die Anwesenheit von Mannose gehemmt werden kann (Johnson et al., 1991).
Aber auch die Anheftung an sekretorisches Immunglobulin A (IgA), Laminin, Tamm-
Horsfall Proteine, sowie die Bindungen an die CD 11 und CD 18 Komplexe von
Leukozyten und Makrophagen, ist moglich (Johnson, 1991).

Durch Mutationen im fimH Gen, kann die Affinitit des FimH-Lektins fiir Mono-
Mannosereste der uroepithelialen Rezeptoren beeinflusst werden, was mit dem

Virulenzpotential von UPEC korreliert (Sokurenko et al., 1998, 2001).

P-Fimbrien

P-Fimbrien sind bei vielen uropathogenen E.coli-Isolaten zu finden, die beim Menschen
Infektionen des oberen Urogenitaltraktes hervorrufen. P-Fimbrien binden iiber die Gal

(o 1-4) Gal-spezifische Bindung an Glycolipid-Isorezeptoren und fithren durch eine

Entziindungsreaktion des Wirtes zur Schidigung des Epithels (Johnson et al., 2000).
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P-Fimbrien werden durch das chromosomal lokalisierte und insgesamt 11 Gene
umfassende pap-Gencluster (papA-papK) kodiert (Hacker, 1992).
Die Expression von P-Fimbrien erfolgt in weitaus weniger E. coli-Isolaten als die der

Typ 1- Fimbrien (Van den Bosch et al., 1993).

S- und F1C-Fimbrien

Diese beiden Fimbrientypen gehoren zur S-Fimbrien-Superfamilie (Khan et al., 2000).
S-Fimbrien vermitteln eine Mannose-resistente Himagglutination (MRHA) bei E. coli-
Stimmen, die keine P-Fimbrien exprimieren. Die Rezeptorstrukturen sind terminale
Sialyl-Galaktosid-Reste und kommen im menschlichen Kérper auf den Epithelien von
Glomeruli und sédmtlichen Abschnitten des Tubulus, im Bindegewebe der Niere und auf
den Endothelien von vielen Gefdlen, nicht nur im Urogenitaltrakt, vor. Es besteht eine
Assoziation zwischen der Expression der S-Fimbrien und einzelnen Serotypen
(Johnson , 1991).

S-Fimbrien-exprimierende Stimme konnen Harnwegsinfekte verursachen. Sie sind aber
héiufiger als Erreger bei Meningitiden und bakteridmischen und septischen Zustéinden zu
finden (Johnson, 1991). Thre Rolle als Erreger von ZNS-Infektionen wird durch die
Entdeckung plausibel, dass sie auch an Glykolipide im Gehirn adhérieren konnen
(Prasadarao et al., 1993).

F1C-Fimbrien verursachen keine Himagglutination. Die Rezeptorstruktur wurde
kiirzlich beschrieben und ist die Disaccharidsequenz Gal-NAc-3-(1-4)-Gal-8 in
Gangliotriaosyl-Ceramid (Khan et al., 2000). Uber diese wird eine Bindung von
Bakterien an Zellen im proximalen Tubulus, von Blutgefilen und der Muskulatur der
Harnblase ermoglicht (Virkola et al., 1988). Dieser Fimbrientyp findet sich in ca. 14 %
aller E. coli-Isolaten bei Harnwegsinfekten (Pere et al., 1985).

Curli

Curli sind diinne, filamentose Strukturen, welche an der Zelloberfliche von E. coli
Stimmen und Salmonella subsp. zu finden sind. Die Untereinheit (CsgA) bindet an
extrazellulire Matrix und Serumproteine, wie Laminin, Fibronektin, Plasminogen und

Plasminogen aktivierende Proteine. Durch diese Fahigkeit sind sie auch in der Lage, an
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die Proteinstrukturen des ,,major histocompatibility complex* class I und II zu binden
(Olsen et al., 1998). Das Operon setzt sich aus den Genen cSgAB und csgDEFG
zusammen. CsgD dient als Transkriptionsaktivator des csgBAC Operons. Die CSQEFG
Gene kodieren fiir Proteine, die wahrscheinlich fiir die Zusammenlagerung der CsgA-
Untereinheiten verantwortlich sind. Die Beteiligung des ¢sgC Gens an der Produktion
von Curli wird vermutet. Auch das crl Gen tragt zur Entstehung der Curlis bei, wobei
die Transkription durch das CsgD Protein reguliert wird. Einige E. coli Stimme, wie
z.B. die K-12 Stdmme, besitzen das csgD Gen nicht und exprimieren somit keine Curli

(Miihldorfer und Hacker, 1994; Miihldorfer et al, 2001).

1.3.3. Nicht-Fimbrien Adhasine

In diese Gruppe werden alle Strukturen mit adhésiven Eigenschaften eingeteilt, die nicht
an Fimbrien gebunden sind. Sie vermitteln unter anderem die Bindung an die
extrazellulire Matrix bei Infektionen im Gewebe und bei Verletzungen (Finlay und
Cossart 1997). Bei E. coli sind vor allem AfaD und AfaE von Bedeutung. Jouve und
seine Mitarbeiter demonstrierten, dass die Interaktion zwischen E. coli, die
entsprechende afa-Gencluster tragen, und HeLa-Zellen von AfaD- und AfaE-Proteinen
vermittelt wird (Jouve et al. 1997).

Die Afa-Adhésine werden von vielen diarrhoegenen und uropathogenen E.coli gebildet.
Trotzdem sie als Nicht-Fimbrien-Adhisine bezeichnet werden, besitzen sie eine feine
fibrillare Struktur, welche schwer zu erkennen ist (Keller et al. 2002).
Adhisineigenschaften pathogener E. coli konnen ebenfalls Proteine besitzen, die in die
duflere Membran integriert sind, zum Beispiel Intimin der EPEC und EHEC, oder
andere Nicht-Fimbrien-Proteine. Manche Strukturen dienen als Trigger fiir eine weitere
Signaltransduktion, welche innerhalb der Zelle zu Rearrangements und schlielich zur
Zerstorung fithren konnen. Hier sind zum Beispiel die Vertreter der Dr-Familie zu
nennen, die von DAEC und UPEC expremiert werden. Sie binden an den decay-
acceleration-factor (DAF oder CD55), was wiederum zu einer Aktivierung der PI-3-
Kinasen (anti-Apoptose) und Genexpression des MHCI-Komplexes fiihrt. Bisher sind
10 Adhésine der Dr-Familie beschrieben wurden (Tieng et al., 2002).
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1.3.4. Eisenaufnahmesysteme

Allen mikrobiellen Erregern, einschlieBlich uropathogener Bakterien, ist die
Notwendigkeit der Aufnahme von Eisen aus ihrer Umwelt gemein. Die geringe
Konzentration an frei verfiigharem Eisen in den Korperfliissigkeiten der Wirte (10”
mol/l), deckt bei weitem nicht den Bedarf (10 mol/l) fiir ein effektives Wachstum der
Bakterien (Chippertfield und Ratledge, 2000). Infolgedessen haben pathogene Bakterien
zwei Systeme entwickelt, mit deren Hilfe sie effektiv mit dem Wirtsorganismus um das
lebensnotwendige Element Eisen konkurrieren kénnen.

Uber die Expression von Rezeptoren konnen Eisenkomplexe, wie Transferrin,
Lactoferrin und Hamoglobin als Eisenquelle des Wirtes genutzt werden (Hanson et al.,
1992). Auch die Synthese und Sezernierung von eisenbindenden Chelatoren wird zur
Deckung des Eisenbedarfes genutzt. Diese als Siderophore bezeichneten Verbindungen
lassen sich in zwei Gruppen unterteilen, die Katechole (z.B. Enterobaktin) und
Hydroxamate (z.B. Aerobactin). Diese Siderophore sind in der Lage, Eisen aus
bestehenden Komplexen im Wirtsorganismus zu ldsen und fiir den eigenen Bedarf zu
nutzen (Bagg und Neilands, 1987; Ratledge und Dover, 2000).

E. coli-Bakterien sind in der Lage ein Hdminaufnahmesystem (Chu) sowie mehrere
verschiedene Eisenaufnahmesysteme, wie z.B. das Fec-(Citrat) System (kodiert von
fecA), Salmochelin (kodiert von iroN-B), Aerobaktin (kodiert von iucA-D), Enterochelin
(kodiert von entA-D) und Yersiniabaktin (kodiert von der ,,high pathogenicity island®,
HPI) zu bilden. Dabei wird unter anderem Aerobaktin von den extratestinalpathogenen
Keimen produziert. Diese Eigenschaft sichert beispielsweise UPECs oder Sepsis
verursachenden Stimmen, auch in extrem eisenarmen Medien, wie Serum wachsen zu
konnen (Neilands, 1992). Aerobactin wird von den uropathogenen E. coli als
Eisenaufnahmesystem genutzt. Die Kodierung erfolgt iiber ein Operon, das aus 5 Genen
besteht. Fiir die Synthese von Aerobaktin sind vier der fiinf Gene (iron uptake chelator
= iucA, iucB, iucC und iucD) verantwortlich. Dariiber hinaus kodiert das iutA-Gen fiir
einen Membranrezeptor der d&uleren Membran, an den die entsprechenden Aerobactin-
Eisen-Komplexe binden (Janssen, 2002; Ewers et al., 2003). Das Operon liegt auf
einem ca. 80 kb groflen Plasmid, dem Colicin-V-Plasmid (ColV-Plasmid), kann

allerdings auch chromosomal auf einer Pathogenitdtsinsel lokalisiert sein. Nach der
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Aufnahme wird das Eisen der Bakterienzelle eingebaut (Waters and Crosa 1991; Ewers

et al., 2003; Tivendale et al., 2004).

1.3.5. Toxine

Pathogene E. coli sind in der Lage, verschiedene Toxine zu bilden:

o-Hamolysin:

Alpha-Héamolysin (a-Hly) ist ein wichtiger Pathogenitatsfaktor uropathogener E. coli. a-
Hly kann neben einer direkten Zelllyse auch eine Reihe von sekundiren Zellreaktionen
auslosen. Das a-Hamolysin gehdrt zu der Rtx ,repeats in toxin“ —Toxinfamilie.

Das a-Hamolysin-Gencluster (hlyCABD) ist zu etwa 95 % Bestandteil des
Bakterienchromosoms und in diesen Féllen innerhalb von PAIs lokalisiert. Die
restlichen 5 % der hlyCABD- Determinanten sind bei E. coli auf Plasmiden lokalisiert.
Das hly-Gencluster ist haufig in der Ndhe eines P-Fimbriengenclusters zu finden und
kann durch Deletion eliminiert werden (Miihldorfer und Hacker, 1994). Die zwei hly-
Gencluster des UPEC-Stammes 536 liegen zum Beispiel auf den Pathogenitétsinseln
PAI Is36 und Ils36.

Das hly-Gencluster kodiert fiir vier Proteine: dem eigentlichen Toxin HlyA, welches das
HlyC-Protein fiir seine Aktivierung benétigt. HlyC iibertrdgt Fettsdurereste auf eine
bestimmte Acylierungsstelle des HlyA-Molekiils (Braun et al., 1993; Ludwig et al.,
1996). Die Proteine HlyB (ABC-Transporter) und HlyD (ein ,,membrane fusion
protein®) sind fiir den Transport von HlyA durch die Cytoplasma- und duflere Membran
verantwortlich (Miihldorfer et al., 2001). Beteiligt ist hierbei zusitzlich das &uBere
Membranprotein TolC (Koronakis und Hughes, 1996).

Das HIlyA-Protein verursacht Transmembranporen in der Zytoplasmamembran
eukaryotischer Zellen und macht die doppelschichtige Lipidmembran durchlédssig
(Braun et al., 1993; Menestrina et al.; 1994).

Eine Doméne am C-Terminus von HlyA wird fiir die Ca®" Bindung und die Interaktion
mit der eukaryotischen Membran benétigt (Dobereiner et al., 1996).

Die Bezeichnung des alpha-Hamolysins bezieht sich hauptsdchlich auf die Lyse von

Erythrozyten, aber auch anderen Zellen wie zum Beispiel Epithelzellen und Leukozyten

- 14 -



1. Finleitung

(Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten) werden lysiert. Letztere reagieren sogar sehr
empfindlich auf die Anwesenheit niedriger Konzentrationen des Toxins, was iiber die
Zellaktivierung zur Ausschiittung von inflammatorischen Mediatoren, wie
Leukotrienen, Histamin und Serotonin fiihrt. Humane Monozyten reagieren auf
nanomolare Konzentrationen mit einem Verlust ihres ATP-Speichers und der damit
verbundenen Lebensfihigkeit. Daneben wird die Ausschiittung von IL-1b, IL-6 und
Tumornekrosefaktor alpha (TNF a) inhibiert (Konig et al., 1994).

Zvytotoxisch-nekrotisierender Faktor 1 (CNF-1)

Einige UPEC sind in der Lage neben dem o-Hdmolysin auch den zytotoxisch-
nekrotisierenden Faktor 1 (CNF-1) zu bilden.

CNF-1 zeigt in Zellkulturen einen typischen zytopathischen Effekt (Caprioli et al.,
1983).

CNF-1-positive Stimme werden mit groler Haufigkeit unter uropathogenen Stimmen
und unter Bakteridmiekeimen aus Menschen und Tieren nachgewiesen. CNF-1 tritt
dabei eng assoziiert mit a-Hdmolysin auf. Die CNF-1-positiven Stimme wirken
praktisch immer hdmolysierend. Unter allen hdmolysierenden Stimmen dagegen sind
60-70% CNF-1 positiv (Hilali et al., 2000). Das cnfl-Gen liegt hdufig mit hly- und pap-
Determinanten assoziiert auf dem Chromosom.

CNF-1 induziert tiber die Aktivierung des G-Proteins ,,Rho* die Bildung von Aktin-
Streffasern (actin stress fibers), vermindert die Transmigrationsfahigkeit von
polymorphkernigen Zellen durch intestinale Zellkulturen und fiihrt zum Verlust an
Mikrovilli. Das 21-kDa Rho-Protein wird hierbei posttranslational modifiziert, indem
eine Deamidierung am GIn63 des Rho-Proteins und weiterer Actin-regulierender kleiner
GTPasen wie Rac (Lammelipodien) und Cdc42 (Filopodien), stattfindet (Horiguchi,,
2001). Das gebundene GTP kann nicht mehr gespalten werden, was zu einer
Daueraktivierung der GTPase fiihrt, die an der Regulation der mikrofilamentiren
Stressfasern beteiligt ist (Fiorentini et al., 1997; Schmidt et al., 1997).

CNF-1 besteht aus drei Doménen. Die N-terminale Doméne dient als Ligand und bindet
mit hoher Affinitidt an einen Zellrezeptor. Die mittlere Domine vermittelt iiber zwei
hydrophobe Helices die Aufnahme des Toxins durch Endozytose in die Zelle. Das C-

terminale Ende ist verantwortlich fiir die eigentliche Toxinwirkung. Es verhindert durch
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Modifikation des Proteins die Hydrolyse von GTP und verursacht die Daueraktivierung
der GTPase (Boquet, 2001). CNF sowie auch DNT sind beteiligt als Trigger fiir die
G1/S-Transition wihrend des Zellzyklus und der DNA-Replikation in verschiedenen
Mammalierzellen, wie Swiss 3T3 Fibroblasten und MC3T3-E1 Osteoblasten. Diese
Beeinflussung des Zellzyklus durch CNF und DNT inhibiert die Zelldifferenzierung
(Horiguchi, Nakai and Kume, 1991). Weitere Untersuchungen zeigen, dass CNF einen
antiapoptotischen Effekt durch eine Anregung zur Proteinexpression der Bcl-2-Familie
hat (Fiorentini et al, 1998). Die Rho-GTPasen regulieren ferner die Expression des
Cyclins D1, das wiederum die CDK Inhibitoren p27 Kipl und p21 CIP1 und damit den
Zellzyklusarrest bzw. Seneszenz auslosen kann (Coleman et al., 2004).

Mills und Mitarbeiter beschrieben im Jahre 2000 die dermonekrotische Wirkung von
CNF-1. AuBlerdem steigert CNF-1 den ,,oxidative burst* in Phagozyten, hemmt aber
gleichzeitig die Phagozytose der Bakterien durch eben diese Zellen (Hofman et al.,
2000).

1.3.6. Kapseln

Kapseln sind ein bedeutendes Merkmal aller uropathogenen E. coli. Sie bestehen aus
extrazelluldren Polysacchariden, die nicht Bestandteil der d&uBBeren Membran sind. Fiir
E. coli sind gegenwirtig mehr als 100 Varianten der Kapselpolysaccharide bekannt,
welche in 2 Gruppen (I und II) unterschieden werden. Die Gruppe II wird zusétzlich
noch in Subgruppen II und III weiter unterteilt.

Man differenziert die Kapseltypen nach ihrer biochemischen Zusammensetzung und der
Organisation ihrer Gencluster (Russo et al., 1998; Ewers et al., 2003). Die chromosomal
lokalisierten Gruppe I-Kapselgencluster liegen in der Nédhe der his-Gene, die der
Gruppe II-Kapseln hingegen nahe der ser-Gene. UPEC produzieren vor allem Kapseln
des Types K1, K2, K5, K6, K12, K13, K29 und K51 (Johnson, 1991; Jann und Jann,
1992).

Kapseln erhohen die Virulenz der Bakterien, indem sie mittels Antigen-Mimikry, also
dem Nachahmen der wirtsdhnlichen Struktur, einer gezielten Immunantwort entgehen.
Des Weiteren sind in manchen Fillen Kapseln an der Serumresistenz beteiligt, da eine

Opsonierung der Bakterienzelle nicht stattfindet (Miihldorfer et al., 2001).
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UPEC produzieren hauptsichlich Kapseln der Gruppe II. Diese haben folgende
Eigenschaften: sie sind diinn, sauer, anionisch, thermostabil und bilden -eine
unregelméfige Oberflache (Johnson, 1991).

Die Kl1-Kapsel wird in 80 % der untersuchten Fille bei durch E. coli induzierter
Neugeborenen-Meningitis gefunden. Auch bei der Mehrheit an Sepsis oder akuter
Pyelonephritis erkrankter Kinder wurden K1-Kapseln nachgewiesen (Robbins et al.,
1974). Héufig werden Kapseln nur in bestimmter Assoziation mit anderen
Pathogenititsfaktoren exprimiert, wie z.B. die K1-Kapsel mit Antigenen der O-Gruppe
Ol1, 02, O18 und P-Fimbrien. Die K5-Kapsel wurde auch zusammen mit dem o-
Héamolysin nachgewiesen (Johnson, 1991).

Der Kapseltyp K1 soll im Folgenden als modellhaftes Beispiel beschrieben werden: Die
K1-Kapsel besteht aus einer Wiederfolge von a-2,8 verkniipften Sialinsdureresten (N-
Acetyl-Neuraminsdure = NeuNAc). Thre reduzierten Enden sind iiber Esterbriicken mit
Phosphorsduremolekiilen verbunden. Sie dienen dem Molekiil als Membrananker und
machen die Oberfliche negativ. Die Komplementaktivierung kann somit verhindert
werden. Der Aufbau der K1-Kapsel dhnelt dem der Polysialinsdure. Sie ist Bestandteil
des neuronalen Zelladhdsionsmolekiils (N-CAM) in der embryonalen Entwicklung von
Wirbeltieren. Die Vermutung liegt nahe, dass diese Ahnlichkeit fiir geringe Immunitt
verantwortlich ist (Jann und Jann, 1992; Miihldorfer et al., 2001).

Die Synthese und Expression der K1-Kapsel wird durch das 17-kb grofle kps-Gencluster
kodiert. Die Unterteilung erfolgt nach der Funktion in 3 Regionen. Region 1 besteht aus
sechs Genen (kpsFEDUCS). Zusammen mit der Region 3 (kpsMT) wird der Transport
der Sialinsduremolekiile vom Cytoplasma zur duBleren Membran ermdglicht (Russo et
al., 1998). Diese Region ist fiir alle Gruppe II-Kapseldeterminanten konserviert auf dem
Chromosom. Die Gene der Region 2 kodieren fiir die Zuckerzusammensetzung und sind
Kapseltyp-spezifisch (Annunziato et al.; 1995; Daines et al., 2000).

Pourbakhsh et al. (1997a) konnten zeigen, dass drei APEC-Stimme, die das Kl-
Kapselantigen exprimierten, deutlich resistenter gegen den bakteriziden Effekt des
Serums (Komplement) waren als APEC-Stimme, die verschiedene andere K-
Kapselantigene aufwiesen. Eine K1 Kapsel-negative Mutante wurde sensitiv gegen die
bakterizide Wirkung des Komplements und verlor ihre Pathogenitét in verschiedenen

experimentellen Infektions-Tiermodellen. In spéteren Arbeiten wurde nachgewiesen,

-17 -



1. Finleitung

dass eine spontane Kl-Mutante des APEC-Stammes MT78 ein vermindertes
Kolonisationspotential im Hiihner-Infektionsmodell aufwies. Im Hiihnerserum konnte
die K1-Kapsel als Ursache fiir eine erhohte Resistenz gegen dessen bakteriziden Effekt
und Phagozytose nach Opsonisierung mit Komplementfaktor festgestellt werden

(Mellata et al., 2003a; Mellata et al., 2003b).

1.3.7. Lipopolysaccharide

Lipopolysaccharide sind ein charakteristischer Bestandteil der dufleren Membran Gram-
negativer Bakterien und setzen sich aus der Lipid A-Komponente, dem Kern-
Polysaccharid und der O-spezifischen Polysaccharidseitenkette zusammen (Raetz und
Whitfield, 2002). Das rfa-Gencluster kodiert fiir Enzyme, die fiir die Synthese des
Kernpolysaccharides verantwortlich sind. Die rfb-Gene hingegen sind zustindig fiir die
Enzyme, die zur Bildung der O-spezifischen Seitenketten bzw. ,repeating units®, aus
denen die O-spezifischen Seitenketten zusammengesetzt sind, fithren. Die Kontrolle der
Genexpression erfolgt iiber die rfc-Gene (Miihldorfer et al., 2001). Das Lipid A
verankert das LPS-Molekiill durch hydrophobe und -elektrostatisch-ionogene
Wechselwirkungen in der Phospholipid-doppelschicht der d&uleren Membran. Die damit
entstehenden chemischen Barrieren bieten hierdurch einen gewissen Schutz vor dufleren
Einfliissen. So konnen z.B. einige Detergentien, Antibiotika, Gallensalze oder Lysozym
nicht eindringen. Wihrend der Zelllyse von Bakterien werden Lipopolysaccharide
freigesetzt. Das Lipid A erweist sich dabei in isolierter Form als &ulerst toxisch. Es
wird deshalb auch als Endotoxin von E. coli bezeichnet (Rietschel und Westphal, 1999).
Das Lipid A von E. coli ist dem der meisten Gram-negativen Bakterien sehr dhnlich.
Dem Lipid A folgt das aus fiinf basalen Zuckern bestehende Kern-Polysaccharid, das in
innere (die Lipid A-proximale-) und &uBlere Region (die Lipid A-distale Region)
unterteilt ist. Die innere Kernregion ist konserviert und bei allen Enterobacteriaceae,
wie Salmonellen und E. coli nahezu identisch. Sie besteht aus 2-Keto-3-desoxy-
Octonsdure (KDO), Heptosen und Ethanolamin (Vaara, 1999; Ewers et al., 2003). Die
duBere Kernregion hingegen ist variabel und liegt in den Formen R1, R2, R3, R4 und K-
12 vor. Sie wird charakterisiert durch die Komponenten Glukose, Galaktose und N-
Acetylderivaten dieser Verbindungen. Die Variabilitdt ergibt sich aus der Anzahl

Komponenten und der Art ihrer Verkniipfung. Die R1-Form wird hauptsiachlich bei
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extraintestinalen E. coli-Isolaten gefunden, die R3-Form vorrangig bei intestinalen E.
coli-Stammen (Currie und Poxton, 1999). Die RI-Form kommt in der &dufleren
Kernregion bei E. coli am hdufigsten vor, gefolgt von den Formen R2, R3, R4 und K-12
(Amor et al, 2000). Die sich der distalen Lipid A-Region anschlieBenden
Oligopolysaccharidketten unterliegen in ihrer Struktur und Zusammensetzung ebenfalls
starken Variationen. Sie werden als O-spezifische Seitenkette oder O-Antigen
bezeichnet und sind ausschlaggebend fiir die strukturelle Vielfalt der verschiedenen
Serotypen und letztlich die groBe Biodiversitdit des LPS-Molekiils. AuBerdem
interagieren sie mit ihrer Umgebung sowie dem Immunsystem des Wirtsorganismus
(Ewers et al., 2003). Die duBere Kernregion besteht bei E. coli aus 10 bis 18 sich
wiederholenden Einheiten (engl.: repeating unit), die aus Polysacchariden mit
moglichen Modifikationen, z.B. O-Acetylierung und Einbau von Sialinsdure oder
Aminosduren aufgebaut sind. Inzwischen sind fiir E. coli 181 verschiedene O-Antigene
bekannt (E. coli-Serotypen), die auch bei Bakterien verschiedener Spezies identisch sein
konnen, z.B. Salmonella O34 und E. coli O157 (@rskov et al., 1984, Rice et al., 1992,
Shimada et al., 1992, Scheutzet al., 2004, Khan et al., 2003).

Die unterschiedliche Linge der O-Seitenketten konnen die Bakterien als raue (rough)
oder glatte (smooth) Kolonien wachsen lassen. Raue Kolonien haben die Fihigkeit
verloren, lange O-spezifische Seitenketten oder Teile des Kernpolysaccharides zu
synthetisieren. Sie werden als so genannte Verlust-Mutanten angesprochen, da sie nicht
in der Lage sind, in den Abwehrmechanismus des Komplementsystems einzugreifen.
Sie sind serumsensitiv (Heinrichs et al., 1998). Glatte Formen weisen langkettige O-
Seitenketten auf und sind hingegen grundsitzlich serumresistent. Sie wirken iiber die
Hemmung der Aktivierung von Komplement im Komplementsystem und inhibieren
gleichzeitig die Rezeptor-vermittelte Phagozytose durch Makrophagen, durch die
Ausschiittung von Zytokinen wie IL-1 und IL-6 und TNFa (Ewers et al., 2003).

Das LPS von E. coli und anderer Gram-negativer Bakterien bindet an den Toll-like
Rezeptor 4 (TLR4). Die auf diese Weise ausgeloste Zytokinkaskade ist Ursache fiir den
septischen Schock, der mit hoher Wahrscheinlichkeit lethal verlaufen kann. Endotoxin
als ein lokaler Mediator induziert eine Reihe verschiedener pathophysiologischer
Immunreaktionen, die abhdngig von der Dosis sind und Auswirkungen zeigen, die von

der Aktivierung akuter-Phase-Proteine bis hin zu einem septischen Schock reichen
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(Lohuis, 1988). Viele Studien bestitigten die Annahme, dass pathogene E. coli
infizierter Brustdriisen oft assoziiert mit LPS-Wirkung sind. Dabei scheint LPS eine
Schliisselfunktion in der Pathogenese der Mastitis zu spielen (Caroll et al., 1964).

Die Infektion durch extraintestinal pathogene E. coli auBerhalb des Darmes ist aufgrund
des Spektrums an verschiedenen Pathogenitdtsfaktoren und der Variabilitit an
genetischer Neukombination moglich. Somit kann sich eine harmlose Infektion des
Gastrointestinaltrakts zu einer schwerwiegenden akuten Mastitis entwickeln, ausgelost

durch urspriinglich aus dem Darm stammende E. coli.

1.3.8. Coliforme Mastitis bei Rindern

Tierhaltungsfaktoren (management factors)

Die Immunabwehr einer weiblichen Kuh wird in der spéteren Tragezeit durch
Tierhaltungsfaktoren (management factors) beeinflussen. Die Produktion von Milch
schwicht das Immunsystem der Kiithe und flihrt zu einer verminderten Abwehr und
Stresstoleranz. Hochproduzierende Kiihe zeigen deutlich hohere Sensitivitit gegeniiber
coliformen Infektionen. Die regelmiflige Kontrolle von Milch, besonders in Europa,
ergab, dass es womdglich einen Schutz des Euters vor pathogenen Erregern durch
»somatic cell count” (SCC) gibt (Suriyasatharpon, Heuer, Noordhuizen-Stassen and
Schukken, 2000). Diese Ergebnisse werden durch epidemiologische Untersuchungen
und noch relativ wenige experimentelle Daten gestiitzt (Shuster, Lee and Kehrli, 1996).
Die Untersuchungen zeigen die Tendenz, dass Milch mit wenig enthaltenem SCC eine
Privention der Kiihe vor einer Infektion durch pathogene Erreger darstellt

(Suriyasatharpon et al., 2000).

Immunabwehr der Rinder (cow factors)

Alle bisherigen Untersuchungen deuten darauf hin, dass die Schwere einer mdglichen
coliformen Mastitis bei Rindern, insbesondere der klinische Verlauf und das Ergebnis
der Infektion hauptsdchlich vom jeweiligen Status des Immunsystems der infizierten
Milchkuh abhingt. Damit ergibt sich ein komplexer Zusammenhang, in dem das Alter,

der futterabhingige Energiestatus, die Bildung von pro- und anti-inflammatorischen
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endogenen Faktoren und die Aktivierung der Immunzellen eine entscheidende Rolle
spielen. Insbesondere die letztgenannten Faktoren, die Entziindungsreaktion und
Reaktion der professionellen phagozytiren Immunzellen als unspezifische Abwehr
unterliegen einer konstitutiven Balance mit dem Wachstum pathogener E. coli und
deren Produktion von Virulenzfaktoren (Suriyasatharpon et al., 2000; Paape, et al.,
1996, Kehrli, Harp, 2001; Sordillo, Streicher, 2002)

Die Féhigkeit neutrophiler Granulozyten pathogene Erreger zu vernichten, ist der
kritische Schritt in der Abwehrreaktion gegen E. coli und entscheidend fiir die
Beseitigung der Infektion (Autosterilisation). Seit 1990 wurden Untersuchungen zum
Mechanismus der neutrophilen Abwehr bei akuter Mastitis von Milchkiihen
verdffentlicht (Burvenich et al., 1994, 1995, 1999, Paape et al., 1991, 2000). Besonders
klare Ergebnisse ergaben sich bei der Analyse des Immunmechanismus der Brustdriise.
Neutrophile Granulozyten sind die wichtigsten Abwehrzellen zum Schutz des
Kuheuters im Falle einer Mastitis. Dabei wandern die Neutrophilen in das Lumen des
Euters, wodurch eine effektive Abwehrreaktion stattfinden kann. Offenbar ist wichtig,
dass die pathogenen E. coli und von ihnen produzierte Toxine eine minimale
Gewebezerstorung verursachen. Erst diese filhrt zu einer voll ausgeprigten
Abwehrreaktion. Insbesondere hdngt die endgiiltigen Beseitigung der Erreger und damit
das Ergebnis der Infektion von der Beteiligung der Makrophagen ab, welche die

Neutrophilen im Fortschreiten der Abwehrreaktion ersetzen (Paape et al., 2002).
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1.4. Aufgabenstellung

Ziel der hier vorgestellten Arbeit ist es, eine molekulare epidemiologische Analyse an
E. coli-Staimmen vorzunehmen, die von Fillen akuter klinischer oder chronischer
Mastitis bei Milchkiihen gewonnen wurden. Es sollen insgesamt 42 Virulenzfaktoren in
222 Isolaten gepriift werden. Mit Hilfe der Multiplex-PCR sollte eine Aussage dariiber
getroffen werden, ob die Stimme die entsprechenden Virulenzfaktor-Gene in ihrem
Genom integriert haben. Die in dieser Arbeit vorgesehene molekulare Analyse zielte
darauf, zunidchst eine qualitative Aussage iiber das pathogene Potential auf der
genetischen Ebene des Erregers E. coli zu treffen. Die Bestimmung der im Genom der
Erreger vorhandenen Virulenzfaktor-Gene wiirde bei Vorliegen einer groflen Zahl von
Mastitis-assoziierten Isolaten dariiber hinaus eine quantitative Aussage erlauben. Es
wird davon ausgegangen, dass in vielen Stdmmen vorkommende Gene, die
Virulenzfaktoren kodieren, eine Funktion im pathogenen Mechanismus der Mastitis
haben. Im Gegensatz dazu wird angenommen, dass nicht oder nur in einer geringen
Zahl der Stimme vorkommende Virulenzfaktoren wahrscheinlich in der Auspragung
der Infektion keine oder eine untergeordnete Rolle spielen. Der in dieser Arbeit
vorgenommene methodische Ansatz soll also im Falle einer positiven Korrelation E.
coli-Pathogenitétsfaktoren vs. Rindermastitis einen Ansatz dafiir liefern, spezifische
Faktoren zu identifizieren. Die alleinige durchschnittliche Auswertung des
Vorkommens der einzelnen Virulenzfaktoren liefert nur relativ unsichere Indizien fiir
thre Funktion. Deshalb sollen in dieser Arbeit die Frequenzen von Kombinationen
verschiedener Faktoren beriicksichtigt werden. Diese differenziertere Auswertung soll
ermoglichen, die Sicherheit der Ergebnisse zu erhdhen. Erreicht werden soll dieses Ziel
insbesondere durch die quantitative Auswertung des Vorkommens von Einzelfaktoren
bzw. Kombinationen von wenigen Faktoren. Dieses Verfahren sollte die
Wahrscheinlichkeit  deutlich erhdhen, funktionell —wichtige Virulenzfaktoren
herauszufinden. Insbesondere wéren Aussagen moglich, ob =z B. eine
,Orundausstattung™ von Faktoren ausreichend ist, um eine Mastitis bei Milchkiihen
auszulosen oder ob in der Regel mehrere Faktoren zusammenwirken miissen.

Auch dieser erweiterte Ansatz liefert nur verbesserte Korrelationen, die eine molekulare
Untersuchung der Rolle der einzelnen Faktoren im Pathogenititsmechanismus nicht

ersetzen kann. Aus der genetischen Analyse sind Schliisse auf die tatsdchliche
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quantitative Expression der untersuchten Pathogenitétsfaktoren unter den Bedingungen
des Erregerwachstums in Brustdriisengewebe der Milchkiihe nicht moglich. Sie wiirden
aufwendige histologische und Serum-Analysen erfordern, die systematisch {iber den
gesamten Zeitraum einer Mastitisepisode vorgenommen werden miissten und auch die
Wirtsfaktoren (Abwehrreaktionen) einschlieBen sollten. Entscheidend fiir die Mastitis
ist mit Sicherheit die erwédhnte limitierte Gewebszerstorung und die damit verbundene
Invasivitidt der E. coli.,, d. h. neben der qualitativen und quantitativen Bildung der
Pathogenititsfaktoren ist die Lokalisation der Expression im Gewebe zu
berticksichtigen.

Trotz dieser Einschrinkungen wird davon ausgegangen, dass breit gefdacherte
molekulare epidemiologische Analysen, die dank der Multiplex-Technologie moglich
geworden sind, wertvolle Anhaltspunkte liefern konnen zur Beurteilung des
Infektionsgeschehens. Die in dieser Arbeit geplante umfangreiche Untersuchung soll
eine differenzierte genetische Auswertung gestatten, die die Zuverldssigkeit deutlich

verbessert, Mastitis-assoziierte Virulenzfaktoren bei E. coli-Erregern zu identifizieren.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien

Die bendtigten Chemikalien fiir diese Arbeit wurden von den Firmen AppliChem
(Darmstadt), Sigma-ARK (Miinchen), Roth (Karlsruhe), Merck (Haar), Difco, Oxoid
(Kansas City, Missouri, USA), Serva (Taunusstein), Invitrogen (Karlsruhe), MBI-
Fermentas (Heidelberg), New England Biolabs (Frankfurt am Main), GE Healthcare
(Freiburg), Qiagen (Hilden), Biorad (Miinchen), MWG-Biotech (Ebersberg) und
Eurobio (Les Ulis Cedex B, Paris) bezogen und gemifl den Bestimmungen der

Hersteller verwendet.

2.2. Nahr — und Selektivmedien

Lysogeny Broth (LB) Agarplatten:

10 g Pepton

5 g Hefeextrakt
5 g NaCl

16 g Agar

ad 1 1 H,Odest.

LB-Flissigmedium:

10 g Pepton aus Casein
5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

3 g Agar

ad 1 | H,O

Mac Conkey-Agarplatten:

50 g Fertigpulver (Difco)
ad 1 1H,0 dest.
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Blutagarplatten:

LB-Agarplatten

3% gewaschenes Rinderblut

Die aufgefiihrten Komponenten wurden abgewogen, durch kriftiges Schiitteln in
destilliertem Wasser geldst und danach 20 Minuten autoklaviert. Nach Abkiihlen auf ca.
50 °C wurden ggf. Blut und andere Zusétze, (s.0.) dazugemischt. Fiir die Herstellung
von Agarplatten werden ungefiahr 20 ml des Gemisches unter der sterilen Werkbank in
sterile Petrischalen gegossen und ca. 20 min getrocknet. Die nicht sofort verwendeten
Platten kdnnen begrenzte Zeit im Kiihlraum in einer Plastikverpackung gelagert werden.
LB-Fliissigmedium kann in einer sterilen Flasche aufbewahrt und bei steriler Benutzung

mehrfach wieder verwendet werden.

2.3. Bakterienstamme

Folgende E. coli Stimme wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet:

Tab. 4: verwendete Bakterienstamme

Stamm | Bezeichnung Herkuntft
1755- klin. Mastitis L. Wieler
1796
1797- klin. Mastitis L. Wieler
1852
907-1853 | klin. Mastitis L. Wieler
1854- klin. Mastitis W. Petzl
1265
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2.4. Puffer fur die verschiedenen Gelektrophoresen

TAE-Puffer fiir Agarosegelelektrophorese

50fache-Stammlosung:

242 g Tris-(hydroxyethyl)-aminoethan
57,1 ml Essigséure

100 ml 0,5-fach EDTA, pH 8

ad 11 H,O dest.

Stop-Puffer
25mg 0,25 % Bromphenolblau

25mg 0,25 % Xylencyanol
2,5g 25% Ficoll (Type 400)
ad 10 ml H,O dest.

2.5. Verwendete Primerpaare

Tab. 5: Primer der Multiplex-Polymerase-Kettenreaktion

Pool -1 | PAI RPAi f/r | 930 J96 + U5 ggacatcctgttacagcgegea
tcgccaccaatcacagecgaac
Pool -1 | papAH pap AH | 720 J96 + U5 atggcagtggtgtcttttggtg
fir cgtcccaccatacgtgcetette
Pool -1 | fimH Fim H f/r | 508 J96 + U5 tgcagaacggataagecgtgg
gcagtcacctgecctceggta
Pool -1 | kpsMT IIT | kpsMT 392 J96 tectettgetactattceeect
I f/r aggcgtatccatccctectaac
Pool -1 | papEF pap EF 336 J96 + U5 gcaacagcaacgctggttgtcatcat
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fir agagagagccactcttatacggaca
Pool -1 | ibeA ibe Af/fr | 170 us aggcaggtgtcgeecgegtac
tggtgctcecggeaaaccatge
Pool -2 | fyuA fyuA fir | 880 J96+V15+1A2 | tgattaaccccgegacgggaa
+PM9 cgcagtaggcacgatgttgta
Pool -2 | bmaE bmakE f/r | 507 PM9 atggcgctaacttgccatgcetg
agggggacatatagcececctte
Pool -2 | sfa/ sfal/ 410 J96+1A2 ctccggagaactgggtgcatcttac
focDE sfa2 cggaggagtaattacaaacctggea
Pool -2 | iutA aerJ f/fr | 300 VI15+IA2+PM | ggctggacatcatgggaactgg
9 cgtcgggaacgggtagaatcg
Pool -2 | papG papG 258 J96 ggcctgcaatggatttacctgg
Allel 111 Allel 11T ccaccaaatgaccatgccagac
fir
Pool -2 | kpsMT K1 | K1-f/ 153 VI15+1A2 tagcaaacgttctattggtgc
kpsll r catccagagataagcatgagca
Pool -3 | hlyA hly f/r 1.177 J96 aacaaggataagcactctgttctggt
accatataagcggtcattcccgtca
Pool -3 | rfc rfc f/r 788 J96 atccatcaggaggggactgga
aaccataccaaccaatgcgag
Pool -3 | nfak nfak f/r | 559 P678 gcttactgattctgggatgga
cggtggccgagtcatatgeca
Pool -3 | papG papG 461 J96 tcgtgctcaggtceggaattt
Allel 1 Allel I f/r tggcatcceccaacattateg
Pool -3 | kpsMT IT | kpsII f/r | 272 V27 gcgcatttgctgatactgttg
catccagacgataagcatgagcea
Pool -3 | papC papC f/r | 200 J96+V27 gtggcagtatgagtaatgaccgtta
atatcctttctgcagggatgcaata
Pool -4 | gafD gafD f/r | 952 PM9 tgttggaccgtctcagggcte
ctcceggaactegetgttact
Pool -4 | cvaC ColV- 680 V15 cacacacaaacgggagctgtt
Cf/ColV cttcccgeagcatagttccat
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fir
Pool -4 | cdtB cdt- 430 V27 aaatcaccaagaatcatccagtta
al/cdt- aaatctcctgcaatcatccagttta
a2 & gaaagtaaatggaatataaatgtccg
cdt-s1/ gaaaataaatggaacacacatgtccg
cdt-s2
Pool -4 | focG focGf/r | 360 J96 cagcacaggcagtggatacga
gaatgtcgectgeccattget
Pool -4 | traT traT f/r | 290 V15 ggtgtggtgcgatgagcacag
cacggttcagccatccctgag
Pool -4 | papG papG f/r | 190 P42, J96 gggatgagcgggcctttgat
Allel 1T Allel 1T cgggcccccaagtaacteg
fir
Pool-5 | papG I pGf/pG | 1.190 J96 ctgtaattacggaagtgatttctg
1r tccagaaatagctcatgtaacccg
Pool -5 | papG pGf/ 1.070 P42 ctgtaattacggaagtgatttctg
ILIIT pGr actatccggctccggataaaccat
Pool -5 | afa/draB | afa f/r 559 Us ggcagagggccggcaacaggc
C cccgtaacgegecageatcte
Pool-5 | cnfl cnfl/ 498 J96 aagatggagtttcctatgcaggag
cnf2 cattcagagtcctgccctcattatt
Pool -5 | sfaS sfaS f/r 240 J96, U8 gtggatacgacgattactgtg
ccgecagcattcectgatte
Pool -5 | kpsMT K5 | K5-f/ 159 RZ451/P42 cagtatcagcaatcgttctgta
kpsll-r catccagacgataagcatgagca

2.6. Stammbhaltung und Anzucht der Bakterien

Die Bakterienstimme wurden in einem Gemisch aus LB-Medium und 20 % Glycerin
bei -20 °C gelagert. Die Kultivierung der Bakterien erfolgt iiber Nacht in LB-
Fliissigmedium (UN-Kultur) oder auf LB-Agar-Platten bei 37 ° C.
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2.7. Phanotypische Tests

a-Hamolysetest

Rinderblut wurde mit zweimal 30 ml 0,9%-iger NaCIl-L6sung vorsichtig gemischt und
bei max. 5000 Upm 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde jeweils
abgenommen und danach auf 30 ml aufgefiillt. Das gewaschene Rinderblut wurde dem
autoklavierten und temperierten Agar hinzugefiigt, unter der sterilen Werkbank in
Agarplatten gegossen und getrocknet. Danach konnten die Bakterien streifenformig auf
die Platte aufgeimpft werden, zusammen mit der Negativkontrolle (E. coli K-12 —
Stamm MG1655) und anschlieend bei 37° C iiber Nacht bebriitet. Am néchsten Tag
wurde ein heller Himolysehof um die Bakterienstimme beobachtet, welcher durch das

Toxin a-Hamolysin gebildet wurde.

2.8. Polymerase-Kettenreaktion
Mit Hilfe der PCR konnen beliebige DNA-Fragmente spezifisch in gewiinschter Anzahl
amplifiziert werden. Durch mehrere Zyklen bestehend aus den 3 Schritten

1. Denaturierung

2. Primer-Annealing und

3. Kettenverldngerung

erfolgt die Amplifikation des gewiinschten DNA-Abschnittes.
Die Verwendung einer Multiplex-PCR erméglicht es, pro Ansatz mehrere verschiedene
DNA-Fragmente zu amplifizieren.
Die Template-DNA wurde folgendermal3len gewonnen:
Zuerst wurde der zu priifende Bakterienstamm in 500 pl HyOpigest. suspendiert und
anschlieend 10 Min. bei 100 ° C aufgekocht.
Der Reaktionsansatz wurde auf Eis, wie in der nachfolgenden Darstellung zu sehen ist,

zusammenpipettiert
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Tab. 6: Promega-Tag-Polymerasen- Reaktionsansatz

Die Amplifizierung erfolgte liber 35

Promega Taq Polymerase pl

Zyklen unter den jeweils optimalen
5x Green Go Taq Flexi Puffer 4 Bedingungen:

1. Initiale Denaturierung bei 95 ° C
10mM dNTP-Gemisch 0.4 fir 3 Minuten (Auftrennung der
25 mM MgCl, 2.4 doppelstrangigen DNA in
Primergemisch 0,5 Einzelstringe)

Template DNA 1 2. Denaturierung bei 94 °C fir 30
Go-Taq-DNA-Polymerase (5) 0.2 Sekunden (vollstindige Auftrennung
Destilliertes Wasser 11,5 der  doppelstrangigen  DNA in

Einzelstriange)

3. Annealing bei 62,5 ° C fiir 1 Minute (Hybridisierung des Primers mit der
einzelstringigen DNA, die Temperatur ist abhéngig von der Linge und GC-Gehalt der
Primer)

4. Kettenverlangerung bei 72 °C -> fiir 2,5 Minuten (die Taq-Polymerase verldangert
den Primer komplementér zur Template-DNA am 3’-OH-Ende mit dNTPs)

5. Finale Kettenverlangerung bei 72 °C fiir 5 Minuten (vollstdndige Synthese aller
DNA-Fragmente.

AnschlieBend wurde ein Teil des Ansatzes (7,5ul) mit einem Stop-Puffer versetzt und

auf ein Agarosegel aufgetragen.

Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarosegelelektrophorese

Die DNA-Fragmente konnen durch die Agarosegelektrophorese geméll ihrer
unterschiedlichen Linge aufgetrennt werden. Sie sind negativ geladen und wandern
somit von der Kathode zur Anode.

Dabei wandern die kleinen Fragmente schneller durch die Agarose als groBere.
Entstandene PCR-Produkte konnen aufgrund ihrer Laufeigenschaften nach der
Elektrophorese mittels der entsprechenden Positivkontrollen identifiziert werden.

Die Wanderungsgeschwindigkeit hdngt ebenfalls von der angelegten Feldspannung, die

hier zwischen 70 und 90 V gewdhlt wurde, ab. AuBBerdem hat die Konzentration des

-30 -



2. Material und Methoden

Agarosegels einen Einfluss auf die Laufgeschwindigkeit der PCR-Produkte. In dieser
Versuchsreihe wurde ein 2%-iges Gel verwendet.

Zur Herstellung des Agarosegels wurde Laufpuffer in einer Mikrowelle aufgekocht, bis
sich die Agarose vollstindig aufgeldst hatte. Nach dem Abkiihlen wurde das Gel in eine
Gelform gegossen und anschlieBend mit mehreren Kdmmen versehen, welche nach
vollstdndiger Erstarrung des Agarosegels wieder entfernt wurden. Das Gel wurde nun in
eine Gelelektrophoresekammer gelegt und mit TAE-Laufpuffer iiberschichtet. In die
erste und letzte Tasche wurde ein DNA-GroBenmarker gegeben, danach wurden die
jeweiligen Kontroll-PCR-Produkte am Anfang und Ende aufgetragen und anschlie3end
die Proben, die vorher mit einem Stop-Puffer versehen wurden, in die Taschen gegeben.
Die Laufzeit des Agarosegelelektrophorese betrug etwa 2 bis 3 Stunden.

Die Darstellung der DNA-Banden im Gel unter UV-Licht wird durch das Firben des
Gels in einem Ethidiumbromid-Bad (0,5ug/ml) fiir etwa 15 Minuten gestattet. Nach der
Interkalierung des EtBr in DNA-Doppelstrange konnten diese durch Fluoreszenz

detektiert und fotografisch dargestellt werden.

Isolierung chromosomaler DNA

Es wurde eine Ubernachtkultur der Bakterien hergestellt, von der am nichsten Tag 2 ml
in ein 2 ml-Eppendorfgefdl {iberfithrt und 5 Minuten bei 13000 rpm in einer
Tischzentrifuge) zentrifugiert wurden. Das sedimentierte Bakterienpellet wurd mit 1 ml
TNE-Puffer gewaschen zentrifugiert und in 540 ul TNEX-Puffer resuspendiert. Danach
wurde die Suspension mit 30 pl Lysozym (5 mg/ml, frisch eingewogen oder auch
vorher gemischt und eingefroren) versetzt und 20 bis 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wurden 30 pl Proteinase K hinzugefiigt (20 mg/ml) und die
Suspension bei 65 °C 1 bis 2 Stunden im Wasserbad inkubiert, bis die Losung lysiert
war. Zur Ausfillung der DNA wurden die Proben mit 30 pl 5 M NaCl und 1 ml 96 %-
igem eisgekiihlten Alkohol versetzt und einige Minuten geschwenkt. War der DNA-
Faden sichtbar prézipiert, konnten die Proben ca. 20 Minuten bei 13000 Upm
zentrifugiert werden. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und das DNA-
Pellet zweimal in 70 %-igen Alkohol gewaschen und danach 20 Minuten luftgetrocknet.

Anschliefend wurde die DNA in 100 ul H,O aufgenommen. Bei einer Wellenldnge von

-31 -



2. Material und Methoden

260 nm konnte die OD bestimmt und die DNA auf eine Konzentration von 0,5 pg/ul

eingestellt werden.

2.9. Southern Blot-Hybridisierung

Hybridisierung mit dem ECL-System (nicht-radioaktive Hybridisierung nach
Whitehead et al., 1983)

Der Southern Blot ist eine Methode, um bestimmte DNA-Fragmente, die mit Hilfe der
Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt wurden, auf eine Membran zu iibertragen und
dort durch Hybridisierung mit einer entsprechenden Sonde nachzuweisen. In dieser
Arbeit wurde die Methode der nicht-radioaktiven Detektion mittels Meerettich-
Peroxidase verwendet. Hierbei geht das positiv geladene Enzym Meerettich-Peroxidase
eine kovalente Bindung mit der negativ geladenen DNA ein. Diese setzt das den
Entwicklerlosungen zugegebene H»O, zu Sauerstoff und Wasser um. Der nun
freigesetzte Sauerstoff oxidiert das in der Entwicklerlosung 2 enthaltene Luminol, was
zur Aussendung eines Lichtsignals flihrt, welches dann auf einem Licht-sensitiven Film
nachgewiesen werden kann.

Zunichst wurde die DNA in einem 2 %-igen Agarosegel aufgetrennt. Durch das Féarben
mit Ethidiumbromid konnte die DNA unter UV-Licht sichtbar gemacht und fotografiert
werden.

Vor der Ubertragung auf eine Nylonmembran wurde das Gel zunichst zweimal fiir
20 Minuten in Denaturierungslosung und anschlieBend fir 20 Minuten in
Neutralisationslosung geschwenkt. Nach der Denaturierung der DNA wurde diese vom
Agarosegel auf eine Nylonmembran (Nytran® SuperCharge) iibertragen. Abbildung 1

zeigt den schematischen Autbau eines Kapillarblots.
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B Glasplatte
Fapiericher
B whatman 3MMW Papier
B Mylonmembran
Agarosegel mit Slotdffnung nach unten zeigend
B 20x S5C - Puffer

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eine Kapillarblots

Auf einer Glasplatte wurden {bereinander zwei mit 20 x SSC getrinkte
Whatmanpapiere, das Gel, die Nylonmembran, vier in 2 x SSC getrinkte
Whatmanpapiere und ein etwa 10 cm hoher Stapel Papierhandtiicher gelegt. Die unteren
Whatmanpapiere wurden dabei so zugeschnitten, dass sie iliber die Glasplatte
hinausragten und in eine mit 20 x SSC gefiillte Wanne hineinragten. Alle weiteren
Papiere sowie die Membran wurden genau der Grofle des Gels angepasst. Beim Aufbau
musste darauf geachtet werden, dass jedes Papier, das Gel und die Membran
luftblasenfrei auflagen, um eine groftmogliche Kapillarkraft zu gewéhrleisten. Diese
wurde zusitzlich durch das Auflegen eines Gewichts auf den Papierstapel erhoht. Durch
die Kapillarkraft wurde nun iiber Nacht der grofite Teil der sich im Gel befindlichen
DNA auf die Membran iibertragen.

Am néchsten Tag wurde der Aufbau vorsichtig umgedreht und abgebaut. Die Membran
wurde in 6 x SSC Puffer gewaschen und anschliefend getrocknet. Als Positivkontrolle
dienten 0,5 pl der entsprechenden Sonde, die im unteren Bereich der Membran
nachtraglich aufgebracht wurden. Um die DNA zu fixieren, wurde die Membran
zweimal fiir eine Minute bei 150 mJ in der UV-Kammer mit UV-Licht behandelt. UV-
Strahlung bewirkte die kovalente Bindung von Pyrimidinen der DNA an die Membran.

Um unspezifische Bindungsstellen abzuséttigen, wurde die Membran zunéchst fiir eine
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Stunde bei 42 °C im Hybridisierungsofen mit 25 ml ECL-Hybridisierungslosung
(ECL™ Detection Kit, Amersham/GE Healthcare) vorhybridisiert.

Zur Sondenherstellung wurden etwa 300 ng DNA benétigt. Die entsprechende Menge
an Sonden-DNA wurde bei 100 °C fiir zehn Minuten denaturiert und anschliefend zehn
Minuten auf Eis gestellt, um die Religation der beiden DNA-Einzelstringe zu
verhindern. Nacheinander wurden dann 10 pl ,labeling reagent® und 10 pl
Glutaraldehyd (Enhanced Chemiluminescent Labeling (ECL)-System, Amersham/GE
Healthcare) zugegeben und gemischt. AnschlieBend wurde die Mischung zehn Minuten
bei 37 °C inkubiert, was zu einer kovalenten Bindung der Markierung an die DNA
fiihrte.  Nachfolgend wurde die entsprechende Sonde direkt in die
Hybridisierungslosung zur Membran zugegeben und ebenfalls bei 42 °C iiber Nacht im
Hybridisierungsofen inkubiert.

Um nicht gebundene Sonde zu entfernen, wurde die Membran am nichsten Morgen
zweimal fiir 20 Minuten bei 42 °C mit Waschldsung und zweimal fiir fiinf Minuten bei
RT mit 2 x SSC gewaschen. Die ECL™-Entwicklerlosungen wurden nach dem
Hersteller-Protokoll frisch angesetzt und direkt auf die Membran gegeben und eine
Minute unter Schwenken inkubiert. Vor dem Auflegen des Films (Hyperfilm"™ ECL) in
der Dunkelkammer, wurde die Membran luftblasenfrei in Klarsichtfolie eingeschlagen.
AnschlieBend wurde die Membran in eine Filmkassette zuerst fiir zwei Minuten und
danach nochmals 20 Minuten lang auf einen Rontgenfilm (X-OMAT, Fa. Kodak)
gelegt.
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3. Ergebnisse

3.1. Phanotypische Tests

Die Abbildung zeigt beispielhaft das Hamolyseverhalten der E. coli Mastitis-Isolate
1759, 1762, 1771, 1775, 1779, 1780, und 1781.

Abb. 2: Phanotypischer Test hlyA

3.2. Nachweis der spezifischen Virulenzfaktoren (Beschreibung der
Einzelgen-Analyse)

Mit Hilfe der Multiplex-Polymerase-Kettenreaktion wurden die genomische DNA von
E. coli-Isolaten boviner Mastitiden auf die Anwesenheit der in der Einleitung
charakterisierten Gene, die flr Virulenzfaktoren in extraintestinal-pathogenen E. coli-
Stdmmen kodieren, untersucht. Die spezifischen Bandenmuster, die mit den jeweiligen
Primerpools 1, 2, 3 und 4 nach Agarose-Gelelektrophorese erhalten wurden, erlaubten
eine eindeutige Zuordnung zur genetischen Ausstattung der E. coli-Isolate, die von
Fallen mit eindeutiger boviner Mastitis isoliert wurden. Diese Zuordnung betraf sowohl
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den positiven Nachweis, d. h. das Vorhandensein der Virulenzfaktorgene (\VF) als auch
deren Abwesenheit.

Insgesamt wurde das Vorkommen 42 Virulenz-assoziierter Gene von E. coli in 222 E.
coli-Isolate boviner Mastitiden in dieser Untersuchung verifiziert. In einem ersten
Analyseansatz wurden 198 Isolate in die Untersuchung einbezogen. Die vier
Primerpools repréasentierten zunachst 30 spezifische VF-Gene. Die stammspezifischen
Ergebnisse pro Stamm sind im Anhang aufgefihrt.

Bei der PCR-Analyse von insgesamt 222 pathogenen E. coli Isolaten ergab sich eine
sehr grolRe Spannbreite im Vorkommen innerhalb der untersuchten 30 VF Gene. Sie
reichte von 0% bei den Adhasinen tierpathogener E.coli (K88, K99, F41, 987P und F18)
sowie nfakE und afa/draBC bis zu dem deutlich dominanten 88,7% (vgl. Tab. 7) bei
dem Mannose-spezifischen Adh&sin  der Typl-Fimbrien (fimH). Einen weiteren
haufigen Virulenzfaktor stellte das Gen fiir das an der Serumresistenz-beteiligte Protein
TraT mit 43,7% dar. Bei der Analyse der Siderophor-kodierenden Gene war das
Yersiniabactin-Rezeptorgen fyuA mit 12,2% haufiger detektierbar als das Aerobactin-
Rezeptorgen iutA (6,3%). Der Vergleich zwischen den Sialosyl-spezifischen Adhésinen
ergab ein gleich hdufiges Auftreten von focG (0,4%) und sfaS (0,9%). Die Analyse der
Toxingene zeigte ein hoéhere Pravalenz fir Hamolysin hlyA (10,8%) gegeniber dem
Toxin CDT 1 cdtB (2,7%) und dem Gen fiur den cytotoxisch nekrotisierenden Faktor
CNF-1, cnfl (2,3%) (vgl. Tab. 7).

-36 -



3. Ergebnisse

PIIBWIBA pueIp|Ig UsxUl| W 1SI US[|0JJUONAIISOd UsuapalydsIa Jap 1e1uap] alg
"PlIBWIBA Bunpigqy Jap Ul puis a1ejos]-1109 3 uabijiamal Jap usswwnuwwels aig

dg 0T = vaql
dq 9g€ = 43ded
dq z6€ = 111 LINSOY

dg 805 = Hwy vaq!
dqg 0z, = Hyded _u.__mﬁwg + 111 LINSdY
dg 06 = IVd [
dOd-xa[dnin\ J«mg

uayasiyizads-T j0od
19p Ja1snwiuspueg
€ qav

) SN 96(
L ol 99 59 ¥98E9VE9T9 190965 88SvgS /5 o 5o
N0 5 05500

-37-



3. Ergebnisse

dg £GT = T LINSAY
dq

8G¢ = 111 18]V Hded
dg 00g = vani

dg 0Ty = 3Qo0y/elS
dg £0G = Jewq

dg 088 = WA}
dOd-xe|dniniy
cm_\_uw_u__NQO -¢ |00d
19p Jalshwuspueyg
v aqv

(L L1069

BT =)

DIJSWIBA puURIP|Ig USMUI| WE ISI USJJ0JIUONAIISO UBUaPaIYdsIaA Jap Jelusp| a1qg
‘PlIsWISA Bunp|igqy J8p Ul puls 81ejos|-1]09 '3 uabijiamal Jsp ulswwnuwwels siqg

.y
50/
89 1999 98E9YE9 79 19 09 65 885 V8S

{5 95 55LL6Wd S LA 961

|
) (e 3 o) G20 G

-38-



3. Ergebnisse

dqg 0oz = Dded

dg z2z = 11 LINSO
dqroy = | 1911V Dded
dg 6SS = Feyu

dggg, = op

dg 2211 = VAlY
JOd-xadnnN
usyosiyizads-g j00d Jap
Jaisnwuspuegq G ‘'qqv

"PIBWLISA pUERIP[Ig UaXUI| We 1SI U3||0JJUONAIISOd UsUBPaIUISIaA Jap 1e1nusp] a1d
‘PlIBWIBA Bunp|iqqy Jap Ul puis 81ejos|-1]09 '3 uabijiamal Jap uswwnuwwels aiq

-39-



3. Ergebnisse

PIIBWIBA pueIp|Ig UsxUul| W 1SI USJ|0JIUONAIISOd Usuapalydsia Jap 1e1uap] alg
“PlIBWIBA Bunpigqy Jap Ul puis a1ejos]-1109 3 uabijiamal Jap usswwinuwwels aig

dg 06T = 11 1911V Dded

dg 062 = Len SBLIL FBLLEBLL TRLL IBLLOBLL 6LLL BLLLLLLL SLLISLEL VELL ELLL TLLL LLLL OLEL 69LL BILL
dg 09g= 920} ST TR Ee e
dg 089 = DeAd
dg zg6 = ayeb
d0d-xa|dnniA

uayosiyizads-y [00d 4ap
Jsisnwiuspueq :9 'qgy

4 ¥ g ¥ ;
9019941 S9LL POLL EOLL E9L L TOLL L9LL D9LL 6541 BSLL BSL) £541 9641 .

DESECIEE LT O e0E

=40 -



3. Ergebnisse

dg 9GT = G LIAS
dg oz = sels

dqg 867 = Tyud

dg 0£0'T =119ded
dg 06T'T = 19ded
dod-xa|dninin
usyosiyizads-g j0od
19p Jalshwuspueg
1L qav

"DJSWIBA puRIp|Ig USXUI| W 1SI USJ|0JJUOYAIISOd UauapalydsiaA Jap Jelnuap| aig
"PlIdWIBA Bunpjigqy Jap ul puis a1ejos|-1]09 ‘3 uabijiamal Jap usswwnuwwels aig
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3.3. Quantitative Bestimmung von genetischen Virulenzfaktor-

Mustern in den Mastitis-assoziierten ExPEC

Neben der oben beschriebenen quantitativen Bestimmung des Vorkommens jedes
Einzelgens wurde in dieser Arbeit eine weitergehende differenzierte Auswertung von
Genkombinationen vorgenommen. Ziel war es, das Auftreten von Kombinationen der
42 untersuchten Virulenzfaktoren ebenfalls quantitativ zu erfassen. Im Ergebnis sollten
die Stamme bestimmten genetischen Virulenzfaktor-Mustern zugeordnet werden. Die
Einteilung erfolgte nach der Zahl der miteinander auftretenden Virulenzfaktor-Gene:

a) kein Virulenzgen nachweisbar, b) ein singuldres Virulenzgen nachweisbar, c) zwei
Virulenzgene nachweisbar, gegliedert nach der spezifischen Zweierkombination (= Zahl
der Muster), d) drei Virulenzgene nachweisbar, gegliedert nach Art und Zahl der
Dreierkombinationen, e) vier Virulenzgene nachweisbar, gegliedert nach Art und Zahl
der Viererkombinationen und schlieBlich f) 5 und mehr (bis zu 18) Virulenzgene
nachweisbar pro Genom. Auch hier wurde nach Art und quantitativen Anteil der
Kombination, d. h. des Genmusters differenziert. Diese Bestimmung der Pravalenz des
Auftretens von Mastitis-assoziierten Virulenzgenmustern bei den E. coli-Erregern sollte
erlauben, die Faktoren mit der wahrscheinlich hochsten Relevanz in der Pathogenese zu
identifizieren. Es wurde davon ausgegangen, dass die Analyse der Genmuster die
Sicherheit bei der Wichtung des Beitrags der einzelnen Faktoren deutlich erhdht und die
bereits vorgestellte Erfassung der Einzelgene verbessert. Die Bewertung dieses
Ansatzes erfolgt ausfuhrlich in der Diskussion.

Die genetischen Muster werden zur:

1. Pravalenz der in der Gesamtheit der Isolate,

2. Pravalenz in den phylogenetischen ECOR-Gruppen,

3. akut Klinischen und chronischen Mastitis-Episoden,

4. dem Vorkommen spezifisch tierpathogener Adhésine korreliert.

In den folgenden Tabellen ist die Analyse der Genmuster entsprechend diesen

Korrelationen aufgelistet.
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3.4. Haufigkeitsverteilung der Gene (Gesamtanalyse)

Das Gen fimH, welches fiir die mannosespezifische Adhasinuntereinheit der Typ 1-
Fimbrien kodiert, konnte in 197 der insgesamt 222 E. coli Isolaten detektiert werden,
was einem Gesamtanteil von 88,7% entspricht. 24 Stdmme waren laut PCR fimH-
negativ. In der Mehrzahl dieser Falle (14) konnten in den E. coli- Isolaten keine
weiteren Virulenzdeterminanten festgestellt werden. Als Ausnahmen erwiesen sich 12
fimH-negative Stdmme: 933, 1798, 1807, 1815, 1816, 1819, 1835 und 1850, in denen
das fur einen Serumresistenz-Faktor kodierende Gen traT auftrat oder im Fall des fimH-
negativen E. coli-Stammes 1265, der sich positiv fir kpsMTIIl und kpsMT K5 zeigte.
Aulerdem der Stamm 2124A, der Virulenzfaktorgene iroN, iss und F17 enthielt. Auch
die fimH-negativen Stamme 1556 und 1859 wurden fir iss und F17 positiv getestet.

Die weiteren Adhé&singene wiesen insgesamt eine geringe Anzahl positiver PCR-
Ergebnisse auf. sfaS, das flr ein Adhdsin der S-Fimbrien kodiert, zeigte nur in drei
Fallen (1,4%) positive Bandenmuster. Ebenfalls war sfa/focDE nur in zwei (0,9%)
klinischen Mastitis-1solaten nachzuweisen.

FocG, ein Adhésin der F1C-Fimbrien, stellte sich in nur einem klinischen Mastitis Isolat
dar (0,4%). Das Mannose-resistente Adhésin-kodierende Gen gafD, das fur
Glukosaminyl-spezifische G-Fimbrien kodiert, wurde mit 1,3% nachgewiesen. Ebenso
das Gen fiir M-Blutgruppen-Antigen spezifische M-Fimbrien bmaE (1,3%).
F17-Fimbrien, ein Adhé&sin der F17-Fimbrienfamilie konnte 14-mal (6,3%) detektiert
werden.

Die nichtfimbrien Adhasin 1-Determinante nfak stellte sich in den Multiplex-PCRs
nicht dar.

Das zweithdufigste Vorkommen in der Gesamtzahl der klinischen Mastitisisolate zeigte
das Serum-Resistenzgen traT, welches sich in 97 Stdmmen (43,7%) als PCR-Signal
nachweisen lief3, davon mit 19,3% (vgl. Tab.8) in Kombination mit fimH zu finden war.
Das ebenfalls flr Serumresistenzen verantwortliche Gen iss ergab 19 (8,5%) positive
Ergebnisse im Gesamtbild. Das fiir den Siderophorrezeptor Yersiniabactin kodierende
Gen fyuA liel3 sich in 27 (12,2%) der 222 E.coli-Isolate nachweisen sowie in 14 Féllen

(6,3%) das Aerobaktinrezeptorgen iutA. Ein weitereres von E. coli genutztes
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Eisenaufnahmesystem, Salmochelin, was von den iroN-B Genen kodiert wird, zeigte im
Fall des Gens iroN insgesamt 12 (5,4%) positive Bandenmuster.

Das flr das Toxin a-Hamolysin kodierende Gen hlyA. wurde mit einer Prozentzahl von
insgesamt 10,8% (24) ermittelt.

Der zytotoxisch nekrotisierende Faktor 1, kodiert von cnf 1, als weiterer Vertreter der
Toxine, ergab funf (2,3%) positive Ergebnisse, die ausschlieBlich aus den akuten
Mastitis-Stdmmen hervorgingen.

Das zytolethal-distendierende Toxin cdtB, das fir das Toxin CDT 1 kodiert, war in
sechs Isolaten (2,7%) vertreten. Vier (2,3%) positive PCR-Ergebnisse zeigten das fur
die Serogruppe O4-LPS-Synthese kodierende rfc-Gen.

Das fur die Invasion ins Hirnendothel verantwortliche Gen ibeA zeigte nur in sechs
Fallen (2,7%) eine positive Signal-Bande. Ein weiteres flr Invasion verantwortliches
Gen, gimB, wurde in nur zwei Isolaten (0,9%) nachgewiesen.

Im Falle der verschiedenen pap-Pathogenitatsfaktoren konnte papAH mit acht (3,6%)
positiven E.coli-Isolaten am hdufigsten nachgewiesen werden.

Die Gene papEF und papC ergaben sieben (3,1%) positive PCR-Ergebnisse.

Die fir P-Fimbrien kodierende papG Allele waren in ihrer Haufigkeit unterschiedlich
verteilt. Das pagG Allel 111 konnte 6-mal (2,7%) nachgewiesen werden, dagegen wurden
papG Allel I und 11 nur einmal (0,4%) positiv getestet.

Die pap GlI/llI-spezifische PCR ergab 3-mal (1,4%) einen positiven Nachweis, die flr
papG | einmal (0,4%). Alle genannten Gene der verschiedenen P-
Fimbriendeterminanten konnten nur in akuten Mastitis-1solaten nachgewiesen werden.
Das fir die Kapselsynthese wichtige Gen kpsMT 11 erwies sich in 11 Fallen (4,9%) als
positives Ergebnis, dagegen konnten die Kapselgene kpsMT K5 nur 6-mal (2,7%),
kpsMT K1 und kpsMT 11 nur 2-mal (0,9%) positiv ermittelt werden. PAI, das fiir eine
Pathogenitatsinsel des uropathogenen E. coli Stammes CFTQ73 spezifische Gen steht,
wurde mit neun positiven Isolaten mit insgesamt 4,1% nachgewiesen.

Die fur weitere Adasine kodierenden Gene afa7 und afa 8 wurden in jeweils vier (1,8%)
und 5 (2,3%) Isolaten positiv ermittelt.

Das Gen pks steht fur die genomische pks-Insel der E. coli Bakterien und konnte als
Pathogenitatsfaktor 6-mal (2,7%) nachgewiesen werden.
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In der Multiplex-PCR konnten folgende Pathogenitéatsfaktoren nicht nachgewiesen
werden: nfak, afa/draBC. AuBerdem negativ waren die Gene fiir K88, K99, F41, 987P

und F18-Fimbrien der insgesamt acht untersuchten Virulenzfaktoren spezifisch flr

tierpathogene, insbesondere Kuh- und Schweine-pathogener E. coli.

Tab.7: Haufigkeitsverteilung der Gene (Gesamtanalyse)

rfc gafD | afa/dra | traT hlyA | cnfl cdtB | fyuA | iutA iroN pks
BC
Chronisch
n (%) 0 0 0 12 5 0 1 3 2 1 1
©) ©) ) (57.1) | (238) (47 [(142) (95 |47 |@47)
n (%) 4 3 0 85 19 5 5 24 12 11 5
(2,00 | (1,5 (0 427 195 |25 (@25 |@20 |60 |55 |25
Subklin.
No. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gesamt
n (%) 4 3 0 97 24 5 6 27 14 12 6
2,3) | (1,3 |(0 (43,7) | (10,8) | (2,3) | (27) | (122) | (6,3) | (54) | (2,7
iss gim F17 K88 K99 Fa1 987 F18 afa8 afa7 | fim
B P H
Chronisch
n (%) 2 1 1 0 0 0 0 0 1 1 18
(95) |47 |[47) (0) 0) 9) ©) 0) (47 | @47 | (857)
n (%) 17 1 12 0 0 0 0 0 4 3 176
(85) |(05) |(6,0) 9) ©) 9) 9) 9) (20 | (15 | (88)9)
Subklin.
No. 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
Gesamt
n (%) 19 2 14 0 0 0 0 0 5 4 197
85) | (09) |(63) () 0) () ) 0) (23) | (18 |(887)
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pap pap pap papG | papG | papG | pap pap sfa/foc | foc
AH EF C Allel | Allel | Allel | GI Gll. DE G
| Il I[: "

Chronisch

n (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
©) ©) 0) ©) ) ©) ©) ) ) ©)

n (%) 8 7 7 1 1 6 1 3 2 1
(40 | (@5 |40 05 [0 B0 |05 |(@15) (1,00 [(9)

Subklin.

No. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Gesamt

n (%) 8 7 7 1 1 6 1 3 2 1
(3,6) (3,1) (3,1) (0,4) (0,49 (2,7 (0,4) (1,4 (0,9 0,9
sfa cva kpsMT | kpsMT kpsMT | kpsMT | ibe PAI bma nfa
S C 11 Il K5 K1 A E E

Chronisch

n (%) 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0
©) ) Q) (4.7) Q) @4n [@G&n (@47 | () (9)

n (%) 3 1 2 10 6 1 5 8 3 0
(15 |(O5 |10 |50 80 |05 (25 |40 |@5 |

Subklin.

No. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Gesamt

n (%) 3 1 2 11 6 2 6 9 3 0
(14) [(O4 (09 |49 27n (09 @7 |41 [13) [(©)

Tab. 8: Virulenzfaktorverteilung der 222 E. coli Stamme

VF-Gene pro Vorhandene Virulenzgene Anzahl Pravalenz

St. positiver [%](n=222)

Stamme

Keine VF-Gene 13 (5,8)

1 singuléres fimH 74 (33,3)

VF-Gen pro traT 7 (29,3)

Stamm iSS 1 0,4)

F17 1 0,4
(83 Isolate)
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2 VF-Gene fimH, traT 43 (29,3)
pro Stamm fimH, fyuA 5 (2,2)
fimH, afa7 4 (1,8)

(69 Isolate, fimH, iss 3 (1,3)
63 fimH™) fimH, hlyA 2 0,9)
fimH, F17 2 (0,9)

fimH, afa8 2 0,9

fimH, kpsMT 11 1 0,4)

fimH, kpsMT 111 1 (0,4)

fimH, kpsMT K5 1 0,4)

fimH, cdtB 1 0,4)

fimH, iutA 1 0,4)

traT, fynA 2 0,9

fyuA, afa8 1 (0,4)

3 VF-Gene fimH, traT, hlyA 9 (4,0
pro Stamm fimH, traT, intA 4 (1,8)
fimH, traT, F17 3 (1,3)

(34 Isolate, fimH, traT, fyuA 3 (1,3)
34 fimH™) fimH, hlyA, F17 2 (0,9)
fimH, traT, rfc 2 0,9)

fimH, iroN, iss 2 0,9

fimH, traT, iss 2 0,9)

fimH, sfaS, fyuA 1 0,4)

fimH, traT, iroN 1 0,4)

fim, traT, cdtB 1 0,4)

fimH, traT, gafD 1 0,4)

fimH, fyuA, afa8 1 0,4)

fimH, int, iss 1 0,4)

fimH, fyuA, hlyA 1 0,4)

4 VVF-Gene fimH, fyuA, intA, traT 2 (0,4)
pro Stamm fimH, rfc, traT, hlyA 2 0,9
fimH, traT, iss, F17 1 (0,9

(7 Isolate, fimH, traT, fyuA, iss 1 0,4
7 fimH™) fimH, kpsMT K1, ibeA, traT 1 (0,4)
5-18 VF-Gene | 5VF-Gene 3 verschiedene je (0,4)
pro Stamm 6 VF-Gene 3 verschiedene je (0,4)
7 VF-Gene 2 verschiedene je (0,4)
(16 Isolate, 9 VF-Gene 1 0,4)
16 fimH™) 10 VF-Gene 1 0,4)
11 VF-Gene 1 0,4)

12 VF-Gene 1 0,4)

13 VF-Gene 1 (0,4)

14 VF-Gene 2 verschiedene je (0,4)

18 VF-Gene 1 (0,4)

(zus. 16 (zus. 7,2)

Isolate)
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Tab. 9: Virulenzfaktorverteilung der mit chronischer Mastitis assoziierter E. coli-

Isolate
VF-Gene pro Vorhandene Virulenzgene Anzahl Préavalenz
chron. Mastitis- positiver [%](n=21)
Stamme Stamme
Keine VF-Gene 2 (9,5
1 singuléres fimH 5 (23,8)
VF- Gen
2 VF-Gene fimH, traT 6 (28,6)
fimH, hlyA 1 (4,7
3 VF-Gene fimH, traT, hlyA 1 4,7
fimH, traT, intA 1 4,7)
fimH, fyuA, hlyA 1 (4,7)
4 VF-Gene fimH, rfc, traT, hlyA 1 4,7)
fimH, traT, fyuA, iss 1 (4,7)
6 VF-Gene fimH, traT, iroN, iss, F17, afa8 1 4,7
12 VF-Gene fimH, kpsMT 11, kpsMT K1, ibeA,
PAI, traT, hlyA, cdtB, fyuA, iutA, 1 4,7
pks, gimB

3.5. Phylogenetische Einteilung der ECOR-Gruppen

Phylogenetische Verteilung von VF

Die verschiedenen Virulenzfaktoren sind assoziiert mit den phylogenetischen Gruppen
A, B1, B2 und D. AuBerdem gibt es eine mogliche Beziehung zu den O:K:H Serotypen.
Dies koénnte eine Kategorisierung ergeben, wonach man:

1. Anzahl an Virulenzgenen assoziiert mit ECOR-Gruppe B2,

2. Assoziation von Virulenzgenen mit ECOR-Gruppe B1 und

3. keine Beziehungen zwischen dem Auftreten von Virulenzgenen und den ECOR-
Gruppen B1 und B2 unterscheiden kann.

Bei der ECOR-Gruppe BZ2-assoziierten VF, unterscheidet man zusatzlich drei

Subgruppen. Die erste beinhaltet sfa/foc, sfaS, focG, cnfl, cdtB, rfc und ibeA.
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Tab. 10: ECOR A-Gruppe (klinisch): 122 Stamme

VF-Gene Vorhandene Virulenzgene Anzahl Préavalenz [%]
assoziiert mit positiver (n=122)
ECOR-Gruppe Stdmme
A Stamme
(chronisch)
Keine VF-Gene 9 (7)
1 singuléres fimH 47 (38,8)
VF-Gen traT 3 (2,5)
iSS 1 (0,8)
2 VF-Gene fimH, traT 17 (14,0)
fimH, fyuA 3 (2,4)
fimH, iss 2 (1,6)
fimH, afa7 2 (1,6)
fimH, gimB 1 (0,8)
fimH, F17 1 (0,8)
fimH, hlyA 1 (0,8)
traT, hlyA 1 0,8)
traT, fyuA 1 (0,8)
3 VF-Gene fimH, traT, hlyA 4 (3,3)
fimH, traT, fyuA 3 (2,5)
fimH, traT, F17 3 (2,5)
fimH, traT, iss 2 (1,6)
fimH, iroN, iss 2 (1,6)
fimH, rfc, traT 2 (1,6)
fimH, hlyA, F17 2 (1,6)
fimH, iroN, iss 2 (1,6)
fimH, fyuA, iss 1 0,8)
fimH, fyuA, afa8 1 (0,8)
fimH, traT, iutA 1 0,8)
traT; fyuA, afa8 1 (0,8)
4 VF-Gene fimH, fyuA, iutA, traT 2 (1,6)
fimH, rfc, traT, hlyA 1 0,8)
fimH, traT, iss, gimB 1 (0,8)
5-18 VF-Gene | 5VF-Gene je2 je (0,8)
(Details siehe 6 VF-Gene verschiedene 0,8)
Tab. 20) 7 VF-Gene 1 verschiedene (0,8)
11 VF-Gene 1 verschiedene 0,8)
1 verschiedene 4,1)

ZUs. 5
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Tab. 11: ECOR A-Gruppe (chronisch): 12 Stamme

VF-Gene pro Vorhandene Virulenzgene Anzahl Préavalenz [%]
ges. Stamme positiver (n=12)
Stamme
Keine VF-Gene 1 (8,3)
1 singuléres fimH 1 (8,3)
VF-Gen
2 VF-Gene fimH, traT 3 (25)
fimH, hlyA 1 (8,3)
3 VF-Gene fimH, traT, iutA 1 (8,3)
fimH, traT, hlyA 1 (8,3
fimH, hlyA, fyuA 1 (8,3)
iroN, iss, F17 1 (8,3)
4 VF-Gene fimH, rfc, traT, hlyA 1 (8,3)
fimH, traT, fyuA, iss 1 (8,3)
Tab. 12: ECOR A-Gruppe (subklinisch): 2 Stamme:
VF-Gene pro Vorhandene Virulenzgene Anzahl Prévalenz
ges. Stamme positiver [%](n=2)
Stamme
Keine VF-Gene
1 singuldres fimH 1
VF-Gen F17 1
Tab. 13: ECOR B1-Gruppe (klinisch): 54 Stamme
VF-Gene pro Vorhandene Virulenzgene Anzahl Préavalenz [%]
ges. Stamme positiver (n=54)
Stamme
Keine VF-Gene 2 (3,7)
1 singuléres fimH 24 (44,4)
VF-Gen traT 1 (1,8)
2 VF-Gene fimH, traT 14 (25,9)
fimH, afa8 1 (1,8)
fimH, cdtB 1 (1,8)
fimH, iss 1 (1,8)
3 VF-Gene fimH, traT, hlyA 4 (5,5)
fimH, traT, fyuA 1 (1,8)
fimH, traT, iroN 1 (1,8)
fimH, traT, gafD 1 (1,8)
4 VF-Gene traT, fyuA, iron, iss 1 (1,8)
5-18 VF-Gene | 6 VF-Gene 1 verschiedene je (1,8)
(Details siehe 11 VF-Gene 1 je (1,8)
Tab. 20) zus. 2 (3,7
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Tab. 14: ECOR B1-Gruppe (chronisch): 8 Stémme

VF-Gene pro Vorhandene Virulenzgene Anzahl Préavalenz [%]
ges. Stamme positiver (n=8)
Stamme
Keine VF-Gene 1 (12,5)
1 singuléres fimH 3 (25,0)
VF-Gen
2 VF-Gene fimH, traT 4 (33,3)
Tab. 15: ECOR B2-Gruppe (klinisch): 9 Stamme
VF-Gene pro Vorhandene Virulenzgene Anzahl Préavalenz [%]
ges. Stamme positiver (n=9)
Stamme
2 VF-Gene fimH, traT 1
4 VF-Gene fimH, ibeA, PAI, traT 1
5-18 VF-Gene | 6 VF-Gene 2 verschiedene (22,2)
(Details siehe 7 VF-Gene 1 verschiedene (11,1)
Tab. 20) 9 VF-Gene 1 verschiedene (11,1)
14 VF-Gene 1 verschiedene (11,1)
15 VF-Gene 1 verschiedene (11,1)
18 VF-Gene 1 verschiedene (11,2)
zus. 7 (77,8)
Tab. 16: ECOR B2-Gruppe (chronisch): 1 Stamm
VF-Gene pro Vorhandene Virulenzgene Anzahl Préavalenz [%]
ges. Stamme positiver (n=1)
Stamme
5-18 VF-Gene | 12VF-Gene 1 (100)
(Details siehe
Tab. 20)
Tab. 17: ECOR D-Gruppe (Kklinisch): 13 Stdmme
VF-Gene pro Vorhandene Virulenzgene Anzahl Préavalenz [%]
ges. Stamme positiver
Stamme
1 singuléres traT 2 (7,6)
VF-Gen fimH 1 (15,4)
2 VF-Gene fimH, traT 3 (23,1)
fimH, kpsMT 11 1 (7,6)
fimH, kpsMT 111 1 (7,6)
3 VF-Gene fimH, traT, iutA 2 (15,4)
5-18 VF-Gene | 5VF-Gene 2 verschiedene (15,4)
(Details siehe | 9VF-Gene 1 verschiedene
Tab. 20)
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Tab. 18: Genkombinationen der ECOR-Gruppen > 5VF

VF-Gene pro Vorhandene Virulenzgene Anzahl
Stamm positiver
Stamme

5 VF-Gene fimH, kpsMTIII, kpsMTII, iss, F17 1
fimH, bmaE, traT, iutA, afa7 1
fimH, gafD, cdtB, fyuA, F17 1
fimH, traT, fyuA, iroN, iss 1

6 VF-Gene fimH, traT, iroN, iss, F17, afa8 1
fimH, traT, hlyA, cdtB, pks, ibeA 1
fimH, papAH kpsMTII, traT, fyuA, iutA 1

7 VE-Gene fimH, sfa/focDE, focG, PAI, hlyA, fyuA, iutA 1

9 VF-Gene fimH kpsMTII ,ibeA, PAI, traT, hlyA, iutA, fyuA, 1
pks
fimH,cvaC, kpsMTII, kpsMT K5, PAI, traT ,iutA, 1
iroN, iss

10 VF-Gene fimH, papAH, papEF, papC, papG Allel 111, bmaE, 1
traT, hlyA, cnfl, fyuA

11 VF-Gene fimH ,papAH, papEF, papC, papG Allel 111, 2
sfa/focDE, traT, hlyA, cnfl, iutA, iroN

12 VF-Gene fimH, kpsMTII, kpsMT K1, ibeA, PAI, traT, hlyA, 1
cdtB, fyuA, iutA, pks, gimB

14 VF-Gene fimH, papAH, papEF, papC, papG Allel 11/111, 1
papG Allel II, sfaS, kpsMT |1, kpsMT K5, PAl,
cnfl, fyuA, iroN, pks, iss
fimH ,papAH, papEF, papC, papG Allel 11, sfaS, 1
kpsMT II, kpsMT K1, PAI, hlyA, cnfl, fyuA, iroN,
pks

18 VF-Gene fimH, papAH, papEF, papC, papG Allel 11/111, 1

papGll, kpsMT I, kpsMT K5, PAL, rfc, hlyA, cnfl,
fyuA, iroN, pks, iss, gimB
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3.6. Vergleich der ECOR-Gruppen

Die Einteilung der untersuchten extraintestinal pathogenen E. coli-Isolate erfolgt in die
sogenannten ECOR (E. coli collection of reference strains)-Gruppen, gemaR ihrer
phylogenetischen Herkunft. Reprasentativ fiir die ECOR-Gruppe A waren 122 E. coli-
Stamme, von denen neun Isolate keine Gene fir VFs zeigten. Mit 38% war fimH als
singularer VF am h&ufigsten vertreten, gefolgt von 14% positiven Stdmmen mit der
fimH-traT-Kombination. Die chronischen und subklinischen Gruppe-A Isolate kénnen
aufgrund ihrer geringen Anzahl nicht fir ein statistisches Ergebnis herangezogen
werden.

Der ECOR-Gruppe Bl wurden 54 Stdmme zugeordnet, die vergleichbar mit den
Isolaten der ECOR-Gruppe A sind. Auch hier war der singulare VF fimH mit 44% das
haufigste Ergebnis. AuBerdem waren fimH und traT als gleichzeitig nachgewiesene
Virulenzgene mit 14% das zweithdufigste Ergebnis. Zwei der E. coli-Isolate dieser
Gruppe zeigten keine der hier untersuchten Virulenzgene.

Die Untersuchung der neun ECOR Gruppe B2-Stdmme zeigte, dal3 in sieben dieser
Isolate viele der untersuchten Virulenzgene gleichzeitig vorliegen. Zwischen 6 und 18
Virulenzgene konnten dabei in einem Stamm nachgewiesen werden. Das Ergebnis der
Stamme der ECOR B2-Gruppe lasst Riickschlisse auf eine generelle VF-Ansammlung
innerhalb dieser ECOR-Gruppe B2 schlielRen, da auch bei wenig untersuchten Stdammen
etwa 80% diese hohe Anzahl der Virulenzfaktoren zeigten.

3.7. Vergleich der Verbreitung tierspezifischer Virulenzgene innerhalb
der ECOR-Gruppen

Insgesamt wurden 222 Mastitis E. coli-Stdmme untersucht. Von diesen wurden 136
Stamme in die ECOR-Gruppe A eingruppiert, 62 in Gruppe B1, 20 in Gruppe B2 und
14 in Gruppe D. Diese wurden auf das Vorhandensein von insgesamt acht
Virulenzgenen tierpathogener E. coli, die vor allem charakteristisch fiir Kuh- und
Schweine-pathogene E. coli sind, hin untersucht. Die Virulenz-assoziierten Gene
tierpathogener E. coli kodieren alle fur Adhésine und wurden in 21 Stdmmen (9,5 %
aller Isolate) gefunden. Das heilt andererseits, dass 90,5% der Mastitis-Isolate keines
dieser Virulenzgene enthielten. Adh&singene Kuh- und Schweinepathogener E. coli-

Isolate liel3en sich in 16 Isolaten der ECOR-Gruppe A, aber auch in drei Isolaten der
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ECOR-Gruppe B1, bzw. in zwei Stdammen der der ECOR-Gruppe D2, aber nicht in
ECOR-Gruppe B2 nachweisen.

Von den Adhasingenen charakteristisch fir Kuh- und Schweine-pathogene Isolate
wurde die F17-Fimbriendeterminante am h&ufigsten (5,8 %) detektiert, gefolgt von den
afa8 und afa7-Genen, die mit einer Haufigkeit von 2,2 % bzw. 1,8 % in den Stdimmen
gefunden wurden. Die Gene fir die K88-, K99-, F41-, 987P- und F18-Adhésine
konnten in den Mastitis-Isolaten nicht nachgewiesen werden.

Bemerkenswert ist zu sehen, dass die Determinante fir F17-Fimbrien in einem Stamm
als einziges Virulenzgencluster nachgewiesen wurde im Gegensatz zu dem

kombinierten Vorkommen der anderen tierpathogenen Virulenzgene.

Tab. 19 : Pravalenz der charakteristischen Adhasingene Kuh- und Schweine-
pathogener E. coli, in E. coli-Isolaten boviner Mastitiden

VF-Gene Genetische Komposition Anteil der VF-Gene pro Stamm
pro Stamm | der VF-Gene positiv (von 42 ges.)
(von 42 getesteten
ges.) Stamme
Anz | F17 K88, | afa8 afa7 %
ahl K99,
F41,
987P,
F18
alle 42 gepruften VF 222
keine tierpathogene VF 201 0 0 0 0 (90,5)
8 tierpathogene VF 21 13 0 5 4 (9,5)
(5,8%) (2,2%) | (1,8%)
1 VF-Gen F17 als alleiniger VF 1 1
2 VF-Gene | F17, fimH 4 4
F17, traT 1 1
afa7, fimH 4 4
3 VF-Gene | F17, fimH, hlyA 2 2
afa8, fimH, fyuA 1 1
afa8, traT, fyuA 1 1
4 \/F-Gene | F17, afa8, iroN, iss 1 1 1
F17, fimH, traT, iss 1 1
5/6 VF- F17, fimH, gafD, cdtB, fyuA 1 1
Gene afa7, fimH, rfe, traT, hlyA 1 1
F17, fimH, gafD, traT, cdtB, 1
iutA
F17, fimH, kpsMTII, kpsMT 1 1
K5, iss,
afa8, fimH, bmak, traT ,iutA 1 1 1
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VF-Gene Genetische Komposition Zugehorigkeit zu ECOR-Gruppe
pro Stamm | der VF-Gene Anzahl bzw. Anteil an der Gesamtzahl der
(von 42 untersuchten Isolate
ges.)
A B1 B2 D
alle 42 gepriiften VF 136/222 | 62/222 | 10/222 | 14/222
(61,3%) | (27,9%) | (4,5%) (6,3%)
keine tierpathogene VF 120/201 | 59/201 | 10/201 | 12/201
(59,7%) | (29,3%) | (5,0%) (6,0%)
8 tierpathogene VF 16/21 321 0/21 2/21
(76,2%) | (14,2%) | (0%0) (9,5%)
1 VF-Gen F17 als alleiniger VF 1
2 VF-Gene | F17, fimH 4
F17, traT 1
afa7, fimH 2 2
3 VF-Gene | F17, fimH, hlyA 2
afasg, fimH, fyuA 1
afa8, traT, fyuA 1
4 VVF-Gene | F17, afa8, iroN, iss 1
F17, fimH, traT, iss 1
5/6 VF- F17, fimH, gafD, cdtB, fyuA 1
Gene afa7, fimH, rfe, traT, hlyA 1
F17, fimH, gafD, traT, cdtB, 1
iutA
F17, fimH, kpsMTII, kpsMT 1
K35, iss, 1
afa8, fimH, bmakE, traT, iutA
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4. Diskussion

Unter den Erregern bakterieller Infektionen ist Escherichia coli einer der vielseitigsten
und gleichzeitig am besten untersuchten Organismen. Einerseits ist er als apathogener
kommensaler Bewohner des intestinalen Traktes ein wichtiges Untersuchungsobjekt
innerhalb der physiologischen Flora. Andererseits kann E. coli eine Reihe von
intestinalen und extraintestinalen Infektionen verursachen. Neben den harmlosen
Varianten, die auch als ,Arbeitspferde” der Molekularbiologie eine iiberragende
Bedeutung erlangt haben (und als Wirtszellen in der untersten gentechnischen
Risikogruppe eingeordnet wurden), existieren hochvirulente Pathotypen, welche im
Séugetier verschiedene, teils lebensbedrohliche Infektionen auslosen konnen (Hacker
und Kaper, 1999). Ursache dieses enorm weiten Spektrums in der Pathogenitdt der
Spezies E. coli ist ein extrem dynamisches, flexibles System des Einbaus und Verlustes
von mobilen genetischen Elementen, die fiir verschiedene Virulenzfaktoren kodieren.
Auf Basis des sich stindig verdndernden Genomgehaltes gelingt es E. coli in kiirzester
Zeit, sich seinem jeweiligen Wirtsorganismus und dort ganz unterschiedlichen
Habitaten anzupassen (Hacker et al. 1990, Blum et al., 1994; Hacker und Kaper, 1999,
Kaper et al. 2004). Die extraintestinalen Isolate unterscheiden sich teilweise deutlich
von denen urspriinglicher Herkunft aus dem intestinalen Trakt.

Humanmedizinische und veterindrmedizinische wichtige E. coli-Infektionen betreffen
als Wirtsorganismen den Menschen, das Rind, das Schwein und Gefliigel. Dabei sind
nicht nur die Uberginge von E. coli in die verschiedenen Habitate innerhalb einer
Wirtspezies bzw. eines Organismus von Bedeutung: z.B. stellen durch E. coli
verursachte Harnwegsinfektionen die haufigste bakterielle Infektion in den entwickelten
Lindern dar. Auch die Ubertragung von humanpathogenen E. coli auf andere Siuger
bzw. umgekehrt von E. coli-Stimmen insbesondere der Nutztiere auf den Menschen ist
relevant. So sind die seit 1982 auftretenden enterohdmorrhagischen E. coli (EHEC) in
ithrem Ursprung kommensal in Rindern. EHEC-Stimme besitzen eine Reihe
spezifischer Virulenzfaktoren, die von einem ganzen Spektrum mobiler genetischer
Elemente kodiert werden: Bakteriophagen kodieren Toxine, Plasmide kodieren
Hamolysine und Pathogenititsinseln kodieren Eisenaufnahmesysteme, Invasine und

Adhésine. Die molekulare Analyse der beteiligten Gene und ihrer Proteinprodukte hat
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aber auch ergeben, dass extraintestinale Infektionen und intestinale Infektionen
auslosende E. coli-Bakterien gemeinsame Pathogenititsfaktoren ausbilden kénnen. Sie
besitzen identische mobile Elemente. Die Virulenz-assoziierten Gene, die man sowohl
bei EXPEC- und z.B. bei EHEC-Stimmen nachweisen kann, sind cdt (Toxin), iroN-B
(Eisenaufnahme), die HPI (Eisenaufnahme), sfa/foc und prf (S/F1C- bzw. P-
Fimbrienadhésine), und pic (Serinprotease) (Hacker, 2006).

Die molekulare Analyse der mobilen genetischen Elemente, die u. a. einzelne
Virulenzgene und ganze Virulenzgen-Cluster enthalten konnen (neben z. B
Antibiotikaresistenzen), erbrachte die Erkenntnis, dass nicht das gesamte E. coli-Genom
hochvariabel und austauschbar ist. Vielmehr verfiigt jedes E. coli-Bakterium {iber einen
konservierten Teil seines Genoms (core genome). Dieser umfasst alle die Gene, die fiir
die grundlegenden zelluliren Prozesse essentiell sind, d. h. das core genome hat eine
konstante GrofBe. Die unterschiedlichen pathogenen Phénotypen beruhen auf
unterschiedlichen Genkombinationen, die fiir die Virulenzfaktoren kodieren. Dabei
unterscheiden sich die verschiedenen Arten pathogener E. coli hinsichtlich der GroBe
thres Genoms, d. h. in der Art und Anzahl ihrer chromosomal integrierten und
inkorporierten mobilen genetischen Elemente.

Die Genomplastizitdit beruht dabei auf der Grundlage von Punktmutation und
Rekombination, wobei fremde DNA meist durch horizontalen Gentransfer integriert
wird. Dies erfolgt durch die Aufnahme mobiler Elemente mittels Phagen, Plasmiden
oder genomischen Inseln (Nataro und Kasper, 1998; Ochmann und Jones, 1999;
Dobrindt et al. 2004). Aber auch DNA-Rearrangements und Deletionen sind

Moglichkeiten fiir eine Neukombination des bakteriellen Genoms.
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Genome reduction | Gene acquisition Mutations,
by deletion events | by HGT rearrangements
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Abb. 8: Evolution der bakterieller Varianten durch Acquisition und Verlust genetischer Information

(Dobrindt, U. et al., 2004)

Andere mobile Elemente, wie Transposons und IS Elemente, tragen ebenfalls zur
Genomplastizitit bei, sind jedoch beim horizontalen Gentransfer auf Transportvehikel
angewiesen, um von einer Zelle zur anderen zu gelangen. Auf diese Weise wird die
Vielfalt von Virulenzfaktoren weiter gesteigert.

Ein weiterer Einfluss auf die Pathogenitidt der Bakterien ebtsteht durch Verlust von
DNA. Bei diesem Vorgang konnen z. B. ein Virulenzrepressor (Steigerung) oder
Virulenzgene selbst (Verminderung) betroffen sein (Nakata et al., 1993; Maurelli et al.,
1998).

Die Gesamtheit der mobilen Elemente verleiht somit dem Genom eine hohe Dynamik.
Die molekulare Analyse dieser Vorginge in Kombination mit molekularer
Epidemiologie hat sich zu einem entscheidenden Werkzeug der Diagnostik, der
Entwicklung neuer Therapieformen und der Prophylaxe entwickelt. Als innovative
Methode ist der Nachweis der genetischen Variabilitdt mittels Multiplex-PCR-Analyse
fiir die Bestimmung des molekularen Potentials an Virulenzfaktoren in klinischen
Isolaten etabliert worden. In dieser Arbeit werden die Ergebnisse der molekular-
epidemiologischen Analyse von Virulenzgenen im Genom von insgesamt 222

extraintestinalen E. coli-Isolaten dargestellt, die von Mastitis-Fillen bei Rindern isoliert
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worden sind. Die Multiplex-Polymerase-Kettenreaktion erlaubte die Analyse von
gleichzeitig 42 potentiellen Virulenzfaktor-Genen extraintestinal pathogener sowie
Kuh- und Schweine-pathogener E. coli. Damit war die Voraussetzung gegeben, die
beschriebene Dynamik des E. coli-Genoms hinsichtlich einer Vielzahl relevanter
Parhogenitétsfaktoren zu untersuchen. Neben der quantitativen Bestimmung des
Vorkommens jedes Einzelgens wurde daher in dieser Arbeit eine differenzierte
Auswertung von Genkombinationen vorgenommen, die zur Beschreibung von
Virulenzfaktor-Mustern fiihrte. Die Privalenz des Auftretens von Mastitis-assoziierten
Virulenzfaktormustern, d. h. auch der Gen-Kombinationen bei den E. coli-Erregern
sollte erlauben, die Faktoren mit der wahrscheinlich hochsten Relevanz in der
Pathogenese deutlicher zu identifizieren. Die genetischen Muster wurden

1. zur Pravalenz der in der Gesamtheit der Isolate,

2. zur Priavalenz in den phylogenetischen ECOR-Gruppen,

3. zu akut klinischen und chronischen Mastitis-Episoden und

4. zum Vorkommen spezifisch tierpathogener Adhésine korreliert.

Die Bestimmung von genetischen Mustern von Virulenzfaktoren, die sich auf die
Analyse des Erregers E. coli beschrinkt, kann eine molekulare Untersuchung der Rolle
der einzelnen Faktoren im Pathogenititsmechanismus nicht ersetzen. Aus der
genetischen Analyse sind Schliisse auf die tatsdchliche quantitative Expression der
untersuchten Pathogenitétsfaktoren unter den Bedingungen des Erregerwachstums in
Milchdriisengewebe der Milchkiihe nicht mdglich. Sie wiirden aufwendige
histologische und Serumanalysen erfordern, die systematisch liber den gesamten
Zeitraum einer Mastitisepisode vorgenommen werden und auch die Wirtsfaktoren
(Abwehrreaktionen) einschlieBen miissten. Neben der qualitativen und quantitativen
Bildung der Pathogenititsfaktoren ist die Lokalisation der Expression im Gewebe zu
beriicksichtigen. Der Nachweis der in dieser Arbeit einbezogenen Virulenz-assoziierten
Gene erlaubt noch keine Aussage iiber die Funktionalitét der kodierten Faktoren.

Trotz dieser Einschriankungen hat sich im Ergebnis gezeigt, dass breit gefiacherte
molekulare epidemiologische Analysen, die dank der Multiplex-Technologie,
verbunden mit der Zuordnung der Isolate zu den phylogenetischen Entwicklungslinien
von E. coli, moglich geworden sind, wertvolle Anhaltspunkte liefern konnen zur

Beurteilung der Bedeutung verschiedener Virulenzfaktoren fiir das Infektionsgeschehen.
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Die in dieser Arbeit vorgenommene differenzierte quantitative Bestimmung von
Genkombinationen und —mustern hat die Zuverldssigkeit verbessert, Mastitis-assoziierte

Virulenzfaktoren bei E. coli-Erregern zu identifizieren.

4.1. Auswertung der Gesamtanalyse

Priavalenz von Virulenzfaktoren extraintestinal pathogener Escherichia

coli-Stimme bei Isolaten boviner Mastitiden

Insgesamt 222 E. coli- Isolate boviner Mastitiden wurden auf das Vorkommen von 42
Virulenz-assoziierten Genen human- bzw. tierpathogener E. coli mittels Multiplex-PCR
untersucht.

Alle 222 Mastitis-Isolate wurden auf ihre Zugehorigkeit zu den phylogenetischen
ECOR-Gruppen A, B1, B2 und D getestet. Die Ergebnisse aller Isolate sind
zusammengefasst in zwei Tabellen: Tab. 7 zeigt die Pravalenz der Virulenzfaktorgene
in 222 Isolaten. Tab. 8 stellt die Haufigkeit von Genkombinationen als jeweiliges
Muster an Virulenzfaktoren dar.

Das absolut haufigste Virulenz-assoziierte Gen, das nachgewiesen wurde, war das fiir
die mannosespezifische Adhésinuntereinheit der Typl-Fimbrien kodierende Gen fimH.
Typ 1-Fimbrien konnten nach diesem Ergebnis im Infektionsprozess eine wichtige,
sogar entscheidende Rolle spielen. Insgesamt gaben 88,7 % aller 222 untersuchten
Stdmme ein positives Signal fiir fimH in der Multiplex-PCR. Von den 199 klinischen
Isolaten waren 89,9 % fimH-positiv, von den Isolaten chronischer Falle waren 85,7 %
fimH-positiv (Tab. 7, Kap. 3). In 74 Stammen (33,3 % aller Isolate) wurde das Gen
fimH als alleiniges Virulenzgen von allen 42 in die Untersuchung einbezogenen Genen
nachgewiesen. Kein anderer Virulenzfaktor wurde auch nur anndhernd mit derart hoher
Frequenz als singuldres Gen gefunden (Tab. 8, Kap. 3). Aber auch bei Stimmen, die nur
zwei Virulenzfaktorgene enthielten, wurde fimH in 63 von 69 Isolaten nachgewiesen
(Tab. 8, Kap. 3). In allen anderen Stidmmen, die drei und mehr Virulenzfaktoren
kodierten, war fimH zu 100 % préasent (Tab. 8, Kap. 3). Insgesamt bestitigt dieses

Ergebnis die schon bei anderen E. coli-Isolaten nachgewiesene starke Priavalenz des
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fimH-Gens auch fiir die veterindrmedizinisch wichtigen Mastitis-Félle bei Rindern. Das
Gencluster fiir Typ 1-Fimbrien wurde in fast allen pathogenen und apathogenen E. coli-
Varianten nachgewiesen. Auch bei extraintestinalen Infektionen wurde die Beteiligung
der Typ 1-Fimbrien am Infektionsmechanismus bestétigt. Ob Typ 1-Fimbrien auch eine
relevante Funktion bei der Entstehung boviner Mastitiden haben, muf} zukiinftig geklart
werden.

Sehr hiufig, in ca. der Hélfte (43,7 %) aller untersuchten Stidmme, trat auch das Gen
traT auf, das an der Serumresistenz von E. coli beteiligt ist (Tab. 7, Kap. 3). Im
Gegensatz zu fimH konnte es jedoch nur in sehr geringer Frequenz als alleiniges
Virulenzgen nachgewiesen werden (7 Stimme; 3,1 %). Interessanterweise wurde
deutlich haufiger (43 Staimme; 19,3 %) traT zusammen mit fimH in Stimmen gefunden,
die nur diese beiden Virulenzfaktoren als Zweierkombination im Genom integriert
hatten (Tab. 8, Kap. 3). Insgesamt ergaben die Untersuchungen, von wenigen
Ausnahmen abgesehen (traT, hlyA und, fyuA) bei insgesamt drei Stimmen (Tab. 8, Kap.
3), einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Vorkommen des Serumresistenz-
Genes traT und dem fimH Gen bei weiteren 30 Stdmmen, die mehr als zwei
Virulenzfaktor-Gene enthielten (11,3 %). Die Genkombination fimH-traT wurde
insgesamt in 83 Stdmmen (37,3 %) gefunden. Sie steht damit in weitem Abstand an der
Spitze aller mehrfachen Virulenzgenkombinationen. Da bei Rinder-Mastitis besonders
in den schweren Féllen (die Infektion kann letal verlaufen) systemische Verldufe
fordernde Faktoren wie Serumresistenz eine bedeutende Rolle spielen, kdnnte hier eine
Selektion auf genetische Kopplung der entsprechenden Gene mit denen der Typ 1-
Fimbrien vorliegen.

Deutlich geringere Prévalenzen in ca. 1/10 der gepriiften Stimme wiesen die
Determinanten fiir Virulenzfaktoren wie dem o-Hémolysin (hlyA, 10,8 %), dem
Siderophor Yersiniabactin (fyuA, 12,2 %) sowie das ebenfalls an der Serumresistenz
beteiligte Gen iss (8,5 %) auf. Das Iss-Protein gehort neben den F17-Fimbrien zu den
Faktoren, die als alleinige VF auftraten, allerdings nur in jeweils einem Stamm.
Dennoch wird hier abermals die Bedeutung des Zusammenspiels von Adhésin- und
Serumresistenzgenen bestétigt.

Das Toxin o-Hémolysin-kodierende Gen hlyA, wurde in 24 Stimmen (10,8 %)

zusammen mit einem positiven fimH-Signal nachgewiesen. Auch phénotypisch waren
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diese Stimme hdmolytisch. Interessant ist in diesem Zusammenhang der Befund, dass
das hly-Gencluster hdufig in chromosomal raumlicher Nihe eines P-Fimbrienclusters zu
finden ist und durch Deletion eliminiert werden kann (Hacker und Miihldorfer, 1994).
Das hlyA-Gen konnte in nur 3 Stimmen zusammen mit den pap-Genen nachgewiesen
werden (Tab. 18, Kap. 3).

Die Eisenaufnahme scheint insgesamt mit den Siderophorsystemen Yersiniabactin
(reprasentiert durch fyuA; Privalenz 12,2 %), Aerobaktin (reprdsentiert durch iutA;
Pravalenz 6,3 %) und Salmochelin (reprasentiert durch iroN; Privalenz 5,5 %) fiir die
Pathogenese der Rindermastitis eine grofere Rolle zu spielen, da hier ein additiver
Beitrag aller Transporter (24,1 %) in Betracht gezogen werden muss. Die
entsprechenden Gene kommen in der Regel nur einmal pro Genom vor. Sogar in den
Virulenzfaktor-Genkombinationen mit mindestens vier Faktoren traten die
Eisenaufnahmesysteme nicht gemeinsam auf.

Das einzige Adhisin tierpathogener E. coli, das mit einer Hiufigkeit in den untersuchten
Isolaten von 5,8 % in Erscheinung trat, waren die F17-Fimbrien.

Die Kapselsynthese insgesamt scheint von der Hiufigkeit der Synthesegene her gesehen
eher weniger bedeutungsvoll fiir die Etablierung einer Mastitis zu sein. Allein die Gene
kpsMTII der Gruppe II-Kapseln wurden in 4,9 % der Mastitis-Isolate detektiert. Kapseln
tragen wahrscheinlich zur Serumresistenz bei und erschweren allgemein die Detektion
durch das Immunsystem (Avery et al. 1944, Wessels et al., 1987). Ebenso
vergleichsweise gering ist die Frequenz der beiden neben dem a-Hamolysin
untersuchten Toxine CNF-1 (cytotoxic necrotising factor; Priavalenz 2,3 %) und CDT
(cytolethal distending toxin; Pravalenz 2,7 %). Der Beitrag dieser beiden Toxine zur
Auspriagung der Mastitis bei Rindern wird daher im Gegensatz zum o-Hadmolysin als
relativ gering bewertet.

Die vom pap-Gencluster kodierten Fimbrien als Einzelgene (Tab. 7, Kap. 3) konnten
ebenfalls nur mit einer relativ geringen Frequenz (0,4 - 3,6 %) detektiert werden. Zudem
wurden sie gemeinsam und nicht alternativ gefunden in den Stimmen, die 6 und mehr
Virulenzfaktorgene enthielten (Tab. 18, Kap. 3.). Dadurch beschrinkt sich ihre
Haufigkeit bezogen auf das einzelne Isolat auf die Pravalenz der Einzelgene der pap-

kodierten Fimbrien. Die in dieser Arbeit ermittelten Genkombinationen beriicksichtigen
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einen potentiellen Adhdsionsmechanismus, der iiber Typ I-Fimbrien und P-Fimbrien
unterschiedliche Bereiche der Milchdriise moglicherweise gleichzeitig betreffen kann.
Nur 13 (5,8 %) der 222 E. coli-Isolate besaBen keinen von den untersuchten 42
Virulenzfaktoren. Obwohl dieser Anteil einen geringen Prozentsatz darstellt, ist dieser
Befund in zweierlei Hinsicht wichtig: Einmal sind offensichtlich mit den 42 gepriiften
Virulenzfaktor-Genen die wesentlichen Virulenz-assoziierten Faktoren extraintestinal
pathogener E. coli in die Analyse einbezogen worden. Dennoch kdnnten noch weitere
unbekannte bzw. unberiicksichtigte Faktoren eine Rolle spielen. Das Fehlen multipler
Virulenzfaktoren in bovinen E. coli Mastitis-Isolaten entspricht bereits publizierten
Beobachtungen und ist mit individuellen Immunschwichen des Wirtsorganismus in
Zusammenhang gebracht worden, wie sie mitunter als Folge von Viruserkrankungen
auftreten. Die bovine E. coli-Mastitis konnte also in diesen Fillen auch aus dem
spezifischen Wirtsstatus heraus erklart werden (Burvenich et al., 2003).

Insgesamt acht der untersuchten 42 Virulenzdeterminanten (papG Allel II/III, nfa,
afa/draBC sowie die fiir die K88-, K99-, F41-, 987P- und F18-Fimbrien kodierenden
Gene tierpathogener E. coli kamen in den untersuchten 222 Isolaten nicht vor. Auffillig
ist, dass fiinf dieser Gene Adhdsine von spezifisch tierpathogenen Isolaten
reprasentieren. Diese Ergebnisse machen einen Infektionsweg vom Menschen auf die
Kiihe wahrscheinlich.

Aus der Analyse der Kombinationen der Virulenzgene (Tab. 8, Kap. 3) ergibt sich der
klare und interessante Befund, dass die Mehrzahl der Stimme einen singuldren
Virulenzfaktor (83 Stimme; 37,4 %), eine Zweierkombination (14 Muster) von
Virulenzgenen (69 Stimme; 31,1 %) oder eine Dreierkombination (15 Muster) von
Virulenzgenen (34 Stimme; 15,3 %) aufweisen. Vier Virulenzgene in fiinf
Kombinationen (= 5 Muster) gleichzeitig zeigten sich lediglich in sieben Stimmen (3,1
%). Insbesondere die Virulenzgenkombinationen fiir 5 bis 18 differente Faktoren in
einem Genom traten als spezifisches Muster nur jeweils einmal auf. Diese
Kombinationen wurden mit einer geringen Frequenz in zusammen 16 Isolaten (6,8 %)
jeweils in unterschiedlichen Kombinationen in 15 unabhéngigen Stimmen, d. h. in 15
individuellen Mustern nachgewiesen (Tab. 8, Kap. 3). Offensichtlich ist die Beteiligung
von Pathogenititsinseln bzw. das gehdufte Auftreten von verschiedenen

Virulenzfaktoren in E. coli fiir die Pathogenese der Rindermastitis von untergeordneter
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Bedeutung. Der Besitz von fimH allein und/oder ein bis zwei weiteren Virulenzfaktoren

(bevorzugt traT) scheint fiir das Infektionsgeschehen auszureichen.

4.2. Pravalenz der Virulenzfaktoren in den phylogenetischen ECOR-
Gruppen

Die Untersuchungen der Mastitis-assoziierten E. coli-Isolate entsprechend ihrer
phylogenetischen Herkunft ist in Tab. 10-17, Kap. 3 detailliert dargestellt. Die Priifung
der ECOR-Gruppen ergab, dass von den untersuchten 222 Isolaten insgesamt 137
Stimme zur Gruppe A gezéhlt werden, 62 zur Gruppe B1, 20 zur Gruppe B2 und 14 zur
Gruppe D. Nach der veterinirmedizinischen Charakterisierung der mit den Isolaten
assoziierten Mastitis wurde eine weitere Unterteilung der Gruppen in klinisch und
chronisch und subklinisch vorgenommen (Tab. 10-17, Kap. 3).

Reprisentativ fiir die klinisch auffalligen Isolate der ECOR-Gruppe A waren 123 E. coli
Stamme, von denen 10 Isolate keine Virulenzfaktoren zeigten (Tab. 10, Kap. 3). Mit
38,8 % war fimH als singuldres Virulenzgen am haufigsten vertreten, gefolgt von 14,8
% positiven Stammen mit der fimH-traT-Genkombination. Die chronischen (12
Stimme; Tab. 11, Kap. 3) und subklinischen (2 Isolate; Tab. 12, Kap. 3) ECOR Gruppe
A-Isolate konnen aufgrund der geringen Anzahl nicht fiir ein statistisches Ergebnis
herangezogen werden. Innerhalb der ECOR-Gruppe A wurden 2 subklinische Stimme
untersucht, die jeweils mit einem singuldren Virulenzgen, ndmlich fimH und der F17-
Fimbriendeterminante vertreten waren (Tab. 12, Kap. 3).

54 Isolate akuter Mastitiden wurden in die ECOR-Gruppe Bl eingeordnet (Tab. 13,
Kap. 3). Auch hier war das singulidre Gen fimH mit einer Pravalenz von 44,4 % das am
haufigsten nachgewiesene Virulenz-assoziierte Gen. Au3erdem waren fimH und traT als
gleichzeitig nachgewiesene Virulenzgene mit einer Haufigkeit von 25,9 % wiederum
die mit deutlichem Abstand hiufigste Virulenzgenkombination. 12 Isolate chronischer
Mastitiden gehorten zur ECOR-Gruppe A. Diese Gruppe beinhaltete drei Stdmme,
welche die fimH-traT-Genkombination aufwiesen. Diese wurde auch bei vier von den
insgesamt acht ECOR-B1-Stimmen aus chronischen Mastitiden nachgewiesen (Tab. 14,
Kap. 3). In der ECOR-Gruppe D wurden nur Isolate klinischer Mastitis-Fille
eingeordnet (Tab. 17, Kap. 3). Wiederum war die Fallzahl (13 Stdmme) zu klein fiir
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eine repriasentative Auswertung: Je ein Stamm trug ein singuldres fimH bzw. traT-Gen,
drei Stamme zeigten die fimH-traT-Zweierkombination. Insgesamt wies die Gruppe
keine Auffilligkeiten bei den Verteilungsmustern auf.

Abweichend hiervon zeigten die Untersuchungen der ECOR-B2-Gruppe eine auffillig
hohe Anzahl an Virulenzfaktor-Genkombinationen mit mehr als vier Virulenz-
assoziierten Genen. Die Untersuchungen der insgesamt neun Isolate akuter Mastitiden
zeigte ein Vorkommen multipler Virulenzgene in sieben Isolaten (Tab. 15, Kap. 3).
Dabei enthielten diese Stimme zwischen sechs und 18 der untersuchten Virulenzgene.
In nur zwei Fillen waren identische Genkombinationen detektierbar (im Fall von zwei
Stammen mit sechs Virulenzgenen). Fiir die Untersuchung der ECOR B2-Stimme aus
chronischen Mastitiden stand nur ein Stamm zur Verfligung, der mit 12 VF-Genen
ebenfalls eine hohe Genanzahl reprisentierte (Tab. 16, Kap. 3). Obwohl die Fallzahl
von neun ECOR B2-Isolaten aus klinischen Mastitiden eigentlich keine statistisch
gesicherte Aussage im Vergleich zulésst, zeigte sich in dieser Gruppe doch eine
dermafBlen deutliche Dominanz von Virulenzfaktor-Genclustern, dass an dieser Stelle
kein Zufallsbefund vermutet wird. Wenn Isolate der ECOR-Gruppe B2 eine Mastitis
auslosen konnten, handelte es sich dabei offensichtlich um solche, die aufgrund einer
Vielzahl charakteristischer Virulenz-assoziierter Gene ein hohes Virulenzpotential
besallen. Dieses Ergebnis entspricht den Erwartungen, da die meisten der untersuchten
Virulenzgene chrakteristisch fiir die ECOR-Gruppe B2 sind.

Dieses Ergebnis der erhdhten Frequenz des Auftretens von Virulenzfaktor-Genclustern
speziell in der ECOR-Gruppe B2 wird gestiitzt durch eine Untersuchung des Colibactin
Polyketid/Nicht-ribosomalen Peptid-kodierenden Genclusters von E. coli. Dieses
Polyketid-Gencluster wurde mit ganz wenigen Ausnahmen nur in ECOR-Gruppe B2-
Isolaten nachgewiesen, in diesem Fall zu 97 % in extraintestinal pathogenen E. coli. Der
Colibactin-Biosynthesepathway wird von einer 55-kb groflen “Genomischen Insel”
(GEI) kodiert, die fiir multiple putative Hybrid-Polyketidsynthasen (PKS) und nicht-
ribosomale Peptidsynthetasen (NRPS) kodiert (Nougayréde et al., 2006; Putze et al.,
2009).

Die Gencluster fiir die FEisenaufnahmesysteme Yersiniabaktin, Aerobaktin und

Salmochelin konnten in den ECOR-Gruppen A und B1 nicht in der Dreierkombination
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nachgewiesen werden, sondern traten zufdllig singuldr oder in Zweierkombinationen
auf.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sich die in dieser Untersuchung analysierten
phylogenetischen ECOR-Gruppen A, Bl und D hinsichtlich der Pridvalenz der
Virulenzfaktor-Muster praktisch nicht vom allgemeinen Trend unterschieden (siche
Gesamtanalyse). Lediglich die Isolate der ECOR-Gruppe B2 wiesen die sonst eher
selten nachgewiesenen Virulenzfaktor-Gencluster in charakteristischer Haufigkeit auf

(Johnson et al., 2008, Le Gall et al., 2007).

4.3. Pravalenz der tierspezifischen Virulenzfaktoren in den ECOR-
Gruppen

In die Untersuchungen wurden insgesamt acht Determinanten fiir tierspezifische
Virulenzfaktoren einbezogen, die fiir verschiedene Adhésine iiberwiegend Rind- und
Schweine-pathogener E. coli kodieren, nidmlich F17-, K88-, K99-, F41-, 987P-, F18-
Fimbrien sowie die Nichtfimbrienadhésine, Afa8 und Afa7 (Tab.19, Kap. 3). Von der
Gesamtanzahl der 222 E. coli-Stimme enthielten 21 (9,5 %) Vertreter dieser
Adhésindeterminanten. In 5,8 % aller Stimme war das F17-Fimbrien-Gencluster
priasent. Bemerkenswert ist, dass in einem Stamm FI17-Fimbrien als alleiniger
Virulenzfaktor gefunden wurden. Bis auf eine Ausnahme (F17, afa8) traten diese
,tierspezifischen® Virulenzgene nur einzeln (entweder F17, afa8 oder afa7) neben den
anderen auch in humanpathogenen E. coli verbreiteten Virulenzgenen auf (Tab. 19,
Kap. 3). Neben der erstaunlich geringen Frequenz des Vorkommens solcher fiir
Tierpathogene charakteristischen Faktoren in den Mastitis-Isolaten ist wichtig
festzustellen, dass fiinf von den acht Adhésingenen, K88, K99, F41, 987P und F18,
nicht nachgewiesen werden konnten. Insgesamt zeichnet sich eine Dominanz der F17-
Fimbrien (13 Stimme, 5,8 %) gegeniiber den Nichtfimbrienadhdsinen Afa8 (5 Stimme,
2,2 %) und Afa7 (4 Stimme, 1,8 %) innerhalb dieser untersuchten Gruppe ab. Bis auf
drei Ausnahmen traten F17, Afa8 und Afa7 in Kombination mit fimH auf (Tab. 19, Kap.
3). Die groBite Untergruppe an Virulenzgenkombinationen sind Kombinationen von
zwei Virulenzdeterminanten (9 von 21), wobei die Determinanten fiir F17-Fimbrien

bzw. Afa7 (je 4 Stimme) dort stets zusammen mit fimH vorkamen.
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Das relativ geringe Vorkommen bzw. weitgehende Fehlen (5 von 8) spezifischer
Adhidsingene Rind- und Schweine-pathogener E. coli sowie die vergleichsweise
Dominanz der bekannten humanpathogenen Virulenz-assoziierten Gene ldsst darauf
schlieBen, dass eine bovine Mastitis wahrscheinlich vom Menschen ausgehend

tibertragen wird.

4.4. Analyse der E. coli-Isolate, die mit chronischer Mastitis assoziiert
sind

Fiir die Analyse der chronischen Verlaufsform der Mastitis standen 21 Isolate zur
Verfligung (Tab. 9, Kap. 3). Diese geringe Zahl erlaubt keinen hinreichend gesicherten
Vergleich zu den Fillen, die mit akuter klinischer Mastitis assoziiert sind (199 Stdmme
insgesamt). Eine Reihe Besonderheiten sind bereits im Abschnitt ,Privalenz der
Virulenzfaktoren in den phylogenetischen ECOR-Gruppen* dargestellt worden.
Zusétzlich ergaben sich noch folgende Auffalligkeiten: Die relative Haufigkeit bezogen
auf die Gesamtanzahl der chronischen Isolate wird auch hier durch das Gen fimH
bestimmt; es macht 85 % der nachgewiesenen Gene aus. Auch in dieser Gruppe ist traT
mit 57 % das am zweithdufigsten nachgewiesene Virulenz-assoziierte Gen, das
allerdings immer in Kombination (9 Muster) mit fimH zu finden ist (Tab. 9, Kap. 3).
Die Kombination fimH-traT (28,6 % aller chronischen Isolate) stellt zusammen mit
fimH als alleinigem Virulenzmarker (26,8 %) das haufigste Genmuster dar.

Eine interessante Auffilligkeit (Tab. 9, Kap. 3) war die deutlich erhohte Frequenz des
Auftretens des Hamolysingens hlyA (23,8 %) gegeniiber 9,5% in den Isolaten aus
klinischen Mastitiden (und 10,8 % in allen Stammen). Auch hier ldsst die geringe Zahl
der mit chronischer Mastitis assoziierten Stdmme keinen gesicherten Schluss zu. Es
wire aber interessant, bei Verfiigung iiber mehr gesicherte chronische Mastitis-

assoziierte Isolate diese Auffilligkeit weiter zu verfolgen.

4.5. AbschlieBende Diskussion und praktische Konsequenzen
Die Multiplex-PCR-Untersuchungen ausgewihlter Virulenzfaktoren bei 222 E. coli -

Stimme aus bovinen Mastitiden erlaubte keine Beschreibung eines Mastitis-

spezifischen E. coli Pathotyps, der durch einen bestimmten Virulenzgengehalt

-67 -



4. Diskussion

charakterisiert wird. Typische Virulenz-assoziierte Gene extraintestinal pathogener und
tierpathogener E. coli wurden insgesamt nur mit geringer Haufigkeit in den Isolaten
nachgewiesen. Dieses wird auch durch die Ermittlung der phylogenetischen
Entwicklungslinien der untersuchten Mastitis-Isolate unterstrichen. Eine eindeutige
Zuordnung zu einer ECOR-Gruppe war nicht moglich. Ein erhdhtes Vorkommen an
Stammen der ECOR-Gruppe B2 unter den 222 Isolaten konnte nicht gefunden werden
(insgesamt 10 Stamme, 9 klinisch, 1 chronisch). Zusammen machten sie 4,5 % der
Isolate aus, gegeniiber 137 Stimmen (61,7 %) der Gruppe A (123 klinisch, 12
chronisch, 2 subklinisch), 62 Stimmen (27,9 %) der Gruppe B1 (54 klinisch, 8
chronisch) und 13 Stdmmen (5,8 %) der Gruppe D (13 klinisch). Im Gesamtgeschehen
erwiesen sich die mit wenigen ExPEC-Virulenzfaktoren ausgestatteten Stdmme der
phylogenetischen Gruppen A und B1 als absolut dominant (Tab. 10-14, Kap. 3). Diese
Beobachtung schlieBt aus, dass Mastitis, als eine Infektion auBlerhab des
Intestinaltraktes, durch charakteristische Vertreter extraintestinal pathogener E. coli
ausgelost wird. Die zahlenmiBig hdufigsten Isolate wiesen keine oder nur sehr wenig
ExPEC-Virulenzgene auf und dhneln auch aufgrund ihrer Zugehorigkeit zu den ECOR-
Gruppen A und B1 kommensalen E. coli-Varianten.

Charakteristische Virulenzmarker Kuh-pathogener E. coli wurden ebenfalls sehr selten
nachgewiesen. Insgesamt wurden iberwiegend Virulenz-assoziierte = Gene
humanpathogener E. coli detektiert. Adhésine tierpathogener E. coli traten nur in 9,5%
der Isolate auf (Tab. 19, Kap. 3).

In den Mastitis-Isolaten wurde eine hohe Privalenz der Typ 1-Fimbrien-Determinante
in Kombination mit Serumresistenz-assoziierten Genen festgestellt. Typ 1-Fimbrien
sind Bestandteile der Zelloberfliche von E. coli und ermdglichen die spezifische
Rezeptor-vermittelte Adhésion an andere Organismen und Gewebe. Die Adhédsion stellt
den ersten Schritt der Infektion einer Nische durch E. coli dar (Connell et al., 1996;
Khan et al., 2007). Bei EXxPEC stellen Typ 1-Fimbrien einen wichtigen Virulenzfaktor
dar und beeinflussen den Grad der Pathogenitit. Serumresistenz konnte fiir das
Uberleben in der Milchdriise im Verlauf der infektionsbedingten Wirtsreaktion von
Bedeutung sein. Dabei waren keine Unterschiede zwischen chronischen und klinischen
Mastitisverldufen zu erkennen. In beiden Féllen konnen Vorkommen und Héufigkeit der

Virulenzfaktoren als anndhernd gleich betrachtet werden.
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Dass eine Infektion der Milchdriise der untersuchten Tiere auch ohne die 42 getesteten
Virulenzgene moglich ist, zeigte sich anhand 13 (5,4 %) E. coli-Stimme, in denen
keines dieser Gene nachgewiesen werden konnte (Tab. 9, Kap. 3). Diese Staimme
konnten eventuell weitere, nicht untersuchte Virulenzfaktoren exprimieren. Eine
alternative Erkldrung wére, dass der immunologische Status der Rinder als
Wirtsorganismen zum Zeitpunkt der Infektion eine bedeutsame Rolle spielt und in
diesen Fillen spezifische bakterielle Virulenzfaktoren nicht erforderlich sind (Burvenich
et al., 2003).

Begleitende Daten iiber das Stadium und Progression der Mastitiserkrankung zum
Zeitpunkt der Isolation, Schwere der Erkrankung, Dauer der chronischen Erkrankungen
sowie geografische Regionen der landwirtschaftlichen Betriebe, in denen die Proben
isoliert wurden, lagen nicht vor und konnten daher in der Diskussion nicht
beriicksichtigt werden. Die Einarbeitung dieser Daten wiirde die Aussage iiber die
Epidemiologie der durch E. coli verursachten Rindermastitis nochmals vertiefen.

Die Auswertung der in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse fiihrt zu zwei praktischen
Folgerungen: a) Die E. coli-Mastitis bei Rindern kann durch eine Vielzahl an E. coli-
Stimmen verursacht werden, die kein charakterisitisches Virulenzgenmuster aufweisen.
Es handelt sich dabei nicht um hochvirulente EXxPEC, sondern eher um E. coli-
Varianten mit geringem Virulenzpotential. b) Als mogliche Virulenz-assoziierte
Faktoren bei der Rinder-Mastitis spielen wahrscheinlich Adhésion iiber Typ 1-Fimbrien
und Serumresistenz eine wichtige Rolle. Nachgeordnet wurden noch die
Eisenaufnahmesysteme insgesamt hdufiger nachgewiesen. Mittels spezifischer fimH-
und traT-knock out-Mutanten konnte diese Aussage iberpriift werden. Dazu wire
allerdings ein sehr aufwendiges E. coli-Mastitis-Infektionsmodell erforderlich.
Angesichts der Tatsache, dass so genannte pathoadaptive Mutationen im fimH-Gen die
Rezeptorspezifitdt und damit auch die Virulenz ecines E. coli-Isolates beeinflussen
konnen (Sokurenko et al., 1999, 2001; Harris et al., 2001; Hung et al., 2002; Weissman
et al., 2003), wire es interessant, zukiinftig das Auftreten von Punktmutationen in fimH
zu analysieren und mit der Pathogenitét der Mastitis-Erreger zur korrelieren.

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse konnten somit beitragen, prophylaktische bzw.
therapeutische Ansitze gegen die von E. coli ausgeloste bovine Mastitis weiter zu

verbessern.
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In dieser Arbeit werden die Ergebnisse der molekular-epidemiologischen Analyse von
Virulenzgenen im Genom von insgesamt 222 Escherichia coli (E. coli)-Isolaten
dargestellt, die von Mastitis-Féllen bei Rindern isoliert wurden. Mit Hilfe der
Multiplex-Polymerase-Kettenreaktion wurde die Verbreitung von 42 potentiellen
Virulenzfaktor-Genen extraintestinal pathogener E. coli (EXPEC) analysiert. Neben der
quantitativen Bestimmung des VVorkommens jedes Einzelgens wurde in dieser Arbeit
eine differenzierte Auswertung von Genkombinationen bei E. coli Mastitis-Isolaten
vorgenommen. Diese ermittelten genetischen Muster werden zur 1. Prévalenz der in der
Gesamtheit der Isolate, 2. Pravalenz in den phylogenetischen ECOR-Gruppen, 3. akut
klinischen und chronischen Mastitis-Episoden und 4. dem Vorkommen spezifisch
tierpathogener Adhasine korreliert.

Die Mastitis-Isolate konnten aufgrund der Virulenzmarkerverteilung und Phylogenie
keinem bestimmten charakteristischen Pathotyp zugeordnet werden. Die Uberwiegende
Mehrzahl der Mastitis-Isolate zeigte aufgrund einer geringen Prévalenz Virulenz-
assoziierter Gene sowie der Zugehdrigkeit zu den phylogenetischen Entwicklungslinien
A und B1 ein geringes Virulenzpotential extraintestinal pathogener E. coli.

Die Mehrzahl der Stdimme enthielt eine singuldre Virulenzdeterminante (83 Stdmme;
37,4 %), eine Zweierkombination (69 Stdmme; 31,1 %) oder eine Dreierkombination
von Virulenzgenen (34 Stdmme; 15,3 %). Vier Gene fur Virulenzfaktoren in
Kombination zeigten sich lediglich in sieben Stammen (3,1 %). Insbesondere die
Anwesenheit von 5 bis 18 differenten Virulenzgenen pro Genom traten nur mit einer
geringen Frequenz in zusammen 16 Isolaten (7,2 %) auf. Das absolut haufigste
Virulenz-assoziierte Gen, das nachgewiesen wurde, war fimH, das fur die
mannosespezifische Adhasinuntereinheit der Typl-Fimbrien kodiert. Insgesamt gaben
88,7 % aller 222 untersuchten Stdmme ein positives Signal in der Multiplex-PCR, und
zwar 89,9 % der 199 klinischen Isolate sowie 85,7 % der Isolate chronischer Mastitiden.
In etwa der Hélfte aller untersuchten Stamme trat auch das Gen traT auf, das
Serumresistenz  vermittelt (43,7 %). Die Genkombination fimH-traT wurde in
wechselnden Konstellationen in insgesamt 83 Stammen (37,3 %) gefunden. Sie ist

damit die haufigste Virulenzgenkombination in den untersuchten E. coli-Genomen mit
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multiplen Virulenzdeterminanten. Da bei Rinder-Mastitis besonders in den schweren
Fallen systemische Verldufe fordernde Faktoren wie Serumresistenz eine bedeutende
Rolle spielen, konnte hier eine Selektion auf genetische Kopplung von traT mit fimH
vorliegen. Deutlich geringere Pravalenzen wiesen die Virulenzgene flr a-Hamolysin
(hlyA, 10,8 %), den Yersiniabactinrezeptor (fyuA, 12,2 %) sowie das ebenfalls an der
Serumresistenz beteiligte Gen iss (8,5 %) auf.

Nur 13 (5,8 %) der 222 E. coli-Isolate besaRen keines der untersuchten Virulenzgene.
Das Fehlen bekannter Virulenzgene in diesen Stammen deutet darauf hin, dass weitere
unberucksichtigte Faktoren eine Rolle bei der Virulenz von Mastitisisolaten spielen
kdnnten oder der Status des Wirtsorganismus in diesen Fallen ausschlaggebend fiir eine
erfolgreiche Infektion des Euters sein konnte. Offensichtlich sind die meisten der
untersuchten E. coli- Virulenzfaktoren fur die Pathogenese der Rindermastitis von
untergeordneter Bedeutung. VVon den 222 Isolaten zéhlten insgesamt 137 Stdmme zur
phylogenetischen Linie (ECOR-Gruppe) A, 62 zur ECOR-Gruppe B1, 20 zur ECOR-
Gruppe B2 und 14 zur Gruppe D. Die Stdmme, die zu den phylogenetischen
Entwicklungslinien A, B1 und D gehdren, unterschieden sich hinsichtlich der Pravalenz
der Virulenzfaktormuster nicht vom Gesamtbild. Lediglich Isolate der ECOR-Gruppe
B2 wiesen eine flr sie typische Haufung von Virulenzgenclustern auf.

Das relativ geringe Vorkommen bzw. weitgehende Fehlen (5 von 8) von Adhésingenen
spezifisch tierpathogener E. coli lasst darauf schliefen, dass bislang beschriebenen
Rinder-pathogenen E. coli keine Bedeutung als Verursacher einer Rindermastitis
zukommt. Fir die Analyse der chronischen Verlaufsform der Mastitis standen nur 21
Isolate zur Verflgung, die keinen hinreichend gesicherten Vergleich zu den Fallen mit
akuter Klinischer Mastitis (199 Stamme insgesamt) erlauben. Die auffallige Zunahme
des Hamolysingens hlyA (23,8 %) gegentiber 9,5 % in den klinischen Isolaten (und 10,8
% in allen Stdimmen) musste in kunftigen Untersuchungen invasiven Verhaltens der
EXPEC beobachtet werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass eine bovine Mastitis durch verschiedene
E. coli-Varianten hervorgerufen werden kann und ein grofRes Potential extraintestinaler
Virulenzfaktoren dazu nicht erforderlich ist. Entscheidend ist eine durch das fimH-Gen
vermittelte Adhdsion, in der Halfte der untersuchten Félle unterstiitzt durch das

Serumresistenz vermittelnde Gen traT.
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7. Anhang

7. Anhang

(Tab.: 20 PCR-Ergebnisse der 222 E. coli -Stamme)

pap G
pap G | allelle papG pap
Virulenzgene fimH | papAH | papEF | pap C | allelle | 1l allelle lll | papGl | GlI, I
bp 508 720 336 200 461 190 258 1.190 1.070
Phyloge-
netische
Stamm Nr. Linie
2105 B1 + - - - - - - - -
2106 A + - - - - - - - -
2107 A + - - - - - - - -
2108 B1 + - - - - - - - -
2109 A + - - - - - - - -
2110 B2 + - - - - - - - -
2111 B1 + - - - - - - - -
2112 A + - - - - - - - -
2114 A - - - - - - - - -
2115 A - - - - - - - - -
2116 B1 + - - - - - - - -
2117 A + - - - - - - - -
2118 A + - - - - - - - -
2119 Bl + - - - - - - - -
2120 A + - - - - - - - -
2121 Bl + - - - - - - - -
2122 A + - - - - - - - -
2123 Bl + - - - - - - - -
2124 A + - - - - - - - -
2125 Bl - - - - - - - - -
2173 A + - - - - - - - -
2174 Bl + - - - - - - - -
2175 Bl + - - - - - - - -
2176 B2 + + + + - - + - -
2178 D + - - - - - - - -
2179 Bl + - - - - - - - -
2180 Bl + + + + - - + - -
2181 B1 + - - - - - - - -
2182 B1 + - - - - - - - -
2185 A + - - - - - - - -
2186 A + - - - - - - - -
2187 B1 + - - - - - - - -
2188 B1 + - - - - - - - -
2189 A + - - - - - - - -
2190 B1 + - - - - - - - -
2191 B1 + - - - - - - - -
2192 B1 + - - - - - - - -
2194 A + - - - - - - - -
2195 B2 + + + + + - + + -
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pap G
pap G | allelle papG pap
Stamm Nr. fimH papAH papEF pap C | allelle| Il allelle lll | papGl | GlI, Il

2197 B1 + - - - - - - - -
2198 Bl + - - - - - - - R
2199 A + - + - - - - -
2200 B2 + + + + - - + - -
2201 Bl + - - - - - - - -
2202 Bl + - - - - - - - R
2203 A? - - - - - - - - -
1260 B1 - - - - - - - - R
1262 D + - - - - - - - -
1263 Bl + - - - - - - - R
1264 B1 + - - - - - - - -
1265 D - - - - - - - - -
IMI1069 A + - - - - - - - -
1356, 1357 + - - - - - - - -
1549 D + - - - - - - - -
1550 B2 + - - - - - - - -
1551 A + - - - - - - - -
1552 A + - - - - - - - -
1553 A + - - - - - - - -
1554 A + - - - - - - - -
1555 A - - - - - - - - -
1556 A - - - - - - - - -
1557 A + - - - - - - - -
1560 A + - - - - - - - -
1561 A + - - - - - - - -
1562 A + - - - - - - - -
1563 A + - - - - - - - -
1564 A + - - - - - - - -
1854a A - - - - - - - - -
1854b A - - - - - - - - -
1855a A + - - - - - - - -
1855b A + - - - - - - - -
1856 A + - - - - - - - -
1857 A + - - - - - - - -
1858 A + - - - - - - - -
1859 A - - - - - - - - -
1860 A + - - - - - - - R
1861 A + - - - - - - - -
1862 A + - - - - - - - R
1863 A + - - - - - - - -
1864 A + - - - - - - - -
1865 A + - - - - - - - -
1867 A + - - - - - - - -
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pap G
pap G | allelle papG pap
Stamm Nr. fimH papAH papEF pap C | allelle| 1l allelle Ill | papGl | GlI, I
1868 A + - - - - - - - -
1869 A + . - . - . - - -
1870 A + - - - - - - - -
907 A + . - . - . - - -
908 A - - - - - - - -
909 B2 + . - . - . - - -
910 B1 + - - - - - - - -
911 A + - - - - - - - -
912 A + . - . - . - - -
913 B1 + - - - - - - - -
914 A + . - . - . - - -
915 B1 + - - - - - - - -
916 B1 + . - . - . - - -
917 D + - - - - - - - -
918 B1 + . - . - . - - -
919 A + - - - - - - - -
920 A + . - . - . - - -
921 B1 + - - - - - - - -
922 Bl + - - - - - - - -
923 A + - - - - - - - -
924 A + - - - - - - - -
925 A + - - - - - - - -
926 A + - - - - - - - -
927 B1 + . - . - . - - -
928 Bl + - - - - - - - -
929 A + - - - - - - - -
930 A + - - - - - - - -
931 A + - - - - - - - -
932 A + - - - - - - - -
933 Bl - - - - - - - - -
934 Bl + - - - - - - - -
935 A + - - - - - - - -
936 + - - - - - - - -
1755 D + - - - - - - - -
1756 B1 + . - . - . - - -
1757 B1 + - - - - - - - -
1758a A + - - - - - - - -
17580 A + - - - - - - - -
1759 A + . - . - . - - -
1760 A + - - - - - - - -
1761 A + . - . - . - - -
1762 A + - - - - - - - -
1763a A + - - - - - - - -
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pap G
pap G | allelle papG pap
Stamm Nr. fimH papAH papEF pap C | allelle|l 1l allelle lll | papGl | GlI, I
1763b A + - - - - - - - -
1764 A + - - - - - - - -
1765 A + - - - - - - - -
1766 A + - - - - - - - -
1767 A + - - - - - - - -
1768 B1 + - - - - - - - -
1769 A - - - - - - - -
1770 B1 + - - - - - - - -
1771 B2 + - - - - - - - -
1772 A + - - - - - - - -
1773 A - - - - - - - - -
1774 B1 + - - - - - - - -
1775 B1 + - - - - - - - -
1776 B1 + - - - - - - - -
1777 B1 + - - - - - - - -
1778 B1 + - - - - - - - -
1779 B1 + - - - - - - - -
1780 A + - - - - - - - -
1781 A + - - - - - - - -
1782 A + + + + - - - - +
1783 B1 + - - - - - - - -
1784 A + - - - - - - - -
1785 A + - - - - - - - -
1786 A + - - - - - - - -
1787 B1 + - - - - - - - -
1788 A + - - - - - - - -
1789 A + - - - - - - - -
1790 A + - - - - - - - -
1792 A + - - - - - - - -
1793 B1 + - - - - - - - -
1794 Bl - - - - - - - - -
1795 A + - - - - - - - -
1796 B1 + - - - - - - - -
1797 B1 + - - - - - - - -
1798 A - - - - - - - - -
1799 B1 + - - - - - - - -
1800 A + - - - - - - - -
1801 A + - - - - - - - -
1802 A + + + + - - + - +
1803 B1 + - - - - - - - -
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pap G
pap G | allelle papG pap
Stamm Nr. fimH papAH papEF pap C | allelle | Il allelle Ill | papGIl | Gl Il
1804 B1 + - - - - - - - -
1805 B2 + - - - - - - - -
1806 A + - - - - - - . -
1807 A - - - - - - - - -
1808 A + - - - - - - . -
1809 A - - - - - - - - -
1812 A - - - - - - - - -
1813 A + - - - - - - - -
1814 A + - - - - - - - -
1815 D - - - - - - - - -
1816 D - - - - - - - - -
1817 B1 + - - - - - - - -
1818a A + - - - - - - - -
1818b A + - - - - - - - -
1819 A - - - - - - - - -
1820a A + - - - - - - - -
1820b A + - - - - - - - -
1821 B1 + - - - - - - - -
1822 B1 - - - - - - - - -
1823 B1 + - - - - - - - -
1824 D + - - - - - - . -
1825a A + - - - - - - - -
1825b A + - - - - - - . -
1826 D + - - - - - - - -
1827a A + - - - - - - - -
1827b A + - - - - - - - -
1829 A + - - - - - - - -
1830 A + - - - - - - - -
1831a A + - - - - - - - -
1831b A + - - - - - - - -
1832 D + - - - - - - - -
1833a A + - - - - - - - -
1833b A + - - - - - - . -
1834a A + - - - - - - - -
1834b A + - - - - - - . -
1835 A - - - - - - - - -
1836 A - - - - - - - - -
1837 A + - - - - - - - -
1838 A + - - - - - - - -
1839 A - - - - - - - - -
1840 B2 + + + + - - + - +
1841 B1 + - - - - - - - -
1842 D + - - - - - - - -
1843a A + - - - - - - - -
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pap G
pap G | allelle papG pap

Stamm Nr. fimH | papAH | papEF | pap C |allellel Il allelle Il | papGl | GlI, 1l
1843b A + - - - - - - - -
1844 B1 + - - - - - - - -
1845a A + - - - - - - - -
1845b A + - - - - - - - -
1846a D + - - - - - - - -
1846b D + - - - - - - - -
1847a A + - - - - - - - -
1847b A + - - - - - - - -
1848 A + - - - - - - - -
1849 B1 + - - - - - - - -
1850 A - - - - - - - - -
1851 A + - - - - - - - -
1852 B2 + - - - - - - - -

Viruenz- sfa/foc kpsMT kpsMT | kpsMT
gene DE focG sfaS | cvaC Il kpsMT I K5 K1 ibeA

bp 410 360 240 680 392 272 159 153 170
Phylo-
genet- ExXPEC
Stamm ische virulence

Nr. Linie genes
2105 Bl - - - - - - - - -
2106 A - - - - - - - - -
2107 A - - - - - - - - -
2108 Bl - - - - - - - - -
2109 A - - - - - - - - -
2110 B2 - - - - - + - + +
2111 Bl - - - - - - - - -
2112 A - - - - - - - - -
2114 A - - - - - - - - -
2115 A - - - - - - - - -
2116 Bl - - - - - - - - -
2117 A - - - - - - - - -
2118 A - - - - - - - - -
2119 B1 - - - - - - - - -
2120 A - - - - - - - - -
2121 B1 - - - - - - - - -
2122 A - - - - - - - - -
2123 B1 - - - - - - - - -
2124 A - - - - - - - - -
2125 B1 - - - - - - - - -
2173 A - - - - - - - - -
2174 B1 - - - - - - - - -
2175 B1 - - - - - - - - -

-90 -



7. Anhang

Stamm sfa/foc kpsMT kpsMT | kpsMT
Nr. DE focG sfaS | cvaC 11l KpsMT Il K5 K1 ibeA
2176 B2 - - + - - + - + -
2178 D - - - + - + + - -
2179 B1 - - - - - - - - -
2180 B1 + - - - - - - - -
2181 B1 - - - - - - - - -
2182 B1 - - - - - - - - -
2185 A - - - - - - - - -
2186 A - - - - - - - - -
2187 B1 - - - - - - - - -
2188 B1 - - - - - - - - -
2189 A - - - - - - - - -
2190 B1 - - - - - - - - -
2191 B1 - - - - - - - - -
2192 Bl - - - - - - - - -
2194 A - - - - - - - - -
2195 B2 - - - - - + + - -
2197 B1 - - - - - - - - -
2176 B2 - - + - - + - + -
2178 D - - - + - + + - -
2179 B1 - - - - - - - - -
2180 Bl + - - - - - - - -
2181 B1 - - - - - - - - -
2182 Bl - - - - - - - - -
2185 A - - - - - - - - -
2186 A - - - - - - - - -
2187 B1 - - - - - - - - -
2188 B1 - - - - - - - - -
2189 A - - - - - - - - -
2190 B1 - - - - - - - - -
2191 B1 - - - - - - - - -
2192 B1 - - - - - - - - -
2194 A - - - - - - - - -
2195 B2 - - - - - + + - -
2197 B1 - - - - - - - - -
2198 B1 - - - - - - - - -
2199 A - - - - - + - - -
2200 B2 - - + - - + + - -
2201 B1 - - - - - - - - -
2202 B1 - - - - - - - - -
2203 A? - - - - - - - - -
1260 B1 - - - - - - - - -
1262 D - - - - - - - - -

-91-



7. Anhang
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w
=
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>
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7. Anhang

sfa/foc kpsMT kpsMT
Stamm Nr. DE focG sfaS cvaC 11l KpsMT Il K5 kpsMT K1 ibeA
912 A - - - - - - - - -
913 B1 - - - - - - - - -
914 A - - - - - - - - -
915 B1 - - - - - - - - -
916 B1 - - - - - - - - -
917 D - - - - + - - - -
918 Bl - - - - - - - - -
919 A - - - - - - - - -
920 A - - - - - - - - -
921 B1 - - - - - - - - -
922 B1 - - - - - - - - -
923 A - - - - - - - - -
924 A - - - - - - - - -
925 A - - - - - - - - -
926 A - - - - - - - - -
927 B1 - - - - - - - - -
928 B1 - - - - - - - - -
929 A - - - - - - - - -
930 A - - - - - - - - -
931 A - - - - - - - - -
932 A - - - - - - - - -
933 Bl - - - - - - - - -
934 B1 - - - - - - - - -
935 A - - - - - - - - -
936 A - - - - - - - - -
1755 D - - - - - + + - -
1756 B1 - - - - - - - - -
1757 Bl - - - - - - - - -
1758a A - - - - - - - - -
1758b A - - - - - - - - -
1759 A - - - - - - - - -
1760 A - - - - - - - - -
1761 A - - - - - - - - -
1762 A - - - - - - - - -
1763a A - - - - - - - - -
1763b A - - - - - - - - -
1764 A - - - - - - - - -
1765 A - - - - - - - - -
1766 A - - - - - - - - -
1767 A - - - - - - - - -
1768 B1 - - - - - - - - -
1769 A - - - - - - - - -

-03-



7. Anhang

sfa/foc kpsMT kpsMT
Stamm Nr. DE focG sfaS cvaC 11l KpsMT Il K5 kpsMT K1 ibeA
1770 B1 - - - - - - - - -
1771 B2 - - - - - - - - +
1772 A - - - - - - - - -
1773 A - - - - - - - - -
1774 B1 - - - - - - - - -
1775 B1 - - - - - - - - -
1776 B1 - - - - - - - - -
1777 B1 - - - - - - - - -
1778 A - - - - - - - - -
1779 B1 - - - - - - - - -
1780 B1 - - - - - - - - -
1781 A - - - - - - - - -
1782 A - - - - - - - - -
1783 A - - - - - - - - -
1784 B1 - - - - - - - - -
1785 A - - - - - - - - -
1786 A - - - - - - - - -
1787 A - - + - - - - - -
1788 A - - - - - - - - -
1789 B1 - - - - - - - - -
1790 B1 - - - - - - - - -
1792 A - - - - - - - - -
1793 B1 - - - - - - - - -
1794 B1 - - - - - - - - -
1795 A - - - - - - - - -
1796 B1 - - - - - - - - -
1797 A - - - - - - - - -
1798 A - - - - - - - - -
1799 A - - - - - - - - -
1800 Bl + + - - - - - - -
1801 B1 - - - - - - - - -
1802 B2 - - - - - - - - -
1803 A - - - - - - - - -
1804 A - - - - - - - - -
1805 A - - - - - + - - +
1806 A - - - - - - - - -
1807 A - - - - - - - - -
1808 A - - - - - - - - -
1809 A - - - - - - - - -
1812 D - - - - - - - - -
1813 D - - - - - - - - -
1814 B1 - - - - - - - - -

-94 -



7. Anhang
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7. Anhang

sfa/foc kpsMT kpsMT

Stamm Nr. DE focG sfaS | cvaC 1l KpsMT Il K5 kpsMT K1 ibeA
1847b A - - - - - - - - -
1848 A - - - - - - - - -
1849 B1 - - - - - - - - -
1850 A - - - - - - - - -
1851 A - - - - - - - - -
1852 B2 - - - - - - - - +

Virulenz-
gene PAI bmaE nfak rfc gafD | afa/draBC | traT hlyA cnfl

bp 930 507 559 788 952 559 290 1.177 498
Phyloge-
netische

Stamm Nr. Linie
2105 Bl - - - - - - + - -
2106 A - - - - - - + - -
2107 A - - - - - - + - -
2108 Bl - - - - - - + - -
2109 A - - - - - - + - -
2110 B2 + - - - - - + + -
2111 B1 - - - - - - - - -
2112 A - - - - - - + - -
2114 A - - - - - - - - -
2115 A - - - - - - - - -
2116 B1 - - - - - - + - -
2117 A - - - - - - - + -
2118 A - - - - - - + - -
2119 B1 - - - - - - + - -
2120 A - - - - - - + + -
2121 B1 - - - - - - - - -
2122 A - - - + - - + + -
2123 B1 - - - - - - - - -
2124 A - - - - - - - + -
2125 B1 - - - - - - - - -
2173 A - - - - + - - - -
2174 B1 - - - - - - - - -
2175 B1 - - - - - - + - -
2176 B2 + - - - - - ; + +
2178 D + - - - - - + - -
2179 B1 - - - - - - - - -
2180 B1 - - - - - - + + +
2181 B1 - - - - - - + - -

-96 -



7. Anhang

Stamm Nr. PAI bmaE nfaE rfc gafD | afa/draBC | traT hlyA cnfl
2182 B1 - - - - - - + - -
2185 A - - - - - - - - -
2186 A - - - - - - - - -
2187 B1 - - - - - - + - -
2188 B1 - - - - - - - - -
2189 A - - - - - - + - -
2190 B1 - - - - - - - - -
2191 B1 - - - - - - - - -
2192 B1 - - - - - - + - -
2194 A - - - - - - + - -
2182 B1 - - - - - - + - -
2185 A - - - - - - - - -
2186 A - - - - - - - - -
2187 B1 - - - - - - + - -
2188 B1 - - - - - - - - -
2189 A - - - - - - + - -
2190 B1 - - - - - - - - -
2191 B1 - - - - - - - - -
2192 B1 - - - - - - + - -
2194 A - - - - - - + - -
2182 B1 - - - - - - + - -
2185 A - - - - - - - - -
2186 A - - - - - - - - -
2187 B1 - - - - - - + - -
2188 B1 - - - - - - - - -
2189 A - - - - - - + - -
2190 B1 - - - - - - - - -
2191 B1 - - - - - - - - -
2192 B1 - - - - - - + - -
2194 A - - - - - - + - -
2195 B2 + - - + - - - + +
2197 B1 - - - - - - + - -
2198 B1 - - - - - - - - -
2199 A - - - - - - + - -
2200 B2 + - - - - - - - +
2201 B1 - - - - - - + - -
2202 B1 - - - - - - - - -
2203 A? - - - - - - - - -
1260 B1 - - - - - - - - -
1262 D - + - - - - + - -
1263 B1 - - - - - - - - -
1264 B1 - - - - + - + - -

-97-



7. Anhang
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7. Anhang
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7. Anhang

Stamm Nr. PAI bmaE nfaE rfc gafD | afa/draBC | traT hlyA cnfl
925 A - - - - - - + - -
926 A - - - - - - - + -
927 B1 - - - - - - - - -
928 B1 - - - - - - - - -
929 A - - - - - - - - -
930 A - - - + - - + - -
931 A - - - - - - - - -
932 A - - - - - - - - -
933 B1 - - - - - - + - -
934 B1 - - - - - - + - -
935 A - - - + - - + - -
936 A - - - - - - + - -
1755 D - - - - - - - - -
1756 B1 - - - - - - - - -
1757 B1 - - - - + - + - -

1758a A - - - - - - - - -
1758b A - - - - - - - - -
1759 A - - - - - - + + -
1760 A - - - - - - - - -
1761 A - - - - - - + - -
1762 A - - - - - - + + -
1763a A - - - - - - - - -
1763b A - - - - - - - - -
1764 A - - - - - - - - -
1765 A - - - - - - + - -
1766 A - - - - - - - - -
1767 A - - - - - - + - -
1768 B1 - - - - - - - - -
1769 A - - - - - - - - -
1770 B1 - - - - - - - - -
1771 B2 - - - - - - + + -
1772 A - - - - - - - - -
1773 A - - - - - - - - -
1774 B1 - - - - - - + - -
1775 B1 - - - - - - + + -
1776 B1 - - - - - - + - -
1777 B1 - - - - - - - - -
1778 B1 - - - - - - + - -
1779 B1 - - - - - - + + -
1780 A - - - - - - + + -
1781 A - - - - - - - - -
1782 A - - - - - - - - -
1783 B1 - - - - - - - - -

- 100 -



7. Anhang

Stamm Nr. PAI bmaE nfaE rfc gafD | afa/draBC | traT hlyA cnfl
1784 A - - - - - - + - -
1785 A - - - - - - - - -
1786 A - - - - - - + - -
1787 B1 - - - - - - - - -
1788 A - - - - - - - - -
1789 A - - - - - - - + -
1790 A - - - - - - - - -
1792 A - - - - - - - - -
1793 B1 - - - - - - - - -
1794 B1 - - - - - - - - -
1795 A - - - - - - - - -
1796 B1 - - - - - - - - -
1797 B1 - - - - - - - - -
1798 A - - - - - - + - -
1799 B1 - - - - - - + - -
1800 A - + - - - - - + -
1801 A - - - - - - + + -
1802 A - + - - - - + + +
1803 B1 - - - - - - + - -
1804 B1 - - - - - - - - -
1805 B2 + - . . _ . + 4 i
1806 A - - - - - - + - -
1807 A - - - - - - + - -
1808 A - - - - - - - - -
1809 A - - - - - - - - -
1812 A - - - - - - - - -
1813 A - - - - - - + - -
1814 A - - - - - - + - -
1815 D - - - - - - + - -
1816 D - - - - - - + - -
1817 B1 - - - - - - - - -

1818a A - - - - - - - - -
1818b A - - - - - - - - -
1819 A - - - - - - + - -
1820a A - - - - - - - - -
1820b A - - - - - - - - -
1821 B1 - - - - - - - - -
1822 B1 - - - - - - - - -
1823 B1 - - - - - - + - -
1824 D - - - - - - + - -
1825a A - - - - - - - - -
1825b A - - - - - - - - -
1826 D - - - - - - - - -

-101 -



7. Anhang

Stamm Nr. PAI bmaE nfaE rfc gafD | afa/draBC | traT hlyA cnfl
1827a A - - - - - - - - -
1827b A - - - - - - - - -

1829 A - - - - - - - - -
1830 A - - - - - - - - -
1831a A - - - - - - - - -
1831b A - - - - - - - - -
1832 D - - - - - - - - -
1833a A - - - - - - + - -
1833b A - - - - - - + - -
1834a A - - - - - - - - -
1834b A - - - - - - - - -
1835 A - - - - - - + - -
1836 A - - - - - - - - -
1837 A - - - - - - - - -
1838 A - - - + - - + + -
1839 A - - - - - - - - -
1840 B2 + - - - - . - - -
1841 B1 - - - - - - + - -
1842 D - - - - - - + - -
1843a A - - - - - - + - -
1843b A - - - - - - + - -
1844 B1 - - - - - - - - -
1845a A - - - - - - - - -
1845b A - - - - - - - - -
1846a D - - - - - - + - -
1846b D - - - - - - + - -
1847a A - - - - - - + - -
1847b A - - - - - - + - -
1848 A - - - - - - + - -
1849 B1 - - - - - - + - -
1850 A - - - - - - + - -
1851 A - - - - - - + - -
1827a A - - - - - - - - -
1827b A - - - - - - - - -
1829 A - - - - - - - - -
1830 A - - - - - - - - -
1831a A - - - - - - - - -
1831b A - - - - - - - - -
1832 D - - - - - - - - -
1833a A - - - - - - + - -
1833b A - - - - - - + - -
1834a A - - - - - - - - -
1834b A - - - - - - - - -

-102 -



7. Anhang

Stamm Nr. PAI bmaE nfaE rfc gafD | afa/draBC | traT hlyA cnfl
1835 A - - - - - - + - -
1836 A - - - - - - - - -
1837 A - - - - - - - - -
1838 A - - - + - - + + -
1839 A - - - - - - - - -
1840 B2 + - - . - - - - -
1841 B1 - - - - - - + - -
1842 D - - - - - - + - -

1843a A - - - - - - + - -
1843b A - - - - - - + - -
1844 B1 - - - - - - - - -
1845a A - - - - - - - - -
1845b A - - - - - - - - -
1846a D - - - - - - + - -
1846b D - - - - - - + - -
1847a A - - - - - - + - -
1847b A - - - - - - + - -
1848 A - - - - - - + - -
1849 B1 - - - - - - + - -
1850 A - - - - - - + - -
1851 A - - - - - - + - -
1852 B2 + - - - - - + - -

- 103 -



7. Anhang

Virulenzgene fyuA iutA iroN pks iss gimB F17 K88
bp 880 300 537Bp | 450BP
Phyloge-
Stamm Nr. | netische Linie
2105 Bl - - - - - - - -
2106 A - - - - - - - -
2107 A + - . . + . . +
2108 B1 - - - - - - - -
2109 A - + - - - - - -
2110 B2 + + - + - + - +
2111 Bl - - - - - - - -
2112 A - - - - - - - -
2114 A - - + - + - + -
2115 A - - - - - - - -
2116 Bl - - - - - - - -
2117 A + - - - - - - +
2118 A - - - - - - - -
2119 Bl - - - - - - - -
2120 A - - - - - - - -
2121 Bl - - - - - - - -
2122 A - - - - - - - -
2123 B1 - - - - - - - -
2124 A - - - - - - - -
2125 Bl - - - - - - -
2173 A + - - - - - + +
2174 Bl - - - - - - - -
2175 Bl - - - - - - - -
2176 B2 + - + + - - - +
2178 D - + + - + - - -
2179 Bl - - - - - - - -
2180 Bl - + + - - - - -
2181 Bl - - - - - - - -
2182 B1 - - - - - - - -
2185 A + - . . + . . +
2186 A + - - - - - - +
2187 Bl - - - - - - - -
2188 Bl - - - - - - - -
2189 A - - - - - - - -
2190 Bl - - - - + - - -
2191 Bl - - - - - - - -
2192 Bl - - - - - - - -
2194 A - - - - + - . -
2195 B2 + - + + + + . +
2197 Bl - - - - - - - -

-104 -



7. Anhang
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- 105 -



7. Anhang

Stamm Nr. fyuA iutA iroN pks iss gimB F17 K88
1868 A - - - - - - - -
1869 A - - - - - - - -
1870 A - - - - - - - -

907 A - - - - + - - -
908 A - - - - - - - -
909 B2 - - - - - - - -
1868 A - - - - - - - -
1869 A - - - - - - - -
1870 A - - - - - - - -
907 A - - - - + - - -
908 A - - - - - - - -
909 B2 - - - - - - - -
910 B1 - - - - - - - -
911 - - - - - - + -
912 A + - - - - - - +
913 B1 - - - - - - - -
914 A - - - - - - - -
915 B1 - - - - - - - -
916 B1 - - - - - - - -
917 D - - - - - - - -
918 B1 + - + - + - - +
919 A - - - - - - + -
920 A - - - - - - + -
921 B1 - - - - - - - -
922 B1 - - - - - - - -
923 A - - - - - - - -
924 A - - + - + - - -
925 A - - - - + - + -
926 A - - - - - - - -
927 B1 - - - - - - - -
928 B1 - - - - - - - -
929 A - - - - - - - -
930 A - - - - - - - -
931 A - - - - - - - -
932 A - - - - - - - -
933 B1 - - - - - - - -
934 B1 - - - - - - - -
935 A - - - - - - - -
936 A - - - - - - - -
1755 D - - - - + B} + 3
1756 B1 - - - - - - - -
1757 B1 - - - - - - - -
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7. Anhang

Stamm Nr.

fyuA

iutA

iroN

pks

iss

gimB

F17

K88

1758a

1758b

1759

1760

1761

1762

1763a

1763b

1764

1765

1766

1767

DD - b DD b b b b b

1768

w
=

1769

>

1770

w
=

1771

vs]
N

1772

1758a

1758b

1759

1760

1761

1762

1763a

1763b

1764

1765

1766

1767

> >

1768

w
g

1769

>

1770

w
=

1771

vs]
N

1772

>

1773

>

1774

w
=

1775

w
=

1776

w
=

1777

w
=

1778

w
=

1779

w
=

1780

>
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Stamm Nr.

fyuA

iutA

iroN

pks

iss

gimB

F17

K88

1801

1802

1803

1804

1805

1806

1807

1808

1809

1812

1813

1814

1815

1816

1817

1818a

1818b

1819

1820a

1820b

1821

1822

1823

1824

1825a

1825b

1826

1827a

1827b

1829

1830

1831la

1831b

1832

1833a

1833b

1834a

> |> (> |0 (> > |» [>» |» [» |O|» > |0

1817

w
=

1818a

1818b

1819

1820a

> > (> |>
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Stamm Nr.

fyuA

iutA

iroN

pks

iss

gimB

F17

K88

1820b

1821

1822

1823

1824

1825a

1825b

1826

1827a

1827b

1829

1830

1831a

1831b

1832

1833a

1833b

1834a

1834b

1835

1836

1837

1838

1839

> > > (> > (> |> (> |>|O0> | (> |>» > |>» |0O|>|>» |O

1840

vs)
N

1841

w
=

1842

O

1843a

>

1843b

1844

1845a

1845b

1846a

1846b

1847a

1847b

1848

1849

1850

1851

1852
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Virulenzgene F17 K88 K99 F41 987P F18 Afa8 | Afa7
bp 537 450 200 515 390 320 300 ca.650
Phyloge- Adhesins
netische of animal
Linie pathogenic
Stamm Nr. E. coli

2105 Bl

2106 A - - - - - - - -
2107 A - - - - - - - -
2108 B1 - - - - - - - -
2109 A - - - - - - - -
2110 B2 - - - - - - - -
2111 B1 - - - - - - - -
2112 A - - - - - - - -
2114 A - - - - - - - -
2115 A - - - - - + - -
2116 B1 - - - - - - - -
2117 A - - - - - - - -
2118 A - - - - - - - -
2119 B1 - - - - - - - -
2120 A - - - - - - - -
2121 B1 - - - - - - - -
2122 A - - - - - - - -
2123 Bl - - - - - - + -
2124 A - - - - - - - -
2125 B1 - - - - - - - -
2173 A - - - - - - - -
2174 B1 - - - - - - - -
2175 B1 - - - - - - - -
2176 B2 - - - - - - - -
2178 D - - - - - - - -
2179 B1 - - - - - - - -
2180 B1 - - - - - - - -
2181 B1 - - - - - - - -
2182 B1 - - - - - - - -
2185 A - - - - - - - -
2186 A - - - - - - - -
2187 B1 - - - - - - - -
2188 B1 - - - - - - - -
2189 A - - - - - - - -
2190 B1 - - - - - - - -
2191 B1 - - - - - - - -
2192 Bl - - - - - - - -
2194 A - - - - - - - -
2195 B2 - - - - - - - -
2197 Bl - - - - - - - -
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Stamm Nr.

F17

K88

K99

F41

987P

F18

Afa 8

Afa 7

2198

2199

2200

2201

2202

2203

1260

1262

1263

1264

1265

IMI1069

1356, 1357

1549

1550

vs]
N

1551

1552

1553

1554

1555

1556

1557

1560

1561

1562

1563

1564

1854a

1854b

1855a

1855b

1856

1857

1858

1859

1860

1861

1862

1863

1864

1865

1867

1868

Db D D DS b - D b - b - b b - b - b B b b b b b b
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Stamm Nr. F17 K88 K99 F41 | 987P | F18 | Afa8 | Afa?
909 B2 - - - - - - - -
910 B1 - - - - - - - -
911 A - - - - - - - -
912 A - - - - - - - -
913 B1 - - - - - - - -
914 A - - - - - - - -
915 B1 - - - - - - - -
916 B1 - - - - - - - -
917 D - - - - - - - -
918 B1 - - - - - - - -
919 A - - - - - - - -
920 A - - - - - - - -
921 B1 - - - - - - - -
922 B1 - - - - - - - -
923 A - - - - - - - -
924 A - - - - - - - -
925 A - - - - - - - -
926 A - - - - - - - -
927 B1 - - - - - - - -
928 B1 - - - - - - + -
929 A - - - - - - - -
930 A - - - - - - - -
931 A - - - - - - - -
932 A - - - - - - - -
933 B1 - - - - - - - -
934 B1 - - - - - - - -
935 A - - - - - - - -
936 - - - - - - - -
1755 D - - - - - - - -
1756 B1 - - - - - - - -
1757 B1 - - - - - - - -

1758a A - - - - - - - -
1758b A - - - - - - - -
1759 A - - - - - - - -
1760 A - - - - - - - -
1761 A - - - - - - - -
1762 A - - - - - - - -
1763a A - - - - - - - -
1763b A - - - - - - - -
1764 A - - - - - - - -
1765 A - - - - - - - -
1766 A - - - - - - - -
1767 A - - - - - - - -
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Stamm Nr. F17 K88 K99 Fa1 | 987P F18 | Afas | Afa7
1768 B1 - - - - - - - -
1769 A - - - - - - - -
1770 B1 - - - - - - - -
1771 B2 - - - - - - - -
1772 A - - - - - - - -
1773 A - - - - - - - -
1774 B1 - - - - - - - -
1775 B1 - - - - - - - -
1776 B1 - - - - - - - -
1777 B1 - - - - - - - -
1778 B1 - - - - - - - -
1779 B1 - - - - - - - -
1780 B1 - - - - - - - -
1781 A - - - - - - - -
1782 A - - - - - - - -
1783 A - - - - - - - -
1784 B1 - - - - - - - -
1785 A - - - - - - - -
1786 A - - - - - - - -
1787 A - - - - - - - -
1788 B1 - - - - - - - -
1789 A - - - - - - - -
1790 A - - - - - - - -
1792 A - - - - - - - -
1793 A - - - - - - - -
1794 B1 - - - - - - - -
1795 B1 - - - - - - - -
1796 A - - - - - + - -
1797 B1 - - - - - - - -
1798 B1 - - - - ; + : :
1799 A - - - - - - - -
1800 B1 - - - - - - - -
1801 A - - - - - - - -
1802 A - - - - - - - -
1803 A - - - - - - - -
1804 B1 - - - - - - - -
1805 B1 - - - - - - - -
1806 B2 - - - - - - - -
1807 A - - - - - - - -
1808 A - - - - - - - -
1809 A - - - - - - - -
1812 A - - - - - - - -
1813 A - - - - - - - -
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7. Anhang

Stamm Nr.

F17

K88

K99

F41

987P

F18

Afa 8

Afa 7

1814

1815

1816

1817

1818a

1818b

1819

1820a

1820b

1821

1822

1823

1824

1825a

1825b

1826

1827a

1827b

1829

1830

1831a

1831b

1832

1833a

1833b

1834a

1834b

1835

1836

1837

1838

1839

> > (> (> > (> |> (> |>» 0> |> (> |>» > |>» |0 (> |0

1840

ve)
N

1841

w
=

1842

O

1843a

>

1843b

>

1844

1845a

1845b

1846a

1846b

1847a

> |0 O |» |»
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Stamm Nr. F17 K88 K99 F41 | 987P | F18 | Afa8 | Afa7
1847b A - - - - - - - -
1848 A - - - - - - - -
1849 B1 - - - - - - - -
1850 A - - - - - - - -
1851 A - - - - - - - -
1852 B2 - - - - - - - -
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7.1. AbklUrzungsverzeichnis

Abb. L Abbildung
ACC.NO......oiiiii it e BCCESSION NUMbET

ASIMP. o e e e e ee@SYMPtOmMatisch

0] F P Basenpaare

ca. . ....circa

d.h. ...das heift

DAEC.. .. diffus adharente E. coli

dATP ...Desoxyadenosin-5"-Triphosphat
ACTP. e Desoxycytosin-5"-Triphosphat
DEC. .. i diarrheagenic Escherichia coli
dest. v destilliert

dGTP ...Desoxyguanosin-5"-Triphosphat
DNA. ...Desoxyribonucleic (-acid)
dNTP. ...Desoxynukleotidtriphosphat
DT T e Dithiothreitol

ATTP . Desoxythymidin-5"-Triphosphat
DR. ... direct repeats”

EAEC ...Enteroaggregative E. coli

E. coli ...Escherichia coli

AJE. ...attachment and

effacementECOR..........cooiiiiiiiin,

..... Enteroinvasive E. coli

E. coli collection of reference strains

.Ethylendiamintetraacetat

...Enteropathogene E. coli

EHEC-Hamolysin

...enteropathogene Escherichia coli

und andere

..... Enterotoxine E. coli

...et cetera
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7. Anhang

ESPP. e extracellular serine protease, plasmid-encoded
Etp.. ...EHEC type Il secretion pathway
EXPEC ...extraintestinal-pathogene E. coli
WAL forward

o Gramm

Gal e Galaktose

gof. . ...gegebenenfalls

GlU.e Glukose
P Stunde

HC... ...Hamorrhagische Colitis

HPLC....o i, high pressure liquid chromatographie
HUS. . hamolytisch-urdmisches Syndrom
ITSG. . Infektionsschutzgesetz

IMS . Immunmagnetische Separation
IPEC. ...intestinale E. coli
IS, Insertionssequenz
KA. Kapitel

KatP. .o, Katalase/Peroxidase

KD (P)eeneeei i, Kilobasen (paare)
L, Liter

LB Lysogeny Broth

LDH. ..o Laktatdehydrogenase

LEE. ....locus of enterocyte effacement
LM ., Lebensmittel

LPS . Lipopolysaccharid
MENEC........oi e Meningitis-verursachende E. coli
10 Milligramm

MING. oo
..Milliliter

Minute

mindestens

Millimeter

Millimolar
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M M. e Mit Mannose

MRHA. ... Mannose-resistente Hamagglutination
Nb.oi e e nicht bekannt

ND .o not determined
P o 019 & 1Yo 1] [

NSF . nicht Sorbitol fermentierend
OD .o, optische Dichte

020 obern genannte

O.M. ohne Mannose

ORF......oee i eiveiiiiiieiie e e e 22..0pen Reading Frame (offenes Leseraster)

PCR . polymerase chain reaction

PEGE.... Pulsfeldgelelektrophorese

POLST .. Plasmid von EHEC O157:H7

pSFO157.........covcievieiiiieeeenn oo ...Plasmid von SF EHEC O157:HREBASE

PV ettt et e e e e reverse

RFELP....o Restriktions-Fragment-Langen-
Polymorphismus

RT Raumtemperatur

SDS. . Sodium dodecyl sulfate

SE Sodium EDTA

S . it Sekunde

SEPEC....co i, Sepsis verursachende E. coli

SF.ii e SOTDI O fErmentierend

ST sorbitol-fermenting EHEC O157 fimbriae,
plasmid-encoded

SMAC. .., Sorbitol-MacConkey-Agar

S0 JS siehe oben

SOU. .t evtennaeeneennentneenenenieeeneaenaee.2.50 gENANNTEE
SPez. .o e SPEZITISCHET

SSPE.. i, Sodium chloride, Sodium Phosphate, EDTA
SICE .o, secreted protease of C1 esterase inhibitor from
EHEC
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STEC. ....Shiga-Toxin produzierende Escherichia coli
3 1 S Shiga-Toxin

S siehe unten

Tab . Tabelle

TAE. . Tris-Acetat-EDTA
Tag-Polymerase.........ccccovveviveniennnn. Thermus aquaticus DNA-Polymerase
TBE...o o Tris-Borat-EDTA

TE Tris-EDTA

TNE. ..o, Tris-NaCI-EDTA

TNEX. ... Tris-NaCI-EDTA-Triton X-200
TOXB.oo e Toxin B

TS e Tris-(hydroxyethyl)-aminoethan
tRNA. ....transfer ribonucleic acid

u.a... ...und anderes

u.d... ...und &hnliches

U/MIN. e, Umdrehungen pro Minute

UN. ....Uber Nacht

UPEC.... . Uropathogene E. coli

UTI.. ....Urogenitaltraktinfektion

UV Ultraviolett
Ve Volt

(V2% T vor allem
VOl vergleiche

ZB zum Beispiel

3L PP Mikrogramm
ML Mikroliter
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