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Ausgangssituation und Fragestellung 1

1 AUSGANGSSITUATION UND
FRAGESTELLUNG

Attaching und Effacing (A/E)-Lasionen sind das pathognomische Kennzeichen
(engl. ,hallmark®) der Enteropathogenen Escherichia coli (EPEC) und der
Verotoxin-bildenden Escherichia coli (VTEC) bzw. der Shigatoxin-bildenden E.
coli (STEC). Zunachst nur im Zellkulturmodell darstellbar, wurden die beteiligten
bakteriellen  Virulenz- sowie  Adhasionsfaktoren  mittlerweile  auch
molekularbiologisch gut charakterisiert. So konnte gezeigt werden, dass das auf
dem ,Locus of Enterocyte Effacement” (LEE) verankerte ,E. coli attaching and
effacing® (eae)-Gen fur den Anheftungsvorgang, einer innigen Zell- zu
Zellverbindung (engl. ,intimate adhearance®), verantwortlich sowie fir die
Auspragung der A/E-Lasionen essenziell ist. Das flr das Protein Intimin
kodierende eae-Gen stellt dabei neben den Vero-/Shigatoxingenen und dem
Enterohamolysingen einen bedeutenden Virulenzfaktor zur Charaktersierung
des Gefahrdungspotentials der E.coli dar. Die taxonomische Bedeutung bei der
Klassifikation der VTEC/STEC bzw. der Enterohamorrhagischen E. coli (EHEC)
wird kontrovers diskutiert. Der Intimintypisierung auf Basis des hypervariablen
3’-Genabschnittes mittels der von MULLIS und FALOONA (1987) allgemein
beschriebenen Technik der Polymerasekettenreaktion (engl. ,Polymerase
Chain Reaction“, [PCR]) kommt dabei eine wesentlich diagnostische und
epidemiologische Bedeutung zu. So konnten bislang einschlief3lich der
Untereinheiten mehr als 20 verschiedene Intimintypen differenziert werden (o
bis G).

Vor diesem Hintergrund sollte in der eigenen Arbeit mit der Etablierung eines
PCR-Verfahrens unter Verwendung der Restriktionsfragment-
Langenpolymorphismus (RFLP) basierten Differenzierung ein Beitrag zur
methodischen Weiterentwicklung und Verteilung der Intiminvarianten bei 317 E.
coli-Stammen aus unterschiedlichen Habitaten geleistet werden. Uber die
phylogenetische Analyse und die Charaktersierung der Genstruktur sollte
darUber hinaus eine Bewertung der moglichen evolutiven Entwicklung
vorgenommen werden.



2 LITERATURUBERSICHT

Der Schwerpunkt der vorgestellten Arbeit behandelt Untersuchungen zum
Escherichia coli attaching and effacing (eae)-Gen. Die dargestellte

Literaturibersicht folgt diesem Prinzip.

21 ESCHERICHIA COLI (E. cOLI)

2.1.1 TAXONOMIE UND BEDEUTUNG

Zur Familie der Enterobacteriaceae gehoérend sind Escherichia coli (E. coli)
Gram-negative, fakultativ anaerobe, sporenlose, Oxidase-negative, Katalase-
positive, stabchenformige Bakterien. lhre GroRe betragt ca. 1,1 - 1,5 ym x 2,0 -
6,0 um. Uberwiegend tritt Kapselbildung auf. Durch peritriche Begeiielung
konnen bewegliche von unbeweglichen Stammen differenziert werden. Als
mesophile Mikroorganismen liegt ihr Temperaturoptimum bei 37°C. Unter
diesen optimalen Bedingungen betragt die Generationszeit etwa 20 min (HOLT
et al., 1994). E. coli sind zu aerobem sowie fakultativ anaerobem Wachstum
befahigt.

Der Dedikationsname geht auf den Padiater Dr. Theodor Escherich zurick, der
solche Stamme 1885 aus Sauglingsstuhl isolierte und diese als Bacterium coli
commune beschrieb. Neben E. coli als dem wichtigsten Vertreter werden unter
dem Genus Escherichia im ,Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology* (9.
Auflage, 1984) die Spezies E. blattae, E. fergusonii, E. hermanii und E. vulneris
biochemisch differenziert (HOLT et al., 1994). HUYS et al. (2003) beschrieben
mit E. albertii eine weitere Spezies. ABOTT et al. (2003) und HYMA et al.
(2005) gelangen die biochemische und evolutive Charakterisierung dieser

neuen Spezies.
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E. coli werden entsprechend ihren Oberflachen (O)-, Kapsel (K)- und Geilkel (H:
von Hauch)- Antigene in verschiedene Serovaren unterteilt (JRSKOV und
JRSKOV, 1984). Die Entwicklung der Serotypisierung ging 1944 von F.
Kauffmann aus (KAUFFMANN, 1966). Damit wurde die Untergliederung in
Serogruppen (nur O-Antigen) und/oder Serovaren (O- und H-Antigen)

ermoglicht.

Sowohl beim Menschen als auch bei den Saugetieren (Ausnahmen:
Meerschweinchen, Chinchilla) dient der Dickdarm als natdrliches Habitat.
Allerdings liegen die Keimzahlgehalte mit 10* bis 10° KbE/g im 1%-Bereich.
Damit gehort E. coli zu der Begleitflora (ROLLE und MAYR, 1993). Als moégliche
Ursache fur die als sehr erfolgreich charakterisierte Eubiose der E. coli wird die
Fahigkeit zu einer effizienteren Gluconsaureverwertung angesehen (SWEENEY
et al., 1996).

Hinsichtlich ihrer klinischen Bedeutung ist zu berucksichtigen, dass sowohl
fakultativ pathogene als auch obligat pathogene Stamme unterschieden werden
mussen. Letztgenannte verfugen Uber ein breites, mobilisierbares Spektrum an
Virulenzfaktoren (HAHN et al., 1999 und KAPER et al., 2004). Diese E. coli-
Pathotypen koénnen Harnwegsinfektionen, Sepsis, Hirnhautentziindungen,
enterale sowie Durchfallerkrankungen und Appendizitiden, Peritonitiden und
postoperative Wundinfektionen verursachen. Zusatzlich zu den uropathogenen
E. coli (UPEC), den nephropathogenen (NPEC) E. coli und septisch-
pathogenen (SPEC) E .coli (NATARO und KAPER, 1998; KAPER et al., 2004)
sind sechs gut charakterisierte intestinale Pathovare beschrieben worden, die
nachfolgend erlautert werden. Damit zahlen E. coli-Pathotypen mit zu den

haufigsten Erregern bakterieller Infektionen des Menschen.

In der Veterindrmedizin spielen E. coli als Infektionserreger bei Septikamien,
enterotoxischen Enteropathien, Dysenterien sowie der Odemkrankheit der

Absatzferkel eine Rolle.



4 2 Literaturiibersicht

Bei Adulten ist auf Mastitiden, Harnwegsinfektionen, Pneumonien, Pyometren,
Wundinfektionen sowie die Coligranulomatose des Geflligels zu verweisen
(ROLLE und MAYR, 1993). An den ,avian pathogenic E. coli (APEC)*
erkranken primar Puten (EWERS et al., 2003).

FUr die Lebensmittelnygiene ist der Darmkommensale E. coli als
Indikatororganismus fur fakale Verunreinigungen innerhalb der Prozessfuhrung
eingestuft worden (REUTER, 1996). Eine detaillierte Auflistung des Umfangs
der Untersuchungen auf E. coli in Abhangigkeit von der untersuchten
Lebensmittelgruppe im Sinne von Prozesshygiene- und
Lebensmittelsicherheitskriterien beinhaltet die VERORDNUNG (EG) Nr.
2073/2005 der Kommission vom 15. November 2005 Uber mikrobiologische
Kriterien fur Lebensmittel. Aufgrund ihres potenziellen gesundheitlichen
Gefahrenpotenzials werden E. coli dariber hinaus auch den Indexorganismen
zugerechnet (REUTER, 1996).

2.2 DARMPATHOGENE E. COLI

Zusatzlich zu den E. coli-Pathotypen, die extraintestinale Erkrankungen
verursachen und daher auch als ExpEC (RUSSO und JOHNSON, 2000)
bezeichnet werden, sind die nach dem Infektionsschutzgesetz (IfSG;
ANONYMOUS, 2000) meldepflichtigen darmpathogenen E. coli von Bedeutung.
Unter ihnen kdonnen Stamme der EPEC-, VTEC-/EHEC- und ETEC-Gruppe
auch beim Tier klinische Erkrankungen hervorufen (NATARO und KAPER,
1998; RKI, 1996). Eine Ubersicht enthalt Tabelle 2.1.1-1 in Anlehnung an die
Zusammenstellung nach GOLL (2005).




eindind ayosiuadojAzoquiosyj-yosioquiodyy WolIpuAS sayosiweln-yoshhjowey ,
sij|0] ayosibeyriowey 9Z UIXOJOJOA urxojolejug sa|iqelsazyy (,
uixojoiajug sa|Iqe_ezIY J10joE} 8ouaIBype 9343 (, Juswaoeyd 8}A0018)JUB JO SNOO| 0

uisAjoweyo.ajug

, ‘(337) .
‘ Awm__“__.._nmmrwﬂm_ﬂ_o 1exbIyessbunye mcow_mmh\mem.\mcongm_ SELE
(9 ' .@C_XO|_| H T
-eblyg /auixojolon
(c dWwels
-8 1A dnu) oUXO 1102 3 8puspliq
[9XJ8jzjesqy J9p _eblys \o.c_xogo o -uixo]-ebiysoo * 3  031S/0ALA
JayueIWwapQ . . auabouIX0]0IBA
‘ooyuleipiagiey
(yaluye-ayny) auIxojoleug .
aoylielpasioy ‘1IeHAISBAU| 109 "3 SNSEAUICISIUS SEIE
4
anyedoliaiug (yonuye-esojoyn) UsJiOpejSuUOnESIUOIOY BWWEIS-|S .
SUOSIX0J0IOIUT  SOULEIPasIaY OUIXOI0IO]UT . 109 "3 SUISXOI0ISUT 0313
swwels-11
337
aoydeipsanbunpe  soyuseipsbulbnes (2 | SSEI 1109 "3 23d3
R 7T pwseld-4v3 ‘337) | ssep susbolpedoisiuy
yoxbiyessbunyey
1911 yosusapy
jyoidzusnuip Bunjiauayun Bunuyolazag wAuouyy
Bunyjueiyig

2.2 Darmpathogene E.coli

1109 "3 Jauaboyied Bunjidluig pun JnjepusWoN B 1 ¢ olledel



2 Literaturiibersicht

uIxo} Bulpua}sip [eyia|oid Joyoe] bunjoloal 21x0j0l43 ,

uixojosajus ajgejs yeay 9360y

1109
aoyJielq uisAjowep-o "3 ayoshAjowey O3HA
S[luelu| . ) auslizosse /D3HAD
-aoydlelq
) /(e |
aoyueiq ((gA\-1 LD) apualaiznpoud
uIxo} Buipusjsip 031a10
sjueu] [ey1s|oiAD - uIxo} Buipusisip
leyis|0}hQ,
alweydas-
‘soyulelpiaqiem ¢ dANO
1109
uabunyuenyig "J 9YISIX0J0N8N O3IN
sjeulnyssjulelxs b ANO
‘soydlelq
alyiedoisiug aoyueiq 1100 g
ayosIxojolsiug ajueu| UOISEUPY alualeype-snyiqg o3vd
soyueipasiey Medbiyeisbunyey .
aoyJlielptanbune ‘aoydielqg ( ) 1109 5 93v3
P wccEm:m_.wEn_ ( LLSV3 anjebalbbeossug /H366y3
nsl uIxojolajug
1911 yosuap
5 jyoidzuajnuip  Bunjpiayayun Bunuyolazag wAuouyy
unjueayg

1]09 "3 Jauaboyied Bunjidluig pun JnjepuUsWON T}-1 | ¢ °lleqel bunzjesjio]



2.2 Darmpathogene E. coli 7

2.2.1 ENTEROPATHOGENE E. COLI (EPEC)

BRAY beschrieb 1945 eine Gruppe serologisch unterscheidbarer E. coli, die bei
durchfallerkrankten Kindern, nicht jedoch bei gesunden Kindern auftraten. Den
EPEC wird der histopathologische Effekt des ,attaching and effacing (A/E)“
zugeordnet (CANTEY und HOSTERMANN, 1979). Dieser ergibt sich aus der
Anheftung (engl. ,attaching“) des EPEC-Stammes und durch den lokalen
Verlust der Mikrovilli (engl. ,effacing”) sowie einer massiven Anreicherung von
Zytoskelett-Proteinen in Form von polymerisiertem Aktin unterhalb der
bakteriellen Anheftungsstelle (MOON et al., 1983; KNUTTON et al., 1989). Per
Definition fehlt EPEC das Verotoxinbildungsvermdogen. Anhand dieser
Unterscheidung erfolgt die Abgrenzung zu den VTEC/STEC, die ebenfalls zur
Bildung von A/E-Lasionen fahig sind. Eine genaue Beschreibung des
dreistufigen Anheftungsprozesses wird im Abschnitt ,Virulenzfaktoren“ unter der
Beschreibung der Anheftungsmechanismen bei EPEC und VTEC/EHEC
vorgenommen. Die ,class I“-EPEC verfugen Uber das EAF-,EPEC adherence
factor“-Plasmid, das das Gen der ,bundle forming pili“ (BFP) beherbergt
(NATARO und KAPER, 1998). Atypischen ,class II““EPEC fehlt das EAF-
Plasmid. Die weiteren Virulenzfaktoren sind auf dem ,Locus of Enterocycte
Effacement” (LEE) verankert (McDANIEL et al., 1995). Hierzu zahlen neben
Intimin der translozierte Intiminrezeptor Tir (engl. ,translocated intimin receptor®)
und weitere Komponenten des Typ lll-Sekretionsapparates zuzlglich weiterer

Proteine.

Als Erreger der Sauglingsdiarrhoee kommt EPEC nur noch in den
Entwicklungslandern eine wesentliche Bedeutung zu. Neben dem akut
verlaufenden Erscheinungsbild mit meist wassrigem Durchfall, Erbrechen und
geringgradigem Fieber, treten auch protrahierte Formen auf (NATARO und
KAPER, 1998). Den anhand der im Rahmen des IfSG gemeldeten Nachweisen
ist zu entnehmen, dass 72,5% der durch E. coli verursachten intestinalen
Erkrankungen auf EPEC zurlckzufihren sind. Zu den EPEC gehdéren Stamme
der Serogruppen 026, 044, 055, 086, O111, 0114, 0119, 0125 und 0147
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(NATARO et al., 1985). In Deutschland dominieren die Serovaren O26:H11 und
086:H34 (RKI, 1996).

EPEC wurden bislang auch bei Durchfallerkrankungen von Kaninchen,

Huhnern, Hunden, Katzen sowie Kalbern, Ferkeln und Lammern isoliert.

2.2.2 ENTEROTOXINOGENE E. COLI (ETEC)

Die enterotoxischen E. coli werden durch die Eigenschaft der Enterotoxin-
Bildung charakterisiert. Die Enterotoxine werden in die hitzelabilen (LT) und die
hitzestabilen (ST) Toxine unterteilt (LEVINE, 1987). GREEN et al. (1983)
differenzieren in der ersten Gruppe LT | und LT Il. Beide Holotoxine (griech.
,holos“ = ganz) bestehen aus einer A-Untereinheit und weiterhin 4 identischen
B-Untereinheiten. LT | (Uberwiegend Humanisolate) und LT Il (Uberwiegend
Isolate aus Tierbestanden) weisen sowohl in ihrer Struktur (80%
Ubereinstimmung auf der Proteinsequenzebene) als auch beziglich ihrer
Wirkungsweise grofte Ahnlichkeit mit dem Cholera-Toxin des Vibrio cholerae
auf (O'BRIEN und HOLMES, 1987). Aus der Aktivierung einer Reaktionskette
uber die Adenylatzyklase resultiert die Aktivierung der Chloridkanale der
Epithelzellen. Das Nettoergebnis der Phosphorisierung der CFTR (engl. ,cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator”) ist eine gesteigerte Chlorid-
ionensekretion mit der Folge einer sekretorischen Diarrhoe (SEARS und
KAPER, 1996; NATARO und KAPER, 1998). Unterstitzend wirkt dabei die
Stimulation der Prostaglandinsynthese und des enteralen Nervensystems
(SEARS und KAPER, 1996).

Bei den hitzestabilen (ST) Toxinen handelt es sich um einfache Peptidtoxine,
die in zwei in der GrofRe und im Pathomechanismus differierende Klassen (STa
und STb) unterteilt werden. STa aktiviert Uber die Guanylatzyklase die oben
beschriebene Hypersekretion. STb tragt uber die Erhohung der cytosolischen
Calciumionenkonzentration, die Freisetzung von Prostaglandin E, und
Serotonin zu einer erhdhten lonensekretion bei (DUBREUIL, 1997). STa tritt bei
ETEC-Stammen des Menschen, der Ferkel und Kalber auf. STb wird bei
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humanen Erkrankungen und sporadisch bei Kalbern und Huhnern
nachgewiesen (DUBREUIL, 1997).

Die Adhasion der ETEC-Zellen an das Dunndarmepithel erfolgt durch Fimbrien,
die gleichzeitig die Spezies-Spezifitat der ETEC begrinden. Zunachst als K-
Antigene bezeichnet, werden sie jetzt zusammen mit den Fimbrien der
uropathogenen E. coli als F-Fimbrien bezeichnet (JRSKOV und QRSKOV,
1984). NATARO und KAPER (1998) beschreiben sie als vorwiegend Plasmid
kodiert.

ETEC machen den Hauptanteil bei der ,Colibazillose als sog. enterotoxische
Enteropathie (Colidiarrhoe, Coliruhr) der neugeborenen Ferkel, Lammer und
Kalber aus (ROLLE und MAYR, 1993; NAGGY und FEKETE, 2005). So werden
bei Ferkeln und Kalbern Uberwiegend F4-(K88-), F5-(K99-), F6-(987P-), F17-
(Fy/Att25-), F41- und F18-Fimbrien nachgewiesen (NAGY und FEKETE, 1999).

ETEC gelten beim Menschen als Hauptverursacher der sog. Reisediarrhoe, die
mit plotzlich einsetzendem, Cholera-ahnlichem Durchfall einhergeht. Fieber und
Erbrechen werden selten beobachtet. Kontaminierte Lebensmittel einschliellich
Trinkwasser lassen Uberwiegend Kleinkinder bzw. Reisende erkranken.
(NATARO und KAPER, 1998).

2.2.3 ENTEROINVASIVE E. COLI (EIEC)

EIEC sind biochemisch, patho- und phylogenetisch eng mit Shigella spp.
verwandt. Die Invasion der Bakterienzelle in das Kolonepithel erfolgt Gber den
auf dem 140 MDa grof3en Plasmid pInV kodierten TypllI-Sekretionsapparat und
das auRere Membranprotein IcsA (EGILE et al., 1998). Verschiedene
Sekretionsproteine (IpaA bis IpaD) fiuhren zu Neuanordnungen des
Zytoskelettes und zur Apoptose (TRAN VAN NHIEU et al., 2000). NATARO et
al. (1985) und NATARO und KAPER (1998) verweisen auf die mdgliche

Existenz von Enterotoxinen.
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Das klinische Erscheinungsbild umfasst wassrige Diarrhoe, teilweise mit Blut-
und Schleimbeimengungen. Mit 0,8% der 2003 nach IfSG gemeldeten Falle
weist Deutschland die fur die Industrielander typische geringe Inzidenz auf
(RKI, 2004). Die Serovaren 0124:H-, O148:H- und O164:H- dominieren das
Infektionsgeschehen in Deutschland (RKI, 1996). Als Vektoren werden
Lebensmittel und Trinkwasser sowie ,person-to-person“-Ubertragungen
beschrieben (NATARO und KAPER, 1998).

2.2.4 VEROTOXIN-BILDENDE E. COLI (VTEC)/
ENTEROHAMORRHAGISCHE E. COLI (EHEC)

Insbesondere in den Industrienationen kommt der VTEC- bzw. EHEC-Gruppe
eine besondere Bedeutung zu (RKI, 1996; BULTE und HECKOTTER, 1997;
KARCH et al., 2005). Im Jahr 2004 wurden 927 EHEC-Erkrankungen (auf’er
HUS) und 52 HUS-Falle sowie 5.558 Erkrankungen durch ,sonstige
darmpathogene E. coli nach IfSG gemeldet (RKI, 2005). In dieser Statistik

werden EHEC gesondert von sonstigen darmpathogenen E. coli erfasst.

Die Bezeichnung ,VTEC* geht auf KONOWALCHUK et al. (1977) zuruck, die
solche E. coli aus verschiedenen Probenmatrizes isolieren konnten. Diese
verfugten Uberein bislang unbekanntes Zytotoxinbildungsvermdgen. Aufgrund
des zytotoxischen Effektes auf Verozellen (Zellinie aus Nierenzellen griner
Meerkatzen) bezeichneten sie es als Verotoxin (VT). Die synonym verwendete
Bezeichnung ,Shiga-like Toxin (SLT)“ geht auf die Arbeiten O'BRIENS et al.
(1997) zurtck, die bei EPEC ein dem Shiga-Toxin von Shigella dysenteriae Typ
1 hochahnliches Toxin nachwiesen. Unter den einbezogenen Stammen befand
sich auch ein durch KONOWALCHUK et al. (1977) charakterisierter Stamm.
O'BRIEN und LA VECK (1983) wiesen spater nach, dass es sich bei VT und
SLT um das gleiche Toxin handelt. Der von CALDERWOOD et al. (1996)
eingebrachte Vorschlag einer Vereinheitlichung der Nomenklatur fand keine
Zustimmung. Die Bezeichnungen VTEC und STEC werden daher synonym

gebraucht.
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Das Robert Koch-Institut schlagt die synonyme Verwendung der drei Begriffe
EHEC/VTEC und STEC vor. Das IfSG enthalt daher nur den Begriff ,EHEC*
(ANONYMOUS, 2000). Eine gegensétzliche Meinung vertritt BULTE, der die
Bezeichnung EHEC nur bei solchen VTEC-Stammen empfiehlt, die bei
entsprechend erkrankten Menschen isoliert worden sind. Ansonsten ist der
Begriff ,potenzielle EHEC“ zu verwenden (BULTE, 2000 und 2001). Das
,ocientific Committee on Veterinary Measures Relating to Public Health®
(SCVPH) verwendet die Bezeichnung ,human pathogenic VTEC (HP-VTEC)*
und empfiehlt die EinflUhrung einer einheitlichen Terminologie (SCVPH, 2003).
LEVINE et al. (1987) definierten solche Stamme als EHEC, die das klinische
Erscheinungsbild der HC oder des HUS verursachen, Verotoxine exprimieren,

A/E-Lasionen hervorrufen und Uber ein 60 MDa-Plasmid verfugen.

E. coli O157-Stamme stellen die dominanten, aber nicht einzigen Erreger des
HUS dar (KARCH et al.,, 2005). Das Verotoxinbildungsvermdégen konnte
mittlerweile bei Uber 250 unterschiedlichen Serovaren nachgewiesen werden,
von denen etwa 100 Stamme Erkrankungen beim Menschen verursachten
(BETTELHEIM, 2005). Die Kklinische Bedeutung der non-O157-VTEC ist
regional unterschiedlich. Besonders hohe Nachweisraten werden in
Nordamerika verzeichnet (WHO, 1997; WHO, 1998; LOCKING et al., 2003). In
Deutschland entfielen im Jahr 2003 78% der nach IfSG gemeldeten EHEC-
Falle (ohne HUS) sowie 12% der HUS-Meldungen, denen Angaben zur
Serogruppe beigefigt waren, auf non-O157-EHEC (RKI, 2004). Das VT/STx
wird allgemein als Hauptvirulenzfaktor angesehen. Dabei wird grundsatzlich
zwischen VT1, VT2 und Varianten dieser Toxintypen unterschieden. So lasst
sich die VT1-Gruppe in VT1, VT1c (ZHANG et al., 2002a; FRIEDRICH et al.,
2003) und VT1d (BURK et al., 2003) untergliedern. In der VT2-Gruppe werden
VT2, VT2c (SCHMITT et al., 1991), VT2c2 (JELACIC et al., 2003), VT2d
(MELTON-CELSA et al, 1996), VT2e (WEINSTEIN et al., 1988), VT2f
(SCHMIDT et al., 2000) und VT2g (LEUNG et al., 2003) unterschieden.
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Eine Charakterisierung des Verotoxinbildungsvermogens, der Verteilung und
Bedeutung von O157-Stdmmen wurde von BULTE und HECKOTTER (1997),
QUINTERO BOTERO (2003) und GOLL (2005) vorgenommen (Tabellen 2.2.4-
1und 2.2.4.-2).
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Durch E. coli O157-Stamme verursachte EHEC-Erkrankungen beim Menschen
wurden erstmalig 1983 durch RILEY et al. (2003) in den USA beschrieben. Als
Krankheitsbild dominierte die hamorrhagische Colitis (HC). KARMALI et al.
(1983) beschrieben sporadisch auftretende Infektionen mit Entwicklung des

hamolytisch-uramischen Syndroms (HUS).

Bei Sauglingen und Kleinkindern (engl. ,young®), alten (engl. ,old),
schwangeren  (engl.  ,pregnant”) und immunsupprimierten  (engl.
-immunocompromised“) Bevdlkerungsanteilen (engl. ,segments of the public®)
(,YOPIS-Gruppe®) kénnen VTEC-Erkrankungen, die ansonsten wegen ihres
milden Verlaufs nicht erfasst werden, lebensbedrohlich kompliziert werden (RKI
und BGVV, 2001). So treten im Durchschnitt drei bis neun Tage nach der
Infektion  kolikartige = Darmkrampfe, anschlie®end wassrige Diarrhoe,
gelegentlich in Begleitung von leichtem Fieber und Erbrechen auf. Dabei
entwickelt sich bei 10 bis 20% der Falle eine hamorrhagische Colitis mit starken
Abdominalschmerzen, blutigem Stuhl zuzuglich Fieber (RKI und BGVV, 2001).
NATARO und KAPER (1998) beschreiben die Ausheilung der Infektion nach
etwa sieben Tagen. Bei etwa 1-5% der Falle kommt es zu extraintestinalen
Komplikationen wie HUS oder thrombotisch-thrombozytopenische Purpurea
(TTP). Es werden ,komplettes HUS® mit hamolytischer Anamie,
Thrombozytopenie und akutem Nierenversagen und das ,enteropathische HUS*
im Anschluss an ein Durchfallgeschehen unterschieden (GASSER et al., 1955;
SIEGLER, 1995; GERBER et al., 2002). Wahrend HUS Uberwiegend bei
Kleinkindern im Alter von unter funf Jahren auftritt, sind durch die TTP eher
adulte Patienten betroffen. Neben der Schwere der Erkrankungsverlaufe kommt
eine erhebliche Beeintrachtigung der Lebensqualitat hinzu. 60% der HUS-
Patienten werden dauerhaft dialysepflichtig. Die Mortalitatsrate betragt etwa 5%
(ELLIOT et al., 2001; GERBER et al., 2002).

Dem Menschen kommt als symptomlosen VTEC-Ausscheider eine nicht
abschliellend zu bewertende Bedeutung zu. LUDWIG et al. (2002) wiesen im
Umfeld von HUS-Erkrankten symptomlose Ausscheider nach.

Landwirtschaftliches bzw. in der fleischverarbeitenden Industrie tatiges



2.2 Darmpathogene E. coli 17

Personal kommt als VTEC-/STEC-Trager in Betracht (GAREIS et al., 2000;
STEPHAN et al., 2000 und SILVESTRO et al., 2004).

Ein weiterer Indikator fur die gesundheitspolitische Relevanz der VTEC-
Infektionen sind die 6konomischen Aufwandungen fur die Medikation und
Hospitalisation der Patienten. ABE et al. (2002) verzeichnen expandierende
Kosten erst durch die aufwandige Behandlung komplizierter Verlaufe.
ROBERTS et al. (2000) konnten anhand eines 1994 in Schottland erfolgten E.
coli O157:H7-Ausbruchs Kosten zwischen 20.000 (TTP-Fall) und etwa 60.000
(HUS-Fall) britischen Pfund ermitteln.

2.2.5 ENTEROAGGREGATIVE E. COLI (EAggEC)

Die EAggEC bzw. EAEC treten laut ITOH et al. (1997) zunehmend haufiger als
Infektionserreger des Menschen in Erscheinung. In Entwicklungslandern
besitzen sie eine besondere Bedeutung. Als Erreger persistierender wassriger
Diarrhoeen mit Schleimbeimengungen erlangten sie besondere Bedeutung
(FANG et al., 1995). Nach NATARO et al. (1987) handelt es sich um LT- und
ST-Toxin negative Stamme, die an HEp2-Zellen (Zellinie, die auf eine aus
einem humanem Larynxkarzinom gewonnene Linie zuruckgefuhrt wird) ein
typisches aggregatives Adharenzmuster zeigen. Etwa die Halfte der Stamme
verfugt Uber das Potenzial zur Bildung des sogenannten EAST 1 (EAggEC heat
stable enterotoxin 1), das auch bei EPEC-, ETEC- und VTEC-Stammen
detektiert werden kann (SAVARINO et al., 1996; PAIVA DE SOUSA und
DUBREUIL, 2001). Die Adhasine AAF/I und AAF/Il (aggregative adherence
fimbriae) werden nur bei einem geringen Teil der Stamme identifiziert und sind
plasmidverankert (NATARO et al., 1998; PIVA et al., 2003). PABST et al. (2003)
identifizierten sie als Verursacher der Reisediarrhoe. In Deutschland entfielen
von den 4.705 im Jahre 2003 nach IfSG gemeldeten E. coli-Infektionen (ohne
EHEC) 0,2% auf diese Gruppe (RKI, 2004).
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2.2.6 DIFFUS-ADHARENTE E. COLI (DAEC)

DAEC werden Uber ihr charakteristisches, diffuses Anheftungsmuster an HEp-
2-Zellen definiert. Sie werden als Verursacher wassriger Durchfallerkrankungen
bei Kindern, Uberwiegend alter als 12 Monate, beschrieben (NATARO und
KAPER, 1998 und SCALETSKY et al., 2002). Detaillierte Beschreibungen des
Pathomechanismus, der ein ,Aufrollen® des DAEC innerhalb langer
Wirtszellfortsatze beinhaltet, fehlen bislang. Die Beteiligung von Fimbrien wird
bei mehr als 75% der Isolate beschrieben (BILGE et al., 1989). In Deutschland
wurden 0,3% der nach IfSG gemeldeten E. coli-Falle dieser Erregergruppe
zugeordnet (RKI, 2004).

2.2.7 NEKROTOXISCHE E. COLI (NTEC)

NTEC zeichnen sich durch die Bildung eines Zytonekrose-Faktors (engl.
,cytotoxic necrotizing factor [CNF]) aus (CAPRIOLI et al., 1983). DE RYCKE et
al. (1999) untergliederten sie anhand der Veranderungen bei HelLa-Zellkulturen
in CNF 1 (NTEC 1)- und CNF 2 (NTEC 2)-Stamme. Aufgrund der bei einigen
Stammen nachgewiesenen Hamolysine (Hly, FALBO et al., 1992) und des CDT
(engl. ,cytolethal distending toxins®) kommt ihnen nach Ansicht dieser Autoren
ein hohes pathogenes Potenzial zu. CNF 1-Stdamme werden sowohl beim
Menschen als auch bei Haustieren, CNF 2-Stamme bisher aussschlief3lich bei
Wiederkauern nachgewiesen. BLANCO et al. (1992) gewannen lIsolate von
septikdmischen bzw. durchfallerkrankten Kalbern; TOTH et al. (2000) von
durchfallerkrankten Saugferkeln. ORDEN et al. (2002) gelang der Nachweis
auch bei klinisch gesunden Tieren. Beim Menschen treten NTEC-Infektionen
uberwiegend extraintestinal auf. TAVECHIO et al. (2004) konnten allerdings bei
Kindern mit und ohne Diarrhoe CNF 1-positive Stamme isolieren. In
Lebensmitteln gelang ein Nachweis bisher nur selten (QUINTO und CEPEDA,
1996).
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2.2.8 ,CYTOLETHAL DISTENDING TOXIN”-PRODUZIERENDE E. COLI
(CLDTEC)

,Cytolethal distending toxins“ (CDT) gehoéren zu einer Gruppe genotoxischer
Proteine, die durch eine Blockade des eukaryotischen Zellzyklus im G1- oder
G2-Stadium zum nichtapoptotischen Zelltod fuhren (COPE et al., 1997;
CORTES-BRATTI et al., 2001). Bei E. coli tritt die Blockade im G2/M-Stadium
auf (BIELASZEWSKA et al., 2005). Die CDT sind aus den drei Untereinheiten
CDTA bis CDTC zusammengesetzt. Dabei bildet CDTB die enzymatisch aktive
Komponente als DNase | (DE RYCKE und OSWALD, 2001), wahrend CDTA
und CDTC am Transport von CDTB beteiligt sind (LARA-TEJERO und GALAN,
2000). lIhr Vorkommen ist neben E. coli auch bei Campylobacter spp., Shigella
spp., Salmonella enterica serovar Typhi, Haemophilus ducreyi, Actinobacillus
actinomycetemcomitans und Helicobacter spp. beschrieben (DE RYCKE und
OSWALD, 2001). Bislang wurden bei E. coli funf CDT-Varianten beschrieben,
die im Falle von CDT I, CDT Il und CDT V chromosomal verankert sind (SCOTT
und KAPER, 1994; PICKET et al., 1994; JANKA et al., 2003). PERES et al.
(1997) identifizierten CDT Il auf dem pVIr-Plasmid. CDT V konnte dabei sowohl
bei Sorbit-fermentierenden (SF) STEC O157:H und in geringeren Anteilen bei
0O157:H7 nachgewiesen werden. Zusatzlich konnten auch die eae-negativen,
humanpathogenen Serovaren 091:H21 und O113:H21 als CDT V-Produzenten
ermittelt werden (BIELASZEWSKA et al., 2004). CDT wird zusatzlich auch bei
uropathogenen, nekrotoxischen und enteropathogenen Stammen nachge-
wiesen (CLARK et al., 2002).



20 2 Literaturiibersicht

2.2.9 ZE_LL-ABL(")SENDE E. COLI, DIARRHOE-ASSOZIIERTE
HAMOLYTISCHE E. COLI (DHEC)

GUNZBURG et al. (1993) beschrieben diese Pathogruppe anhand eines als
typisch eingestuften Zell-Ablosungs (engl. ,cell detaching“)-Phanomens in der
Zellkultur und dem Vorkommen von o-Hamolysin (MARQUES et al., 1995).

Die Stamme werden daher im englischen Sprachgebrauch als ,cell-detaching,
E. coli“ bzw. ,diarrhoe-associated hemolytic E. coli bezeichnet. Sie weisen
weitere Virulenzfaktoren auf, so z. B. das ST-Toxin der enterotoxinogenen E.
coli (ABDUCH FABREGA et al., 2002), was eine eindeutige Gruppenzuordnung

erschwert.

2.3 BESCHREIBUNG DES EAE-GENS

Das bei vielen EPEC und VTEC/STEC vorkommende eae-Gen kodiert fur das
aulRere Membranprotein (engl. ,outer membrane protein [omp]“). Intimin ist als
Adhasionsfaktor mittlerweile gut beschrieben worden. lhm kommt sowohl in
vitro (AGIN et al., 1996; BEEBAKHEE et al., 1992; DYTOC et al., 1993; LOUIE
et al., 1993; McDANIEL et al., 1995; SCHOOLNIK, 1993; YU und KAPER,
1992) als auch in vivo eine wichtige Rolle in der Pathogenese zu
(DONNENBERG et al., 1993A, 1993B, 1993C; TZIPORI et al., 1995).

2.3.1 ERSTBESCHREIBUNG UND CHARAKTERISIERUNG

JERSE et al. gelang es im Jahr 1990 ein chromosomales Gen bei EPEC,
RDEC und VTEC zu identifizieren und seine Beteiligung an der Entstehung der
A/E-Lasionen (STALEY et al., 1969) aufzuzeigen. Uber Mutagenese des

identifizierten Gens unter Verwendung des Transposons TnphA konnten sie die
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charakteristischen Veranderungen bei zuvor A/E-negativen EPEC induzieren.
Das identifizierte Gen bestand aus einem offenen Leserahmen (engl. ,open
reading frame® [orf]), dem sie die Bezeichnung eae-Gen zuwiesen. Anhand der
Aminosaurensequenz leiteten sie ein Molekulargewicht von 102 kDa (engl. ,kilo
Dalton“) ab. Der genetische Nachweis des neuen Anheftungsfaktors aus
bakterieller DNS erfolgte zunachst Uber eine DNA-Hybrisierungssonde. 1991
ermittelten JERSE und KAPER die tatsachliche ProteingroRe mit 94 kDa bei
dem EPEC-Stamm E2348/69. Den Unterschied zur theoretisch anhand des
2817 Basenpaare umfassenden Gens publizierten Grolde, begrindeten sie mit
posttranslationalen Veranderungen bzw. mangelhafter Auflésungsstarke ihres
SDS-Page- (engl. ,sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
Verfahrens. DONNEBERG und KAPER (1991) bestatigten die Daten der
Arbeitsgruppe um JERSE, zusatzlich erweitert durch die Charakterisierung der
erfolgreichen Deletion ihrer Mutante mittels spezifischer PCR-Primer. Die
Aminosauresequenz verfugt tber einen hohen Homologiegrad des N-Terminus
(5°-Ende des Gens) mit dem daher auch als eae-Genhomolog bezeichneten
Aquivalent von Citrobacter freundii (SCHAUER und FALKOW, 1993a; 1993b).
Homologe Gene existieren ebenfalls bei Yersinia enterocolitica und Yersinia
pseudotuberculosis (ISBERG et al., 1987) sowie Hafnia alvei (FRANKEL et al.,
1994). Hinsichtlich der funktionellen Auslegung wurden bereits Uber Invasin
bekannte Fakten, wie etwa die Rolle der Disulfidbricke, der KNUTTON et al.
(1987) zunachst noch eigenes Bindungspotenzial zuwiesen, Ubertragen. KELLY
et al. (1999) ermittelten die Struktur des hypervariablen Intiminabschnittes
Int280 (Intiminabschnitt der hypervariablen Region, der 280 Aminosauren
umfasst) Uber das Nuklear-Magnetresonanz-Verfahren. Diese Region umfasst
drei Domanen, zwei Immunglobulin-ahnliche und eine Domane, die dem ,C-
Typ-Lektin® (150 Aminosauren) ahnelt und fur die Bindung an Tir Uber Zucker
(Karbohydrate) verantwortlich sein soll. LUO et al. (2000) ermittelten eine gute
Ubereinstimmung zwischen den Sekundérstrukturelementen und den
Domanengrenzen, die von KELLY et al. (1999) festgelegt wurden. Sie
charakterisierten Intimin als strukturell hochahnlich zum Invasin, einem aufl3eren

Membranprotein der Shigellen. Invasin verfugt Uber finf Domanen und
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ebenfalls einen Karbohydratanker (HAMBURGER et al.,, 1999, vgl. Kapitel
5.3.2).

Das Intimingen ist auf dem LEE (engl. ,Locus of Enterocyte Effacement®
verankert (McDANIEL et al., 1995, 1997). Dabei handelt es sich um eine
aquirierte Pathogenitatsinsel der chromosomalen DNA. Aufgrund des mit etwa
41% geringeren G+C-Gehaltes, im Vergleich zu dem des bakteriellen Genoms
mit etwa 50%, gehen die Autoren von einer Fremdaufnahme aus. PERNA et al.
(1998) sequenzierten den LEE des EHEC-Stammes EDL 933 O157:H7.

Im Vergleich zu der durch ELLIOT et al. (1998) erarbeiteten Sequenz des
EPEC E2348/69 O127:H6 LEE, verflgt er mit circa 44 kBp im Gegensatz zu
den circa 36 kBp LEE des EPEC uber den groReren Umfang. SANDNER et al.
(2001) konnten zeigen, dass der LEE eine dynamische genetische Einheit
darstellt, die zur Aufnahme und Abgabe von genetischer Information befahigt
ist. RUMER et al. (2003) identifizierten mit pheU/pheV als Erganzung zu selC
zwei weitere Verankerungszonen. Hierbei handelt es sich um transfer (t)RNA-
Gene. Beide LEE beinhalten 41 offene Leserahmen, die fur einen Typlll-
Sekretionsapparat, das Intimin und den translozierten Intiminrezeptor Tir
kodieren. Der LEE des O157 verfiigt zusatzlich Gber 13 offene Leseraster eines

Prophagen.

2.3.2 SEQUENZVERGLEICH, NOMENKLATUR UND DIAGNOSTISCHER
NACHWEIS

BEEBAKHEE et al. (1992) lieferten die eae-Gensequenz des EHEC-Stammes
EDL 933 O157:H7, bei dem das genannte Gen von den zuvor genannten
Autoren mehrfach nachgewiesen worden war. LOUIE et al. (1993)
sequenzierten den Stamm CL8 0157:H7. Die genetische Ubereinstimmung
betrug fur die ersten 2200 Bp 97% bzw. 59% fur den 3’-Bereich. Sie fanden ein
97 kDa groRes eae-Genprodukt bei E. coli O157:H7, das auf der Oberflache
des Bakteriums exprimiert wird. Aufgrund der Sequenzunterschiede wurde eine

serovarspezifische Zuordnung angenommen. Das phasenweise auch als eaeA-
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Gen bezeichnete eae-Gen wurde daher vielfach mit einem die Bezeichnung des
O-Antigens tragenden Suffix gekennzeichnet (LOUIE et al., 1993). Die bereits
erkannten Sequenzunterschiede im hypervariablen Bereich wurden zunachst
fur die Etablierung diagnostischer Nachweisverfahren, als evolutive Marker und
- immer in Analogie zu Invasin - als mdgliche bindungsvermittelnde Regionen
angesehen. LOUIE et al. (1994) zeigten dabei, dass O55:H7- und O157:H7-
Stamme das eae-Gen besitzen.

Neben der Verwendung unterschiedlicher Gensonden und unterschiedlicher
PCR-Verfahren kam den Zellkulturtests besondere Bedeutung zu. KNUTTON et
al. (1989) stellten den ,Fluorescent Actin Staining® (FAS)-Test als
diagnostisches Hilfsmittel zur Charakterisierung A/E-Lasionen verursachender
EPEC und VTEC vor. In Verbindung mit der zunachst verfugbaren Sonde fur
das EAF-Plasmid evaluierten SHARIFF et al. (1993) den FAS-Test, den sie als
zuverlassiger und spezifischer im Vergleich zur Sonde einstuften. BEUTIN et al.
(2003) setzten das Verfahren zur Charakterisierung von EPEC und VTEC, die
aus dem Stuhl deutscher und australischer Kinder gewonnen wurden und uber

o-, B-, - oder C-Intimin verfugten, ein.

Fir die PCR-gestltzte Detektion des eae-Gens wurden eine Vielzahl
unterschiedlicher Oligonukleotid-Primer beschrieben. Haufige Verwendung
findet dabei das Primer-Paar ,SK1/SK2“ (KARCH et al., 1993). Obwohl KARCH
et al. (1993) als Erstbeschreibende genannt werden, findet sich in der
genannten Arbeit lediglich die auch in den eigenen Untersuchungen
verwendete Sequenz fur ,SK1“. Die Angabe der heute verwendeten Primer-
Sequenzen wie auch die Bezeichnung als ,SK1/SK2“ wurde von SCHMIDT et
al. (1994) publiziert. Im Folgenden wird die gangige Zitierweise verwendet.
WIELER et al. (2000) verwenden die Primer-Bezeichnung ,SK1 (VT)/SK2 (VT)*

zur Amplifikation des vix 1/stx 1-Gens.
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2.3.3 INTIMIN-VERMITTELTE ANHEFTUNG

DONNENBERG und KAPER (1992) sowie KNUTTON (2003) charakterisierten
die Bildung der A/E-Lasionen als vierstufigen Prozess. In der ersten Phase
kommt es zur Exprimierung des ,bundle forming pilus® (BfP). In der zweiten
Phase wird die innige Verbindung Uber das Sekretionsprotein EspA und Intimin
eingeleitet. Uber ein Typlll-Sekretionssystem (TTSS) werden der Rezeptor Tir
und weitere Sekretionsfaktoren (engl. ,E. coli secreted proteins® [ESP])
exprimiert. Tir wird phosphoryliert und die Umstrukturierung des Zytoskelettes
beginnt. Das TTSS und EspA bilden eine physische Verbindung in Form einer
,molekularen Spritze* (FIVAZ und VAN DER GOOQOT, 1999), durch die EspB und
EspD-Proteine als Poren bildende Proteine in die Zellmembran eingeschleust
werden kénnen (KNUTTON et al., 1998; SHAW et al., 2001). WAINWRIGHT
und KAPER (1998) sowie ABE et al. (1999) belegten die Notwendigkeit des
CesD/CesT als (engl. ,chaperone for secreted E. coli proteins®) sog.
Gouvernantenproteine zur Sekretion von EspB und EspD. An der
Umstrukturierung des Zytoskelettes sind die intrazellularen Bestandteile
Vinculin, Cortactin, Talin und a-Aktinin beteiligt (CANTARELLI et al., 2000a,
2000b; FREEMAN et al., 2000; GOOSNEY et al., 2000). Die drei
letztgenannten Komponenten interagieren direkt mit Tir. Dabei handelt es sich
um das EspE (DEIBEL et al., 1998), das zuvor durch ROSENSHINE et al.
(1992) als Hitzeschockprotein (hsp90) bezeichnet wurde. MUZA-MOONS et al.
(2003) konnten zeigen, dass EPEC die Wirtszellpolaritat verandern kénnen.
Dabei wandern insbesondere B1-Integrine an die Apikalseite der Zelle, um
Intimin zu binden. SINCLAIR und O'BRIEN (2002) konnten fur das y-Intimin von
E. coli 0157 das Intimin unabhangige Bindungsvermégen an Nukleolin zeigen.
Bei Versuchen an o- und B-Intimin tragenden Stammen schienen Tir und
Nucleolin um freie Bindungstellen zu konkurrieren. War die Bindung an Tir
erfolgt, wurde die Bindung an Nucleolin blockiert. Unterschiede zwischen EPEC
und EHEC bei der Formung der Signalkaskade bestehen fur EPEC in der
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Bindung von Tir an das Wirtszell-eigene Signalprotein Nck, das Uber das N-
WASP (engl. ,neural Wiskott—Aldrich-syndrome protein“) an das Arp 2/3 (engl.
,actin-related protein 2/3%) bindet (KALMAN et al., 1999). Der Tir der EHEC
bendtigt Nck nicht. In der dritten Phase kommt es zur Abtrennung der EspA-
Filamente von der Zelloberflache. Intimin bindet an Tir und die zellularen
Veranderungen werden erkennbar. EPEC sind dabei durch die ,localized
adhearance® charakterisiert. Neben den genannten Sekretionsfaktoren sind
eine Vielzahl weiterer Faktoren beteiligt. Dazu gehéren EspF als an der
Apoptose beteiligter Faktor, EspG, EspH und Map als mitochondrientoxischer
Faktor. CAMPELLONE und LEONG (2003) konnten zeigen, dass EPEC und
EHEC Tir aufgrund der Bindung des EPEC Tir an Nck und dessen

Tyrosinphosphorylierung nicht vollstandig austauschbar sind.

DE VINNEY et al. (2001) zeigten in Mutationsversuchen, dass EPEC Tir die
vollstandige Anheftung bei EHEC nicht vermitteln kann und vice versa.
GOOSNEY et al. (2000) sehen die Tyrosinveranderung als notwendig zur
Bindung der Wirtszelladapterproteine Grb2 und Crklll an. BATCHELOR et al.
(2000) ermittelten die strukturelle Basis fur die Erkennung des Tir durch Intimin.
Sie liegt innerhalb des Int190 (beinhaltet D3 und D4 nach LUO et al., 2000) und
lasst sich sogar bis auf ein 55 Aminosauren grofdes Motiv eingrenzen (KENNY
et al., 1997). Dabei sollen weniger als funf Aminosauren des Tir mit Intimin

interagieren (Kapitel 5.3.2).
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2.3.4 BINDUNG AN DIE WIRTSZELLE OHNE INTIMIN

Bereits die ersten vergleichenden Untersuchungen mittels FAS-Test und DNA-
Sondenhybridisierung ergaben, dass das Intimin zwar fur die Auspragung der
A/E-Lasionen notwendig, aber nicht allein verantwortlich ist. Aufmerksamkeit
erregten LEE-negative Stamme, die trotzdem mit schwerwiegenden
Krankheitsverlaufen assoziiert waren (FRIEDRICH et al., 2003; JENKINS et al.,
2003). PATON et al. (2001) beschrieben das ,STEC autoagglutination adhesin®
(Saa) erstmals bei einem HUS-Ausbruchsstamm des Serovars O113:H21. Alle
Saa-positiven Isolate besitzen zusatzlich das Enterohamolysin- (FRIEDRICH et
al, 2003) und haufig vtx 1c-Gen (KUMAR et al., 2004b; ZWEIFEL et al., 2004).

2.4  Ableitung molekularer Phylogenie

2.4.1 TERMINOLOGIE

Die Phylogenetik (griech. ,phylon“ = Stamm, Geschlecht; genesis= Entstehung)
oder Kladistik (griech. ,klados® = Zweig) beschreibt die evolutive
Entwicklungsgeschichte der jeweils betrachteten, taxonomischen Merkmale
oder Einheiten. Die phylogenetische Analyse verwendet zur Untersuchung und
Darstellung der Rangfolge  evolutiver  Beziehungen  Uberwiegend
Baumdiagramme. Die Nomenklatur der Darstellung variiert je nach

Quellenangabe und wird daher kurz zusammengefasst (Abbildung 2.4.1-1).

Ein Stammbaumdiagramm (engl. ,tree diagram®) stellt ein anhand eines
mathematischen Modells ermitteltes Ergebnis dar. Als sog. abgeleiteter Baum
hangt die Ubereinstimmung mit dem wahren Baum neben der Anzahl und der
Qualitat  der  untersuchten Merkmale (hier: Nukleotid-  sowie
Aminosauresequenzen der eae-Gene) von der Eignung des gewahlten

Berechnungsmodells ab.
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Knoten Taxon A
~a
Taxon B
Taxon C
I \ Taxon D
Wurzel Kanten

Abbildung 2.4.1-1: Phylogenetische Terminologie am Beispiel eines

ungewurzelten Baumes in Anlehnung an BRINKMANN
(2005)

Als Taxon wird das betrachtete phylogenetische Merkmal bzw. die Einheit (z. B.
Sequenz 1 fur ,Intimin o), mehrere Taxa (z. B. alle ,Intimin o“-Sequenzen)
werden als Gruppe (engl. = ,clade“) bezeichnet. Ein Baumdiagramm besteht
aus Knoten (engl. = ,nodes®), die durch Kanten (engl. = ,edges*) bzw. Aste
(engl. = ,oranches") verbunden sind. Knoten symbolisieren
Differenzierungsereignisse. Terminale Knoten (engl. = ,terminal nodes“ oder
Jeaves) bzw. terminale Taxa reprasentieren die Sequenzen, fur die
entsprechende Daten vorhanden sind. Da sie Grundlage der Berechnungen
sind, werden sie haufig auch als ,Operational Taxonomic Units“ (OTU) gefluhrt.
Die vorgelagerten internen Knoten (engl. = ,internal nodes®) stehen flr
hypothetische Vorfahren. Der Vorlaufer aller Sequenzen bildet die Wurzel, d. h.
die Kante oder den Ast, die/der vom letzten gemeinsamen Vorfahren aller
terminalen Knoten ausgeht. Ist ein gemeinsamer Vorfahre nicht bekannt oder
kann dieser nicht ermittelt werden, ergibt sich eine ,ungewurzelte Darstellung®
(BRINKMANN, 2005). Alternativ. kdénnen AuRengruppen (z.B. das

phylogenetisch weit entfernte Citrobacter rodentium eae-Genhomolog) zur
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Wurzelung des Baumdiagramms verwendet werden. Dendrogramme (griech.
,dendros“ = Baum) werden Uberwiegend als dichotome (griech ,dicha“ =
getrennt und ,tome“ = Schnitt) Diagramme dargestellt, d. h. jeder Separation
folgen zwei  divergierende  Populationen. Folgende  Arten  von
Baumdarstellungen werden unterschieden: Bei dem sog. Kladogramm (griech.
,kKlados“ = Ast) ist die dargestellte Lange der Kanten nicht von Bedeutung. Es
findet Anwendung bei der Split-Zerlegung. Beim Phylogramm entspricht die
Lange der Kanten der genetischen Veranderung des betrachteten Parameters.
Es wird z. B. bei der phylogenetischen Analyse der Intiminvarianten eingesetzt.
Der sog. ultrametrische Baum gibt mit der Kantenlange die evolutive Zeitdauer
wieder. Beim sog. kodierten Baum erfolgt die Anordnung der Taxa zueinander
in Form eines Klammerterminus, z. B. bei der Verarbeitung berechneter Baume
durch unterschiedliche Computerprogramme (BRINKMANN, 2005).

2.4.2 GENETISCHE DISTANZEN

Die molekulare Phylogenetik setzt voraus, dass die evolutive mit der
genetischen Distanz zweier Taxa korreliert. Die Kalkulation der
Nukleotidsubstitutionen zwischen Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) und
Thymin (T) dient als Grundlage zur Ermittlung phylogenetischer Distanzen. Die

entwickelten Berechnungsmodelle basieren auf den in Abbildung 2.4.2-1

dargestellten Grundprinzipien. Als Transitionen (o) werden Wechsel von
Purinen oder Pyrimidinen, als Transversionen () werden Wechsel von Purinen

gegen Pyrimidine und umgekehrt bezeichnet.
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Purine A < » G Transition
A A
B
p B Transversion
B
v v
Pyrimidine C <« » T Transition
o

Abbildung 2.4.2-1: Grundprinzipien moglicher Nukleotidsubstitutionen

Unter Berucksichtigung der Auswirkung der Substitution auf die
Aminosauresequenz  werden  Nukleotidsubstitutionen, die zu keiner
Veranderung der Aminosauresequenz fuhren als synonyme (engl. synonymous)
oder stille (engl. ,silent’) Veranderungen benannt. Im Gegensatz dazu werden
Mutationen als nonsynonym (engl. ,nonsynonoumus®) klassifiziert, aus denen
eine Veranderung der Aminosaurenabfolge resultiert. Sinnlose (engl.

,honsense”) Veranderungen fuhren zu Stopcodons (GOJOBORI et al., 1982).

2.4.3 MODELLE DER SEQUENZEVOLUTION

Das Verhaltnis (engl. = proportion) ,p“ der Nukleotidpositionen, in denen sich
zwei Sequenzen unterscheiden dient als einfache Bezugsgrofle zur
Beschreibung der Divergenz. Das Verhaltnis ,p“ wird Uber die folgende
Gleichung ermittelt: p = n4/n, mit ny = Anzahl unterschiedlicher Nukleotide, n=

Gesamtzahl Uberprifter Nukleotide.
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Synonym dazu wird der erhaltene Wert als ,p-Distanz® fir Nukleotidsequenzen
bezeichnet (GOJOBORI et al., 1982). Das Verhaltnis ,p“ wird dabei fur
synonyme Substitutionen als ,ps“ und nonsynonyme Substitutionen als ,pn*
dargestellt. Die absolute Anzahl synonymer bzw. nonsynonymer Substitutionen

wird mit ,ds" und ,dy" bezeichnet.

Auf Basis der ,p-Distanz” wurden unterschiedliche Modelle zur Darstellung der
Sequenzevolution entwickelt. |hr wesentlicher Unterschied liegt in der
Gewichtung der Haufigkeit des Vorkommens der Transitionen und
Transversionen. YANG (1997a, 1997b), YANG und YODER (1999) sowie
HUGHES und FRIEDMAN (2000) konnten zeigen, dass eine einfache
Bestimmung des Verhaltnisses der Transitionen zu den Transversionen (engl.
J[ransition/transversion ratio“) ,R* Uber die Gleichung R = P/Q mit P =
Gesamtzahl der Transitionen und Q = Gesamtzahl der Transversionen zu
fehlerhaften Ergebnissen fuhren kann. Daher wurde fur das eigene Vorgehen
»,R* unter ausschlieBlicher Berticksichtigung der vierfach veranderten (engl. ,4-
fold-degenerated-sites“) Positionen ermittelt. Darin  sind ausschlieBlich

synonyme Positionen enthalten.

FUr die eigenen Berechnungen (siehe Kap. 3.5.6) wurde das modifizierte
Modell nach NEI und GOJOBORI (NEI und GOJOBORI, 1986 und ZHANG et
al., 1998) und das Verfahren nach TAMURA und NEI (1993) angewandt. Sie
ordnen  sich in  den nachfolgend erlauterten kontinuierlichen
Entwicklungsprozess ein. Hier finden sich sowohl Distanz- als auch auf der
Berechnung der groRten Wahrscheinlichkeit (engl. = ,maximum-likelihood®

[ML])-basierende Formelin.

2.4.3.1 JUKES-CANTOR (JC)-MODELL

Unter der Voraussetzung, dass die Nukleotidsubstitutionen Uber die Zeit
konstant bleiben und die Basenzusammensetzung im Gleichgewicht liegt,
entwickelten JUKES und CANTOR (1969) ein einfaches Modell. Die

Wabhrscheinlichkeit flr Transitionen und Transversionen wurde gleich gesetzt.
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Anders ausgedrickt: Der Einfluss der Selektion auf einzelne Genabschnitte
wurde nicht bericksichtigt. Die Sequenzevolution wird als mechanischer

Zufallsprozess behandelt.

2.4.3.2 HASEGAWA, KISHINO UND YANO (HKY85)-MODELL

KIMURA (1980) konnte zeigen, dass Transitionen haufiger vorkommen als
Transversionen. Im daraufhin erarbeiteten Kimuras 2-Parameter (K2P)- Modell
wird dieser Beobachtung Rechnung getragen, indem die Transitionsrate (o) und
die Transversionsrate (B) je Position zu einer totalen Substitutionsrate von
A = a + 2 zusammengefasst wurden. Damit ergaben sich fiir ein Nukleotid
drei Substitutionsmdglichkeiten, bestehend aus einer Transition und zwei
Transversionen. FELSENSTEIN (1981) berlcksichtigte zusatzlich die Variation
der Basenzusammensetzung. So ist z. B. der GC-Gehalt des LEE hoher als der

des gesamten E. coli-Genoms. Die unterschiedliche Basenzusammensetzung

wird in FELSENSTEINS (F81)-Modell als Naherung (7zl.) in Form der

durchschnittichen Frequenz der Base i Uber die gesamte Sequenz
berlcksichtigt. Eine Kombination der Modelle gelang HASEGAWA et al. (1985).
Das HKY85-Modell gestattet unterschiedliche Transitions- und

Transversionsraten, kombiniert mit variabler Basenfrequenz.

2.4.3.3 TAMURA UND NEI (TRN)-MODELL

Das HKY85-Modell reprasentiert einen ML-Ansatz. TAMURA und NEI (1993)
erweiterten es um einen Parameter fur Transitionen zwischen Purinen (o, A<-
>G) und Transitionen zwischen Pyrimidinen (o, T<->C) und etablierten das
TrN-Modell. Die Untergliederung der Transitionsrate (o) war notwendig
geworden, nachdem bei der Untersuchung der humanen D-loop-Region

Abweichungen um den Faktor zwei ermittelt wurden.
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Zusammenfassend sind alle genannten Modelle auf die Grundlage von JUKES
und CANTOR (1969) zurlckzufihren. Mit Zunahme der berlcksichtigten
Parameter steigt allerdings die Leistungsanforderung an das Computersystem.

Alle dargestellten Vorgehensweisen gehen von bestimmten Annahmen Uber die
Wahrscheinlichkeit einer Substitution aus. Dabei wird die Art des Nukleotids,
seine relative Haufigkeit etc. beachtet. Alle Modelle gehen jedoch von einer fir
alle Nukleotidpositionen  gleichen Mutationswahrscheinlichkeit  aus.
Berucksichtigt man hier die fur das eae-Gen mehrfach beschriebene
Hypervariabilitat im 3°-Sequenzbereich wird deutlich, dass die beschriebene
mathematische Vereinfachung zu einer Fehleinschatzung der genetischen
Divergenz fuhren kann. In einem solchen Fall sind die jeweiligen funktionellen
Regionen des Gens, wie in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrt,
abschnittsweise zu analysieren (ZHANG und GU, 1998). YANG (1994)
erarbeiteten auf Basis des ML-Ansatzes ein Verfahren zur Kalkulation der
Variation in Form der Gamma (y)-Verteilung. Die Berechnung der y-Verteilung
wurde ebenfalls fur die ,Distanz-basierten“-Methoden Ubernommen (ZHANG
und GU, 1998).

2.5 SEQUENZVERGLEICH

Grundlage der Darstellung phylogenetischer Relationen ist der gleichzeitige
Vergleich (engl. = alignment®) mehrer Sequenzen (engl. = ,multiple sequence-
alignment®). Hierfur erarbeiteten TAYLOR (1987) sowie FENG und DOOLITTLE
(1987) einen heuristischen (griech. heuristein = finden, entdecken),
progressiven Algorithmus. Dabei handelt es sich um ein Verfahren, dass die
Berechnungszeit fur grofle Datenmengen deutlich reduziert. Anhand eines
paarweisen Sequenzvergleichs wird zunachst eine Datenmatrix mit den
Abweichungswerten der einzelnen Sequenzpaare erstellt. Diese dienen als
Basis fur die Erstellung eines Fuhrungsbaums (engl. ,guided tree®). Die

fortschreitende Alignierung folgt dem als Berechnungsgrundlage dienenden
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FUhrungsbaum und wird daher als progressive Alignierung bezeichnet. Die
heuristische Ausrichtung des Modells setzt dabei grundsatzlich voraus, dass
alle betrachteten homologen Sequenzen in gegenseitiger evolutiver Beziehung
stehen. Die daraus abgeleitete mathematische Kalkulation reduziert die
erforderliche Rechenzeit, nimmt aber in Kauf, dass - im Gegensatz zur
dynamischen Programmierung - das optimale Alignment nicht ermittelt werden
kann. Der Algorithmus wurde von THOMPSON et al. (1994) modifiziert und in
die weit verbreitete und frei verfugbare (engl. ,freeware®) Anwendung
,ClustalW* implementiert. Die Modifikationen umfassen neben einer
veranderten Gewichtung der einzelnen Sequenzen innerhalb des paarweisen
Sequenzvergleichs zur Vermeidung falscher Ergebnisse durch die
Uberbewertung sehr ahnlicher Sequenzen auch die Kalkulation des
FUhrungsbaumes. Die Berechnung erfolgt im Gegensatz zu anderen Ansatzen
anhand der Neighbor-Joining-Methode (SAITOU und NEI, 1987), die eine
bessere Bewertung ungleicher Evolutionsraten innerhalb der Sequenzen und
eine exaktere Kalkulation der phylogenetischen Distanzen erlaubt. Ferner
wurde die zusatzliche Einfigung von Licken (engl. ,gaps®) zur Kompensation
unterschiedlicher Sequenzlangen oder Insertionen optimiert. Eine Licke pro 20
betrachteter Positionen gilt fur die Gewahrleistung plausibler Daten als
Faustregel. Die Parameter ,Gap opening penalties* (GOP) und ,Gap extension
penalty“ (GEP) dienen als Berechnungsrundlage flr den Einbau neuer Licken
bzw. die Verlangerung von Licken wahrend des Vergleichs zweier Sequenzen.
Hohe GOP-Werte repasentieren hohe Kosten fur das Einfugen von Lucken und
reduzieren die Frequenz der Lucken. Entsprechend fuhren hohe GEP-Werte

zur Bevorzugung kurzer Licken.

Die Programme BioEdit v. 7.03 (HALL, 1999), MEGA3 (KUMAR et al., 2004a)
und MegAlign V. 5.0 (DNaStar, Fa. Lasergene) verwenden die ClustalW-
Methodik. BioEdit und MEGA3 ermdglichen zusatzlich die Optimierung der
Kalkulation Uber die Angabe der GEP- und GOP-Werte.
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2.6 ABLEITUNG POPULATIONSGENETISCHER PARAMETER

2.6.1 CHARAKTERISIERUNG DES SEQUENZVERGLEICHS

Fir die Ermittlung der Qualitdt und das Erzielen eines hohen
Informationsgehaltes eines Alignments sind nach BARTON (2005) und
BRINKMANN (2005) das Erreichen einer optimalen Alignmentqualitat und die
Auswahl eines geeigneten Algorithmus bei gleichzeitiger Verwendung einer
hohen Anzahl reprasentativer, qualitativ hochwertiger Referenzsequenzen
entscheidend. Die manuelle Editierung, d. h. insbesondere das Uberprifen und
ggf. Korrigieren der durch die Software eingeflgten Liucken sichert gegen die
Uberbewertung eng verwandter Sequenzen bzw. die Unterbewertung starker

divergierender Gene ab.

Zur Charakterisierung der Alignmentdaten gibt die Anzahl bertcksichtigter
Alignmentpositionen abzuglich der Licken Auskunft Uber die generelle
Aussagekraft des Alignments. Die Anzahl variierender Positionen ,S“ und die
Gesamtzahl der Mutationen ,Eta“ werden nach ROZAS und ROZAS (1995) und
ROZAS et al. (2003) fur die abschnittsweise Charakterisierung funktioneller
Bereiche und der Guanin-/Cytosin-Gehalt als Hinweis auf den moglichen
evolutiven Ursprung im Vergleich zum Gesamtgenom eingesetzt.
Sequenzpolymorphismen innerhalb des Alignments lassen sich hinsichtlich
ihrer einheitlichen ldentifizierung als ,Singleton Polymorphic Sites (SPM)“ oder
,Parsimony Informative Sites (PIPM)“ klassifizieren. Unter dem erstgenannten
Begriff werden alle Positionen innerhalb der Alignierung zusammengefasst, die
zu keiner Veranderung der Aminosauresequenz fuhren. Letztere umfassen die
in einer Anderung der Aminosaurekodierung resultierenden Substitutionen.
Unterschieden werden Alignmentpositionen mit zwei, drei oder vier identischen
Nukleotiden. Fir eine Ubersichtsdarstellung der ermittelten populationsge-

netischen Parameter sei auf die Tabelle 3.5.6-1: Abgeleitete

populationsgenetische Parameter verwiesen.
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2.6.2 ERMITTLUNG DES SELEKTIONSMECHANISMUS

Die anhand der Differenzen ,ds“ und dy* bzw. der Proportionen ,ps und pn*

ermittelten (siehe Kap. 2.3.3) Selektionsmechanismen unterteilen sich in:

Positive Selektion mit ,,dy* signifikant groRer als ,ds “
Negative Selektion mit ,ds” signifikant grolRer als ,dy* und die
Neutrale Selektion mit ,dy“ = ,ds .

Die statistische Absicherung erfolgt Ublicherweise Uber Z-Tests (FISHER,
1973). Eine detailliertere Bewertung im Hinblick auf den Einfluss der
Veranderung innerhalb des Proteins kann anhand der Parameter Ladung und
Polaritat vorgenommen werden (HUGHES et al., 1990). So kdnnen Aussagen
uber die funktionelle Divergenz von Proteinen getroffen werden (KNUDSEN et
al., 2003). So untersuchten ENDO et al. (1996) mehr als 3500 homologe
Proteinsequenzen auf positive Selektion. HUGHES und FRIEDMAN (2005)
lieferten grundlegende Arbeiten anhand von 4133 proteinkodierenden
Sequenzen von Saccharomyces cerevisiae und Saccharomyces paradoxus.
YANG und NIELSEN (2000) erweiterten die hier verwendeten
Berechnungsmodelle um einen ML-Ansatz, den sie an mitochondrialen Genen

validierten.

2.6.3 GENETISCHE REKOMBINATION

Unter Rekombination wird die Bildung neuer Genkombinationen aus genetisch
verschiedenen Genomen verstanden. Die Integration der neu geordneten
Anteile kann dabei an spezifischen Stellen, in anderen Situationen zufallig

erfolgen.
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Mit Blick auf das Gesamtgenom der Bakterien kdbnnen spezifische rec (engl.
.,recombinant‘)-Gene identifiziert werden, die den Rekombinationsprozess
steuern. Nach POSADA und CRANDALL (2001a, 2001b) beeinflusst die
Rekombination die Evolution auf verschiedenen Ebenen, die insbesondere zu

einer signifikanten Beeinflussung humanpathogener Mikroorganismen fuhren:

- Beeinflussung der genetischen Selektion
- Formung der Architektur von Genomen
- Unterbrechung des Verbindungs-Ungleichgewichtes (engl. ,linkage
disequillibrium®)
Auf phylogenetischer Ebene unterscheidet WHITTAM (1995) drei

Rekombinationsereignisse:

1. Die assortative Rekombination, bei der bereits existierende Allele neu

kombiniert werden und neue chromosomale Genotypen entstehen.

2. Die intragenetische Rekombination, die den Austausch kleiner
Genbereiche beschreibt, der Mosaik-Allele bzw. -Gene hervorruft und zu neuen

Genotypen flhrt.

3. Die additive Rekombination, bei der es sich um die Integration neuer,
bislang nicht vorhandener Gene handelt. Damit entsteht ein
zusammengesetzter Genotyp, der die Summe der rekombinierten Merkmale

aufweist.

Bezogen auf die Betrachtung eines einzelnen Gens oder Merkmals konnen
hohe Rekombinationsraten zu Problemen bei der Ermittlung des tatsachlichen
Verwandtschaftsgrades flihren. Das bedeutet, dass die Darstellung der einzig
moglichen Entwicklung fehlerhaft oder ungenau werden kann. Fir den
Anwender bestand bislang die Schwierigkeit, aus einer Vielzahl von
statistischen Methoden das geeignete Verfahren auszuwahlen. Allgemein
lassen sich die Algorithmen wie unten aufgefuhrt einordnen. Zusatzliche
Unterschiede bestehen bei der Berechnung der statistischen Signifikanz der

Ergebnisse:
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1. Distanz-basierte Methoden:

Die auch als Distanz-Methoden beschriebenen Algorithmen fihren eine
abschnittsweise Untersuchung auf Inversionen der genetischen Distanzen
durch. Gekoppelt an die statistische Auswertung, kann auf die Berechnung des
kompletten phylogenetischen Stammbaumes verzichtet werden. Sie finden
selten Verwendung (MARTIN und RYBICKI, 2000; MARTIN et al., 2005).

2. Phylogenetische Verfahren

Dabei handelt es sich um die am haufigsten eingesetzten Modelle. Von einem
Rekombinationsereignis wird dabei in Abhangigkeit vom Auftreten moglicher
diskordanter  phylogenetischer = Baume  ausgegangen. Die beste
Ubereinstimmung mit der tatsachlichen Phylogenie kann dabei z. B. in Form
eines ,Bootstrap-Baumes® erreicht werden. Hierzu zahlen das eingesetzte
,Bootscanning-Verfahren® (SALMINEN et al., 1995) und das ,Recombination
Detection Programme (RDP)“ (MARTIN und RYBICKI, 2000; MARTIN et al.,
2005)

3. Kompatibilitats-Methoden

Diese Algorithmen untersuchen die teilweise phylogenetische Inkongruenz pro
Position innerhalb des Alignments. Eine komplexe Kalkulation des

phylogentischen Baumes wird nicht bendtigt.
4. Methoden, die nach Zonierungen von Nukleotidsubstitutionen suchen

Die alignierten Sequenzen werden nach signifikanten Clustern der
Substitutionen durchsucht. Alternativ kann auch die Ubereinstimmung der
Veranderungen mit einem statistischen Modell Uberpriaft werden. Die
Algorithmen ,Geneconv® (PADIDAM et al.,1999), der ,Maximum Chi-Quadrat-
Test* (SMITH, 1992; SMITH, 1999) und der ,Maximum Mismatch Chi-Quadrat-
Test® (Chimaera, POSADA und CRANDALL, 2001b) arbeiten nach diesem

Prinzip.
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Das Leistungsspektrum der eingesetzten Algorithmen unterscheidet sich nach
der Madglichkeit, ausschlieRlich mogliche rekombinante Genabschnitte zu
identifizieren bzw. die Genauigkeit der Analyse durch die Festlegung von
Anfangs- und Endpunkten (engl. ,breakpoints“) und gesamten Bereichen bzw.
mogliche evolutive Vorlaufersequenzen (engl. ,parent-daughter-identification®)
zu erhdhen. Die nachfolgende Ubersicht (Tabelle 2.6.3-1) charakterisiert die
Verfahren gemall des nach MARTIN und RYBICKI (2000) ermittelten

Leistungsvermogens.
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Tabelle 2.6.3-1: Charakteristika verschiedener Programme zur Uberpriifung der

genetischen Rekombination nach MARTIN und RYBICKI

Ermittlung Ermittlung
rekombi- P-Wert
Methode . Referenz
nanter Kalkulation
Regionen
Originale MARTIN
RDP- + Binominalver- und
Methode teilung RYBICKI,
2000
. PADIDAM
Geneconv + Permutation etal. 1999
Goostapens. - sauw
Bootscan + . . NEN et al.,
teilung, Chi- 1995
Quadrat-Test
Maximum Chi-Quadrat- SMITH,
Chi- +/- Test und 1992,
Quadrat Permutation 1999
POSADA
Chi-Quadrat- und
Chimaera + Test und CRAN-
Permutation DALL,
2001b
Sister + Permutation GIBBS et
Scan und Z-Test al., 2000
+ moglich,

+/- nur indirekt Uber Bruchpunkt-Ermittlung maoglich



40 2 Literaturiibersicht

2.7 PHYLOGENETISCHE BAUME

2.7.1 DISTANZ- UND CHARAKTER-BASIERTE VERFAHREN

Es werden zahlreiche Methoden zur Wiedergabe der phylogenetischen Relation
in Form von Baumen oder Phylogrammen im Internet zur Verflgung gestellt
und in der Literatur diskutiet (SWOFFORD et al.; 1996; LI, 1997).
Grundsatzlich lassen sich die Verfahren anhand der verwendeten Datentypen

und der Rekonstruktionsmethode gemald der Tabelle 2.7.1-1 einteilen. Ein

Gruppierender (engl. ,clustering®)-Algorithmus® konstruiert auf Grundlage eines
Optimalkriteriums sukkzessive einen Baum aus den Daten. Eine Suchstrategie
ermittelt viele, unter Umstanden alle moglichen Baume und sucht anhand eines

Optimalitatskriteriums den oder die optimalen Darstellung(en) heraus.

Tabelle 2.7.1-1: Einteilung der Rekonstruktionsmethoden zur phylogenetischen

Analyse
Rekonstruktions- Datentyp
methode Distanzen Charakter
Gruppierender- UPGMA
Algorithmus Neighbor Joining

Maximum

Minimum Parsimony

Suchstrategie

Evolution Maximum

Likelihood
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Distanz-basierte Methoden/Distanz-Methoden:

Sie verwenden die Summe der Unterschiede, d. h. die Distanz zwischen zwei
alignierten Sequenzen zur Ableitung des Baumes. Dabei wird ein additiver
Baum berechnet. Der Distanzwert zweier Sequenzen setzt sich aus der Summe
der Astlange zweier Taxa zusammen (SWOFFORD et al.1996).

Ein wesentlicher Vorteil der Distanz-basierten Methoden liegt in der geringeren
bendtigten Rechenleistung. |hr wesentlicher Nachteil besteht zunachst in der
Annahme einer konstanten Evolution. Erfolgt die Sequenzvariation nicht Uber
die gesamte Zeit konstant oder werden bestimmte Mutationen bevorzugt,
muissen diese Verhaltnisanderungen durch eine geeignete Datenmatrix

korrigiert werden.

Zu den einfachsten Methoden zahlt UPGMA (engl. ,unweighted pair group
method using arithmetic averages®) nach SOKAL und MICHENER (1958) sowie
SNEATH und SOKAL (1973). Exakte Ergebnisse koénnen dabei nur bei
konstanter Evolutionsrate erwartet werden. Die Korrektur fir diese Fehlerquelle
ist mangelhaft (TAKEZAKI und NEI, 1996).

Der ME- (engl. ,minimum evolution“)-Ansatz (EDWARDS und CAVALLI-
SFORZA, 1963) verfolgt die ,Such-Strategie“ und ermittelt alle mdglichen
Lagebeziehungen. Als optimaler Baum wird das Ergebnis mit der kleinsten
Summe der Astlangen ausgegeben. Dieses Vorgehen ist sehr aufwendig
(RZHETSKY wund NEI, 1992a und 1992b; SWOFFORD et al.,, 1996;
FELSENSTEIN, 1997). Dabei werden nicht alle Distanzwerte einer Datenmatrix
berechnet, sondern interne und externe Knoten definiert. lhre korrekte
Wiedergabe wird anschliefend durch die Analyse der Astlange zwischen

beiden Punkten Uberpruft.

Das 1987 von SAITOU und NEI vorgestellte NJ- (engl. ,neighbor joining“-
Verfahren) stellt eine Vereinfachung des ME-Ansatzes dar. Dabei wird zunachst

ein sternformiger Baum (engl. ,star tree®) erstellt.
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Die Gruppierung der eng verwandten Sequenzen zu sog. Nachbarn erfolgt
dabei schrittweise. Vereinfacht dargestellt, wird die bendtigte Rechenleistung
durch Zusammenfassung verschiedener Nachbarn bis zum nachsten Knoten im
Baum erzielt. Der so reduzierte Knoten kann als ein Nachbar fir weitere

Berechnungen betrachtet werden.

Basierend auf diesen grundlegenden Modellen existieren zahlreiche
Weiterentwicklungen oder Modifikationen. Ihr wesentlicher Bestandteil ist dabei
die Korrektur flr ungleiche Mutationsraten, bedingt durch Rekombination oder

Selektion.

Das von TAMURA und NEI (1993) vorgestellte Modell beinhaltet neben der
Korrektur  ungleicher  Substitutionsraten  zusatzlich die  Optimierung
verschiedener Transitionsraten der Purine und Tranversionraten der Pyrimidine.
Die Korrektur unterschiedlicher Evolutionsraten der einzelnen
Alignmentpositionen kann Uber den gamma-Parameter erfolgen (ZHANG und
GU, 1998). Das modifizierte Verfahren nach NEI und GOJOBORI (1986) und
ZHANG et al. (1998) korrigiert die im ursprunglichen Modell enthaltene
Uberbewertung von ps im Gegensatz zu py. Die Optimierung erfolgt tber
Einbeziehung des Parameters ,R", der das Verhaltnis von Transitionen zu

Transversionen wiedergibt.

Charakter-basierte Methoden (engl. ,character state”) analysieren das
Sequenzalignment und bewerten neben der Anzahl auch die Art der
Veranderungen. Die Berechnungsgrundlagen sind aufwendig und zeitintensiv.
Im Idealfall werden alle mdglichen Baume konstruiert und anschliellend
uberpruft. MP (engl. ,maximum parsimony®) verfolgt das Prinzip der maximalen
Sparsamkeit (DAYHOFF et al., 1978). AbschlieRend wird der Evolutionspfad
ausgewahlt, der die geringsten Veranderungen beinhaltet. Fur die Kalkulation
werden nur die variablen und gleichzeitig informativen Positionen des
Alignments, d. h. mindestens zwei verschiedene Nukleotide, die mindestens
zweimal im Alignment vorhanden sind, herangezogen (SWOFFORD et al.,
1996).
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Ihr wesentlicher Schwachpunkt liegt in der falschen Wiedergabe paralleler
Substitutionen (sog. Homoplasien, FELSENSTEIN, 1978).

ML-gestutzte Analysen suchen nach dem optimalen evolutiven Modell zur
Erklarung eines Stammbaumes (FELSENSTEIN, 1981). Anschliel3end wird der
Baum, der mit der hdchsten Wahrscheinlichkeit die Daten widerspiegelt,
ausgewahlt. Der Algorithmus wurde in verschiedene Programme implementiert,
so z. B. ,PAUP* (FELSENSTEIN, 1997), ,PAML* (YANG, 1997a) oder ,HyPhy*
(KOSAKOVSKY-POND et al., 2005). Die Unterschiede liegen in Abwandlungen
der Suchstrategie und dem bendtigten Vorwissen des Anwenders. Neben der
Bereitstellung eines exakten Alignments wird dabei gleichzeitig ein bereits
erstellter Baum zur Uberprifung der Wahrscheinlichkeit anhand eines

vorgegebenen Modells der Sequenzevolution (Kap. 2.4.3) konstruiert.

2.7.2 SPLIT-ZERLEGUNG

Evolutive Daten beinhalten haufig eine grof3e Anzahl mitunter die Auswertung
erschwerende Signale. Die Darstellung eines einheitlichen Baumes wird dabei
durch Homoplasien bzw. genetische Rekombination nicht unterstutzt. Zur
Darstellung des Einflusses dieser Faktoren entwickelten BANDELT und DRESS
(1992) die Split-Zerlegung (engl. ,split decomposition®). Unter einem ,Split*
(engl. ,split* = Aufteilung) wird die Aufteilung zweier Taxa in zwei nicht-leere
Untergruppen verstanden (HUSON und BRYANT, 2006). Im Gegensatz zu den
oben genannten ,MP“- oder ,ML"“-Verfahren, die den optimalen Baum durch
Vergleich verschiedener Parameter bestimmen, verwendet die Split-Zerlegung
einen transformatorischen Ansatz. Mathematisch erfolgt eine kanonische
Zerlegung in eine Summe ,schwach kompatibler Splits“. Diese werden

anschlie3end als ,Split-Graph® wiedergegeben.
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Hier entspricht jede Linie bzw. jeder Ast oder jede Kante einem Split, d. h., dass
Anfangs- und Endpunkt der Linie die durch den ,Split* getrennten Taxa
darstellen. Fur ideale Daten ergibt sich ein Baum. Alternative Phylogenien

werden als netzwerkartige Strukturen wiedergegeben (FITCH, 1997).

Unterschiedliches Evolutionsgeschehen wird durch parallele Aste verdeutlicht.
Die Darstellung entspricht den bereits bekannten Kladogrammen, d. h., dass
die Astlangen zwischen den Taxa der ermittelten phylogenetischen Distanz
entsprechen. Der hier verwendete Algorithmus nach BRYANT und MOULTON
(2004) arbeitet nach dem Distanz-basierten Prinzip, die die haufiger verwendete
zweite Klasse der Split-Algorithmen umfasst. Eine exemplarische Darstellung
mit Erlauterung der Nomenklatur ist der Abbildung 2.7.2-1 zu entnehmen. Die
ebenfalls verwendete Berechnung nach BANDELT und DRESS (1992) gehdrt
zur ersten Klasse der weniger haufig eingesetzten Charakter-basierten
Methoden (POSADA und CRANDALL, 2001a; BRYANT und MOULTON, 2004).

Die Split-Verfahren finden breite Verwendung in der bakteriellen und viralen
Phylogenetik. So setzten KOTETISHVILI et al. (2002) das Verfahren zur
Analytik des ,Multilocus Sequence Typing (MLST)“ bei Salmonellen ein,
REVAZISHVILI et al. (2004) verglichen die Pulsfeldgelelektrophorese- (PFGE-)
und MLTS-Profile von Listeria monocytogenes. Exemplarisch sei auf die

Untersuchungen humaner Lentiviren von SALEMI et al. (2003) verwiesen.
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Abbildung 2.7.2-1: Schematische Darstellung der Split-Zerlegung nach
HUSON und BRYANT (2006)

_____________ Phylogenetische Distanz zwischen den Taxa ,A“ und
”B“

Parallele Kanten, die zu einem Split gehoren

Werte neben den Kanten: Gewichtung der Splits; dies erfolgte fir die eigenen
Untersuchungen durch Angabe der Bootstrap-Werte
[%].

Fettgedruckte Taxa: Gruppe der Taxa, die durch den Split mit der
Gewichtung ,12° (3 Kanten) von den anderen

getrennt werden
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2.8 BIOINFORMATIK

Eine Ubersicht der eingesetzten Computerprogramme ist der Tabelle 3.5.1-1

unter Angabe der verwendeten Optionen, der Bezugsquelle bzw.
Internetadresse und der Referenz zu entnehmen. Dabei wurde auf
Anwendungen, die direkt Uber das Internet (engl. ,online-applications®) und als
eigenstandige, auf lokalen Computersystemen installierbare Programme (engl.
,stand alone-applications®) zurlickgegriffen. Bei den Uber das Internet
verwendbaren Anwendungen, wie z. B. BANKIT, BLAST, NUCLEOTIDE,
STRUCTURE und LOCUS LINK, handelt es sich um Bestandteile standig
weiter entwickelter Gendatenbanken des National Center for Biotechnology

Information (NCBI), Bethesda, USA  (www.ncbi.nlm.nih.gov). Bei

Comprehensive Microbial Resource (CMR) wird unter dem Kuirzel TIGR

(www.tigr.org/CMR2) eine weitere kostenlose = Genomdatenbank  mit

frhzeitigem Zugriff auf Genomsequenzierungsdaten etabliert (PETERSON et
al., 2001). MEGA 3 (KUMAR et al., 2004a) und BioEdit V7 (HALL, 1999) sind
Programmpakete, die  gegenuber dem kommerziell ~ verfugbaren
Programmpaket DNASTAR (Inc. Wisconsin, USA) die Verwendung
unterschiedlicher Dateiformate ermdglichen. Im erstgenannten Fall liegt ihr
Schwerpunkt dabei auf phylogenetischen Anwendungen. YANG (1997a)
entwickelte mit PAML 3.14 eine Sammlung verschiedener Programmdateien.
Eine Bewertung des praktischen Nutzwertes, insbesondere der graphischen
Anwendung Splits Tree (HUSON, 1998) und der Berechnungsprogramme RDP
V. 2.0 (MARTIN und RYBICKI, 2000), HON-NEW (ZHANG, 2000) und SC3
(HUGHES et al., 1990 und HUGHES und FRIEDMANN (2000) ist der
Diskussion (Kap. 5.3.5, Kap. 5.3.6 und Kap. 5.4) zu entnehmen.
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Bedeutung und Funktion des E. coli attaching and effacing (eae)-Gens und
seines Translationsproduktes Intimin fir den spezifischen Anheftungs-
mechanismus der Mikroorganismen und das Vermodgen zur Auslosung von
Erkrankungen bei Mensch und Tier sind hinreichend beschrieben worden.
Dabei konnte gezeigt werden, dass das Intimingen Uber konservierte und
hypervariable Regionen, letztere lokalisiert in der fur die zellulare Interaktion
verantwortlichen Region des Proteins, verfugt. Neben der Bedeutung der
daraus resultierenden Proteinvariationen fur die Lokalisation von E. coli in
unterschiedlichen Darmabschnitten, sind die phylogenetische Zuordnung der
Sequenzheterologien mit besonderer Bertcksichtigung der Herkunft (Habitat)
einbezogener Stamme Bestandteil aktueller Untersuchungen. Die genotypische

Typisierung erfolgt mittels der Polymerasekettenreaktion.

3.1 Gliederung der Arbeiten

3.1.1 VORVERSUCHE

Ziel der Vorversuche war die Etablierung eines konventionellen PCR-Systems
zur Typisierung des Intimingens bei E. coli-Stammen. Dazu wurde zunachst die
Eignung der in den Arbeiten von ADU-BOBIE et al. (1998a) sowie OSWALD et
al. (2000) beschriebenen Oligonukleotid-Primer-Systeme Uberpruft. Der
vorgeschaltete Nachweis des eae-Gens erfolgte mittels der Primer-
Kombinationen ,SK1“ und ,SK2“ nach KARCH et al. (1993). Eine Ubersicht
uber die verwendeten Oligonukleotid-Primersequenzen, -positionen und
AmplifikatgroRen wird im Folgenden gegeben. Abschliefiend wurden mit dem
als routinetauglich klassifizierten PCR-System 100 E. coli-Stdmme
verschiedener Serovaren und Habitate typisiert. Bei der Auswahl der Stamme

wurde auf E. coli-Isolate mit aus der Literatur als bekannt vorausgesetzten
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Intiminvarianten zurtickgegriffen, um falsch-positive Reaktionen ausschlie3en

zu kdnnen.

3.1.2 HAUPTVERSUCHE

Die Hauptversuche umfassten finf Teilbereiche. Sie sind im Folgenden vorab

charakterisiert:

Teilbereich 1: Intimintypisierung von E. coli-Stammen

Basierend auf dem optimierten PCR-Nachweis nach ADU-BOBIE et al. (1998a)
wurden in der vorliegenden Arbeit 317 E. coli-Stamme untersucht. Die Isolate
sind Bestandteil der institutseigenen Stammsammlung. 157 E. coli-Serovare
wurden bereits im Rahmen des Projektes ,Entwicklung quantitativer
VTEC/STEC-Bestimmungsmethoden fur Lebensmittel (Az.: 422-7030-56/48),
gefordert durch das damalige Bundesministerium fir Gesundheit und Soziale
Sicherung, hinsichtlich der Virulenzfaktoren Shigatoxin und Enterohamolysin
charakterisiert. Diese Daten wurden zur abschlieBenden Erstellung des

Virulenzprofils herangezogen.

Die Uberprifung der erhaltenen PCR-Amplifikate wurde mittels
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP) vorgenommen. Mit den
verwendeten Restriktionsendonukleasen Taq | (Produkt-Nr. 404128, Fa. Roche
Diagnostics) und Fok | (Produkt-Nr. 1 004 816, Fa. Roche Diagnostics) konnte
gleichzeitig das Vorhandensein anderer, bislang nicht bekannter Intimintypen

bzw. moglicher Intiminuntereinheiten Gberprift werden.
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Teilbereich 2: Sequenzierung des eae-Gens zweier E. coli-Stamme

Die verotoxinbildenden Isolate P 146 O156:H und P 256 O86:H" waren mit dem
verwendeten PCR-System keiner der fUnf Intiminvarianten zuzuordnen. Uber
schrittweise Amplifikation und Sequenzierung wurde der Intimintyp der beiden

Stamme ermittelt.

Teilbereich 3: Phylogenetische Analyse

Die phylogenetische Relation der beschriebenen Intiminvarianten bildete die
Grundlage fur eine Klassifikation der verschiedenen Genauspragungen als
eigenstandige  Untereinheiten oder  Subtypen. Die angeschlossene
Strukturanalyse charakterisierte konservierte und hypervariable
Sequenzabschnitte und ermdglichte eine Bewertung der fiur die genetische

Rekombination relevanten Selektionsmechanismen.

Far die Sequenzanalysen und die Erstellung phylogenetischer Korrelationen
sind mittlerweile eine Vielzahl unterschiedlicher Computerprogramme entwickelt
worden. Eine Alternative zu den aufgrund der hohen Anschaffungs- und
Unterhaltungskosten nicht flachendeckend verbreiteten Softwarevarianten
stellen die im Internet frei verfugbaren und in der Regel kostenlos angebotenen
Lésungen dar. Um dem Anwender einen Uberblick Uber praktikable
Vorgehensweisen zu verschaffen, wurde die Datenbearbeitung exemplarisch

mittels alternativer Anwendungen dargestellt.

Teilbereich 4: Etablierung eines universellen PCR-RFLP-Intimin-

typisierungsprozederes

Die eigenen Untersuchungen und der sich fortlaufend erweiternde
Kenntnisstand Uber neue Intiminvarianten bzw. -subtypen zeigten, dass ein

leistungsfahiges Typisierungsverfahren eine Vielzahl unterschiedlicher eae-
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Gensequenzen erfassen und gleichzeitig Potenzial zum einfachen Nachweis

weiterer Variationen beinhalten sollte.

Basierend auf den von RAMACHANDRAN et al. (2003) bereitgestellten Primer-
systemen wurde durch restriktionsenzymatischen Verdau mittels der
Restriktionsendonukleasen Fok |, Rsa | und Hae Ill ein universelles
Typisierungsverfahren zur Erfassung von alpha (o), beta (B), gamma (y), delta
(8), epsilon (g), zeta (€), eta (1) , theta (0), iota (1), kappa (x), lambda (1), my (u),
ny (v), pi (), rho (p) und sigma (o) etabliert. Da fir die xi (§)- und omikron (0)-
Auspragungen zum Zeitpunkt der Arbeiten nur partielle Sequenzen vorlagen,
konnten diese nicht in die Analyse zur Erstellung eines RFLP-Profiles
einbezogen werden. Mit dem beschriebenen System wurden n=27 mit der oben

beschriebenen Methode nicht typisierbare E. coli-Serovare untersucht.

Teilbereich 5: Darstellung der Zell-Zell-Interaktion

Um die unterschiedlichen Mechanismen der zellularen Interaktion von E. coli zu
veranschaulichen, wurden Zelladhasionsversuche mit dem EPEC-
Referenzstamm E 2348/69 O127:H6 durchgefuhrt. Die unspezifische, Fimbrien-
vermittelte Adhasion konnte in Kombination mit humanen
Mundschleimhautzellen demonstriert werden. Zur Darstellung der spezifischen,
Intimin-bedingten lokalisierten Adhasion wurde der ,Fluorescent-Actin Staining*

(FAS)-Test unter Verwendung von HEp-2-Zellen eingesetzt.

Anmerkungq: Letztgenannter Test konnte durch die freundliche Unterstutzung
Herrn Prof. Rolf Bauerfeinds in den Raumen und Einrichtungen des Institutes
fur Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere der Justus-Liebig-Universitat
Gielden durchgefuhrt werden. Herrn Prof. Rolf Bauerfeind, Herrn PD Dr.
Christian Menge und Herrn Dr. Elmar Schropfer sei an dieser Stelle fur die

praktische Unterstlitzung und Betreuung gedankt.
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3.2 Material und Methoden

3.2.1 EINGESETZTE REFERENZSTAMME

Die zur Etablierung der PCR-Systeme verwendeten Referenzstdmme sind in

der Tabelle 3.2.1-1 unter Angabe der Bezugsquelle und der
Genbankzugriffsnummer wiedergegeben. Dabei handelte es sich um in
internationalen Arbeiten charakterisierte Isolate mit nahezu vollstandig

klassifizierten Bakteriengenomen und Virulenzprofilen.

Die Isolate 0103 PMK3 und EHEC 026 8489/67 wurden freundlicherweise von
Prof. Helge Karch, Institut fur Hygiene der Westfalischen Wilhelms-Universitat

in MUnster, zur Verfigung gestellt

In der Tabelle 9.1.1-1 sind die zusatzlich zur Datenbankabfrage iber NCBI®-

BLAST fur die Sequenzanalyse der verwendeten Primer eingesetzten

Referenzstamme zusammengefasst.
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Tabelle 3.2.1-1:  Etablierung der PCR-Systeme nach ADU-BOBIE et al.
(1998) und OSWALD et al. (2000) unter Berucksichtigung
verwendeter Positiv- und Negativkontrollstamme unter
Angabe der Bezugsquelle und der Genbankzugriffsnummer
Intimintyp* | Eingesetzter Virulenzprofil*™ | Genbankzugriffs- | Herkunft/Referenz
Referenzstamm Nr.***
(alpha) EPEC O127:H6 | eae, vix- M58154 BULTE, Institut
o-Intimin E 2348/69 fur Tierarztliche
Nahrungsmitte-
kunde, Giel3en
(beta) EHEC O26:H | eae, vix- AF200363 KARCH, Institut
B-Intimin 8489/67 fur REDC-1 fur Hygiene,
(O15:H) Munster
(gamma) EHEC eae, vix 1, vix | Z11541 1 BULTE, Institut
v-Intimin 0O157:H7 EDL 2, 2c, hly fur Tierarztliche
933 Nahrungsmitte-
kunde, Giel3en
(delta) Nicht Keine Y13112 flr ADU-BOBIE et al.
o-Intimin vorhanden Angaben ICC 95/086:H34 | (1998a)
(epsilon) 0103 eae, vix 1 AF 116899 KARCH, Institut
e-Intimin PMK3 fur O103:H2 fUt Hygiene,
PMK5 Munster
Negativkon- | E. coli eae-, Vix- BULTE, Institut
trolle ATCC 25922 fur Tierarztliche
Nahrungsmitte-
kunde, Giel3en
* Fir delta-Intimin stand kein Referenzstamm zur Verfligung
* Hausintern bestimmt, die Referenzen der PCR-Verfahren werden im

Text erlautert

*k%x

Die Genbankzugriffs.-Nr. bezieht sich auf den eingesetzten Prufstamm

bzw. auf ein entsprechendes Serovar mit identischem Intimintyp
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3.2.2 UNTERSUCHTE PRUF-/WILDSTAMME

In die Untersuchungen wurden insgesamt 317 Priufstamme einbezogen. Darin
waren insgesamt 117 (37,2%) Isolate aus humanen Stuhlproben, 114 (36,0%)
Isolate aus Lebensmitteln, 64 (20,2%) und zehn (3,2%) aus Rinder- bzw.
Schafkot, vier (1,3%) aus Schweinekot bzw. Sektionsmaterial der Tierart
Schwein gewonnene Serovare und ein (0,3%) Isolat aus Pferdekot Isolat
enthalten. Bei sechs (1,8%) der Stamme lagen keine Angaben zur

Ausgangsmatrix vor. In der Tabelle 3.2.2-1 wurde die Zusammensetzung der

Prufstamme in Abhangigkeit von der Ausgangsmatrix zugeordnet.

Die  Serotypisierung war bereits zuvor durch das ,Nationale
veterinarmedizinische Referenzlaboratorium fiir Escherichia coli* am

Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR), Standort Dessau erfolgt.

Tabelle 3.2.2-1:  Zusammensetzung der untersuchten Prufstamme
(n=317 [%])

Anzahl und Herkunft einbezogener Prufstamme (n [%])
humane Schweine
Stuhl- Lebens- | pinderkot | Schafkot | OU-Sek- | Pferde- | Keine
mittel tionsma- | kot Angabe
proben _
terial
Gesamt-
zahl 317 118 (37,2) 114 (36,0) | 64 (20,2) 10 (3,2) 4 (1,3) 1(0,3) 6 (1,8)
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3.2.3 MATERIAL UND LABORGERATE

a) Allgemeine Laborausstattung

O

Auflichtmikroskop (UV-Licht), Fa. ZEISS, Modell B552 mit Leica-
Aufsatzkamera

Auslaufmesspipetten nach DIN 12696, Genauigkeit Klasse B
und AS

Brutschrank (37°C, Fa. Memmert)

Bunsenbrenner (Gasi, Typ 3.340 102, Fa. Schutt Labortechnik)
Einwegpetrischalen gemaf DIN 58940

Feinwaage (Sartorius Typ E 5500 S, Fa. Sartorius)

Gefriertruhe (-25°C)

Kulturréhrchen nach DIN 12395 mit Verschlul3kappe aus Aluminium
Klhlschrank (+2 bis +4°C)

Kuhlzentrifuge (Typ 5415C, Fa. Eppendorf)

Magnetruhrer ,RCT-Basic, Fa. KIKA Labordiagnostic

Messzylinder aus Glas nach DIN 12680, Genauigkeit Klasse B
Messkolben aus Glas nach DIN 12664,

Genauigkeit Klasse A

Stander fur Kulturréhrchen

MICROBANK™ (Fa. Mast Diagnostica, Produkt-Nr. 291601)

PlatinOsen
Pipetten (Typ: Research®, Varipip®, Referenz der Fa. Eppendorf 100-
1.000 ul, 50-200ul, 10-100ul, 0,5-10pl und 0,1-2,5 ul)

Pipettierhilfen (Peleusball)
Pipettenspitzen (Fa. Eppendorf, Volumina 10ul, 200ul und 1.000ul)
Pipettenspitzen mit Filter (Fa. Nerbe Plus, Volumen 10pl)
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o Reagenzglas-Schittelgerat (IKA-VIBRO-FIX VF2, Fa. lka
Labortechnik)

o Schuttelwasserbad (Typ 1083. Fa. Gfl)

o Trocknungsschrank (40°C, Fa. Memmert)

o Vortexer/Minishaker (Typ: MS1, Ika-Werke)

o Zentrifuge (Tischzentrifuge, Typ 5403, Fa. Eppendorf)

o Zentrifugenrohrchen (50 ml) mit Schraubdeckel (Fa. Roth, Produkt-Nr.
N465.1)

b) Nahrmedien und Supplemente

o Brain Heart Infusion (BHI) broth, Hirn-Herz-Bouillon (Fa. Merck, Produkt-Nr.
1.10493)

o Plate-Count-(PC)-Agar, Keimzahlagar (Fa. Merck, Produkt-Nr. 1.05463)
o Dulbecco’s modified Eagle Medium (Fa. GIBCO, Produkt-Nr. 31855-023)
o Hank’s Salt Solution 1 x (Fa. Biochem KG, Produkt-Nr. L2045)

c) Molekularbiologischer PCR-Bedarf

o DNeasy® Tissue-Kit (50 Reaktionen, Produkt-Nr. 69504, Fa. Qiagen)

o Einmalhandschuhe TouchNTuff-Nitril (Fa. Ansell, Produkt-Nr. 92-
60)

o Einmal-Filterhalter, 0,2 ym hydrophob, steril, pyrogenfrei (Fa.
Schleicher&Schill, Produkt- Nr. FP030/8)

o Einmal-Injektionsspritzen (30 ml) nach DIN12009, BS 5081, ISO
7886 (Fa. Braun, Produkt-Nr. 304-M. E.)

o Kuhlboxen (Iso-Therm® -System, Fa. Eppendorf)

o PCR-Reaktionsgefalstander (Fa. Eppendorf)

o Reaktionsgefalstander (Fa. Eppendorf)

o UV-Kabinett (825-UCV/22, Fa. Plas-Labs)
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3.24

Reagenzgefalle (Multi SafeSeal Tubes, 1,7 ml, Fa. Peqlab)
Reagenzgefalle (Safe-Seal Reagiergef. 2 ml, Fa. Sarstedt)
Reagenzgefalde fur PCR (100ul, 200pl)

Sicherheitswerkbank (LaminAir HB 2448, Fa. Heraeus Instruments)
Netzteil MBT (Typ: 57042, Fa. MicroBiotecBrand)

Netzteil Transphor/Electrophoresis DC Power Supply (Fa. HSI Hoefer,
Produkt-Nr. 95-2021)

Elektrophoresekammer (Typ Blue Manne 100 und 200, Fa. Blueline)
Thermocycler (TouchDown™ Temperature Cycling System, Fa. Hybaid)
Thermocycler (GeneAmp PCR-System 9600, Fa. Perkin Elmer)
Thermocyler (Biometra Trio-Thermoblock mit Heizdeckeleinheit ( Fa.
Biometra, Produkt.-Nr. 050-000)

Thermomixer (Typ 5436, Fa.Eppendorf)

Fotoanlage (MP 4*, Fa Polaroid)

Ultraviolet Transilluminator (Mighty Bright UVTM-25, Fa. Hoefer Scientific
Instruments)

Ultraviolet Transilluminator (UVC 500 Crosslinker , Fa. Hoefer Scientific
Instruments)

Temperierbares Wasserbad (Fa. GFL)

Temperierbares Wasserbad (Fa. Kottermann)

CHEMIKALIEN UND REAGENZIEN

Agarose Standard (Fa. Q Bio gene, Produkt-Nr. AGAH0500)

AmpliTag® DNA Polymerase mit GeneAmp® 10x Puffer (15 mM MgCls, Fa.
Applied Biosystems, Produkt-Nr. N808-0152)

AmpliTag Gold® DNA Polymerase mit GeneAmp® 6x Puffer (15 mM MgCl.,
Fa. Applied Biosystems, Produkt-Nr. 4311814)

Platinum® Taq Polymerase (Fa. Invitrogen, Produkt-Nr. 10966-026)
Borsaure /Fa. Merck, Produkt-Nr. 1.00165)

Bromphenolblau-Losung (Produkt-Nr. 1.08122.0005, Fa. Merck)
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DNeasy® Tissue-Kit (50 Reaktionen, Produkt-Nr. 69504, Fa. Qiagen)
dATP, Na-salt, PCR Grade (Fa. Merck, Produkt-Nr. 1 934 511)

dCTP, Na-salt, PCR Grade (Fa. Merck, Produkt-Nr. 1 934 520)

dGTP, Na-salt, PCR Grade (Fa. Merck, Produkt-Nr. 1 934 538)

dTTP, Na-salt, PCR Grade (Fa. Merck, Produkt-Nr. 1 934 549)

DNA Molecular Weight Marker XIll (50-750 Bp, Fa. Roche Diagnostics,
Produkt-Nr.: 1 721 925)

DNA Molecular Weight Marker XIV (100-1500 Bp, Fa. Roche Diagnostics,
Produkt-Nr.: 1 721 933)

Ethanol Absolut (Fa. Merck, Produkt-Nr. 1.00983)
Ethidiumbromid-Losung (1%ige walrige Losung, Fa. Merck, Produkt-Nr.
1.11608.0030,)

Expand High Fidelity PCR-System 100 Units (Fa. Roche Diagnostics,
Produkt-Nr.: 1732641)

Ficoll (Fa. Sigma, Produkt-Nr. F-2878)

Fluorescein Isothiocyanat (Fa. Sigma, Produkt-Nr. F7250)
Isopropanol (Fa. Merck, Produkt-Nr. 1.09634)

MetaPhor® Agarose (Fa. BMA® , Produkt-Nr. 50180)
Restriktionsendonuklease Taq | (Produkt-Nr. 404128, Fa. Roche
Diagnostics)

Restriktionsendonuklease Fok | (Produkt-Nr. 1 004 816, Fa. Roche
Diagnostics)

Restriktionsendonuklease Rsa | (Produkt-Nr. 729 124, Fa. Roche
Diagnostics)

Restriktionsendonuklease Hae Il (Produkt-Nr. 693 936, Fa. Roche
Diagnostics)

Salzsaure 25% reinst. (Fa Merck 312)
Tris-hydroxymethyliaminomethan (TRiS Ultra Qualitat) (Fa. Roth, Produkt-
Nr. 5429 3)

Trinatriumcitrat-Dihydrat (Fa Merck 1 06448)

TripleMaster PCR System (Fa. Eppendorf, Produkt-Nr. 0032 008.216)
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3.2.5 HERSTELLUNG VON PUFFERN UND GEBRAUCHSLOSUNGEN

3.2.5.1 Puffer und Lésungen flr die Polymerasekettenreaktion

Herstellung des Nukletid (engl. ,dNTP-Mix“ je 10 mM):

Jeweils:

10ul dATP, Na-salt, PCR Grade
10ul dCTP, Na-salt, PCR Grade
10ul dGTP, Na-salt, PCR Grade
10ul dTTP, Na-salt, PCR Grade

werden mit 60pl steril filtriertem Aqua bidest gemischt und autoklaviert.

3.2.5.2 Agarosen und Puffer fir die konventionelle Gelelektrophorese

10x TBE (Tris-(hydroxymethyl)aminomethan-Borsaure, EDTA-Puffer (1 Liter):

60,60 g (0,5 M) Tris- (hydroxymethyl)aminomethan
30,90 g (0,5 M) Borsaure
2,92 g (10 mM) EDTA (Titriplex II) =

1x TBE (Tris-(hydroxymethyl)aminomethan-Borsaure, EDTA-Puffer (2 Liter):

200 ml 10x TBE- Puffer werden in einen 2 Liter- Glasrundkolben Uberfuhrt und
bis zur Marke mit steril filtriertem Aqua bidest aufgefulit.

1,5%-Agarose-/3%-Metaphorgele:

1,35 g Agarose Standard (Fa. Q Bio gene, Produkt-Nr. AGAH0500) bzw. 2,7 g
MetaPhor® Agarose (Fa. BMA®, Produkt-Nr. 50180) werden in 90 ml 1x TBE
aufgenommen. Nach 30-minutigem Quellen erfolgt die Erhitzung in der
Mikrowelle (Typ: Dimension 4, Fa. Panasonic) bis zum Ausbleiben von Schlieren
oder Luftblasen. Anschlielend wird unter Rihren (Magnetrihrer ,RCT-Basic®, Fa.
KIKA Labordiagnostic) auf +45°C abgekuhlt und der Ansatz in die abgedichtete
Gelkammer gegossen. Nach etwa 30-minutigem Abbinden wird die Gelkammer in

die Elektrophoresekammer mit dem Laufpuffer (1x TBE) verbracht. Nach
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5mindtigem Einwirken des Puffers kdnnen die Taschenschablonen gezogen

werden.

Probenauftragspuffer/Bromphenolblau-Lésung

1. Herstellung der 15%igen Ficoll-Losung

1,59 Ficoll
10 ml Aqua bidest/sterilfiltriert

2. Herstellung der Stammldsung

10 ml 15%ige Ficoll-Lésung
0,25 ml 5%ige Bromphenolblauldésung

3. Herstellung der Gebrauchslosung fur die Gelelektrophorese

2ul Stammldsung
8ul PCR-Amplifikat

Farbebad/Ethidiumbromid-Bad

50pl 1,0%ige Ethidiumbromidldsung
1,5 | Aqua bidest

3.2.6 REVITALISIERUNG UND ANZUCHTUNG DER
BAKTERIENKULTUREN

Die Stammbhaltung der untersuchten E. coli erfolgte in NUNC®-Réhrchen in BHI-
Glycerol bzw. mit dem MICROBANK™-System (Fa. Mast Diagnostica, Produkt-

Nr. 291601).

Zur Revitalisierung wurde das Inokulum in 5 ml Hirn-Herz-Bouillon/Brain-Heart-
Infusion (BHI)-Bouillon (Fa. Merck, Produkt-Nr. 1.10493) Uberimpft und
anschlief’end bei 37°C fur 24 h aerob inkubiert. Als Festmedium wurde Plate-
Count (PC)-Agar (Fa. Merck, Produkt-Nr. 1.05463) mittels Dreidsenausstrich
beimpft und anschlielend bei 37°C fur 24 h bebrutet. Die Herstellung der

Nahrmedien erfolgte nach Angaben des Herstellers.
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3.3 POLYMERASEKETTENREAKTION (PCR)

3.3.1 EXTRAKTION GENOMISCHER DNA AUS BAKTERIENKULTUREN

Um ein zeit- und kostensparendes Prozedere zu gewahrleisten, wurden drei
Einzelkolonien vom PC-Agar abgenommen und in 300pl Aqua dest.
eingerieben. Nach grundlichem Vortexen folgte das thermische Aufbrechen der
Zellwand durch Kochen bei 100°C fur 10 min im Wasserbad (Fa. Koéttermann).
Die Separation des Zelldetritus wurde durch einen abschlieRenden
Zentrifugationsschritt  in  der  Eppendorf-Tischzentrifuge  bei  13.000
Umdrehungen pro Minute (engl. ,rounds per minute [rpm]“) fUr 1 min
gewahrleistet. Der klare Uberstand enthalt die genomische DNA, die zur
Minimierung nachteiliger Hydrolysereaktionen bei +4°C gelagert und maximal

sieben Tage nach Gewinnung verwendet wurde.

3.3.2 EXTRAKTION GENOMISCHER DNA AUS FLUSSIGMEDIEN

Um far die PCR-Optimierungsschritte, die fortlaufenden Typisierungsreaktionen
und abschlieRenden Sequenzierungsarbeiten DNA hoher Qualitat einsetzen zu
konnen, wurde die DNA der Referenzstdmme und der zur Sequenzierung
verwendeten Isolate mittels DNeasy® Tissue-Kit (Produkt-Nr. 69504, Fa. Qiagen)
gemal dem Protokoll zur Aufbereitung Gram-negativer Bakterien isoliert. Dabei
erlaubt die Bindung der Nukleinsauren an die Silikaoberflache der eingesetzten
Spinsaulen eine zuverlassige Aufreinigung des Ausgangsmaterials. Dazu
wurden Ubernachtkulturen in  BHI-Bouillon angelegt. Zur fortlaufenden
Verwendung wurden 15ul-Aliquots bei -25°C tiefgefroren. Die Anzuchtung der
Stamme erfolgte in BHI-Bouillon (Fa. Merck, Produkt-Nr. 1.10493) fur 24 h bei
37°C. Je 1,5 ml des inkubierten Nahrmediums wurde in sterile Reaktionsgefalie

gegeben und fur 10 min bei 7.500 rpm (5.000xg) zentrifugiert.



3.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) 61

Das Sediment wurde zur Zellwandlyse und Proteinentfernung mit 180l ATL-
Puffer aus dem DNeasy® Tissue Kit (Produkt-Nr. 69504, Fa. Qiagen) unter Zusatz
von 20ul Proteinase K aus dem Kitsystem versetzt und anschlie3end fur 30 min bei
55°C im Thermomixer inkubiert. Zur Steigerung der bakteriellen Lyse wurde
anschlieftend gut durchmischt, 200 ml AL-Puffer aus dem Kitsystem zugegeben
und erneut flr 10 min bei 70°C im Wasserbad (Fa. GFL) inkubiert.

Nach Zugabe von 200ul 96%-igem Ethanol und intensiver Durchmischung wurde der
Ansatz durch einen ,DNeasy"-Filtereinsatz mit Silicamembran mittels Zentrifugation
far 1 min bei 6.000xg (8.000 rpm) in ein 2 ml-Reaktionsgefal abfiltriert. Die an die
Membran gebundene DNA wurde 2x mit je 500ul AW-Puffer gewaschen und dann
nach dem ersten Waschdurchgang bei 6.000xg (8.000 rpm) fir 1 min bzw. nach
dem zweiten Waschdurchgang fir 3 min zum Trocknen der Silicamembran
zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wurde verworfen und der ,DNeasy'-
Filtereinsatz mit Silicamembran in ein neues 2 ml-Reaktionsgefal® verbracht. Das
Eluieren der an die Membran gebundenen DNA erfolgte mittels 30ul AE-Puffer.
Dazu wurde der Elutionspuffer direkt auf die Saule gegeben und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Separation des DNA-haltigen Eluates erfolgte
erneut durch Zentrifugation bei 6.000xg (8.000 rpm). Zur Maximierung der DNA-

Ausbeute wurde der Elutionsschritt mit 30ul AE-Puffer wiederholt.

3.3.3 EIGENSCHAFTEN DER EINGESETZTEN POLYMERASE-TYPEN

Fir die Methoden nach ADU-BOBIE et al. (1998a) und OSWALD et al. (2000)
wurden insgesamt funf verschiedene rekombinante, thermostabile Polymerasen
hinsichtlich ihrer Amplifikationseffizienz Uberprift. Dabei wurden neben der
subjektiv ermittelten Bandenintensitat unter BeruUcksichtigung der Zyklenzahl
auch das Auftreten und die Intensitat von Fehlbanden berucksichtigt. Die
abschlielende Optimierung erfolgte Uber die bekannten Parameter Primer-
Anlagerungstemperatur (engl. ,Annealing“-temperatur) und Magnesiumchlorid-

konzentration. Ziel der vergleichenden Analysen war die Bereitstellung einer
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modglichst kostensparenden Zusammensetzung des Reaktionsansatzes (engl.

,Mastermix®).

Dabei wurden konventionelle als auch sog. ,hot start“-Formulierungen der aus
Thermus aquaticus gewonnenen Taqg-Polymerase eingesetzt. Insbesondere die
von circa 2,2 bis 2,8 Kb reichenden Amplifikate der SK1- und LP-Primer-
Kombinationen erforderten den Einsatz von Enzymkombinationen mit 3°-5'-
Exonukleaseaktivitat. Diese als Korrekturlesen (engl. ,proofreading®)
bezeichnete Eigenschaft wird im Expand High Fidelity PCR-System (Fa. Roche
Diagnostics, Produkt-Nr. 1732641) durch Zugabe der aus Thermococcus
gorgonarius isolierten rekombinanten  Tgo-Polymerase erreicht. Das
TripleMaster® PCR System (Fa. Eppendorf, Produkt-Nr. 0032 008.216) verfugt
dabei Uber eine ahnliche Zusammensetzung. Aus patentschutzrechtlichen
Grinden wird das die ,Proofreading“-Komponente beisteuernde Enzym vom
Hersteller nicht deklariert. Es ist jedoch davon auszugehen, dass es sich um
einen weiteren Vertreter der Typ-B-Familie der Archae-Gruppe handelt. Sehr
haufig werden Modifikationen der aus Pyrococcus furiosus erhaltenen Pfu-
Polymerase verwendet. Eine zusammenfassende Aufstellung der eingesetzten
Polymeraseformulierungen, ihrer Eigenschaften und den laut den Herstellern

vorgesehenen Anwendungsgebieten wird in Tabelle 3.3.3-1 wiedergegeben.
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Tabelle 3.3.3-1:

Eigenschaften der verwendeten Polymerase-Typen

Bezeichnung | Enthaltene(s) | hot | Isoliert aus Anwendungsgebiet
Enzym(e) start | folgendem
(+/-) | Mikroorganismus
iTag® it 5°-3°- Standard PCR
AmpliTaq Tag mit 5°-3 Thermus
DNA- Exonuklease- - . < 3 Kb Amplifikat-
e aquaticus =
Polymerase aktivitat groke
i it 5°-3°- Standard PCR
AmpIG!)Taq Tag mit 5°-3 Thermus
Gold DNA- | Exonuklease- + : < 3 Kb Amplifikat-
e aquaticus =
Polymerase aktivitat groke
Platinum® Tag mit 5°-3"- Standard PCR
Thermus
Taq- Exonuklease- + . < 5 Kb Amplifikat-
e aquaticus =
Polymerase aktivitat grole
Tagmit5-3'- Thermus
Exonuklease- " | aquaticus
Expand High | aktivitat q Standard PCR
Fidelity PCR | 7o mit 5"-3"- < 5 Kb Amplifikat-
System Exonuklease- | | Thermococcus | groRe
aktivitat und gorgonarius
Proofreading
Produkte mit hohem
GC-Anteil,
Sekundarstruk-
turen
TripleMaster® I;-iganlje:s-eS- || Thermus High Fidelity/Proof
PCR System aktivitat aquaticus Reading PCR (< 5
Kb Amplifikat-
grofe)

Long Range PCR
(> 40 Kb)
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3.3.4 DARSTELLUNG DER PCR-PRODUKTE MITTELS AGAROSE-
GELELEKTROPHORESE

Die Herstellung der 1,5%-igen Agarose- bzw. 3%-igen Metaphorgele erfolgte
wie unter Kap. 3.2.5.1 beschrieben. Um eine gleich bleibende Qualitat der
Agarosegele zu gewahrleisten, wurden Metaphorgele bis 48h nach der
Herstellung verwendet. Die Lagerung erfolgte in der Gelelektrophoresekammer
im Laufpuffer. Mit Agarose Standard produzierte Gele wurden bis zu sieben
Tage nach der Herstellung eingesetzt. Fur den restriktionsenzymatischen
Verdau vorgesehene PCR-Amplifikate wurden nicht mit Bromphenolblau-
Stammldsung versetzt. Hier wurden je Amplifikat ca. 2ul des Farbstoffs auf
Parafilm aufgebracht und durch ,Auf- und Abziehen® in der Pipettenspitze mit
8ul des PCR-Produktes durchmischt.

3.3.5 ETHIDIUMBROMIDFARBUNG UND FOTODOKUMENTATION

Im Anschlufy an die Gelektrophorese erfolgte die Visualisierung der Amplifikate
durch Farbung des Agarosegels fur 20 min in einer wassrigen Ethidiumbromid-
Lésung (5 pg/ml, Sigma) im  Schittelwasserbad. Uberschiissiges
Ethidiumbromid wurde durch 20mindtiges Schwenken in Aqua dest. bei
Raumtemperatur entfernt. Zur Auswertung wurde der UV-Transilluminator
(Mighty Bright UVTM-25, Fa. Hoefer Scientific Instruments) eingesetzt. Zur
Dokumentation auf Polaroidfim mit der manuellen Fotoanlage (MP 4*. Fa

Polaroid) wurden Blendengrofien von ,11% bzw. ,16“ vorgewahlt.
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3.3.6 PRIMER-SYSTEME

In den Tabellen 3.3.7-1, 3.3.8-1 bis -3 sind die fiur die einzelnen Arbeitsschritte

eingesetzten Primer-Systeme unter Berlcksichtigung der resultierenden PCR-

Produktgrofe und der Angabe der zugrunde liegenden Publikation
zusammengefasst. Die Primer-Synthese wurde durch die Fa. MWG-BIOTECH

(Ebersberg, Deutschland) Gbernommen.

3.3.7 PRIMER-SYSTEM ZUM NACHWEIS DES EAE-GENS

KARCH et al. (1993) entwickelten das Primer-Paar ,SK1“ und ,SK2“ zur
Amplifikation des konservierten eae-Genabschnittes enteropathogener und
enterohamorrhagischer E. coli. Das PCR-System wurde in vorangegangenen
Arbeiten sowonhl institutsintern als auch international umfangreich validiert (Kap.
5.5), so dass auf eine weitere Austestung hinsichtlich falsch-positiver respektive
-negativer Ergebnisse verzichtet werden konnte. Der Abgleich der
Oligonkleotidsequenzen mit den Kenndaten der Gendatenbank des National
Center for Biotechnology Information (NCBI®), Bethesda, USA bestatigte die
sichere Erfassung der in dem detektierten Genabschnitt hochkonservierten eae-
Gentrager. Tabelle 3.3.7-1 beinhaltet die Primer-Positionierung, die -sequenzen
und die PCR-ProduktgréfRe (Bp).
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Tabelle 3.3.7-1:  Charakteristika der Primer zur Detektion des eae-Gens
nach KARCH et al. (1993)
Primer- Primer-Po- Primer-Sequenzen PCR-
Bezeichnung | sitionierung* Produkt-
groRe
(Bp)
oK1
(Vorwarts-Pri- | 26-46 5'-CCC GAA TTC GGC ACA AGC ATA AGC-3’
mer)
881
~OK2"
(Ruckwarts- 879-903 5'-CCC GGA TCC GTC TCG CCA GTATTC G-3°
Primer)
* Angabe bezogen auf den Referenzstamm EHEC O157:H7 EDL 933, Genbankzugriffs-
Nr. Z11541

Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes ist in der folgenden Ubersicht

zusammengefasst.

Komponenten Volumina je | Endkon-
25ul-An- zentration
satz [pl]

Aqua bidest 17,1

10 x Polymerase-Puffer (15 mM MgCl,) 2,5 1Xx

dNTP-Mix (je 10 mM) 0,5 0,2 mM

Primer ,SK1“ (10 mM) 1,0 0,4 mM

Primer ,SK2“ (10 mM) 1,0 0,4 mM

Polymerase Ampli Taq Gold® GUM) b 04 2U

Proben-DNS 2,5
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Eine Konzentrationsbestimmung der Proben-DNS erfolgte nicht, da die DNS
aus bakteriellen Reinkulturen gewonnen wurde. Bei Fehlen einer erwarteten
PCR-Produktes wurde der PCR-Ansatz wiederholt.

Im Folgenden wird die Herstellung wund Aliquotierung des PCR-
REaktionsansatzes am Beispiel der PCR nach KARCH et al. (1993)
beschrieben. Fir die Ubrigen PCR-Systeme wurde unter Einbeziehung der in
den EinzelUbersichten der Mastermixkomponenten aufgefuhrten Reagenzien

und Volumina und der Thermocycler-Profile Tabelle 3.3.10-1 entsprechend

verfahren. Der Ansatz des Mastermixes erfolgte im PCR-Kabinett. Zur
Minimierung des Risikos einer DNA-Kontamination wurde UV-Licht verwendet.
Die Einzelkomponenten wurden zum Auftauen und wahrend der Arbeiten in
Kiihlboxen (Iso-Therm® -System, Fa. Eppendorf) bei +4°C gelagert bzw. im Falle
der Polymerasen erst unmittelbar vor Gebrauch aus dem Gefrierschrank
entnommen und in die Kuhlboxen verbracht. Fur den Reaktionsansatz wurden
je PCR-Reaktion in 2 ml-Reagenzgefalle (Fa. Sarstedt) 17,1yl Aqua bidest
vorgelegt. AnschlieRend wurden 2,5u1 GeneAmp® Puffer mit 15 mM MgCl, (Fa.
Applied Biosystems, Produkt-Nr. 4311814) hinzugefugt. Zuvor war der Puffer nach
vollstandigem Auftauen gemischt worden. Wahrend der Lagerung und der
Homogenisation in den Deckel gelangte Flussigkeitsanteile wurden durch kurzes
Anzentrifugieren in der Eppendorf Tischzentrifuge reponiert. Daran anschlief3end
erfolgte eine erneute Homogenisation durch Auf- und Ab-Pipettieren in der
Eppendorf-Pipette. Von dem wie unter ,Herstelung von Puffern und
Gebrauchslosungen® angesetzten dNTP-Mix (e 10 mM) wurden 0,5yl je
Reaktionsansatz hinzugeflugt. Die vorgeschaltete Homogenisation erfolgte hierbei nur
durch vorsichtiges Auf- und Ab-Pipettieren. Jeweils 1ul in 10 mM konzentrierter
Gebrauchslésung vorliegenden Vorwarts-Primers ,SK1“ und des Rickwarts-Primers

,OK2" wurden anschliefdend hinzugefugt.

AbschlieRend wurden 0,4ul AmpliTaq Gold® DNA Polymerase ( Fa. Applied Bio-
systems, Produkt-Nr. 4311814) hinzugeflgt. Der fur ein Reaktionsvolumen von 25l
ausgelegte Mastermix wurde vor der Aliquotierung von 22,54l je Reaktionsansatz in
200 bzw. 100ul fassende, auf TiefkUhlboxen gelagerten PCR-Reaktionsgefalde durch

vorsichtiges ,,Auf- und Ab-Pipettieren homogenisiert.
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Die von PC-Agar bzw. aus BHI-Bouillon gewonnene DNA wurde anteilig mit 2,5ul
hinzugefiigt. Nach Verschluss der PCR-Reaktionsgefalde wurden diese unter
fortlaufender Kuhllagerung in den Thermocylcer TouchDown™ Temperature Cycling
System (Fa. Hybaid) bzw. Biometra Trio-Thermoblock mit Heizdeckeleinheit (Fa.
Biometra) verbracht. Fir jede PCR wurden Positiv- und Negativkontrollen (EHEC
EDL 933 O157:H7 und E. coli apathogen AF25922) sowie Leerwertansatze des

Mastermixes mitgefuhrt.

3.3.8 PRIMER-SYSTEME ZUR INTIMINTYPISIERUNG

ADU-BOBIE et al. (1998a) differenzierten vier verschiedene eae-Genvarianten,
die sie als a-, B-, 6- und y-Intiminvarianten bezeichneten. Vorausgegangen war
eine immunologische Charakterisierung von o- und B-Intimin bei EPEC-
Stammen (ADU-BOBIE et al., 1998b). Die zur Bestatigung verwendeten Primer-
Kombinationen sehen einen universellen Ruckwarts-Primer ,IntRu® vor. Die
Charakteristika, einschlie8lich des in dieser Arbeit entwickelten Primer-Paares
zum Nachweis von e-Intimin, sind nachfolgend zusammengefalt (Tabelle

3.3.8-1).
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Tabelle 3.3.8-1:  Charakteristika der Primer zur Typisierung des eae-Gens
nach ADU-BOBIE et al. (1998a) und der in dieser Arbei
entwickelten Oligonukleotide zur Erfassung von epsilon-
Intimin

Primer- | Erfasster Primer- Primer-Sequenzen PCR-

Bezeich - Positio- Produkt-

) Intimintyp . grofe
nung nierung
(Bp)

Int-A o-Intimin 2820-2803 5°-CCT TAG GTA AGT TAA GT-3° 557

Int-B B-Intimin 2097-2113 | 5-TAAGGA TTT TGG GAC CC-3’ 562

Int-Y y-Intimin 2098-2115 | 5-ACA AAC TTT GGG ATG TTC-3' 546

Int-D d-Intimin 126-142 5-TAC GGA TTT TGG GGC AT-3° 562

Int-Ru UTiverSélrUCk' 2643-2625 | 5.TTT ATT TGC AGC CCC CCA T-3°

warts-Primer

epsilonF 2393-2413 5'- GGC-GCT-CTC-AAG-ATC-CAA-

GTG-3'
e-Intimin 340
epsilonR 2732-2712 5'- TGT-TTA-TCA-TCC-TCA-GTT-
TGC-3'
* »INt-Ru/Int-Y*: Angabe bezogen auf den Referenzstamm EHEC O157:H7 EDL 933,

Genbankzugriffs-Nr. Z11541

-INt-A“: Bezogen auf Referenzstamm EPEC 0127.6 E2348/69, Genbankzugriffs-Nr.
M58154

,Int-B*: Bezogen auf Referenzstamm EPEC O15:H" RDEC-1, Genbankzugriffs-Nr.
u60002
,Int-D“: Bezogen auf Referenzstamm E. coli O86:H34, Genbankzugriffs-Nr. Y133112

.epsilonF/epsilonR"; Bezogen auf Referenzstamm EHEC O103:H2 PMKS5,
Genbankzugriffs-Nr. AF116899
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Die  Herstellung und  Aliquotierung des  nachfolgend  gelisteten
Reaktionsansatzes erfolgte wie in Kap. 3.3-7 beschrieben. Als Thermocyler
wurde das GeneAmp PCR-System 9600 (Fa. Perkin Elmer) eingesetzt.

Volumina je | Endkon-
Komponenten 50ul-An- zentration
satz [pl]
Aqua bidest. 31,0
10x Polymerase-Puffer (15 mM MgCl,) 5,0 1x (1,5
mM)
dNTP-Mix (je 10 mM) 1,0 0,2 mM
Primer ,Int-Ru® (10 mM) 5,0 1mM
Primer ,Int-A, Int-B, Int-Y, Int-D* (10 mM) 5,0 1mM
Polymerase Ampli® Taq (5 U/ul) 0,5 25U
Proben-DNS 2,5
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OSWALD et al. (2000) konnten die Existenz einer funften, der e-Intiminvariante,

zeigen. Sie verwendeten ,SK1“ als universellen Vorwarts-Primer in Kombination

mit den nachfolgend aufgefuhrten Oligonukleotiden (Tabelle 3.3.8-2).

Tabelle 3.3.8-2:  Charakteristika der Primer zur Typisierung des eae-Gens
nach OSWALD et al. (2000)
Primer- Erfasster | Primer- Primer-Sequenzen PCR-Produkt-
Bezeichnung | Intimintyp | Positio- groBe
nierung* (Bp)
SK1** Urjiversa.lvor- 26-46 5-CCC GAA TTC GGC ACA
warts-Primer AGC ATA AGC-3’

Lp2o* oolntimin | 2803-2829 | 5-CCC GAA TTC TTA TTT 2807
TAC ACA AGT GGC -3’

LP3** vIntimin 2788.2814 | &~ CCC GAA TTC TTA TTC 2792
TAC ACA AAC CGC-3°

LP4 B-Intimin | 2283-2309 5'- CCC GTG ATA CCA GTA | 2287
CCA ATT ACG GTC-3'

LP5 e-Intimin 26052630 | &~ AGC TCA CTC GTA GAT 2608
GAC GGC AAG CG-3'

* ~SK1/LP3“: Angabe bezogen auf den Referenzstamm EHEC O157:H7 EDL 933,

Genbankzugriffs-Nr. Z11541
.LP2“ Bezogen auf Referenzstamm EPEC 0127.6 E2348/69, Genbankzugriffs-Nr.

M58154

.LP4“: Bezogen auf Referenzstamm EPEC O15:H RDEC-1, Genbankzugriffs-Nr.

u60002

.LP5": Bezogen auf Referenzstamm EHEC O103:H2 PMK5, Genbankzugriffs-Nr.

AF116899

> »SK1“: Erstmalig beschrieben von KARCH et al. (1988)
b LP2/LP3: Erstmalig beschrieben von SCHMIDT et al. (1993)
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Da die Autoren selbst keine vollstandigen Angaben zur Zusammensetzung des
Mastermixes angaben, wurde auf die Angaben von GALLIEN et al. (2000)
sowie die Herstellerangaben zum Einsatz der jeweiligen Polymerase

zuruckgegriffen. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes ist nachfolgend

dargestellt.
Volumina je | Endkon-
Komponenten 50ul- An- zentration
satz [ul]
Aqua bidest. 25,79
10x Polymerase-Puffer (ohne MgCl,) 50 1x
25 mM MgCl, 5,0 2,5mM
dNTP-Mix (je 10 mM) 1,0 0,2 mM
Primer ,SK1* (10 mM) 50 1 mM
Primer ,LP2, LP3, LP4, LP5* (10 mM) 5,0 1 mM
Polymerase Expand High Fidelity (3,5U/ul)) 0,71 25U
Proben-DNS 2,5
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RAMACHANDRAN et. al (2003)

Intiminvarianten alpha, beta, gamma, delta, epsilon, zeta, eta, theta, iota,

beschrieben die Amplifikation der
kappa, lambda, my, ny, xi, pi, rho und sigma mittels eines universellen
Vorwarts-Primers ,EaeVF“ und drei Riuckwarts-Primern ,EaeVR, EaeZetaVR*

und ,EaelotaVR". Die Charakteristika dieser Primer werden in Tabelle 3.3.8-3

zusammengefasst.
Tabelle 3.3.8-3:  Charakteristika der Primer zur Typisierung des eae-Gens
nach RAMACHANDRAN et al. (2003)
Primer-Be- | Erfasster | Primer-Po- Primer-Sequenzen PCR-
zeichnung | Intimintyp | sitionierung* Produktgrofe
(Bp)**
EaeVF Ut\iverseflvor- 1975-1992 5- AGY ATT ACT GAG ATT
warts-Primer AAG -3°
EaeVR 2806-2823 5- AAA TTA TTY TAC ACA
RAY -3
EaeZetaVR | Alle Typen | 2803-2820 f\;TA‘ZT TTA TTT TAC GCA | 934 876
EaelotaVR 2800-2819 | > TTA AAT TAT TTT ATG
CAAAC -3
* ,£aeVF/EaeVR": Angabe bezogen auf den Referenzstamm EHEC O157:H7 EDL 933,

Genbankzugriffs-Nr. Z11541

.EaeZetaVR": Angabe bezogen auf den Referenzstamm P 256 O84:H",
Genbankzugriffs-Nr. AY520905

.EaelotaVR*: Angabe bezogen auf den Referenzstamm P 256 O84:H",
Genbankzugriffs-Nr. AY520905

> Abhangig vom amplifizierten Intimintyp
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Der Einsatz der Oligonukleotide erfolgte nach dem hier dargestellten Schema:

Volumina je | Endkon-
Komponenten 50ul-An- zentration
satz [pl]
Aqua bidest. 31,0
10x Polymerase-Puffer (15 mM MgCls,) 5,0 1x
dNTP-Mix (je 10 mM) 1,0 0,2 mM
Primer ,EaeVR* (10 mM) 50 1 mM
Primer ,EaeVR, EaeZetaR, EaelotaR" (10 mM) 50 1mM
Polymerase Ampli® Tagq (5 U/ul) 0,5 25U
Proben-DNS 2,5
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3.3.9 PRIMER-SYSTEME ZUR SEQUENZIERUNG DES EAE-GENS

Fir die schrittweise Amplifikation und Sequenzierung des eae-Gens der
verotoxinbildenden lIsolate P 146 O84:H  isoliert aus Schafkot, und P 256
0O156:H", isoliert von der Oberflache eines Schafschlachttierkdrpers, wurden
neben der Primer-Kombination ,SK1/SK2“ eigene Oligonukleotide zur partiellen
Amplifikation der benachbarten Genabschnitte im konservierten 5°- und im
hypervariablen 3°-Ende entwickelt. Das verwendete Thermocylerprofil basierte
auf der Vorgabe von ABDULMAWJOOD et al. (2001) und gewahrleistete die
Amplifikation von bis zu 800 Bp groBen PCR-Produkten. Die
Mastermixzusammensetzung entspricht dem PCR-System nach ADU-BOBIE et
al. (1998a).

3.3.10 THERMOCYCLER-PROFILE

Die Thermocycler-Profile werden fur die vier zum Nachweis bzw. zur
Intimingentypisierung verwendeten PCR-Systeme sowie die Primer-Systeme
zur Sequenzierung unter Angabe der Primer-Kombinationen und der Referenz
in Tabelle 3.3.10-1 aufgeflhrt.
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Tabelle 3.3.10-1:

Thermocycler-Profile zur Intimintypisierung und

Sequenzierung

Zielgen Primer-Akronym | Thermocycler-Profil Referenz
eae-Gen .

S 30 Zyklen a” 95°C/42 s, KARCH et al. (1988),
kons_erwerte SK1/SK2 52°C/60 s und 72°C/40 s 2
Region

- 30 Zyklen a” 94°C/45 s,
alpha-Intimin Int-Ru/Int-A 48°C/60 s und 72°C/50 s 2

. 30 Zyklen a” 94°C/45 s,
beta-Intimin Int-Ru/Int-B 48°C/60 s und 72°C/50 s 2 ° ADU-BOBIE et al. (1998a),

N 30 Zyklen a’ 94°C/45 s, modifiziert
delta-Intimin Int-Ru/Int-Y 48°C/60 s und 72°C/50 s 2 °
gamma-Intimin Int-Ru/Int-D 30 Zyklen a” 94°C/45 s,

55°C/60 s und 72°C/50 s %3

epsilon-Intimin

epsilonF/epsilonR

30 Zyklen a” 94°C/45 s,
55°C/60 s und 72°C/50 s >3

Eigene Untersuchungen

30 Zyklen a"94°C/60s,

alpha-Intimin SK1/LP2 55°C/60 s, 72°C/120 & 22
30 ZvK 94°C/60 LP4, LP5: OSWALD et al.
i yKkien a S, 2000
beta-Intimin SKI/LP4 55°C/60s, 72°C/120 s ** (LP2, Upa: SCHMIDT et al,
-on (1993)
gamma-Intimin SK1/LP3 gggggg ""72?0?1/ ggss, 23 SK1:KARCH et al. (1988)
’ jeweils modifiziert
. . 30 Zyklen a"94°C/60s,
epsilon-Intimin SK1/LP5 55°C/60 s, 72°C/120 & 23
zeta- Intimin EaeVR/EaeZetaVR
iota- Intimin EaeVR/EaelotaVR 35 Zyklen a'94°C/60s, RAMACHANDRAN et al.
41°C/60 s, 72°C/60 s *° (2003), modifiziert
Ubrige

Intiminvarianten

EaeVR/EaeVF

Schrittweise
Amplifikation des
eae-Gens

35 Zyklen a"93°C/30s,
52°C/45's, 72°C/45 s **

ABDULMAWJOOD et al.
(2001)

! Initiale Denaturierung: 95°C/420 s
? Finale Extension: 72°C/300 s

® Initiale Denaturierung: 94°C/300 s
* Initiale Denaturierung: 93°C/180 s
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3.4 Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP)

3.4.1 AUSWAHL UND EIGENSCHAFTEN DER RESTRIKTIONS-
ENDONUKLEASEN

Die Auswahl geeigneter Restriktionsendonukleasen bzw. -enzyme erfolgte
unter Verwendung der Software CloneManger™ (Fa. Scientific & Educational
Software) bzw. MapDraw™ (Fa. DNAStar). Die fiir die Sequenzanalyse
eingesetzten Referenzsequenzen sind unter Angabe der Genbank-Zugriffs-

Nummer der Tabelle 9.1.1-1 im Anhang zu entnehmen. Tabelle 3.4.1-1 fasst

die Nomenklatur, Schnittstellen und die Klassifikation der verwendeten Enzyme

Zusammen.

FUr die Produktuberprifung der durch eigene Primer um epsilon-Intimin
erweiterten PCR nach ADU-BOBIE et al. (1998a), gewahrleistete die
Enzymkombination aus den beiden palindromisch schneidenden Enzymen Taq
| (Produkt-Nr. 404128, Fa. Roche Diagnostics) und Fok | (Produkt-Nr. 1 004
816, Fa. Roche Diagnostics) eine sichere Differenzierung der Uberpriften flnf
eae-Amplifikate (Tabelle 3.4.1-2).

Flr eine exakte restriktionsenzymatische Analyse der mit den Universal-
Primern nach RAMACHANDRAN et al. (2003) generierten PCR-Produkte aus
den zu erwartenden 19 verschiedenen Intiminuntereinheiten erwies sich die
genannte Kombination als nicht ausreichend. Daher wurden die palindromisch
schneidenden Endonukleasen Fok | (Produkt-Nr. 1 004 816, Fa. Roche
Diagnostics), Rsa | (Produkt-Nr. 729 124, Fa. Roche Diagnostics) und Hae Il
(Produkt-Nr. 693 936, Fa. Roche Diagnostics) nach EDV-gestlitzter Analyse
ausgewahlt (Tabelle 3.4.1-3).
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Tabelle 3.4.1-1: Nomenklatur, Schnittstellen und Klassifikation der
eingesetzten Restriktionsendonukleasen fur die PCR-
Produktiberprifung der modifizierten PCR nach ADU-
BOBIE et al. (1998a) und der PCR nach RAMACHANDRAN

et al. (2003)
Bezeichnung der | Isoliert aus Reihenfolge der | Schnittstellen
Restriktionsendo- Entdeckung im
nukleasen Organismus
Taq | Thermus aquaticus | 1
TCGA*
A*GCTT
Fok | Flavobacterium 1
okeanokoides GGA*TG(N),
CTA*C(N),,
Rsa | Rhodopseudomonas | 1
Sphaeroides GTl A*C*
C*AATG
Hae llI Haemophilus 3
aegypticus l .
GGvC*C
C°C*TTG

*[° Erkennung der Schnittstelle kann durch Methyltransferaseaktivitat
gehemmt werden. Dabei konnen sowohl 5- bzw. 6-Methyladenin, als

auch 4-Methylcytosin inhibieren.
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Tabelle 3.4.1-2:  Produktiberprifung (n=5) der PCR nach ABU-BOBIE et al.
(1998a): Eingesetzte Restriktionsenzyme, Anzahl der
Schnittstellen und resultierende Fragmentgréfien

Anzahl der :Et[\./va.rtetet Fra.grrrgtntgrbl&en (Bp) bezogen auf die
Enzym* | Schnittstel- ntiminuntereinheiten

len alpha beta gamma delta epsilon
Tagl (2,0 489, 68 |450, 112 |319, 227 |Keine 294, 46

’ ’ ’ ’ Schnittstelle ’

. 326,
Fokl |je2 231 501,61 (480, 66 404, 97,61 |254, 86
* Taq | Isoliert aus Thermus aquaticus, erstes (I) bei diesem

Mikroorganismus beschriebenes Restriktionsenzym
Fok I: Isoliert aus Floavobacterium okeanokoites, erstes (I) bei diesem

Mikroorganismus beschriebenes Restriktionsenzym
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Tabelle 3.4.1-3:  Produktuberprufung (n=19) der PCR nach RAMACHAN-
DRAN et al. (2003): Generierte AmplifikatgroRen und erwar-
tete Grolde der Restriktionsfragmente in Abhangigkeit vom
ausgewahlten Restriktionsenzym

Erwartete GroRe der Restriktionsfragmente
Fortl. | Intimin- Amplifikat- | (Bp)
Nr. untereinheit | groRe

Fok | Rsa l Hae lll
1 alpha 1 849 454, 395 725, 84, 40 -*

279, 200,
2 alpha 2 849 172, 111, 89 590, 135, 84, 40 -
3 beta 1 849 669, 180 528, 246, 75 oo 214,
4 beta 2 849 0 321/447/790 -
5 gamma1 | 834 223’ 234,83, | 402, 432 -
6 gamma2 | 834 o0, 9%, 405, 354, 78 660, 174
7 epsilon 1 846 730, 116 744,102 -
8 epsilon 2 846 640, 210,46 | 744, 132 744,132
9 eta 876 673, 170 774,102 -
10 |iota 843 64 525, 318 362, 307,

174

408, 261, 231, 201, 159,
11 | kappa 849 116, 64 120, 84, 54 -

12 lambda 846 779, 64 441, 318, 87 589, 257
13 my 843 763, 80 525, 318 614, 229
422, 279,

14 ny 876 111,64 774,102 -
15 pi 845 519, 172, 159 | 744, 101 -
16 rho 876 454, 422 753, 123 499, 376, 23
. 711, 83, 61, 592, 168,
17 sigma 871 16 0 111
456, 196,
18 theta 834 147, 35 405, 354, 78 660, 174
19 zeta 846 671,121,54 | 345,279,135,87 | -

* schneidet das Produkt nicht
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Tabelle 3.4.1-4:  Differenzierung der Intiminuntereinheiten (n=19) anhand
der erwarteten Fragmentgrof3en (+/- mit dem Restriktions-
enzym differenzierbar bzw. nicht differenzierbar)

Anhand der erwarteten Eindeutig
Fragmentgrofien eindeutig bestimmt
differenzierbar (+) bzw. nicht | Gber (n)
differenzierbar (-) Restriktions-
o mat e |
1 alpha 1 + + - 2
2 alpha 2 + + - 2
3 beta 1 + + + 3
4 beta 2 - + - 1
5 gamma 1 + + - 2
6 gamma 2 + + + 3
7 epsilon 1 + - - 1
8 epsilon 2 + - + 2
9 eta + - - 1
10 iota 1 - + + 2
11 kappa + + - 2
12 lambda - + + 2
13 my + + + 3
14 ny + + - 2
15 pi + - - 1
16 rho + + + 3
17 sigma + - + 2
18 theta + + + 3
19 zeta + + - 2
Summe eindeutig
ntiminonterenhiten | 1919 | 1419 | 918
von Gesamt (N/Ngesamt)
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Der alleinige Einsatz des Restriktionsenzyms Fok | gewahrleistete die
Unterscheidung von 14, der der Endonuklease Rsa | von 16 und der von Hae Il
von neun der insgesamt 19 in die Analysen einbezogenen Intiminvarianten und
der jeweils enthaltenen Subtypen (Tabelle 3.4.1-3 und Tabelle 3.4.1-4). Mit der

genannten Enzymkombination wurden funf (beta 1, gamma 2, my, rho, theta)

der 19 darzustellenden Untereinheiten durch die Restriktionsfragmentlangen-
polymorphismen von jeweils drei, zehn Varianten durch je zwei (alpha 1, alpha
1, beta 2, gamma 1, epsilon 2, iota 1, kappa, lambda, ny, sigma, zeta) und vier

Varianten durch je ein Enzym (beta 2, epsilon 1, eta, pi) eindeutig bestimmt.

Dabei ist zu berlcksichtigen, dass in dieser Auflistung die Varianten ,xi“ und
,omikron“ (BLANCO et al., 2003 [nur inder Sequenzdatenbank publiziert] und
2004) aufgrund zum Zeitpunkt der Arbeiten fehlender Sequenzinformationen im
amplifizierten Genabschnitt unbericksichtigt blieben. Dies gilt ebenso fur delta-
Intimin (ADU-BOBIE et al.; 1998a), das als kappa-Variante anzusprechen ist
und das als iota 2-Auspragung einzustufende my-Intimin. Gamma 2- und theta-

Intimin liefern identische Schnittmuster, da es sich um identische Typen handelt

(Kap. 4.6).

3.4.2 REAKTIONSANSATZ UND GELELEKTROPHORETISCHE
AUSWERTUNG

Fur jede Restriktionsendonuklease wurden Reaktionsansatze mit n=25l
Endvolumen unter Zugabe von jeweils 10ul PCR-Amplifikat eingesetzt. Als
Endkonzentration der Restriktionsendonukleasen wurden 5 U/25ul-Ansatz
eingesetzt. Die Einzelkomponenten wurden nach sorgfaltigem Mischen der
jeweiligen Ausgangslosungen bei +4°C gelagerten 2ml-Eppendorf-Gefalien
pipettiert und durch vorsichtiges Auf- und Abziehen der Eppendorfpipette
gemischt. Anschlielend erfolgte die Aliquotierung in 2 ml-Eppendorf-Gefalie.
Der Einsatz der Pufferformulierung und die Inkubation erfolgten nach

Herstellervorgaben (Tabelle 3.4.2-1)
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Fir die gelektrophoretische Auswertung sind fiur die Reihenuntersuchungen
1,5%-ige-Standard- und 3%-Metaphoragarosegele zur exemplarischen
Fotodokumentation verwendet worden. Das 10 bzw. 15yl umfassende
Auftragsvolumen beinhaltete jeweils 1/3-Volumenanteil Bromphenolblau-
gebrauchslosung. Die Herstellung der Agarosegele, die Visualisierung mit
Ethidiumbromid und die abschlieende Fotodokumentation wurden wie zuvor
beschrieben durchgefuhrt (3.3.4, 3.3.5).

Tabelle 3.4.2-1:  Reaktionsansatz fur den restriktionsenzymatischen Verdau

Mastermixkomponenten Volumen [ul] Inkubations-
bedingungen

PCR-Produkte 10
(ca. 340, 560 bzw. 840 Bp)

SuRE/Cut Puffer M bzw. L* 2,5 (FC 1x)

Taq I™* 0,5 (FC 5 U/25ul)*** 3 h bei 65°C
Fok I** 0,5 (FC 5 U/25l) 3 h bei 37°C
Rsa I** 0,5 (FC 5 U/25l) 3 h bei 37°C
Hae I11** 0,5 (FC 5 U/25pl) 3 h bei 37°C
Aqua dest. 11, 25

Gesamtvolumen 25

* SuRE/Cut Puffer L fir Rsa |
> Ausgangskonzentration 10 U/ul

***  Endkonzentration/Einal Concentration (FC)
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3.5 Sequenzanalyse

Die Arbeiten gliederten sich in zwei Teilabschnitte. Im ersten Arbeitsabschnitt
wurden die generierten Amplifikate des eae-Gens der Isolate P 146 und P 256
sequenziert, die erhaltenen Rohdaten aufbereitet und mittels
Sequenzdatenbankanalyse mit den bislang beschriebenen Intiminvarianten in

Beziehung gebracht.

Der zweite Arbeitsabschnitt beinhaltete die vergleichende Betrachtung der
unterschiedlichen Intiminvarianten zur Bestimmung der phylogenetischen
Rel