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Il. Glossar

Die Fachtermini der Genomsequenzierung sind im alltdglichen Gebrauch oft von
englisch-sprachiger Literatur gepragt. Fur diese Arbeit wurden die meisten der im
Haus Ublichen englischen Begriffe ibernommen, anstatt deutsche ungebrauchliche
Entsprechungen dafur zu finden. Folgend einige kurze Erlauterungen:

Sequenzierung: Bedeutet in diesem Fall, die Abfolge von Nukleotiden (DNA-Basen)

in einem DNA-Strang zu bestimmen. Dies geschieht mittels verschiedener
Techniken, in der Regel wird die DNA zuné&chst isoliert, gereinigt und chemisch bzw.
biochemisch behandelt und dann von einer Sequenzier-Maschine bearbeitet, welche
die zugrunde liegende Abfolge von Basen ermittelt.

Read: Eine Sequenz (Abfolge) von DNA-Basen, die von einem Gerat zur DNA-
Sequenzierung ausgegeben wird. In der Regel wird eine Datei geliefert, die neben
der reinen Sequenz die zugrundeliegenden Rohdaten, z.B. ein Chromatogramm,
enthalt. Ein Read wird in der Regel von einem Computerprogramm interpretiert,
zusatzlich kann ein menschlicher Benutzer aber anhand des Chromatogramms
Korrekturen an der Basensequenz vornehmen.

Basecall: Die generierten Rohdaten einer DNA-Sequenzier-Maschine werden von
einem Programm interpretiert und es wird daraus eine Nukleotid-Sequenz generiert,
die in Form einer Abfolge von Buchstaben als sogenannter Read ausgegeben wird.
Der Vorgang, einer bestimmten Position innerhalb der Rohdaten eine Base (bzw. ein
Nukleotid) zuzuweisen, wird als basecalling bezeichnet. Die Nukleotide innerhalb des
ausgegebenen Reads sind hierbei nur bedingt korrekt, sie sind das Resultat von
Berechnungen auf Basis der zugrunde liegenden Rohdaten. Es wird jedoch fir jede
Base ein Qualitatswert (Q-value) angegeben, der eine statistische Aussage Uber die
Richtigkeit der betreffenden Base darstellt.

Trimming: Bei Verwendung von Sequenziertechniken wie Sanger oder 454 sind
insbesondere der Anfang und das Ende der Reads stark fehlerhaft, d.h. die
statistische Richtigkeit des basecallings wird deutlich schlechter. Daher werden die
Reads in der Regel fir die weitere Verwendung getrimmt, das heil3t die schlechten
Sequenzen werden abgeschnitten. Dies kann automatisch geschehen indem
verschiedene Kriterien fur die Qualitat und Lange der zu entfernenden Sequenzen
festgelegt werden, oder manuell, indem der Benutzer sich die zugrunde liegenden
Chromatogramme anschaut. Im Falle einer Hochdurchsatz-Technologie wie 454 wird

wegen der riesigen Anzahl an Reads automatisch getrimmt. Im Falle der
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sequenzierten PCR-Produkte wurde bei diesem Projekt in der Regel manuell
getrimmt.

Assembly (auch assemblieren): Mit der heute verfugbaren Technik ist es nicht

moglich, die DNA-Sequenz eines kompletten bakteriellen Genoms in einem Stuick zu
bestimmen. Daher werden viele kleine Stiicke des Genoms einzeln sequenziert und
dann anhand von Uberlappungen zu einem Ganzen zusammengefiigt. Aufgrund der
groBen Datenmenge werden hierfir Computerprogramme verwendet, so genannte
Assembler. Der Prozess bzw. das Produkt selbst wird als Assembly bezeichnet.
Contig: Bei einem Assembly werden viele einzelne Reads, deren Sequenzen
teilweise identisch sind, tUberlappend aneinandergefugt. Eine solche Sequenz, die
aus mehreren Reads gebildet wurde, wird als Contig bezeichnet. In der Regel
entstehen bei einem Assembly der Reads aus einer Hochdurchsatz-Sequenzierung
von einem unbekannten bakteriellen Genom mehrere Contigs, die zunachst nicht
miteinander verbunden werden konnen, das heil3t, es verbleiben noch Licken
(Gaps).

Consensus: Aufgrund der Fehler, die an unterschiedlichen Stellen innerhalb des
ganzen Sequenziervorgangs entstehen koénnen, bilden die meisten Reads die
Realitat nicht absolut korrekt ab. Dementsprechend sind auch die Uberlappungen
zwischen zwei Reads nicht unbedingt zu 100% identisch. In der Tat kdnnen
verschiedene Kriterien fur den Assembler festgelegt werden, anhand welcher dieser
entscheidet, ob zwei Reads Uberlappen oder nicht. Die wichtigsten Parameter sind in
der Regel die Mindestlange und die mindestens erforderliche prozentuale ldentitat
der zu Uberlappenden Fragmente. Hat das Programm nun verschiedenste Reads
Ubereinander gelegt und zusammengeflugt, muss es fur jede Stelle des Contigs eine
Base angeben. Da die Reads wie erwahnt Fehler an den unterschiedlichsten Stellen
haben und unter Umstanden auch fehlerhaft zusammengefiigt sein kénnen (zu
niedrige Grenzwerte fur Identitat), hat das Programm an vielen Positionen des
Contigs unterschiedliche Informationen, welche Base an diese Stelle gehort. Das
Programm weist dann fur diese Position eine sogenannte Consensus-Base zu, in der
Regel eine Mehrheitsentscheidung bezlglich der hier zugrunde liegenden Reads.
Die Kriterien, welche vom Programm fiir die Entscheidungsfindung genutzt werden,

kénnen hierbei auch, je nach Programm, teilweise gesteuert werden.
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Die resultierende gesamte Basen-Sequenz eines Contigs bildet so die Summe der
Basen-Informationen vieler Reads und wird auch im gesamten als Consensus-
Sequenz bezeichnet.

Well: Vertiefung in einer Mikrotiter-Platte.
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lll. Abkirzungsverzeichnis

*.abl Read-Datei im Format von Applied Biosystem
*.embl Datei des EMBL-Formates

*fna Datei im FASTA-Format

*.gbk Datei im Genbank-Format

*.scf Read-Datei im Format nach Staden, Dear 1992
* sff Datei des Standard Flowgram Formats

* txt Textdatei

AS Aminosaure

B&D Losung fir die Isolierung von Fosmiden, siehe Protokoll
bp Basenpaar

CDS codierende Sequenz

CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

DNA Desoxyribonukleinséure (deoxyribonucleic acid)
DNAse DNA abbauendes Enzym

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EHEC Entero-hamorrhagischer E.coli

EMBL European Molecular Biology Laboratory

ESBL Extended-Spectrum-beta-Lactamase

h Stunde

Hz Hertz, Schlage pro Sekunde

K Kalium

KBE Koloniebildende Einheiten

kbp Kilobasenpaar

LB Lysogeny Broth, auch ‘"Luria-Bertani" Medium
Nahrmedium)

Mg Magnesium

min Minute

MLST Multi-Locus-Sequence-Typing

MRSA Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus

(bakterielles
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Na
NacCl
NaOH
NCBI
NGS
nt

oD
ORF
oriC
PCR
PFGE
Q40

RNA
RNAse
rpm
SDS
sec
SNP
TAE
Taq
TBE
TE
Tgo
TNE
Tris
TSB
VRE
WHO

Natrium

Natriumchlorid

Natronlauge

National Center for Biotechnology Information; US-Institution

Next-Generation-Sequencing

Nukleotid

Optische Dichte

offenes Leseraster (open reading frame)

origin of Replication (Replikationsursprung)

Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction)

Pulsfeld-Gelelektrophorese

Qualtatswert fur die Richtigkeit einer Base. Entspricht maximal einem
Fehler bei 10.000 Basen

Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

RNA abbauendes Enzym

Umdrehungen pro Minute (rotations per minute)

Sodiumdodecylsulfat, auch Natriumdodecylsulfat

Sekunde

Single-Nucleotid-Polymorphism

Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Thermus aquaticus

Tris-Borat-EDTA-Puffer

Tris-EDTA-Puffer

Thermococcus gorgonarius

Tris-NaCI-EDTA-Puffer

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Tryptic Soil Broth (bakterielles Nahrmedium)

Vancomycin-resistente Enterokokken

World Health Organization
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1 Einleitung

1.1 Bakterien — Schadlinge und Nutzlinge

Die Vorstellung von Bakterien innerhalb der Humanmedizin als schadigendes Agens
ist wohl landlaufig die bekannteste. Und in der Tat machen Bakterien ihrem Ruf als
mikroskopisch kleine ,Killer* auch heute noch alle Ehre. Die WHO gab 2008 eine
Studie heraus, in welcher statistische Untersuchungen von Krankheits- und
Todesursachen weltweit vertffentlich wurden (WHO 2008). Demnach sind
Infektionskrankheiten die zweithaufigste Todesursache nach den kardiovaskularen
Krankheiten, gefolgt von Krebs an dritter Stelle. Sie sind fur 15,6% der weiblichen
und fur 16,7% der mannlichen Todesfalle verantwortlich. Eine genauere Auftrennung
der Ursachen zeigt Infektionen der unteren Atemwege an dritter Stelle mit 7,1% der
Todesfalle, Durchfallerkrankungen mit 3,7% an flnfter Stelle, und die Tuberkulose
mit 2,5% an siebter Stelle als infektios bedingte Ursachen. Es gibt wesentliche
Unterschiede zwischen den einzelnen Landern: In den Landern mit niedrigem
Einkommen machen die Atemwegsinfektionen mit 11,2% sogar den ersten Platz, die
Durchfallerkrankungen mit 6,9% den dritten, und die Tuberkulose mit 3,5% den
siebten Platz — sie stehen damit sogar vor der Malaria mit 3,3%. In den Landern mit
hohem Einkommen jedoch kommen die Atemwegsinfektionen mit 3,8% noch auf den
vierten Platz, Tuberkulose und Durchfallerkrankungen sind nicht mehr unter den
zehn haufigsten Ursachen. In armeren Landern sind immer noch vor allem Kinder
von Bakterien bedroht: Infektionen der Atemwege, vor allem Pneumonien, sind fur
17% der Todesfalle weltweit der Kinder unter 5 Jahren verantwortlich. Streptococcus
pneumoniae und Hamophilus influenzae sind hierbei die haufigsten Erreger, beides
Bakterien. An zweiter Stelle mit 16% stehen die Durchfallerkrankungen. Neben dem
Rotavirus als haufigstem Erreger kommen hier E. coli, Shigella, Campylobacter und
Salmonella als bakterielle Erreger in Betracht, ebenso gibt es immer wieder
Epidemien, die von Vibrio cholerae ausgel6st werden. Vor allem in Situationen, in
denen Menschen aufgrund von Naturkatastrophen oder humanitaren Krisen in engen

Unterkinften mit schlechter hygienischer Versorgung, insbesondere unsauberem
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Trinkwasser oder schlechter sanitarer Situation, leben missen, kommt es zu vielen
durchfallbedingten Todesfallen. Malaria, zum Vergleich, ist fur nur 7% der Todesfalle
bei Kindern unter 5 Jahren verantwortlich (Wardlaw et al. 2010).

In den reicheren Landern haben verbesserte Hygiene-MalRnahmen und die breite
Verfligbarkeit von Antibiotika zu einer drastischen Reduktion der bakteriell bedingten
Sterblichkeit gefuhrt. Nichtsdestotrotz kommt es auch hierzulande immer noch zu
bakteriell bedingten Todesfallen. Aktuell bleibt der Ausbruch von EHEC-Bakterien
(Enterohdmorrhagischer E. coli) in Erinnerung: Im Jahr 2011 kam es zu einem
Ausbruch, bei dem insgesamt 3842 Erkrankungen durch den Stamm 0O104:H4
gemeldet wurden, davon beinhalteten 855 Félle die Entwicklung eines hamolytisch-
uramischen Syndroms. Zusatzlich wurden 719 EHEC-Falle gemeldet, die nicht dem
Ausbruch zugeordnet wurden. Das mediane Erkrankungsalter bezogen auf den
Ausbruch lag bei 46 Jahren. Zuvor galt EHEC vornehmlich als padiatrisches
Problem, in den Jahren 2006-2010 wurden im gleichen Zeitraum im Median 218 Falle
von EHEC-Gastroenteritis und 13 Falle von hamolytisch-uramischen Syndrom
berichtet. Wahrend des Ausbruchs starben 18 Personen (0,6%) an EHEC-bedingter
Gastroenteritis und 35 Personen (4,1%) an durch EHEC bedingtem hamolytisch-
uramischem Syndrom — Zahlen, die angesichts der erwdhnten Kindersterblichkeit
klein erscheinen, Bakterien als todliche Krankheitserreger jedoch erneut ins Licht des
offentlichen Interesses und der Medien gebracht haben (Robert-Koch-Institut 2011).
Nicht nur in solchen medienwirksamen Ausbriichen sind bakterielle Infektionen auch
hierzulande noch von Bedeutung. Als Beispiel sei die ambulant erworbene
Pneumonie genannt, eine vornehmlich bakteriell bedingte Erkrankung. Nach
Schatzungen sind in Deutschland jahrlich 400.000 bis 600.000 Menschen von dieser
Erkrankung betroffen. Die Letalitat wird mit 0,6% bei ambulanten Fallen und mit 13,7
bis 14,4% bei stationédr behandelten Patienten angegeben. Die Inzidenz steigt mit
zunehmendem Alter. (H6ffken et al. 2009)

Der Anteil der Bakterien, der Krankheiten verursacht, macht jedoch nur einen
Bruchteil der vorhandenen Bakterien aus. Mensch und Tier sind
physiologischerweise von einer Vielzahl von Bakterien besiedelt, ohne dass von
einer primar pathogenen Wirkung auszugehen ist. Die Gesamtzahl der den Korper
besiedelnden Mikroorganismen wird als Mikroflora bezeichnet, international wird

hierftr aktuell der Begriff Mikrobiota verwendet.
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Der Mensch besteht aus etwa 10* eigenen Zellen und tragt etwa 10 bakterielle
Zellen mit sich, damit kommen auf jede korpereigene Zelle rein rechnerisch 10
bakterielle. Insbesondere der Verdauungstrakt ist von einer Vielzahl an
verschiedensten Bakterien besiedelt. So tragen Magen und Duodenum 10%-10°
KBE/mI, Jejunum und lleum 10%10® KBE/ml und das Kolon 10'°-10"? KBE/g
(Sonnenborn & Greinwald 1991).

Diese Mikrobiota ist nicht nur einfach eine unspezifische Sammlung an
Bakterienarten, sondern vielmehr eine im Laufe der Ko-Evolution von Tieren und
Bakterien entstandene Zweckgemeinschaft mit spezifischer Zusammensetzung und
Aufgabenverteilung. So haben Lebewesen in unterschiedlichen Lebensrdaumen mit
unterschiedlichem Nahrungsangebot unterschiedliche Mikrobiota entwickelt, die auf
die jeweiligen Bedurfnisse angepasst sind. (Ley et al. 2009)

Die Mikrobiota eines Menschen erfillt verschiedene wichtige Funktionen: Sie bildet
eine Art naturliche Konkurrenz gegeniber potentiell schadlichen Keimen, sie
beeinflusst die Entwicklung des Immunsystems, sie verhindert, dass zu viele
Mikroorganismen in das Lymphsystem gelangen, sie baut Ballaststoffe aus der
Nahrung und Abfallprodukte des Koérpers ab, sie produziert kurzkettige Fettsauren,
die von Kolon-Zellen zur Ernahrung verwendet werden, zudem tragt sie zur
Verbesserung der Darmschleimhautdurchblutung, Darmmotilitdt und Resorption von
Wasser und Elektrolyten bei, sie entgiftet endogene und exogene toxische oder
karzinogene Stoffe, sie produziert Vitamine und sie regelt den pH-Wert des Darm-
Milieus. Die Bakterien der Mikroflora kommunizieren sowohl mit dem Darmepithel als
auch untereinander — so wird zum Beispiel die Kolonisationsdichte tGber Quorum

Sensing beeinflusst.

Urspringlich wurde vermutet, dass durch den Abbau von Eiweil3en Faulnisprodukte
im Dickdarm entstehen, die den Menschen langfristig vergiften wirden (H. Senator
1868, nach Schulze et al. 2008).

Im Jahr 1908 wurde von llja Metschnikoff ,The Prolongation of life“ publiziert, in
welchem er vorschlug, Lactobacilli prophylaktisch einzusetzen, um diesem
schadlichen Einfluss entgegenzuwirken. Obwohl spétere Untersuchungen dieses
Krankheitsmodell widerlegten, kann diese Behandlungsweise als geschichtliche
Grundlage fur die Probiotika interpretiert werden, denn die Grundidee ist, durch orale

Einnahme von lebenden Bakterien eine Verbesserung der Gesundheit zu erreichen.
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Dem entspricht in etwa die heutige Definition der Food and Agriculture Organization
(FAO) und der WHO von 2001: ,Lebende Mikroorganismen, die, wenn in
ausreichender Menge verabreicht, dem Wirtsorganismus einen gesundheitlichen
Nutzen bringen® (Schulze, 2008).

Aktuell wirbt zum Beispiel die Firma Danone mit der gesundheitsférdernden Wirkung
von Lactobacillus casei defensis, einem probiotischen Stamm, der in den Trinkjogurts

der Marke ,Actimel” enthalten ist (www.actimel.de) — ein Stamm, der wissenschaftlich

eigentlich den Namen L. casei DN-114001 tragt.

Wenn man gemeinhin von Probiotika spricht, ist zu unterscheiden, ob es sich um ein
Arzneimittel — mit nachgewiesener Wirkung - handelt, oder um einen
Lebensmittelzusatzstoff oder ein Nahrungsergdnzungsmittel — nicht unbedingt mit
nachgewiesener Wirkung.

Da Lebensmittel in Deutschland nicht zur Behandlung von Krankheiten beworben
werden durfen, ohne dass ein wissenschaftlicher Nachweis hinsichtlich Wirksamkeit
erbracht wurde, wird zur Vermarktung oftmals auf den Begriff ,Wellness®
zuruckgegriffen. Damit kann das Produkt vermarktet werden, ohne eine definierte
Wirksamkeit bezlglich der Prophylaxe oder Behandlung von Krankheiten
nachweisen zu missen. Der Begriff Probiotikum an sich verspricht somit keine
gesicherte Wirkung, sofern es sich nicht um ein Arzneiprodukt handelt (Schulze et al.
2008).

Vergleichsweise gut abgesicherte Wirkungen beim klinischen Einsatz von Probiotika
gibt es bei akuten und bei durch Antibiotika ausgeldsten Gastroenteritiden sowie bei
allergischen Reaktionen, insbhesondere der atopischen Dermatitis. Zudem gibt es
erfolgsversprechende Ergebnisse bei kindlichen Atemwegsinfektionen, Karies,
Infektionen der Nasennebenhdhlen, und bei wiederkehrenden Infektionen mit
Clostridium difficile und anderen entzindlichen Darmkrankheiten. Ebenso gibt es
Hinweise auf einen moglichen Nutzen bei Rheumatoider Arthritis und beim
Reizdarmsyndrom (Goldin & Gorbach 2008).

Die meisten probiotischen Medikamente verwenden Milchsaurebakterien wie
Lactobacilli (Goldin & Gorbach 2008; Schulze et al. 2008). Die Gattung Lactobacillus
wird im Allgemeinen als apathogen angesehen, aber auch sie wird, wenn auch eher

selten, als Erreger bei Harnwegsinfekten oder Bakteridamien gefunden. Dies mag
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jedoch unter anderem daran liegen, dass sie dem kulturellen Standard-Nachweis
nicht immer zuverlassig zuganglich sind (Imirzalioglu et al. 2008).

Wahrend es beim Lactobacillus eher die Ausnahme als die Regel ist, Infektionen
auszuldsen, verhalt sich der Enterococcus wie der romische Gott Janus mit seinen
zwei Gesichtern: Einerseits ist er aus der ,normalen“ Mikrobiota des Darms kaum
wegzudenken, wird gar als gesundheitsforderliches Probiotikum verkauft,
andererseits tritt er regelmanig als Erreger von Infektionen auf.

1.2 Die Gattung Enterococcus

1.2.1 Historie der Gattung Enterococcus

Die erste Erwahnung des Begriffs “entérocoque” findet sich bei Thiercelin in einer
franzésischen Publikation aus dem Jahre 1899, er beschrieb grampositive
Diplokokken intestinalen Ursprungs. Im Jahre 1906 wurden von Andrewes und
Horder bei einem Patienten mit Endokarditis Bakterien isoliert, die sie
»Streptococcus faecalis“ nannten, da sie charakteristisch fir den menschlichen Darm
seien. Einige Jahre spater wurden von Orla-Jensen Stamme mit den Namen S.
glycerinaceus und S. faecium beschrieben. Eine Zeit lang wurde der Name
Enterococcus teilweise synonym zu S. faecalis und teilweise generell fir aus den
Féazes isolierte Streptokokken verwendet. Sherman schlug 1937 eine Einteilung der
Streptokokken in 4 Gruppen vor: pyogene, viridans, lactic und enterococcus. Die
Einteilung erfasste Organismen, die zum Grof3teil bei 10 und 45°C, in 6,5% NacCl,
und bei einem pH-Wert von 9,6 Wachstum zeigten, sie Uberlebten 60°C fur 30 min,
auRerdem besaRen sie die Fahigkeit Askulin zu hydrolysieren. Zudem zeigte sich,
dass die Enterokokken der damaligen Definition mit den Antisera der Lancefield-
Gruppe D reagierten. Zu den Enterococci zahlten die Spezies S. faecalis, S.
zymogenes, S. liquefaciens und S. durans. In den 1940er und 1950er Jahren zeigten
Studien, dass der von Sherman als identisch zum S. faecalis betrachtete S. faecium
aufgrund von biochemischen Eigenschaften als eine eigene Spezies zu interpretieren
sei. Im Verlauf der Jahre wurden weitere Organismen entdeckt, die zu den
Enterococci gezahlt wurden: S. faecium subsp. mobilis, S. faecium var. casseliflavus,

S. faecalis var. malodoratus, S. avium sowie S. gallinarum. Zudem wurde festgestellt,
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dass S. faecalis, S. liguefaciens und S. zymogenes als eine Spezies zu betrachten
seien.

Im Jahr 1984 zeigten Schleifer und Kilpper-Bélz durch DNA-DNA und DNA-rRNA-
Hybridisierung, dass S. faecalis und S.faecium so weit entfernt verwandt mit der
Gattung Streptococcus sind, dass fur sie eine eigene Gattung geschaffen werden
sollte. Sie fuhrten den Namen Enterococcus als Gattung ein. Kurze Zeit spater
zeigten Collins, Jones und Farrow mit &hnlichen Methoden, dass S. avium, S.
casseliflavus, S. durans, S. faecalis subsp. malodoratus und S. gallinarum vom
Verwandtschaftsgrad ebenfalls zu jener Gattung zu zahlen seien und benannten sie
in der Folge um zu Enterococcus avium, E. casseliflavus, E. durans, E. malodoratus
und E.gallinarum. Spatere Studien fugten der Gattung die Spezies E.hirae, E.
raffinosus, E. solitarius und E. pseudoavium hinzu (B. E. Murray 1990)

Einen Uberblick Uber die verschiedenen Spezies der Gattung Enterococcus bietet
dieTabelle ,Enterokokken vom DSMZ* im Anhang; sie listet die in der Deutschen

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH vorhandenen Stamme.

1.2.2 Die Eigenschaften der Gattung Enterococcus

Die Mitglieder der Enterococci sind grampositive, fakultativ anaerobe Bakterien von
ovoider Form. Sie zahlen zu den Milchsaurebakterien. Sie ordnen sich einzeln, in
Parchen oder in kurzen Ketten an. Die meisten wachsen in 6,5% NaCl-Losung und
bei einem pH-Wert von 9,6, sie wachsen bei 10°C und bei 45°C, und Uberstehen
60°C fur 30min.

Zur Abgrenzung gegenuber den
Staphylokokken dient der Katalase-
Test: Er fallt sowohl bei Streptokokken
als auch Enterokokken negativ aus,
bei Staphylokokken positiv.

Zudem reagieren Enterokokken mit

Antisera der Lancefield-Gruppe D,

manche auch mit Gruppe Q. L o

Als metabolische Charakteristika Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von E.
werden genannt:  Fahigkeit  zur faecalis Symbiofior 1

mit freundlicher Genehmigung von Dr. Martin Hardt, BFS Imaging

Spaltung von Askulin in der oni
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Gegenwart von Galle, Fahigkeit zur Spaltung von L-Pyrrolidonyl-B-Naphthylanid.

Eine Mdglichkeit zur Differenzierung besteht darin, Wachstum in Medium mit L-
Pyrrolidonyl-B-Naphthylanid nachzuweisen; diese Fahigkeit besitzen sowohl
Enterokokken als auch A-Streptokokken. Uber den serologischen Test mit
Lancefield-Antiserum kénnen die beiden unterschieden werden (B. E. Murray 1990).

Habitat: Enterococci gelten als klassische Stuhlkeime. Sie kénnen in Féazes der
meisten erwachsenen Menschen gefunden werden. Die haufigsten Vertreter sind E.
faecalis und E. faecium. Wie aus der Ubersicht der Enterokokken des DMSZ
hervorgeht, kbnnen die verschiedenen Spezies auch aus den Fézes von Tieren
stammen oder in der Umwelt, zum Beispiel in Gewassern, gefunden werden.
Gelegentlich kénnen Enterokokken auch in der Vaginal- und Mundflora
nachgewiesen werden (B. E. Murray 1990).

1.2.3 Infektionen durch Enterokokken

1.2.3.1 Harnwegsinfektionen

Harnwegsinfektionen sind meistens endogener Natur. Bakterien aus dem Enddarm
gelangen Uber die Harnrbéhre in die Blase und l6sen eine Entzindung aus.
Harnwegsinfekte kommen deshalb vor allem bei Frauen haufig vor, weil die weibliche
Anatomie diesen Ubertritt leichter zulasst.

Geschlechtsverkehr, Blasenkatheter oder iatrogene Manipulationen erhéhen das

Risiko einer Infektion.

Die haufigste Variante eines Harnwegsinfekts ist die Zystitis, hier bleibt die Infektion
auf die Blase beschrankt (unterer Harnwegsinfekt). Typische Symptome sind
brennende Schmerzen beim Wasserlassen (Algurie), haufiger Harndrang mit oft nur
kleinen Portionen (Pollakisurie), allgemein erschwerte Miktion (Dysurie). Bei einer
akuten Zystitis kdnnen krampfartige Schmerzen im Unterbauch hinzukommen. Auch
Allgemeinsymptome wie Schwéache und Ubelkeit kdnnen auftreten.

In den meisten unkomplizierten Fallen heilt die Zystitis innerhalb weniger Tage
spontan ab. Sie ist weniger ein bedrohliches Problem als ein héufiges: Unter jungen,
sexuell aktiven, nicht schwangeren Frauen kann von einer Inzidenz von etwa 0,7 pro

Patientin und Jahr ausgegangen werden. Zudem ist in 1-2% der Schwangerschaften
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mit einer Zystitis zur rechnen. Bei ansonsten gesunden Frauen in der
Postmenopause kann von 6,7 Harnwegsinfektionen pro 100 Patientinnenjahren
ausgegangen werden (Wagenlehner et al, 2010).

Die gefahrlichere Variante ist der obere Harnwegsinfekt, die Pyelonephritis, bei der
es zu einer Beteiligung des Nierenparenchyms kommt. Symptome sind
klassischerweise Flankenschmerzen und Klopfschmerz in den Nierenlagern, zudem
Fieber und in der Regel schlechteres Allgemeinbefinden als bei einer Zystitis,
allerdings ist dies klinisch nicht immer sicher zu unterscheiden.

Das Nierenparenchym kann hierbei bleibend geschadigt werden mit der Folge einer
Einschrankung der Nierenfunktion. Zudem kann es akut zu einer Streuung der
Bakterien ins Blut kommen mit Folge einer Urosepsis, einem potentiell tddlichen
Krankheitsbild.

In der Schwangerschaft tritt zu 1-2% eine Pyelonephritis auf, was ebenso mit
Gefahren fur Mutter und Kind einhergehen kann. Im postmenopausalen Alter kann
eine Pravalenz von 1,19/1000 pro Jahr als Richtwert gelten (Wagenlehner et al,
2010).

Die Diagnostik beider Erkrankungsformen erfolgt in erster Linie tGber die Anamnese
und die klinische Untersuchung. In der Regel folgt eine Urindiagnostik: Der Urin wird
makroskopisch auf Blut und Tribung inspiziert. Eine mikroskopische Untersuchung
kann nebst Leukozytenzylindern und Erythrozyten auch die Bakterien selbst zeigen.
Ublicherweise wird auch ein Teststreifen zum Nachweis von Nitrit verwendet.

Wichtig ist ebenso die Anzahl der Bakterien im Urin. Hierzu wird ein
agarbeschichteter Objekttrager in den Urin getaucht und fur 24 h bei 37°C inkubiert,
dann wird die Besiedelung semi-quantitativ durch Vergleich mit einem Standard

ermittelt: Koloniezahlen ab 10°/ml gelten als Hinweis auf einen Harnwegsinfekt.

Problematisch in dieser Beziehung ist, dass nicht jede Besiedelung des Harntraktes
eine Infektion im pathologischen Sinn bedeutet. Bei vielen Frauen konnen Bakterien
im Urin nachgewiesen werden, ohne dass diese dadurch einen Schaden
davontragen. Bei alteren Frauen in Pflegeheimen wurden Raten von 25-50%

gefunden. Hinzu kommt, dass der Urin, wenn er von den Patientinnen selbst
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gewonnen wird, oft nicht steril gewonnen wird. Hautkeime sorgen so fur falsch
positive Resultate.

Weder bei jungen noch bei alteren Frauen sollte daher der alleinige Nachweis von
Bakterien im Urin Anlass zur Gabe von Antibiotika sein — sofern sie nicht schwanger
sind. Bei Schwangeren wird auch die asymptomatische Bakteriurie in der Regel
behandelt.

Aufgrund der atiologischen Vorstellung verwundert es nicht, dass die meisten
Harnwegsinfekte von Darmkeimen verursacht werden. Die Zahlen unterscheiden sich
in verschiedenen Studien, meist ist jedoch E.coli der haufigste Erreger. Dem folgen
andere gramnegative Enterbacteriaceae wie Klebsiella, Proteus und Enterobacter,
sowie die Gattungen Pseudomonas, Staphylococcus und Enterococcus. Als
Orientierung werden die Zahlen aus einem Standardlehrbuch der medizinischen
Mikrobiologie zu den Erregern von Harnwegsinfekten genannt (Hof & Dorries, 2005):

- E. coli 50-70%

- andere gramnegative Enterobacteriaceae 10-20%

- Enterokokken 10-20%

- Pseudomonas aeruginosa 5%

- Staphylococcus aureus 5%

- Pilze <5%

- Enterobius <1%

Anspruchvoll zu kultivierende Erreger entgehen jedoch dem klassischen kulturellen
Nachweis: In einer Studie mit molekularbiologischen Techniken wurde gezeigt, dass
in etwas mehr als 22% der Urinproben durch Kultur nicht erfasste Bakterien enthalten
waren, wie zum Beispiel der oben erwahnte Lactobacillus. Bezuglich der
Haupterreger E. coli und E. faecalis kam die Studie zu vergleichbaren Zahlen
(Imirzalioglu et al. 2008).

Es scheint, dass sowohl bei komplizierten Harnwegsinfekten als auch mit steigendem
Alter des Patienten vermehrt Enterokokken nachgewiesen werden. Zudem scheinen
sie in jungerer Zeit haufiger nachgewiesen zu werden. (B. E. Murray 1990; Schaberg
etal. 1991).
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1.2.3.2 Bakteriamie

Der Ubertritt von Enterokokken ins Blut tritt gehauft auf bei Harnwegsinfektionen
(Urosepsis), bei Verwendung von Blasen- oder intravaskuléaren Kathetern, aber auch
durch intraabdominelle Wunden, durch Verletzungen der Gallenwege und bei
Verbrennungen.

In den letzten Jahrzehnten wurden immer haufiger Enterokokken in Blutkulturen
nachgewiesen, insbesondere bei hospitalisierten Patienten (Schaberg et al. 1991).
Oft werden neben den Enterokokken zusatzlich andere Bakterien nachgewiesen (24-
45%). Die Bakteriamie mit Enterokokken hat eine hohe Mortalitat (34-46%).
Allerdings ist fraglich, ob dies an den Enterokokken selbst liegt, denn es ist ebenso
denkbar, dass erst schwere Grunderkrankungen wie Nierenversagen, maligne
Tumoren, Verbrennungen und Alkoholismus den Patienten in einen Zustand bringen,
in dem diese Bakterien ins Blut Ubertreten kénnen (B. E. Murray 1990; Poh et al.
2006).

1.2.3.3 Endokarditis

Im Jahr 1899, in dem der Term ,entérocoque” von Thiercelin eingeflhrt wurde, wurde
bei einem Patienten mit Endokarditis ein Bakterium isoliert, welches von seinen
Entdeckern McCallum und Hastings Micrococcus zymogenes genannt wurde. Spater
stellte sich heraus, dass es wahrscheinlich ein S. faecalis, also ein Enterococcus
gewesen war.

Die Endokarditis ist ein ernstes Krankheitsbild: Bakterien aus dem Blutkreislauf
setzen sich an den Herzklappen fest, vermehren sich und bilden einen Biofilm. Sie
zerstoren dabei das Gewebe und verursachen dadurch eine Klappeninsuffizienz. Die
Krankheit kann akut oder subakut verlaufen. Symptome kénnen allgemeine
Schwéche und Midigkeit, Fieberschibe und neu aufgetretene Herzgerausche und
Zeichen der Herzinsuffizienz sein. Zusatzlich kbnnen Arthralgien, Hautsymptome und
Nierenbeteiligung auftreten.

Enterokokken verursachen geschatzte 5 bis 15% der bakteriellen Endokarditiden.
Meistens wird E. faecalis identifiziert, aber auch E. faecium, E. avium, E.
casseliflavus, E. durans, E. gallinarum, und E. raffinosus konnten nachgewiesen

werden.
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Die Endokarditis durch Enterokokken betrifft meistens die Aorten- und die
Mitralklappe. Eine Vorschéadigung gilt als Risikofaktor, ist jedoch nicht zwingend
erforderlich.

Das Durchschnittsalter wird mit 65 Jahren angegeben, Manner sind haufiger als
Frauen betroffen (Murray, 1990).

Eine spanische Multicenter-Studie zum Thema linksseitiger Endokarditiden aus dem
Jahr 2009 berichtete, dass von 76 Patienten mit linksseitiger Endokarditis durch
Enterokokken 36,8% im Verlauf einen chirurgischen Eingriff an den Herzklappen
bendtigten. Die Mortalitat lag mit 32,9% Uber den 9,3% bei Infektionen mit S. viridans
und unter den 48,6% bei S. aureus (Martinez-Marcos et al. 2009).

1.2.3.4 Weitere Krankheiten
Neben den genannten Beispielen werden Enterokokken identifiziert als Erreger von
Peritonitiden, Wundinfektionen und Katheterbesiedlungen (B. E. Murray 1990).

1.2.4 Potentielle Pathogenitatsfaktoren des E. faecalis

Weil der Enterococcus im Regelfall in der Mikrobiota von gesunden Menschen
vorkommt, kann er kaum als obligat pathogenes Bakterium bezeichnet werden. Die
obigen Beispiele machen deutlich, dass er jedoch sowohl haufige als auch schwere
Krankheiten auslésen kann. Die Gattung wird daher als fakultativ pathogen

eingestuft.

Wenn ein Enterococcus seine natiurliche Umgebung im Darm verlasst und andere
Bereiche wie die Blase infiziert, muss er zundchst Adhéasionsfaktoren besitzen, um
an Oberflachen haften zu kénnen. Dann muss er sich einen Weg durch das Gewebe
bahnen, sich gegen das Immunsystem und oxidativen Stress erwehren und mit
einem geringeren Angebot an Nahrstoffen zurechtkommen. Im Rahmen des
klinischen Umfelds ist zudem eine Abwehr gegen Antibiotika erforderlich.
Folgende Faktoren geben dem Enterococcus faecalis die Fahigkeit pathogener
Potenz (Jett et al. 1994; Rich et al. 1999; Domann et al. 2007; Kreft et al. 1992):

e Cytolysin: lysiert grampositive Bakterien und bestimmte eukaryontische

Zellen
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e Aggregation Substance: ein Oberflachenprotein, das oft auf Pheromon-
gesteuerten Plasmiden codiert ist und dazu dient, sich an
Zelloberflachen von Epithelien oder auch anderen Bakterien anzuheften
und damit zur Aggregation, also Verklumpung fuhrt. Es vermittelt
dadurch auch den Austausch von Plasmiden.

e Pheromone: locken in vitro Neutrophile an

e Gelatinase: eine Zink-Endopeptidase

e AS-48: ein Bacteriocin mit Wirkung gegen grampositive und
gramnegative Bakterien.

e Hyaluronidase: Mucopolysaccharidase

e Lipoteichonsaure (wie die meisten grampositiven Bakterien): stimuliert
Zytokin-Produktion in Monozyten; bindet an Aggregation Substance
beim Verklumpen

e Collagen Adhesion Protein: Adhasion an Gewebe

e Enterococcal Surface Protein: Adhasion an Gewebe

e Widerstandsmechanismen gegen oxidativen Stress

e Kapselbildung

e Biofilmbildung

Im Rahmen des Einsatzes von Antibiotika hat sich Enterococcus faecalis im Laufe
der Zeit als problematisch erwiesen. Zunachst sind alle Enterokokken
naturlicherweise resistent gegen Benzylpenicilline und Cephalosporine. Eingesetzt
werden daher Breitbandpeniciline wie Ampicillin, Amoxicillin oder Mezlocillin
zusammen mit Aminoglykosiden. Gegebenenfalls kann auch Cotrimoxazol verwendet
werden. Gegen diese Antibiotika kann der Keim jedoch Resistenzen entwickeln,
sodass unter Umstanden auf Vancomycin, ein Reserve-Antibiotikum gegen Kokken,
zuruckgegriffen werden muss.

Immer haufiger treten jedoch mittlerweile auch Stamme auf, die resistent gegenuber
Vancomycin sind, sogenannte VRE (Vancomycin-resistente Enterokokken).
Insbesondere im klinischen Bereich, in dem viele Antibiotika verwendet werden, wo
aulRerdem viele Moglichkeiten zum Austausch von Bakterien bestehen, verursachen
diese VRE nosokomiale Infektionen, die dann schwer zu beherrschen sind (Hof et al.
2005).
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1.2.4.1 Die gute Seite der Enterokokken

Zum einen sind Enterokokken sowieso heimisch in der Darmflora des Menschen.
Zum anderen werden sie auch zur Produktion fir Nahrung benutzt: Sie tragen zum
typischen Geschmack von Kasesorten bei und sind auch in verschiedenen traditionell
fermentierten Wirstchen, Oliven und Gemisesorten enthalten (Domann et al. 2007,
Jurkovic et al. 2006; Nieto-Arribas et al. 2011). Es gibt sogar Hinweise, dass sie zur
Sicherheit von Milchprodukten beitragen, indem sie mit ihrem Bacteriocin andere
Bakterien bekdmpfen, wie zum Beispiel pathogene Vertreter der Gattung Listeria
(Chanos & D. R. Williams 2011).

Dariber hinaus finden sie Anwendung in verschiedenen probiotischen
Medikamenten, zum Beispiel in Bioflorin (E. faecium SF68, Sanova), Cylactin (E.
faecium SF68, als Futterzusatzmittel, Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz), Fargo
688 (Quest International, Naarden, Niederlande), ECOFLOR (Walthers, Den Haag,
Niederlande) und dem in dieser Arbeit untersuchten Symbioflor 1 (E. faecalis
Symbioflor 1, SymbioPharm, Herborn, Deutschland) (Domann et al., 2007; Schulze
et al., 2008).

Fur Symbioflor 1 ist bisher nachgewiesen, dass bei der Behandlung einer
chronischen Bronchitis ebenso wie bei einer chronischen Sinusitis Ruckfalle seltener
und spater auftreten. Die Wirkung war bis in den Follow-up-Zeitraum von 8 Monaten
nachweisbar (Habermann et al. 2002; Habermann et al. 2001). Eine Studie an Zellen
aus dem peripheren Blut zeigte, dass der probiotische Keim in vitro dosisabhangig
einerseits die Freisetzung von Interleukin-1, Interleukin-6 und Interferon-y stimulierte,
andererseits die durch Phytohemagglutinin stimulierte Ausschittung von Interferon-y

und Interleukin-2 hemmte (Rosenkranz & Grundmann 1994).

1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Beim Einsatz eines Bakteriums zur Darreichung an Menschen sollte gewahrleistet
sein, dass es nicht zu Infektionen durch selbiges kommt. Ein solcher Stamm sollte
moglichst nicht Trager von relevanten Pathogenitatsfaktoren sein.

Um eine genauere Aussage bezlglich der Pathogenitatsfaktoren von E.faecalis
Symbioflor 1 treffen zu kénnen, wurde die Entscheidung getroffen, den Stamm

maoglichst komplett zu sequenzieren.
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Hierzu sollen zunachst die Reads aus der vorhandenen Plasmid-Bibliothek mit
Reads aus einer NGS-Technologie (454-Sequenzierung) zu Contigs assembliert
werden.

Die Lucken zwischen den Contigs sollen daraufhin, soweit méglich, mittels PCRs
geschlossen werden. Ubrige Liicken sollen mithilfe einer zu erstellenden Fosmidbank
geschlossen werden.

Die Sequenz des Genoms soll dann mit bioinformatorischen Mitteln analysiert und
annotiert werden.

Das annotierte Genom soll im Anschluss auf das Vorhandensein von
Pathogenitatsfaktoren hin untersucht werden.

Zudem soll eine komparative Genomanalyse mit anderen E. faecalis — Stammen,

deren Genomsequenzen vorliegen, erfolgen.
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2 Material

2.1 Stamme

1. E. faecalis Symbioflor 1: Die vollstandige Bezeichnung des Stammes lautet

Enterococcus faecalis Symbioflor 1-02-SA, registriert unter der Nummer DSM
16431 in der Leibniz Institut DSMZ-Deutschen Sammlung Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Inhoffen-Stral3e 7B, 38124 Braunschweig. Es
handelt sich hierbei um einen der 10 E. faecalis-Klone, die im Medikament
Symbioflor 1 enthalten sind. Als Kurzform wird in dieser Arbeit die
Bezeichnung E. faecalis Symbioflor 1 verwendet.

EPI300-T1R Phage T1-resistant E.coli: Bestandteil des CopyControl Fosmid

Library Production Kits von Epicentre

2.2 Kulturmedien

Luria-Bertani (Lysogeny Broth, LB) Bouillon: 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10
g NaCl, 1 | aqua dest

LB-Agar: 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, 15 g Agar, 1 | aqua dest
Tryptic Soy Broth (TSB): Becton, Dickinson

Genbank-Medium: 10 g Trypton, 5 g Hefe, 5 g NaCl, 6,3 g K;HPO,4, 1,8 g
KH2POy4, 0,45 g Na-Citrat, 0,09 g MgSOQOy, 0,9 g (NH,),SO, 44 g Glycerin, mit

aqua dest. auf 1 | auffillen

2.3 Chemikalien und Materialien

1 kb Plus DNA Ladder: Invitrogen

Agarose: Invitrogen, Roth

B&D I: 50 mM Glucose, 25 mM Tris Cl pH 8,0, 10 MM EDTA

B&D 1I: 0,2 N NaOH, 1% SDS (Lésung taglich frisch ansetzen)

B&D Ill: 60 ml 5 M Kalium-Acetat, 11,5 ml Eisessig, 28,5 ml H,O
Chloramphenicol: 25 mg/ml in 80%igem Ethanol, Lagerung bei -20°C
Expand High Fidelity PCR: Roche

Ficoll: Ficoll 400 Amersham Pharmacia Biotech AB
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e Ficoll-Auftragspuffer: 1,25 g Ficoll in 7,5 ml aqua dest. Uber Nacht I6sen,
Spatelspitze Bromphenolblau zugeben. Von dieser Losung Aliquots ansetzen,
die 6:4 mit aqua dest. verdunnt werden.

e GES: 20 ml 0,5M EDTA (pH 8), 20 ml H,O, 60 g Guanidiumthiocyanat bei
65°C l6sen, dann Losung abkuhlen. 5ml 10%iges Sarkosyl hinzufiigen (Stock-
Ldsung 0,5g/5ml), mit H,O auf 100ml Endvolumen auffillen, mit 0,45 pum Filter
sterilfiltrieren. Lichtgeschitzt bei Raumtemperatur aufbewahren.

e Low Melting Point Agarose: Life Technologies

e Low Range Marker: New England Biolabs

e Manual PCR Extender System: 5Prime

e PCR-Puffer: Domann-Puffer (Eugen Domann 1992)

e PCR-Sequenzierung: AGOWA Gesellschaft fir molekularbiologische
Technologie mbH, Ostendstr. 25, 12459 Berlin

e Phusion Flash High Fidelity PCR System: Finnzymes

e Primer (zur Verwendung wurden Stockldsungen mit 20 pmol/ul angesetzt):

o Eurofins MWG Operon, Anzingerstral3e 7a, 85560 Ebersberg
o OPERON Biotechnologies, Nattermannallee 1, 50829 Kaéln

e Pulsefield-certified Agarose: Biorad

e QIAGEN Puffer P1

e QIAquick PCR Purification Kit: QIAGEN

e Reaktionsgefal3e: Eppendorf

e TAE-Puffer (50X): 242 g Tris, 57,1 ml Eisessig, 100 ml 0,5 M EDTA, mit aqua
dest. auf 1 | auffillen

e Tag-Polymerase: im Institut hergestellt

e TBE-Puffer (10X): 108 g Tris, 55 g Borsaure, 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,3), mit
aqua dest. auf 1 auffullen

e TE-Puffer (10X): 100 mM Tris/HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA

e TNE-Puffer: 10 mM Tris HCI (pH 7,5), 100 mM NaCl, 1mM EDTA

2.4 Gerate

e Brutschrank: Heraeus

e Elektrophoresekammer: eine von der Institutswerkstatt hergestellte Kammer
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Geldokumentationsgerat: Biorad Universal Hood Il
Hamilton-Spritze: Microliter #705

Kamera: HTC Hermes

Nanodrop: Nanodrop 1000 Spectrophotometer, Thermoscientific
Pikocycler: Finnzymes

Pipetten: Biohit, Eppendorf Research
Pulsfeld-Gelelektrophorese: CHEF-DR I, Bio-Rad

Speedvac: Thermolabsystems

Thermo Cycler (PCR-Maschine): Applied Biosystems

Tube Rotator: Kisker

Zentrifugen: Eppendorf, Heraeus

2.5 Software

2.5.1

2.5.2

Lokal ausfuhrbare Software

Genomeviz (Ghai et al. 2004)

GS de novo Assembler: 454 life sciences, Roche
MAUVE (Darling et al. 2004)

MEGAGS (Tamura et al. 2011)

Mendeley Desktop

Microsoft Office 2007

minimap (im Institut entwickeltes Programm)
Mugsy (Angiuoli & Salzberg 2011)

R

Segman: DNAstar

Webbasierte Software & Ressourcen
Augur (André Billion et al. 2006)
CRISPRFinder (Grissa et al. 2007)
GeCo (C. T. Kuenne et al. 2007)
GenDB (F. Meyer 2003)

GenomeViz (Ghai et al. 2004)
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e MEGAS (Tamura et al. 2011)

e Multi Locus Sequence Typing (http://efaecalis.mlist.net/)

e NCBI Blast: http://blast.ncbi.nim.nih.gov/ (Altschul et al. 1990; Camacho et al.
2009)

e NCBI Complete Microbial genomes
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/)

e Pfam (Punta et al. 2012)

e PHAST (Zhou et al. 2011)

e Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi)

e RAST (Aziz et al. 2008)

e ssgenefinder (Ho et al. 2011)
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3 Methoden

3.1 Sequenzierstrategie fir E. faecalis Symbioflor 1

Als Ausgangspunkt nach der Sanger-Sequenzierung der Plasmidbank waren
zunéchst 702 Contigs vorhanden. Diese Zahl war so hoch, dass ein Lickenschluss-
Verfahren alleine mittels PCR einen so hohen Aufwand bedeutete, dass zunachst
eine erneute  Sequenzierung des gesamten Genoms mittels eines
Hochdurchsatzverfahrens sinnvoll erschien (Domann et al. 2007).

Zur Komplettierung des Genoms und zur Erhohung der Abdeckung wurde als
nachstes Verfahren die Sequenzierung mittels 454-Pyrosequenzierung, einer Next-
Generation-Sequencing-Technologie, angewendet.

Im Gegensatz zum Sanger-Verfahren wird hierbei die Verlangerung des DNA-
Strangs durch die DNA-Polymerase wahrend des eigentlichen Vorgangs
nachgewiesen (,sequencing-by-synthesis). Beim Anhangen eines Nukleotid-
Triphosphates an die wachsende Nukleotid-Kette wird ein Pyrophosphat freigesetzt.
Dieses Pyrophosphat wird indirekt Uber eine Luciferase dazu benutzt, einen Lichtblitz
Zu erzeugen, welcher von einem Sensor hachgewiesen werden kann.

Die Reaktionsmischung wird so gesteuert, dass zu einem bestimmten Zeitpunkt
immer nur eine Sorte an Nukleotid zur Kettenverlangerung vorhanden ist. Ein
registrierter Lichtblitz kann so als die Verlangerung der Kette um eben jenes
Nukleotid interpretiert werden.

Nacheinander werden so die vier Nukleotide einzeln beigemischt und wieder entfernt

und die Kette verlangert.

Um eine groRe Menge an DNA zu sequenzieren, wird folgendermal3en vorgegangen:
Die chromosomale DNA wird durch Nebulisation oder Ultraschall in Stiicke von
wenigen hundert Basenpaaren fragmentiert. Die Enden der Sticke werden
unspezifisch an Adapter-Oligonukleotide ligiert. Die DNA wird dann denaturiert und
die einzelnen Fragmente werden einzeln Gber den Adapter an eine komplementare
Sequenz an Kigelchen (in Nanoformat) gebunden. In einer Emulsions-PCR wird
dieses DNA-Fragment in einem Wasser-in-Ol-Mikrovesikel amplifiziert. Somit wird je

ein Kugelchen von vielen Amplifikaten eines DNA-Fragmentes beladen. Die
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Kugelchen werden daraufhin in eine Picotiterplatte gespluilt, je ein Kigelchen pro
Vertiefung.

In den Vertiefungen findet dann die oben genannte Sequenzierreaktion statt. In jeder
Vertiefung wird somit ein anderes DNA-Fragment amplifiziert und dber die
Lichtreaktion der eingebauten Basen wird dessen Sequenz detektiert. Die Sequenz
wird als Read ausgegeben.

Die so erhaltenen Reads (im Rahmen dieser Arbeit auch 454-Reads genannt nach
der Firma, welche besagte Technologie kommerziell zur Verfigung stellt) sind im
Schnitt deutlich kiirzer als Sanger-Reads, zu der Zeit des Projektes etwa zwischen
200 und 250 bp. Im Gegensatz zum Sanger-Verfahren konnen jedoch mit
verhaltnismafig geringem Aufwand sehr viele Reads generiert werden.

Das Verfahren eignet sich dadurch besonders gut zur Erh6hung der Abdeckung des
Genoms, das bedeutet, dass flir jede Base des Genoms im Durchschnitt mehr Reads
zur Verfugung stehen und somit die Reliabilitat der Consensus-Sequenz steigt.

Im Rahmen einer de novo - Assemblierung eines Genoms ist die relative Kirze der
Reads allerdings eine Schwierigkeit fir Assemblierungs-Software, da Reads umso
eindeutiger mit anderen Uberlappt und damit assembliert werden kénnen, je langer
die Reads selber und damit die mdglichen Uberlappungszonen sind (Ronaghi 2001;
Voelkerding et al. 2009).

Zunachst wurde die genomische DNA von Enterococcus faecalis Symbioflor S1 fir
einen Lauf mit dem 454-Sequencer verwendet. Die 454-Reads wurden dann
zusammen mit den Sanger-Reads de novo assembliert (sog. "Hybrid-Assembly").
Hierfur wird die Software Newbler verwendet (Genome Sequencer Software, von

Roche 454 life sciences zur Verfiigung gestellt).

Wird ein unbekanntes Genom sequenziert, stellt sich nun die Frage, in welcher
Reihenfolge die Contigs aneinandergereiht werden mussen. Bei einem vollstandig
neuen, unbekannten Organismus mussten dazu unter Umstanden probeweise PCRs
zwischen allen mdglichen Anordnungen angesetzt werden.

Bei der Sequenzierung des Genoms von Enterococcus faecalis Symbioflor 1 bestand
der Vorteil, dass ein vermutlich relativ nahe verwandter Stamm vorlag. Das Genom
von E. faecalis V583 wurde komplett sequenziert und wird online vom NCBI zur

Verfugung gestellt. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/Iproks.cgi). Da eine
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vergleichsweise enge Verwandtschaft zwischen den beiden Stammen vermutet
werden konnte, konnte die Sequenz als Referenz beim Mapping der Contigs dienen.
(Shankar et al. 2002)

Die assemblierten Contigs wurden mit dem Programm MAUVE an dem
Referenzstamm E. faecalis V583 bezuglich ihrer Reihenfolge und Ausrichtung sortiert
(so genanntes "Mapping”). Ausrichtung bedeutet in diesem Zusammenhang, dass
fur jedes Contig eine entsprechend homologe Sequenz im Referenzgenom gesucht
wird, und dass die Contigs dann in der gleichen Reihenfolge aneinandergereiht
werden wie ihre Entsprechungen im Referenzgenom. Hierbei missen auch die
Contigs revers komplementiert werden, deren Sequenz im Vergleich zur
Referenzsequenz auf dem anderen DNA-Strang der Doppelhelix liegt (Darling et al.
2004).

Die zwischen den Contigs liegenden Liucken sollten dann mittels PCR geschlossen
werden. Dazu wurden fur jede Lucke 2 Primer gewéhlt, die am Rand der
entsprechenden Contigs binden. Mit den Primern wurde ein die Licke
Uberspannendes PCR-Produkt generiert und ebenfalls mit diesen Primern von
beiden Seiten sequenziert. Im Idealfall war damit die Liicke durch Uberlappung
dieser Sequenzen geschlossen. Uberlappten diese PCR-Reads nicht, weil die Liicke
zu grol3 war, mussten neue Primer am Rand der neuen Sequenzen gewahlt werden,
um so weiter in die Licke vorzustoR3en. Der Vorgang wurde solange wiederholt, bis
die Licke geschlossen war (so genanntes Primerwalking).

Mittels PCRs konnten so Licken bis zu etwa 10 kbp geschlossen werden. Manche
Licken waren zu grof3, um mittels PCR geschlossen werden zu kdnnen.

Fur diese Félle wurde deshalb zusétzlich eine Fosmid-Bibliothek von E. faecalis
Symbioflor 1 erstellt. Die Bibliothek wurde &hnlich wie die Plasmid-Bibliothek durch
klonieren von zuféllig gescherter DNA generiert. Der Unterschied zur Plasmid-
Bibliothek lag im Rahmen des Projekts vor allem in der deutlich groB3eren Lange der
Inserts, die in den Fosmiden aufgenommen werden kdénnen. Diese kdnnen bis 40
kbp lang sein. Somit erhoht sich die Chance, in einem Fosmid die komplette
unbekannte Sequenz einer Licke vorliegen zu haben, inklusive Teile der an die
Licke anschlieBenden Contigs. Indem man die Fosmid-Inserts ansequenziert,

versucht man Informationen Uber die Reihenfolge der Contigs zueinander zu
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gewinnen. Vor allem bei Sequenzen, die anhand des Referenzgenoms nicht
ausgerichtet werden kdnnen, kann diese Zuordnung Uber ein Fosmid hilfreich sein.
Ebenso kann ein Fosmid mittels Primerwalking sequenziert werden, wenn es die

komplette Sequenz einer Lucke enthalt.

]
*J—' TN

Abbildung 2: Strategie zur Zielsetzung
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3.2 Isolierung chromosomaler DNA gemalf Pitcher

Diese Methode eignet sich gut zur Gewinnung chromosomaler DNA aus
Ubernachtkulturen von Bakterien zur Verwendung in PCRs. Die Ausbeute ist
normalerweise recht hoch, allerdings ist mit Verunreinigung durch RNA zu rechnen.
Verwendet wurde die Methode in erster Linie, um genug Template-DNA zu
gewinnen, um die Luckenschluss-PCRs fur E. faecalis Symbioflor S1 durchzufiihren.
Desweiteren wurde die DNA fir den Lauf der 454-Sequenzierung ebenfalls mit dieser

Methode gewonnen. (Pitcher et al. 1989)

3.2.1 Materialien

LB-Medium, 0,85%ige NaCl-Losung, 1X TE-Puffer, RNAse ( DNAse-frei, von
Boehringer), 7,5 M NHs-Acetat (auf 4 °C gekuihlt), GES (5 mol/l Guanidiumthiocyanat
(Sigma), 100 mmol/l EDTA, 0,5% (v/v) Sarkosyl (N-Lauroylsarcosinate), Lysozym (50
mg/ml in 1X TE-Puffer), Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol im Verhdltnis 25:24:1
(Sigma), Isopropanol, 70%iger Ethanol (gelagert bei -20°C), abgeschnittene
Pipettenspitzen (herkdmmliche 1 ml-Pipettenspitzen werden um circa 2 mm an der
Spitze durch Abschneiden verkirzt um die Offnung zu vergréBern und dann

autoklaviert).

3.2.2 Protokoll

Tag 0: Eine bakterielle Ubernachtkultur wird in LB-Medium angesetzt und bei 37°C
mit 180 rpm Uber Nacht auf dem Schuttler inkubiert. Fur E. faecalis Symbioflor S1
wurde stattdessen TSB- Medium verwendet.

Tag 1: Die Ubernachtkultur wurde auf Wachstum Uberprift. Die Tribung des
Mediums konnte im Zweifel mithilfe einer photometrischen Messung Uberprift
werden. Die optische Dichte bei 600 nm sollte relativ zum Medium etwa 2,0 bis 2,2
sein.

Von der Kultur wurden 1,5 ml in ein Cap gefllt.

Dieses wurde mit 4.000 rpm fur 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen.
Das Pellet wurde in 0,5 ml 0,85%iger NaCl-Losung resuspendiert. Um das Pellet
besser aufzulésen empfahl es sich, das Cap mit der Unterseite auf einem Gitter, wie
beispielsweise einem Reagenzglasstander, zu reiben — auch ,Waschbrett-Methode*

genannt.
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AnschlieRend wurde wieder mit 12.000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand

wurde vorsichtig mit einer Pipette abgesaugt und verworfen.

Das Pellet wurde in 100 pl Lysozym-LOsung resuspendiert (50 mg Lysozym pro ml in
1X TE), wieder mit der Waschbrett-Methode. Danach wurde erst fur 30 min bei 37°C
inkubiert, dann fir 5 min bei Raumtemperatur. Die Hydrolyse der Zellwand mit
Lysozym wird nur flr grampositive Bakterien angewandt. Bei gramnegativen
Bakterien wurde der Schritt Gbersprungen werden.

Es wurde 1 pl RNAse (Boehringer) hinzugegeben und dann 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert.

Es wurden 500 pl GES zugegeben. Das Cap wurde 5 mal invertiert. Dann wurde es
zunachst 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, dann 2 min auf Eis.

Es wurden 250ul 7,5M NHs-Acetat (4°C) zugegeben, dann wurde 4 mal invertiert
und 10 min auf Eis inkubiert.

Es wurden 500 pl Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol hinzugefligt und dann 15 min
mit dem Tube Rotator langsam invertiert.

Danach wurde mit 14.000 rpm fir 15 min bei 4°C zentrifugiert.

Nun wurde die obere Phase des Gemischs in ein neues Cap pipettiert. Dazu wurden
die abgeschnittenen Pipettenspitzen verwendet. Mit diesen Spitzen konnte die
geldste DNA sorgféltig und vorsichtig in das frische Cap pipettiert werden, ohne dass

sie geschert wurde.

Nun wurde die DNA ausgefallt — bei mehreren Ansatzen sollten die folgenden
Schritte fUr jeden Ansatz einzeln direkt nacheinander durchgefihrt werden:

Es wurde %2 Volumen Isopropanol zugeflgt.

Das Cap wurde zuerst langsam in horizontaler Lage um seine Langsachse gedreht,
etwa 30 sec. Dann wurde es zuerst langsam invertiert, dann immer schneller, bis es
am Ende, nach weiteren 30 sec, schnell geschiittelt wurde. Durch diesen Vorgang
wurde die DNA aufgewickelt und war deutlich im Cap als halb durchsichtiges Knéauel
sichtbar. Anmerkung: Es gibt Bakterienstamme, deren DNA zwar bei diesem Schritt
kein deutlich sichtbares Knauel bildet, aber dennoch vorhanden und nach Ende der
Aufreinigung genauso gut verwendbar ist.

Das Cap wurde nun mit 14.000 rpm fiir 5 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand

wurde verworfen.
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Die DNA wurde nun mit Ethanol gewaschen. Empfohlen waren 5 Wiederholungen:
Zuerst wurde 1 ml kalter 70%iger Ethanol zugegeben und das Gefal3 sanft
geschittelt.

Dann wurde mit 14.000 rpm fiir 5 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen.

Beim letzten Waschgang wurde das Cap mit seinem Rand schrag an einen Zellstopf-
Tupfer gepresst, um mit diesem den Rest des Alkohols abzusaugen.

Das Pellet wurde weitere 10 min in der Speedvac getrocknet.

Zuletzt wurde die DNA in 100 pl H,O geldst und tGber Nacht bei Raumtemperatur
inkubiert.

Anmerkung: Die DNA tendiert dann dazu, an der Wand des Gefal3es zu kleben. Mit
sanftem Schnipsen l6st sie sich.

Die Ausbeute und Reinheit der isolierten DNA wurde mit dem Nanodrop bestimmt.

3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Dieses mittlerweile in der Molekularbiologie weit bekannte Verfahren (zuriickzufihren
auf Kary Mullis 1984) dient zur Vervielfaltigung eines spezifischen DNA-Abschnittes:
Zwei zu den Réandern des Ziel-Abschnittes komplementdre DNA-Oligonukleotide
("Primer", etwa 17-25 Nukleotide) binden an die zu amplifizierende DNA-Sequenz
("Template™) und begrenzen so spezifisch den zu vervielfaltigenden Abschnitt. Eine
thermostabile DNA-Polymerase baut daraufhin Desoxyribonukleotide am 3'OH-Ende
der Primer ein, komplementar zum jeweiligen Gegenstrang. Durch Erhitzen werden
diese Strange dann wieder voneinander getrennt. In einem neuen Zyklus binden
wieder Primer (diese sind ebenso wie die Desoxyribonukleotide im Uberschuss zur
Reaktion zuzugeben) an ihre komplementare Sequenz, wieder wird durch die
Polymerase ein komplementarer Strang synthetisiert, wieder wird durch Erhitzen
getrennt. Durch vielfaches Wiederholen dieses Zyklus — etwa 20 bis 50-fach — wird
die bestimmte DNA-Sequenz exponentiell vervielfacht.

Ein Ublicher Zyklus besteht demnach aus Denaturierung (Erhitzen auf 94°C),
Anheften der Nukleotide ("Annealing"”, diese Temperatur hangt von der Sequenz und
Lange der Primer ab und liegt tblicherweise zwischen 50 und 60°C) und Extension

(Arbeitstemperatur der Polymerase, bei Ublicher Tag-Polymerase 72°C).
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Als Reagenzien werden bendtigt: Template-DNA, die kopiert werden soll, Primer, die
die Zielsequenz begrenzen, Desoxyribonukleotid-Triphosphate als Bausteine zur
Strangverlangerung, eine hitzestabile DNA-Polymerase und ein zur Polymerase
passender Puffer. Weiterhin wird eine PCR-Maschine bendtigt, die die Reaktion nach

Programm auf die benétigten Temperaturen erhitzt und abkuhlt (Loffler et al. 2002).

Die Programme wurden beziglich Temperaturen und Zeiten von den Hersteller-
Protokollen der verwendeten PCR-Systeme Ubernommen, allerdings musste die
Annealing-Temperatur an die jeweils verwendeten Primer angepasst werden. Fur die
Primer wurde eine Schmelztemperatur berechnet bzw. vom Hersteller genannt. Die
Annealing-Temperatur wurde zunachst etwa 3 bis 4°C unter der niedrigeren
Schmelztemperatur der beiden Primer angesetzt. Eine zu hohe Annealing-
Temperatur verhindert die Ausbildung von PCR-Produkten, eine zu niedrige
Temperatur fihrt unter Umstanden dazu, dass die Primer an Stellen binden, die nicht
100%ig komplementér sind, dadurch koénnen falsche Zielsequenzen amplifiziert
werden: das PCR-Produkt wird unspezifisch.

Im Rahmen der Luckenschluss-PCRs dieses Projektes wurde isolierte
chromosomale DNA von E. faecalis Symbioflor 1 als Template verwendet.

Die Lucken im Assembly enthalten oft repetitive Elemente, also Sequenzen, die
gleich oder sehr &hnlich an verschiedenen Stellen im Genom vorkommen. Da die
gesamte DNA des Stammes als Template dient, haben PCRs dieser Licken oft
unspezifische Amplifikate geliefert. Wenn eine Erhéhung der Annealing-Temperatur

dies nicht behob, mussten neue Primer kreiert werden.

3.3.1 Expand High Fidelity PCR (Roche)

Dieses kommerzielle PCR-Kit von Roche wurde hauptséachlich dazu benutzt, die
PCRs fur den Luckenschluss anzusetzen. Das Kit besteht aus einem fertigen
Polymerase-Mix, einem Puffer-Mix, sowie optional einem Puffer-Mix ohne Mg?* und
einer Mg?*-Loésung. Die Polymerasen sind eine Tgo DNA Polymerase mit inherenter
3’-5’-Exonuklease-Aktivitat und eine thermostabile Tag-Polymerase.

Das PCR-System ist laut Herstellerangaben dazu optimiert, Fragmente bis zu 5.000

bp effizient und mit einer 3-fach niedrigeren Fehlerrate als mit Tag-Polymerase allein
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zu amplifizieren. Es sind auch PCRs bis zu 9.000 bp und mehr moglich (Barnes
1994).

Das System zeigte sich zuverlassig und war in der Lage, die meisten fur den
Lickenschluss benétigten Amplifikate herzustellen.

Die PCR-Anséatze wurden nach Herstellerangaben angesetzt. Als Template fur die
Luckenschluss-PCRs diente die chromosomale DNA von E. faecalis Symbioflor 1,
die mit der modifizierten Methode nach Pitcher isoliert wurde.

Folgendes Standard-Protokoll wurde fir die Reaktion benutzt.

94°C 4 min

94°C 15 sec

50°C* 30 sec 10 Zyklen
68°C 8 min

94°C 15 sec

50°C* 30 sec 20 Zyklen
68°C 8 min +5 sec pro Zyklus

72°C 7 min

4°C dauerhaft

*) Annealing Temperatur, wird an die verwendeten Primer angepasst

3.3.2 Manual PCR Extender System (5Prime)

Dieses ist ein PCR-Kit der Firma 5Prime, welches friher unter dem Namen
"TripleMaster" vertrieben wurde. Es kam zum Einsatz, wenn das Kit von Roche keine
Ergebnisse bei den Lickenschluss-PCRs lieferte. Fir manche Liucken war nur
jeweils eins dieser PCR-Kits in der Lage, PCR-Produkte zu produzieren.

Auch dieses Kit beinhaltet eine Mischung verschiedener Polymerasen, die laut
Herstellerangaben fur Amplifikate von bis zu 50 kbp geeignet seien und Uber eine
sehr niedrige Fehlerrate verfligen, zudem seien sie auch in der Lage schwierige, GC-
haltige Templates zu amplifizieren. Es werden zwei verschiedene Puffer mitgeliefert,
die sich fiur unterschiedliche Arten Template und unterschiedliche Langen der

Amplifikate eignen.



Methoden - 28

Das Kit wurde mit beiden Puffern nach Angaben des Herstellers verwendet. Das
PCR-Programm wurde gegebenenfalls an die Annealing-Temperatur fur die

verwendeten Primer angepasst.

3.3.3 Phusion Flash High Fidelity PCR System (Finnzymes)

Ein weiteres PCR-System, das bei schwierigen Templates Verwendung fand. Auch
dieses ist laut Herstellerangaben gut geeignet flr schwierige Templates. Eine
Besonderheit des Systems ist, dass es mit einer dafiir vorgesehenen PCR-Maschine,
dem Pikocycler, sehr schnelle Protokolle fahren kann — bis 15 sec / 1 kb). Das
System wurde nach Herstellerangaben angewendet. Die Annealing-Temperatur

wurde auch hier wieder an das jeweils verwendete Primerpaar angepasst.

3.3.4 Aufreinigung von PCR-Produkten mittels QIAquick PCR Purification Kit

Die PCR-Produkte, die sequenziert werden sollten, wurden mit Hilfe dieses Kits
aufgereinigt. Das System funktioniert mit Sdulchen, an deren Silikon-Membran die
DNA gebunden wird, wenn hoher Salzgehalt herrscht. Die so gebundene DNA wird
zunachst gereinigt, indem Waschpuffer durch Zentrifugation an ihr vorbeigespuilt
wird. Danach wird die DNA mit (salzfreiem) Wasser von der Membran geldst und
durch Zentrifugation aus dem Saulchen gespult. Die Aufreinigung wurde nach dem

Protokoll des Herstellers durchgefuhrt.

3.3.5 Sequenzierung der PCR-Produkte

Die aufgereinigten PCR-Produkte wurden von der Firma AGOWA sequenziert.

Hierzu wurden jeweils 12 pl PCR-Produkt mit H,O auf die Konzentration eingestellt,
die von der Firma fir die jeweilige GroRe des PCR-Produktes empfohlen wurde. Fur
groRRere Produkte wurde eine hohere DNA-Konzentration empfohlen (zwischen 10-40
ng/ul).

Um die Konzentration zu bestimmen, wurden 1,6 ul PCR-Produkt auf dem Nanodrop
gemessen und das PCR-Produkt dann entsprechend den Vorgaben mit H,O
verdinnt.

Dazu wurden 2 pl von dem Primer zugegeben, mit dem sequenziert werden soll. Im
Unterschied zur PCR wird bei der Sequenzier-Reaktion nur 1 Primer verwendet.

In der Regel wurden so fur jedes PCR-Produkt zwei Ansatze angesetzt, je einen fur

jeden der beiden PCR-Primer.
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Wenn ein PCR-Produkt gro3er als ungefahr 2.000 bp war, reichten die Reads (etwa
1.000 bp), die mit den PCR-Primern gewonnen wurden, meistens nicht ganz aus, das
komplette PCR-Produkt komplett zu sequenzieren. In diesen Fallen wurden
basierend auf diesen Reads weitere Primer entworfen, die weiter innen im PCR-
Produkt banden, und das PCR-Produkt wurden dann erneut mit jenen Primern
sequenziert.

Die resultierenden Reads wurden von AGOWA online als *.abl-Dateien zur
Verfigung gestellt.

3.4 Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten

Die Elektrophorese von DNA dient dazu, Fragmente nach ihrer Lange aufzutrennen.
Es wird ein Agarosegel gegossen, an dessen oberem Ende die DNA in Taschen
gefullt wird. Dieses Gel wird in eine Kammer mit einem Puffer gelegt, und von aul3en
wird Uber einen definierten Zeitraum elektrische Spannung angelegt. Bedingt durch
ihre negative Ladung durch Phosphat werden die DNA-Fragmente durch das Gel zur
Anode gezogen. Das Agarosegel bremst hierbei langere Fragmente starker als
kirzere, daher wandern letztere schneller. Parallel zu den zu analysierenden
Fragmenten wird Ublicherweise ein Marker aufgetragen, der aus einer Mischung aus
DNA-Fragmenten definierter Langen besteht. Das Gel wird entweder vor dem Lauf
oder hinterher mit einem Farbstoff fiur DNA angefarbt, dann wird mit einem
Geldokumentationsgerat ein Foto gemacht. FiUr dieses Projekt wurde das
Geldokumentationsgerat von Biorad verwendet.

Zudem kann die Gelektrophorese auch schlicht verwendet werden, DNA
semigantitativ darzustellen. Vergleichbare Mengen an DNA bilden vergleichbare

Leucht-Intensitdten aus.

3.4.1 Herkdmmliche Agarose-Gelelektrophorese

Dieses Verfahren wurde benutzt, um DNA-Fragmente, die zwischen 100 bp und
etwas Uber 12 kbp lang waren, darzustellen, nachzuweisen und deren Lange zu
bestimmen.

Als Hauptanwendung seien hier die PCR-Produkte der zahlreichen Lickenschluss-
PCRs genannt.

Zunachst wurde Agarose in 1X-TBE-Puffer geldst und in der Mikrowelle aufgekocht.
Je nach zu erwartender DNA-Fragment-LaAnge wurde eine Agarose-Konzentration

zwischen 0,7 und 1% gewahlt — fur die Standard-PCR-Fragmente 1%. Fur grol3ere
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Fragmente wurde die Konzentration verringert, auch wurde statt TBE-Puffer hier
teilweise TAE-Puffer verwendet.

Nachdem die Losung wieder etwas abgekuhlt, aber immer noch flissig war, wurde
Ethidiumbromid hinzugegeben (0,5 ng/ml) und vorsichtig geschwenkt — es musste
unter dem Abzug gearbeitet werden. Dann wurde die LOsung in den gut
abgedichteten Gel-Schlitten gegossen. Nachdem das Gel abgekihlt und fest
geworden war, wurde es in die Laufkammer gelegt und die Kdémme, die die Taschen
fur die Proben bilden, wurden entfernt. Die Laufkammer wurde mit so viel 1X-TBE-
Puffer geflllt, dass das Gel unter der Flissigkeitsoberflache lag.

Je nach zu erwartender DNA-Menge wurden zwischen 2 und 10 pl Probe
aufgetragen. Hierzu wurde die aufzutragende Menge vorher mit dem gleichen
Volumen Ficoll-Auftragspuffer gemischt und dann in die Taschen des Gels pipettiert.
Als Marker diente die 1Kb Plus DNA Ladder von Invitrogen.

Je nach zu erwartender Lange der Fragmente wurde die Elektrophorese fur 25 bis 60
min mit 120 V bis 150 V gestartet. Die Stromstarke wurde auf Maximum gesetzt. Fur
langere Fragmente wurde eine langere Laufzeit gewahlt. Die Erhéhung der

Spannung erhéhte die Geschwindigkeit der DNA-Fragmente.

3.4.2 Pulsfeld-Gelektrophorese (PFGE)

Die herkbmmliche Agarose-Gelektrophorese trennt Fragmente ab einer Grél3e von
mehr als 12 kbp nur noch unzureichend scharf voneinander. Fur grof3ere Fragmente,
wie sie zur Erstellung der Fosmidbank benétigt wurden, wurde daher die Pulsfeld-
Gelelektrophorese verwendet. Bei dieser Variante wechselt kontinuierlich die
Richtung des elektrischen Feldes, sodass langere DNA-Fragmente leichter durch das
molekulare Geflecht des Agarosegels gezogen werden.

Das Gel fur die PFGE wurde &hnlich wie fir die herkdmmliche Agarose-
Gelelektrophorese vorbereitet: Es wurde eine 1%ige Agarose-Losung in 1X TBE-
Puffer aufgekocht. Hierzu wurde Pulsfeld-zertifizierte Agarose verwendet. Die heil3e
Agarose-Losung wurde zunachst ein wenig abgekihlt und dann im noch flissigen
Zustand in den Gelschlitten gegossen. Danach wurde dieser zum Kihlen etwa 30
min im Kuhlschrank bei 4°C belassen. Eine Farbung mit Ethidiumbromid erfolgte erst
nach der Elektrophorese, um die Kammer nicht zu verunreinigen. Das feste Gel

wurde mit den DNA-Proben beladen, ein Auftragspuffer wurde nicht verwendet. Die
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Proben wurden mit hei3er flussiger Low-Melting-Point-Agarose in den Taschen
versiegelt. Hierbei war darauf zu achten, keine Luftblasen in den Taschen
einzuschlieBen. Danach wurde das Gel mitsamt dem Schlitten in die
Elektrophoresekammer gelegt. Als Laufpuffer diente 1X TBE. Die Elektrophorese
wurde mit folgenden Parametern gestartet: Laufzeit 17 h, Initial Switch 1 sec, Final

Switch 12 sec, Spannung 6 V/cm.

Hinterher wurde das Gel fir circa 10 min in einem Ethidiumbromid-Bad gefarbt, dann
circa 10 min in 1X-TBE-Puffer entfarbt, und mit dem Biorad-Geldokumentationsgerat

fotografiert und asserviert.
3.5 Erstellung einer Fosmidbibliothek von E. faecalis Symbioflor 1

3.5.1 Herstellung der Fosmid-Bibliothek

Die Fosmidbibliothek wurde erstellt mit Hilfe des CopyControl Fosmid Library
Production Kit von Epicentre.

Es dient dazu, DNA-Fragmente von etwa 40.000 bp als Insert in einen Fosmid-Vektor
zu ligieren, welcher dann mittels Phagen in einen Bakterienstamm eingeschleust wird
(Transduktion). Bakterienklone, die den Vektor samt Insert enthalten, werden
selektiert, in Medium angezichtet und fir weitere Anwendungen in Mikrotiter-Platten

eingefroren.

Fur E. faecalis Symbioflor 1 wurde dieses Verfahren gewahlt, um groRere Fragmente
des Genoms gezielt sequenzieren zu konnen. Insbesondere sollten die Fosmid-
Inserts dazu dienen, Aussagen Uber Licken im Genom zu erhalten, wo keine PCR

vorlag.
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Der benutzte Vektor heil3t pCC1Fos:

Ecov2 | 361
i

Hpa | 7830
Poil 7483

Apa | 6973
Bsa | 6811

parB  CopyControl™ g — BsZ17 1 1844
pCCAFOS™

B130 bp

o JF T Sacll 2483
on2

SnaB | 5832

Bsix | 5086
Ecol 1 3470

Afe | 4587

Mote: Mot all restriction enzymes that cut only once are indicated above.
See Appendix E (pg. 16) for complete restriction information.
P rimers are not drawn to scale.

FP 7 Ecoi2| RP
230-256 311-330 &1 475501
- - -
atli] 250 30a 350 400 450 500

FP = pCC1™/pEpiF0OS™ Foward Sequencing Primer 5 GGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGG 3
RP = pCC1™/pEpIFOS™ Reverse Sequencing Primer 5 CTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGC 3
T7 =T7 Promoter Primer 5 TAATACGACTCACTATAGGG 3

Abbildung 3: Vektor pcclFos
Abbildung aus dem Protokoll des Herstellers (CopyControl Fosmid Library Production Kit von
Epicentre)
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Der Vektor hat unter anderem folgende Eigenschaften:
e Chloramphenicol-Resistenz als Marker zur Selektion
e Sowohl einen Replikationsursprung zur Einzelkopie als auch einen zur
Mehrfachkopie

e Eine cos site zur Verpackung in lambda-Phagen.

Nachdem der Vektor mit einem Insert ligiert wurde, wird er in lambda-Phagen-
Partikel verpackt. Damit werden daraufhin die ebenfalls im Kit enthaltenen EP1300-
T1R-E.coli-Bakterien infiziert. Klone, die einen Vektor mit Insert enthalten, werden
nun Uber Chloramphenicol-haltige Agarplatten selektioniert.

Hierbei sollen nur die Klone Uberleben, welche den pCC1Fos-Vektor aufgenommen
haben und von diesen auch nur jene, bei denen im Vektor ein Insert ligiert wurde.

Die so selektionierten Klone werden in Mikrotiter-Platten in Medium mit Glycerin

zunéchst nochmal Uber Nacht vermehrt und dann eingefroren und aufgehoben.

Durch Zugabe der von Epicentre bereitgestellten Mulicopy-Induktionslésung kénnen
die Bakterien dazu gebracht werden, die Fosmid-Anzahl pro Zelle von 1 auf 10-200
zu erh6éhen, um bessere Ausbeuten bei der spateren Isolierung zu erreichen. Hierzu
wird die Replikation des Fosmids vom Replikationsursprung oriV gestartet. Dazu ist
jedoch das Genprodukt trfA nétig, welches die EP1300-Bakterien nur nach Zugabe

der besagten Losung exprimieren.

u

Cloning-Ready
CopyControl ™

Vector ‘ =

( r ‘) / r‘h “Incluser
> S > //// > >: IrE— @
k’ Plate on
Purify Genomic Randomly Shear & Isclate DNA of Correct Size Ligation Package & EPI300™ Cells Culture
DNA End-Repair DNA ~ Optional: Concentrate Sample Titer & Screen Induce to multi-copy

Abbildung 4: Herstellung der Fosmid-Bibliothek
Abbildung aus dem Protokoll des Herstellers (CopyControl Fosmid Library Production Kit von Epicentre)

3.5.1.1 Isolierung der DNA

Die DNA wurde mit der modifizierten Methode nach Pitcher isoliert.
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3.5.1.2 Scheren der DNA

Es hat sich gezeigt, dass zum spateren Zeitpunkt eine
groBe Menge an DNA wichtig ist. Daher wurden fur die
GrolRenselektion und Vorbereitung der DNA drei parallele
Ansatze mit jeweils 50 ul durchgefiihrt, jeder mit einer
Anfangskonzentration von etwas tber 1.200 ng/pl.

Jeder dieser Ansatze wurde mit der Hamilton-Spritze

geschert. Dazu wurde mit einer Frequenz von etwa 100 : : :
Abbildung 5: Hamilton-Spritze
Hz 50-mal auf und ab pipettiert. Die DNA wird durch die kleine
Anmerkung: Das Scheren der DNA sollte fir die Nadeldffnunghoch und runter
.. — . ipettiert und dadurch geschert
entsprechende GroRe optimiert werden. Hierzu solite PP 9
man ein paar Ansatze versuchsweise scheren und mit der unten genannten
Pulsfeldgelelektrophorese Uberprufen. Idealerweise sollte die meiste DNA auf der
Hohe von 40 kbp liegen. So wie dieser Versuchs-Ansatz geschert wurde, sollte dann

auch der fur die Klonierung vorgesehene Ansatz geschert werden.

3.5.1.3 End-Repair der DNA

Hierbei werden die Enden der DNA geglattet, das heil3t beide Strénge enden an der
gleichen Stelle, es gibt keinen Uberhang, keine so genannten "Sticky Ends" mehr.
Der Vorgang wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Es wurden statt der

empfohlenen 20 ug DNA jedoch 30 pg pro Ansatz verwendet.

3.5.1.4 GrofRenselektion der DNA

Um Fragmente mit der Lange von 40 kbp als Insert zu bekommen, wurde die
gescherte DNA mittels Pulsfeldgelelektrophorese aufgetrennt und eine Bande bei der
entsprechenden GréR3e ausgeschnitten.

Hierzu wurde 1% Low-Melting-Point-Agarose in 1X-TBE-Puffer geldst und in der
Mikrowelle aufgekocht. Fir jeden der drei Ansatze wurden doppelte Taschen
gegossen, indem die Licke zwischen zwei Zdhnen des Gelkamms mit Klebestreifen
zugeklebt wurden. Das Gel wurde nun gekihlt bis es fest war. Dann wurden zuerst
die DNA-Proben in die Taschen pipettiert, danach wurden die Taschen mit heil3er
Agarose versiegelt. Dazu wurde die gleiche Agarose-Ldsung wie fur das Gel benutzt.
Als GrolRenkontrolle diente der Low-Range-Marker. Er lag als Gel-Rolle vor — ein
Stuck wurde mit einem Skalpell abgeschnitten und in die Tasche geschoben, danach

ebenfalls mit flissiger Agarose versiegelt. Das Gel wurde auf der Platte, auf der es
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gegossen wurde, vorsichtig in die Gelkammer gelegt. Als Laufpuffer wurde 1X-TBE
verwendet. Die Elektrophorese wurde mit folgenden Parametern gestartet: Laufzeit
17 h, Initial Switch 1 sec, Final Switch 12 sec, Spannung 6 V/cm.

Das Gel wurde hinterher in einem Ethidiumbromid-Bad geféarbt. Allerdings durfte die
DNA der Probe selbst nicht gefarbt werden, um den weiteren Prozess nicht zu
storen. Deshalb wurden nur die Streifen, die den Marker enthielten, aus dem Gel
ausgeschnitten und einzeln gefarbt. Die Streifen mit der DNA der Probe wurden
solange in Saranfolie gewickelt.

Nach der Farbung wurden die Streifen mit dem Marker auf dem UV-Tisch betrachtet:
Mit einem Skalpell wurde jeweils eine Markierung bei der 40 kbp-Bande des Markers

ins Gel geschnitten.

Abbildung 6: GroRenselektion der DNA
Links: die Gelstiicke auf dem UV-Tisch

Mitte: alle Gelstiicke nebeneinander in Saranfolie

Rechts: Kontrolle des zusammengesetzten Gels nach Entnahme der 40 kbp Bande fir das Insert

Das Gel wurde danach wieder zusammengesetzt. Aus den Gelstreifen mit der
Versuchs-DNA wurde nun ein horizontaler Streifen herausgeschnitten, der auf der
Hohe der Markierungen lag. In diesen Streifen sollte hun DNA mit der Ladnge von
etwa 40 kbp enthalten sein. Die Streifen wurden in vorher ausgewogene 1,5 ml-Caps
gesteckt. Dann wurde das Cap wieder gewogen — die Differenz zum Leergewicht
ergab das Gewicht des Gelstreifens. Zur Kontrolle wurde der Rest des Gels

zusammengesetzt und auf dem Geldokumentationsgeréat fotografiert.

3.5.1.5 Gelverdau und DNA-Rickgewinnunng

Der Verdau des Gels wurde nach dem Protokoll des Herstellers durchgeftihrt.
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Die drei Ansatze wurden jeweils in 40 pl TE-Puffer resuspendiert, dann vereint. Die
Konzentration wurde mit dem Nanodrop-Geréat gemessen, sie lag bei 19,7 ng/pl.

Um die Konzentration zu erh6hen und gleichzeitig den Alkohol, der sich noch in der
Probe befand, abdampfen zu lassen, wurde die Probe nun 50 min in der Speedvac
getrocknet. Danach wurde die Konzentration erneut mit dem Nanodrop-Gerat
gemessen und betrug nun 96,0 ng/pl.

3.5.1.6 Ligation

Die Ligation wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Dabei wurden 3
pl der oben genannten DNA-L6sung verwendet — das entsprach ~288 ng, also etwas
mehr als die im Protokoll geforderten 250 ng.

3.5.1.7 Packaging
Das Packaging der Vektoren in die lambda-Phagen-Partikel wurde nach den
Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Die Inkubationszeit der EPI300-Bakterien aus

der Ubernachtkultur bis zur gewiinschten OD betrug 1 h 30 min.

3.5.1.8 Infizierung der EPI300-Bakterien, Titrierung der verpackten Klone

Von den verpackten Fosmid-Klonen wurden zunachst Verdinnungen wie im
Protokoll angefertigt, jedoch beginnend mit 1:10 und bis zu
1:10.000.

Fur jede Verdinnung, und flir die unverdinnte Ldsung,
wurde eine Infektion mit 10 pl auf 100 pl der vorbereiteten
EPI1300-Bakterien-Losung durchgefihrt. Wie im Protokoll

vorgesehen wurden diese Infektionsansatze 20 min bei Abbildun 7: Fosmid-KIone
37°C inkubiert, dann auf je eine LB-Platte mit 12,5 pg/ml nach erfolgreicher Infizierung
Chloramphenicol ausplattiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

Weiterhin wurden auch Infektions-Ansatze mit bis zu 100 ul der unverdinnten
verpackten Fosmid-Klone angesetzt.

Die unverdinnte Lésung ergab die gunstigste Klondichte von etwa 100 Klonen pro

Platte und wurde weiter verwendet.

3.5.1.9 Anlegen der Mikrotiter-Platten
Die Fosmid-Klone sollten nun gepickt werden, das heifl3t, jeder einzelne Klon sollte in

einem Well einer Mikrotiterplatte konserviert werden.
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Zunachst wurde Genbank-Medium mit Chloramphenicol zu einer Endkonzentration
von 12,5 pug/ml versetzt.

Von diesem Medium wurden in eine 96-Well-Genbank-Mikrotiter-Platte je 200 pl pro
Well pipettiert.

Nun wurde mit autoklavierten Zahnstochern von jeder einzelnen Kolonie Material
gepickt und in ein Well gestreift. Jeder Zahnstocher wurde nur einmal verwendet;
auch wurden Kolonien gemieden, die mit anderen Kolonien verschmolzen waren,
denn jedes Well sollte nur einen einzigen Klon enthalten.

Die volle Platte wurde mit dem Deckel zugedeckt und auf ein Tablett gestellt, auf
dem mit 70%igem Ethanol getrénkte Zellstoffticher lagen. Das Tablett mit den
Genbank-Platten wurde dann in eine Plastiktiite verpackt. Es wurde Uber Nacht bei
37°C inkubiert.

Die Genbank-Platten wurden beschriftet mit "EfS1 Fos n", wobei n eine fortlaufende
Nummer war. Die Wells der Platte trugen Beschriftungen von 1A bis 12H; wichtig war
es, bei allen weiteren Arbeiten die Orientierung der Platte beizubehalten. Uber den
Namen der Platte und die Position innerhalb der Platte kann jeder einzelne Klon
wieder identifiziert werden.

Am folgenden Tag wurden die Platten mit Parafilm verschlossen und in einem
Gefrierschrank bei -80°C verwabhrt.

Bei jedem Auftauen und Einfrieren der Fosmid-Genbank-Platten gehen Bakterien
verloren. Es war daher sinnvoll, eine Sicherungskopie anzulegen.

Dazu wurden wie oben beschrieben Genbank-Platten mit Genbank-Medium mit
Chloramphenicol gefillt. Anstatt die Klone einzeln von den Agarplatten zu picken,
wurde die Original-Genbank-Platte verwendet: Mit einem autoklavierten, hierftr
vorgesehen 48er-Metall-Stempel wurde Material aus der Original-Platte in die neue
Platte Ubertragen; pro Genbank-Platte waren zwei solcher Stempel notwendig.
Wahrend die Original-Platte sofort darauf wieder eingefroren wurde, wurde die Kopie
analog Uber Nacht inkubiert, dann mit Parafilm verschlossen, und dann ebenfalls
eingefroren.

Sie erhielten den gleichen Namen wie ihre entsprechenden Originale mit einem

zusatzlichen ,K* fir Kopie.
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3.5.2 Fosmid-Restriktionsverdau

Ein Restriktionsenzym ist eine Endonuklease, welche DNA an einer spezifischen
Stelle schneidet. Verschiedene Restriktionsenzyme haben unterschiedliche Ziel-
Sequenzen, meist sind es Palindrome von wenigen Basenpaaren. DNA-Sticke mit
bekannten Sequenzen lassen sich so an definierten Stellen schneiden, sofern man
an der betreffenden Stelle eine Erkennungssequenz fur ein Restriktionsenzym findet.
Gegebenenfalls muss man noch sichergehen, dass die gleiche Erkennungssequenz
nicht ein weiteres Mal an anderer Stelle in der DNA vorkommt, die geschnitten
werden soll.

Die verschiedenen Enzyme bendtigen verschiedene Puffer und zum Teil
verschiedene Reaktionsbedingungen, was Temperatur und Reaktionsdauer angeht.

Um einen Uberblick tiber die Inserts der Fosmide zu erhalten, wurde eine Stichprobe
der Fosmid-Klone isoliert und mit BamH1 verdaut, einem Restriktionsenzym, welches
im Vektor pCC1Fos rechts und links neben dem Insert schneidet. Dadurch wurde
das Insert aus dem Vektor gelost.

AulRerdem ist es so, dass BamH1 auch in den Inserts schneiden kann. Die Sequenz
der Inserts ist bei einer Stichprobe unbekannt, die Schnittstellen fur BamH1 sind also
zufallig verteilt.

Tragt man die mit BamH1 geschnittenen Fosmid-Isolate auf einem Agarosegel auf,
sollte jedes Fosmid, solange es unterschiedliche Klone sind, durch unterschiedlich

lange Fragmente seines jeweiligen Inserts ein anderes Muster bieten.

3.5.3 Screening der Fosmidbibliothek

Zur Finishing-Phase des Genomprojektes erschien es wenig ratsam, die vorhandene
Fosmidbibliothek im Gesamten zu sequenzieren. Eine Sequenzierung mit
vektorstandigen Primern liefert Reads, die nur einen Bruchteil der im Fosmid im
Schnitt enthaltenen Sequenz darstellen — Reads sind ungefahr 1.000 bp, Fosmid-
Inserts etwa 40 kbp lang. In der Finishing-Phase des Genomprojektes fehlten die

Sequenzen weniger Gaps. Durch das Sequenzieren einzelner oder auch vieler
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zufallig bestimmter Klone Reads zu erhalten, die die bekannte Sequenz in diese
Gaps hinein verlangern, erscheint unwahrscheinlich.

Daher war eine Methode erforderlich, um die Klone, die mit ihrem Insert ein
vorhandenes Gap abdecken, zu identifizieren, um diese dann gezielt sequenzieren
zu kénnen. Hat man einen Fosmid-Klon identifiziert, der vermeintlich Gap-Sequenzen
enthalt, lassen sich durch Sequenzierung desselben mit den vektorstandigen Primern
unter Umstanden auch Informationen dariber gewinnen, wie und in welcher
Ausrichtung die Contigs um dieses Gap herum angeordnet sind.

Die verwendete Methode funktioniert mittels gepoolter PCR.

Zunachst wurden fur die entsprechenden Gaps Primerpaare gesucht. Die Primer
sollten ein etwa 400 bp grofRes Stuck begrenzen, welches nahe (etwa 500 bp) an
dem entsprechenden Gap, aber noch innerhalb schon bekannter Sequenzen in
einem Contig lag. So wurde fur jeden Rand eines Gaps ein Primerpaar ausgewabhilt.
Die Primer wurden benannt nach dem Schema:
"EfFosSc_p2_Contigname_(Beg/End)_(F/R)", wobei der Contigname der Name des
aktuellen Contigs war, Beg oder End den vorderen oder hinteren Rand des Contigs
bezeichnet und F oder R fur forward oder reverse gewahlt wurde, fur die letzten
beiden Affixe galt maRgebend die Ausrichtung am Referenzstamm.

Nun wurde die Fosmidbibliothek mittels dieser Primerpaare gescreent. Jeweils 6
Klone wurden in einer gemeinsamen PCR mit einem Primerpaar auf Vorliegen der
entsprechenden Sequenz getestet. Bei einem positiven Ergebnis bedeutete es, dass
mindestens einer der Klone die gesuchte Sequenz beinhaltete. Daraufhin wurde die
PCR mit je 1 Klon pro Ansatz wiederholt. Die nun positiven Klone sollten die
gesuchte Sequenz enthalten.

Die mit dieser Methode gefundenen positiven Klone wurden dann zunachst mit dem
Primerpaar, was vermeintlich am anderen Ende des Gaps liegt, erneut getestet. War
dies auch positiv, lag vermutlich das gesamte Gap innerhalb des Inserts dieses
Fosmid-Klons.

AuBerdem wurde der gefundene Fosmid-Klon aufgetaut und auf einer LB-Platte
kultiviert, in einer Glycerin-Kultur erneut konserviert, und das Fosmid wurde isoliert
und mit den Vektor-Primern ansequenziert. Die resultierenden Reads sollten eine

Einordnung des Inserts innerhalb des Assembly erméglichen.
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Fur die PCR wurde ein Mix mit hauseigen gewonnener Tag-Polymerase verwendet.
Der Mastermix wurd folgendermal3en angesetzt und reichte fur 50 Reaktionen. Er
wurde nach Anfertigung auf 50 PCR-Caps verteilt und bei -20°C eingefroren.

Fosmid-Screening-Mastermix fir 50 Reaktionen:
2.040 pl H2O, 500 pl Domann-Puffer, 200 pl dNTPs (1,25 mM), 10 pl Tag-
Polymerase. Aliquotieren zu je 95 pl.

Die vorbereiteten PCR-Anséatze wurden aufgetaut und mit je 2 ul von den beiden
entsprechenden Primerlésungen versetzt, dazu kam 1 pl Wasser — ein Ansetzen
eines Mastermixes mit beiden Primern und Wasser erleichterte die Arbeit.

Um Material fir die PCRs zu gewinnen, wurden die tiefgefrorenen Fosmidbank-
Platten zunachst auf Agarplatten gestempelt und Gber Nacht bei 37°C kultiviert.

Von den gewachsenen Kolonien wurde nun mittels Zahnstocher Material gepickt und
in ein beschriftetes PCR-Cap mit PCR-Ansatz gestreift. Pro Agarplatte mit 48
Kolonien wurden 8 PCR-Ansétze mit je 6 Klonen angesetzt. Man sollte nicht zuviel
Material nehmen, da sonst die PCR gestort wird.

Als Positiv-Kontrolle wurde als Template ein Pick von einer Kolonie des E. faecalis
Symbioflor S1-Stammes genommen. In die Negativ-Kontrolle kam nichts zusatzlich.

Die PCR wurde nach folgendem Protokoll gestartet.

94°C 10 min

94°C 40 sec

56°C* 40 sec 30 Zyklen
72°C 2 min

72°C 7 min

4°C dauerhaft

*) Annealing Temperatur, wird an die verwendeten Primer angepasst

Die hohe Temperatur zu Beginn des Programms sollte sicherstellen, dass genug
Bakterien lysiert werden und ihre DNA freigesetzt wird. Die Annealing-Temperatur

wurde den verwendeten Primern angepasst.
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Die PCR-Produkte wurden mittels Agarosegelelektrophorese uberprift. Von jedem
PCR-Ansatz werden 6 pl mit 6 pl Ficoll-Auftragspuffer gemischt und aufgetragen. Als
Marker diente die 1kb Plus-Ladder von Invitrogen. Typische Laufbedingungen waren
auf einem 1%igen Agarosegel in 1X TBE 40 min mit 150 V. Mit dem
Dokumentationsgerat von Biorad wurde ein Foto gemacht und ausgewertet. Wenn
positive Reaktionen gefunden wurden, wurde wie oben beschrieben fortgefahren, der
Vorgang war der gleiche, nur dass in jeden PCR-Ansatz nun nur 1 Klon gepickt

wurde.

3.5.4 Glycerinkulturen

Um einen bestimmten Bakterienstamm, insbesondere einen Fosmid-Klon, der im
Screening gefunden wurde, zu konservieren, wurden Glycerinkulturen angelegt.
Diese konnen tiefgefroren gelagert und bei Bedarf wieder aufgetaut werden.

Von den Bakterien wurde eine Ubernachtkultur im passenden Flissigmedium
angelegt. Ein Aliquot dieser Kultur wurde dann in einem dafur vorgesehen Réhrchen
mit Glycerin (Endkonzentration 25%) gemischt und bei -80°C gelagert.

Als Reserve wurden stets mehrere solcher Glycerinkulturen fir einen Stamm

angelegt.

3.5.5 Isolierung der Fosmide

Um die Fosmide sequenzieren zu kénnen, war es zunachst erforderlich, sie aus den
EPI1300-Bakterien zu isolieren. Hierzu wurde ein hauseigenes Protokoll verwendet,
welches auf den Grundlagen von Birnboim und Doly basiert (Birnboim & Doly, 1979).
Fur das Protokoll werden die drei Lésungen B&D I-lll bendtigt (siehe 2.3:

Chemikalien und Materialien).

Zunachst wurde der entsprechende Klon Uber Nacht kultiviert. 20 ml LB-Medium
wurden in einen 100 ml-Kolben geflllt und mit 20 pl Chloramphenicol-Lésung
versetzt (Endkonzentration 25 pg/ml). Der Klon wurde eingeriihrt und der Kolben
Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
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Um die Ausbeute an Fosmid-DNA zu erh6hen, wurde nun die Multi-Copy-Induktion
verwendet, wie sie vom Hersteller angeboten wird. Dadurch sollen die Bakterien ihr
jeweiliges Fosmid stark vermehren.

500 pl Ubernachtkultur wurden in einen frischen 50 ml-Kolben pipettiert, in dem 5 ml
LB-Medium plus 5 pl Chloramphenicol-L6sung vorgelegt waren. Der Kolben wurde
auf dem Schuttler mit 180 rpm bei 37°C fur 5 Stunden bebrtet.

Nun wurden die Bakterien pelletiert. Je 1,5 ml wurden in ein Cap pipettiert, dann
wurde fiir 10 min mit 10.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, es
wurden erneut 1, 5 ml Ubernachtkultur hinzugefigt, und erneut wurde fiir 10 min mit
10.000 rpm zentrifugiert, und der Uberstand erneut verworfen. Am Boden des Caps
war nun das Pellet mit den Bakterien zu sehen.

Nun wurden 0,8 ml TNE-Puffer hinzugegeben und das Pellet wurde mit der
"Waschbrett-Methode" geldst.

Es wurde erneut zentrifugiert, diesmal mit 5.000 rpm fir 5 min bei 4°C. Der
Uberstand wurde sauber abpipettiert und verworfen.

Es wurden nun 100 pl B&D | hinzugegeben und das Pellet wurde erneut mit der
"Waschbrett-Methode" geldst. Die Losung war nun milchig-wassrig.

Es folgte eine Inkubation bei 37°C fir 10 min.

Es wurden nun 200 ul B&D Il hinzugegeben und das Cap wurde 4 mal invertiert.
Danach folgte eine Inkubation auf Eis fir 2 min. Die LOsung wurde wieder
durchsichtig.

Es wurden 150 pl B&D III hinzugegeben und das Cap wurde 4 mal invertiert. Die
Losung flockte nun aus.

Es folgte wieder eine Inkubation auf Eis fir 10 min. Dann wurde mit 14.000 rpm flr
15 min bei 4°C zentrifugiert.

Der Uberstand wurde sauber abgenommen und in ein neues Cap gefillt. Hierbei war
wichtig, moglichst nichts von den ausgefdllten Proteinen (weilRe Flocken)
mitzunehmen.

Es wurde zur Losung das gleiche Volumen — in etwa 450 pl — 100%iges Ethanol
gegeben. Die Lésung wurde fir 25 min bei -20°C inkubiert.

Es wurde mit 14.000 rpm fur 15min bei 40°C zentrifugiert. Auf dem Boden des Cap
war nun unscheinbar ein kleines Pellet zu sehen. Der Uberstand wurde mit einer
Pipette verworfen.

Das Pellet wurde 5 min in der beheizten Speedvac getrocknet.
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Danach wurde es in 100 pl QIAgen-Puffer P1 geldst, leichtes Schnipsen hob das
Pellet vom Boden des Caps. Der QIAgen-Puffer P1 enthalt RNAse, welche die RNA
abbauen soll, die spater die Sequenzierung stéren kann.

Die Losung wurde kurz abzentrifugiert. Dann folgte eine Inkubation bei 37°C fur 10
min.

Es wurden 300 pl H,O zugefugt.

Es wurden 400 ul Phenol-Chloroform-lsoamylakolhol zugefligt. Die Mischung wurde
3 min lang invertiert.

Dann wurde mit 13.000 rpm fir 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues Cap gefiillt. Die Mixtur bestand zu diesem Zeitpunkt
aus 2 Phasen. Die obere Phase wurde sauber abgenommen und in ein neues Cap
gefullt.

Es wurden 400 pl Chloroform zugegeben. Wieder wurde 3 min lang invertiert.
Danach wurde wieder mit 13.000 rpm fiir 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert und
der Uberstand wieder in ein neues Cap pipettiert.

Es wurden 2 Volumina 100%iges Ethanol zugegeben sowie /1o Volumen 3 M Na-
Acetat. Zum Mischen wurde das Cap sanft geschnipst.

Die Lésung wurde fir 30 min bei -80°C inkubiert.

Es wurde mit 14.000 rpm fir 15 min bei 4°C zentrifugiert.

Der Uberstand wurde mit der Pipette verworfen.

Das Pellet wurde in der beheizten Speedvac 5 min getrocknet.

Zuletzt wurden 50 pl H,O zugegeben um die DNA zu l6sen.

3.5.5.1 Uberprifung der Ausbeute

Das isolierte Fosmid wurde mit dem Nanodrop-Gerdt gemessen und auf einem
Agarosegel sichtbar gemacht. Zur Messung mit dem Nanodrop wurden 1,6 ul auf
dem Gerat aufgetragen. Fur die Gelelektrophorese wurde ein 0,7%iges Agarosegel
in 1X TAE verwendet, welches 60 min mit 120 V lief. Aufgetragen wurden 1 ul Probe
mit 1 pl Ficoll-Auftragspuffer.

3.6 Bioinformatorische Verarbeitung

Die Aufgabe der Bioinformatik war es zunachst, die Sequenz-Rohdaten zu einem

Genom zusammenzusetzen.
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Aus dem 454-Sequencer kamen die Reads in Form von *.fastg-Dateien. Diese
beinhalten die Basensequenzen mit assoziierten Qualitatswerten, die fur die
einzelnen Basen die Sicherheit des Basecalls angeben. Alternativ kbnnen die Reads
auch als *.sff-Datei ausgegeben werden, in diesem binaren Dateiformat sind die
Reads als "Flowgram" enthalten. Im Unterschied zur *.fastq-Datei beinhaltet die *.sff-
Datei gewissermal3en die Auslesung der Maschine, die einer Base zugrunde liegt,
allerdings ist die Datei dadurch deutlich grofier.

Die Sanger-Reads wurden als *.scf-Datei geliefert, dieses Format beinhaltet
ebenfalls die Basenabfolge und das zugrundeliegende Flowgram (Dear & Staden
1992).

Die Basensequenzen mussten dann aufgrund von Ubereinstimmenden
Basenabfolgen uberlappend aneinandergehangt werden. Daraus resultierten so
genannte Contigs, also Teilstliicke des Gesamt-Genoms, zwischen denen Licken mit
bislang unbekannten Sequenzen lagen. Die Reihenfolge dieser Contigs zueinander
war zunéchst unklar. Im vorliegenden Fall lag ein verwandter Stamm mit bekanntem
Genom vor. So konnten die Contigs mit diesem verglichen werden, und in eine
diesem entsprechende Reihenfolge gebracht werden. Dies nennt man auch
Mapping. Nun konnte gezielt begonnen werden, die Liicken zwischen den einzelnen
Contigs mittels passender PCRs zu schliel3en.

Die Reads dieser PCRs wurden als *.abl-Dateien generiert und nach und nach in
das wachsende Pseudogenom integriert — auch hier wieder an der Stelle mit maximal
moglicher identischer Uberlappung.

Ziel war es, alle Contigs zu einem einzigen Contig zu verbinden: der kompletten
DNA-Sequenz des zirkularen Chromosoms des Bakteriums.

Diese reine Abfolge von DNA-Basen sollte daraufhin nach Sequenzen durchsucht
werden, welche Gene darstellen. Dazu wurde ein ORF-Caller verwendet, ein
Programm, welches offene Leseraster fur Proteinbiosynthese findet. Die gefundenen
CDS (codierende Sequenzen) sollten dann mit verschiedenen Datenbanken
verglichen werden, um ihnen mdgliche Genprodukte zuweisen zu koénnen

(Annotation).

3.6.1 Newbler Assembler (Genome Sequencer FLX Software, Roche)
Das Programm Newbler (GS De Novo Assembler Version 1.1.02.15) wurde zur de

novo-Assemblierung der Sequenzdaten der Plasmid-Shotgun-Bibliothek (Sanger-
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Reads) und des 454-Sequenzierlaufs (454-Reads) benutzt. Es wurde von Roche 454
life sciences zur Verfigung gestellt, der gleichen Firma, welche auch die
Sequenzierung mittels Pyrosequenzierung vornahm. Das Programm verbindet die
vielen einzelnen Reads zu groReren Contigs, indem es homologe Reads
Ubereinander schiebt — insgesamt eine sehr rechenintensive Aufgabe. Das
Programm gibt als Ergebnis eine *.fna-Datei aus, in der die resultierenden Contigs im
FASTA-Format enthalten sind: 454allcontigs.fna.

Zudem gibt es numerische Ergebnisse der Assemblierung aus, die Anzahl und
durchschnittliche Lange der verwendeten Reads etwa.

Zur weiteren Verwendung wurden nur Contigs mit einer Lange von mindestens 500
bp verwendet. Newbler gibt hierfiir ebenfalls eine *.fna-Datei mit nur diesen Contigs
aus: 454largecontigs.fna.

3.6.2 Mapping der Contigs mit MAUVE

MAUVE ist ein Programm, welches mehrere Genome zum Vergleich aneinander
ausrichten kann. Die Genome werden untereinander dargestellt. Homologe
Sequenzen werden in der gleichen Farbe dargestellt und durch Linien verbunden.
Sequenzen, die homolog sind, aber auf unterschiedlichen Strangen liegen, werden
punktgespiegelt dargestellt. Der Grad an Ubereinstimmung wird durch starkere
Ausflillung des farbigen Balkens, der die Sequenz darstellt, angezeigt. Eine
Sequenz, die nur in einem der Genome vorkommt, wird dementsprechend weil}
angezeigt. (Darling et al. 2004)

Das Programm lasst sich dazu nutzen, die Contigs eines Genomprojektes an einem
Referenzgenom auszurichten. Fur den E. faecalis Symbioflor 1 wurde das Genom
von E. faecalis V583 als Referenz verwendet. Dazu wurde die entsprechende *.gbk-
Datei  (Enterococcus_faecalis V583.gbk) von der Webseite des NCBI
heruntergeladen und in MAUVE als eines der zu vergleichenden Genome geoffnet.
Als zweites Genom wurden die groBen Contigs aus der Newbler-Assemblierung
geladen (454largecontigs.fna). MAUVE wurde mit Standard-Parametern gestartet.
Das Ergebnis war eine graphische Darstellung der Contigs von E.faecalis Symbioflor
1 und dem Genom von E.faecalis V583. Diese diente dazu, die Contigs zu ordnen:
Es wurde von Hand eine *.txt-Datei (mappedcontigs.txt) erstellt, in der die Contigs,
die eine Entsprechung im Referenzgenom fanden, in der gleichen Reihenfolge wie im
Referenzgenom aufgelistet wurden. Hinter jedes Contig wurde, per Tabulator-Taste

getrennt, ein "+" oder ein "-" hinzugeflgt. Das Pluszeichen bedeutete eine richtige
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Orientierung im Sinne der Referenz, das Minus bedeutete, das Contig lag auf dem
Gegenstrang und musste noch revers komplementiert werden. Diese so formatierte

Datei benotigte das Programm minimap.

3.6.3 Primerwalking mit minimap

Das Programm minimap ist ein im Haus geschriebenes Programm fir den Zweck, in
dieser Phase eines Genomprojektes die Contigs zu ordnen und Primer fir die
nachfolgende Phase des Primerwalking zu generieren.

Das Programm erhielt als Input die oben erwéhnte Datei mit allen grof3en Contigs
(454largecontigs.fna) und die manuell mit Hilfe von MAUVE generierte Liste mit der
Reihenfolge und Orientierung derselben (mappedcontigs.txt). Aul3erdem bendtigte
es eine Referenz um den OriC zu finden: Hierfir wurde die Datei
Enterococcus_faecalis_V583.fna (das Genom von E.faecalis V583 im FASTA-
Format, ebenfalls von der Webseite des NCBI) verwendet; dem Programm wird als
Referenz der Anfang dieser Sequenz gegeben, dort liegt der OriC.

Das Programm liest die Contigs ein und ordnet sie nach der erstellten Liste in der
richtigen Reihenfolge. Die mit Minus-Zeichen versehenen Contigs werden vom
Programm revers komplementiert. AuRerdem spaltet es das Contig, das den OriC

enthalt:

Dann sucht minimap Primerpaare fur die Lickenschluss-PCRs.

Das Programm sucht dabei Primer, die mindestens 150bp vom Rand des Contigs
entfernt liegen. Dieser Mindestabstand ist wichtig, da sonst die Reads unter
Umstanden keine Uberlappung mehr mit dem Contig haben. Zum einen wird der
Primer selbst nicht mit sequenziert, zum anderen sind meistens die ersten 20 bis 30
Basen eines Reads nicht eindeutig und sauber zu lesen. Aus diesen Grinden wére
es nicht sinnvoll, den Primer zu nahe an der Licke zu wéhlen — obwohl man ihn
natirlich mdglichst nahe haben méchte, um weiter in die Liicke hinein sequenzieren
zu kénnen. Ein Abstand von 150 bp bis 450 bp ist ein Kompromiss der sich in der
Praxis bewahrt hat.

Minimap sucht innerhalb dieser Grenzen nach mdglichen Primern. Diese werden

dann gegen das komplette Pseudogenom geblastet.
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Als Ergebnis wird folgendes ausgegeben:
e alle gemappten Contigs im FASTA-Format (mappedcontigs.fas)
e alle nicht gemappten Contigs im FASTA-Format (unmappedcontigs.fas)
e alle Contigs mit den gemappten am Anfang und den ungemappten am
Schluss (all_contigs_sorted.fas)
e eine Liste von Primern fir jede Licke zwischen gemappten Contigs. Zu jedem
Primer werden die Blast-Ergebnisse mit ausgegeben.

Dem Benutzer ist es nun Uberlassen, fur jede Lucke zwei passende Primer
auszuwahlen. Ein idealer Primer bindet nur an der einen Stelle, fir die er vorgesehen
ist; die mitgelieferten Blast-Ergebnisse ermdglichen, schnell ungeeignete Primer
aufgrund von mehrfachen Treffern im Genom auszusortieren. Bleibt fir eine Seite
einer Licke kein geeigneter Primer, so kann das Programm mit erweiterten Grenzen

fur die Suche gestartet werden.

Fur E.faecalis Symbioflor 1 erhielten die Primer Namen, die die Nummer der Licke
enthielten sowie eine fortlaufende Nummer. Sie wurden mitsamt Sequenz in eine
Excel-Tabelle aufgenommen (Alle Primer.xls) und bei einem kommerziellen Anbieter

(eurofins) bestellt.

Zur Kontrolle der richtigen Ubernahme der Ausrichtung der Contigs — und damit der
richtigen Zuordnung der Primerpaare — wurden die Contigs, wie sie von minimap
anhand der Liste geordnet wurden, mit MAUVE erneut mit dem Referenzgenom
verglichen. Die Datei all_contigs_sorted.fas wurde analog zum oben beschriebenen
Prozess mit dem Genom von E. faecalis V583 verglichen. Der grafische Output
zeigte nun die gemappten Contigs in der richtigen Reihenfolge, alle auf dem oberen

Strang, sowie hintendran die nicht gemappten Contigs.

3.6.4 Assemblierung von PCR-Reads

Das Assembly wurde fir den Lickenschluss in das Programm Segman (DNAStar
Lasergene 8) geladen.

Im Gegensatz zu Newbler bietet Segman eine grafische Benutzeroberflache fur die
weitere Bearbeitung der Contigs sowie einige nutzliche Features wie zum Beispiel,

halbautomatisch Primer fur das Primerwalking zu entwerfen.
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Hierzu wurden zunachst die Contigs aus der Newbler-Assemblierung in Segman
geladen: die Datei 454largecontigs.fna wurde ins Hauptfenster eines neuen Projektes
gezogen. Es offnete sich ein Fenster mit den Contigs. Damit diese nun nicht
falschlicherweise miteinander assembliert werden, wurden sie zunéchst als Referenz
markiert (Rechtsklick -> mark as reference). Dann wurden sie durch Klick auf
~<Assemble” in das Projekt integriert. Sie erschienen im Fenster ,Reads”. Dort wurden
sie alle markiert und nicht mehr als Referenz markiert (Rechtsklick -> unmark
reference).

Das Projekt wurde zur Sicherheit gespeichert.

Neue Reads wurden von der Firma AGOWA als *.abl-Dateien zum Download
bereitgestellt. Die Dateien wurde in ein mit Datum versehenes Unterverzeichnis
gespeichert. Von dort konnten sie per Drag&Drop in das aktuelle Projekt eingeflgt
werden.

Dann musste jeder Read zunachst Uberpruft werden:

In Segman wird der Read als Chromatogramm mit den zugehérigen Basecalls
angezeigt. Undeutliche Chromatogramme, die zum Beispiel durch Uberlagerungen
durch doppelte PCR-Produkte oder verunreinigte Proben entstehen, zeigen
schlechte Basecalls und damit schlechte Sequenzen an. Solche schlechten Reads
wurden im Zweifelsfall verworfen.

Zudem wurden Sequenzen getrimmt: Der Anfang jeder Sequenz beinhaltet in der
Regel zwischen 20 und 30 bp mehrdeutige, nicht verwertbare Basecalls, erkennbar
am Chromatogramm, was an dieser Stelle Kurven zeigt, die nicht sauber einzelnen
Basen zugeordnet werden kénnen. Gegen Ende der Sequenz wird die Eindeutigkeit
der Basecalls ebenfalls immer schwacher. Im Programm wurde per Hand eine
Grenze zu Beginn und gegen Ende gesetzt, sodass nur diesseits der Grenzen
liegende Sequenz von Segman zur Assemblierung verwendet wurde.

Die auf diese Weise getrimmte Sequenz sollte nun in das Assembly integriert
werden.

Zunachst wurden die Parameter von Segman eingestellt. Verwendet werden kann
entweder der Classic Assembler oder der Pro Assembler. Da schon getrimmt wurde,
wurde die automatische Trim-Funktion von Segman ausgeschaltet. Im Regelfall
blieben die Parameter fur die Assemblierung auf den Standardwerten und es wurde

der Pro Assembler genutzt. In schwierigen Fallen wurde die zumindest bendtigte
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Ubereinstimmungs-Prozentzahl oder Fragmentlange variiert und das Assembly von
Hand bearbeitet.

Im wesentlichen ging es an dieser Stelle darum, zu Uberprifen, dass der Read an
genau einer Stelle im Assembly passt und an keiner anderen. Zudem sollte er mit
moglichst hoher Ubereinstimmung passen. Im Zweifel wurde hier das Chromatogram
in Segman betrachtet; vermeintliche SNPs konnten so zum Beispiel auf ein
schlechtes Basecalling aufgrund eines an dieser Stelle unsauberes Chromatogramm
zurlickgefuhrt werden. In diesen Fallen wurde die Basen manuell editiert.

Zur Uberprifung wurde die zu assemblierende Sequenz noch mit dem Tool ,Blastit"
(ein im Institut entwickeltes Programm, um lokale Blasts zu ermdglichen) gegen das
komplette aktuelle Assembly geblastet. Idealerweise sollte nur ein guter Treffer
vorhanden sein. An dieser Stelle konnte die Sequenz dann eingefugt werden.

Die Kontrolle war notig, weil Segman die Sequenz an der Stelle einfugt, die anhand
der verwendeten Parameter vermeintlich am besten passt. Seqman begeht dabei
aber hin und wieder Fehler, und setzt Sequenzen an Positionen, mit denen sie eine
geringere Ubereinstimmung haben als mit einer anderen, der vermutlich richtigen
Stelle.

Zudem hat es sich herausgestellt, dass Segman manchmal, vermutlich aufgrund
groBer Datenmengen oder eines Bugs, ganze Sequenzen von Contigs abschneidet —
ohne entsprechende Fehlermeldung.

Es war daher ratsam, folgendermalRen vorzugehen. Wurde durch einen ersten
Assemblierungsversuch oder spatestens durch die Bestatigung mit Blastit
festgestellt, dass eine Sequenz einwandfrei an eine bestimmte Stelle gehorte, wurde
das aktuelle Segman-Projekt gedffnet und die entsprechende Sequenz hinzugefugt.
Dann wurden alle Contigs gesperrt, die nichts mit der aktuellen Sequenz zu tun
hatten (Klick auf das kleine Symbol neben dem Contig, es wird zu einem Schloss),
und erst dann wurde assembliert. So wurde Segman daran gehindert, sich mit den
falschen Contigs zu befassen. Dies sollte natlrlich nur dann getan werden, wenn
deutlich war, dass der Read wirklich nicht zu den anderen Contigs gehdrte — daher
der Blast gegen das Assembly.

Nachdem die Reads so assembliert wurden, wurde das Projekt unter einer
fortlaufenden Nummer und mit dem aktuellen Datum versehen gespeichert. Zum

Zwischenvergleich wurden die aktuellen Contigs aus Segman als *.fna-Dateien
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exportiert und in Mauve mit der Referenz verglichen. So konnte der Prozess
Uberpruft und korrigiert werden.

3.6.5 Primerwalking mittels Segman

Nachdem der erste Schwung Primer mittels des Programms minimap ausgegeben
wurde, wurde fur die Fortsetzung des Primerwalkings die Funktion in Segman
verwendet. Nach dem oben beschriebenen Schritt der Assemblierung einer neuen
Sequenz war das entsprechende Contig normalerweise ein Stick langer, bzw. die
Liicke ein wenig kleiner.

Unter dem Menupunkt Contig -> Primer Walk wurden von Segman Primer generiert.
Hier wurden die Standardeinstellungen gewahlt mit einer Ausnahme: ,,Avoid locations
from end“ wurde auf mindestens 150 hochgesetzt — analog zu der genannten
Einstellung bei minimap.

Segman gab nun fur beide Enden des Contigs Primer aus. Der fir die entsprechende
Licke bestimmten Primer wurde nun noch einmal mit Blastit gepruft, indem er gegen
das momentan aktuelle Assembly geblastet wurde. Idealerweise sollte der Primer nur
ein einziges Mal binden, namlich am Rande der entsprechenden Licke. Gab es
Homologien zu mehreren Stellen, wurde ein neuer Primer gesucht. Dazu konnte
zunachst wieder Segman verwendet werden, indem man die Entfernung zur Liicke
weiter erhdhte, sodass das Programm weiter entfernte Primer suchte. Hatte dies

weiter keinen Erfolg, wurde auf Primer 3 ausgewichen.

3.6.6 Primerwalking mittels Primer3Plus
War mit Segman kein Primer zu finden, der zu genau einer Stelle homolog war,
wurde auf die Software Primer3Plus zurlckgegriffen. Diese ist im Internet zu finden

unter: http://www.bioinformatics.nl/cqgi-bin/primer3plus/primer3plus.cqi

Der Rand des Contigs — etwa 1.000 bp - wurde mit Kopieren & Einfliigen aus dem
Contig in Segman in das ,source sequence“-Eingabefeld eingefugt.

Als ,Task“ wurde ,Primer List® angegeben. An den sonstigen Einstellungen war
zunachst keine Anderung vorzunehmen. Bei Bedarf wurde zusatzlich eingestellt,
welche Regionen innerhalb der Zielsequenz nicht fur die Suche verwendet werden
sollten. Fiur die Einstellung "left" und "right" wurde nur die Option angewahlt, die den

Primer in Richtung des Gaps lieferte.


http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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Das Programm gab eine Liste von mehreren Primern aus. Diese wurden mittels
Blastit getestet. Auch hier galt: Ein optimaler Primer sollte genau einen guten Treffer
an der richtigen Stelle im Genom haben.

An manchen Stellen musste auch bei der Primersuche mit Primer3Plus die
Entfernung zur Licke verlangert werden, indem dem Programm eine langere
Sequenz des Contig-Rands zur Verfugung gestellt wurde.

Die Primer wurden in einer Excel-Tabelle gespeichert und bestellt.

Fur die Benennung der Primer galt folgendes Schema:

EF1 _2.n_gp# (L/R)_(sm/p+)

Hierbei stand n steht fur eine fortlaufende Nummer, die die Phase des
Primerwalking-Prozesses anzeigte. Das # stand fur die Nummer der Licke. L oder R
stand daftr, auf welcher Seite der Licke der Primer band. Die Kirzel "sm" oder "p+"
standen daftr, mit welchem Programm der Primer ausgesucht wurde.

Beispiel: EF1_2.9 gpl7_L _sm

In die Tabelle wurde der Name des Primers, dessen Basenfolge, und die
Schmelztemperatur aufgenommen. Die Schmelztemperatur wurde mit Primer3+
berechnet (Option Primer_Check).

Anhand der Primertabelle konnte die Annealing-Temperaturen fir die PCRs
berechnet werden. Als Ausgangpunkt wurde sie um etwa 3°C niedriger angesetzt als

die niedrigere Schmelztemperatur der beiden PCR-Primer.

3.6.7 Annotation des Genoms

Die DNA-Sequenz eines Organismus an sich ist eine bloRe Abfolge von Basen. Um
weitere Aussagen Uber das Genom treffen zu kdnnen, muss diese Basensequenz
daher noch auf Gene untersucht werden. Hierzu werden zundchst Programme
verwendet, die offene Leseraster in der DNA-Sequenz finden (englisch open reading
frame, ORF). Diese sind prinzipiell als Grundlage fur ein kodiertes Protein zu
verstehen - wenn auch nicht alle dieser ORFs in der Realitat zu einem fertigen
Protein fuhren. Die DNA-Sequenzen dieser ORFs werden nach dem allgemeinen
genetischen Code in entsprechende Abfolgen von Aminosduren umgeschrieben.
Diese Aminosaure-Sequenzen werden dann mit Datenbanken verglichen, in denen

bekannte Proteine von den verschiedensten Organismen enthalten sind. Die Gene
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werden dann anhand der besten Treffer in den Datenbanken annotiert, das heif3t,
man trifft aufgrund von Sequenz-Homologien mit anderen Organismen eine
Vorhersage, welche Art von Protein dieses Stick DNA-Sequenz codiert.
Dementsprechend gilt diese Gen-Beschreibung auch nur eingeschrankt: Es ist kein
eigentlicher Protein-Nachweis, denn Uber die Expression des Proteins wird keine
Aussage getroffen.

Im Falle von E. faecalis Symbioflor 1 konnte auch hier der Referenzstamm E. faecalis
V583 genutzt werden. Sequenzen, die mit der Referenz (berwiegend

Ubereinstimmten, konnten entsprechend annotiert werden.

Fur das Genom von E. faecalis Symbioflor 1 wurde folgendes halbautomatisches
Vorgehen verwendet:

Die Contigs des aktuellsten Assembly wurden aus Segman exportiert als *.fas-Datei.
Diese wurde in GenDB hochgeladen und von diesem Programm automatisch
annotiert (F. Meyer 2003).

Das Programm arbeitet mit einer Kombination aus GLIMMER, CRITICA und
tRNAscan um codierende Regionen zu finden (Delcher 1999; Badger & G. J. Olsen
1999; Lowe & S R Eddy 1997). Die Software vergleicht diese codierenden
Sequenzen anhand verschiedener Datenbanken wie zum Beispiel Swiss-Prot,
KEGG, COG, Interpro und Pfam (Amos Bairoch et al. 2004; Tanabe & Kanehisa
2012; Tatusov 2000; Apweiler et al. 2001; Punta et al. 2012). GenDB annotiert das
Genom zunachst automatisch anhand der besten Treffer.

Die vorlaufige Annotation des Genoms wurde aus GenDB in Tabellenform exportiert.

Nun erfolgte der Abgleich beider Genome mit dem Programm GECO. Das Programm
dient zum visualisierten Vergleich der Genome verschiedener Organismen auf Gen-
Ebene in Bezug auf deren Aminosaure-Sequenz. Es sucht fur jedes Gen jedes
eingegeben Organismus homologe Gene in den Vergleichsgenomen und zeigt diese
untereinander an. Diese Homologie-Zuordnung kann auch in Form einer Tabelle
ausgegeben werden: In der Tabelle ist fur jedes Gen eines Organismus angegeben,
welche Gene des anderen Organismus zu diesem homolog sind. Hierbei kénnen
verschiedene Grenzwerte gesetzt werden fir die Abdeckung und Identitat der zu

vergleichenden Gen-Sequenzen (C. T. Kuenne et al. 2007).
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Auf diese Weise wurde zunachst eine Liste generiert, die alle Gene von E. faecalis
Symbioflor 1 und E. faecalis V583 zeigte, die mindestens 60% Identitat und
mindestens 80% Abdeckung (bezlglich Aminosaure-Sequenz) zueinander
aufzeigten. Von dieser Liste wurden all jene nicht beriicksichtigt, die Paralogie
aufweisen, das heif3t, von denen in einem der Genome mehr als ein Treffer gefunden
wurde.

Die Ubrige Liste der Gene, die genau eine Entsprechung im jeweils anderen Genom
haben, wurde nun von Hand Uberprift: Stimmte die automatische Annotation von
GenDB mit der Annotation des homologen Gens von E. faecalis V583 lberein, dann
wurde in der Tabelle markiert, dass die Annotation tibernommen wird.

Die Liste mit diesen Genen und deren Annotation wurde in GenDB hochgeladen und

vom Programm tUbernommen.

Der Schritt wurde noch einmal wiederholt mit 40% Identitdt und mindestens 80%
Abdeckung, wobei aus dieser Liste alle Gene herausgenommen wurden, die schon
beim obigen Schritt annotiert wurden. Hiermit wurden die Gene annotiert, die ein
Homolog in E. faecalis V583 aufzeigen, aber mit niedrigerer Ubereinstimmung. Die
Liste dieser Gene mit Annotation wurde ebenfalls in GenDB hochgeladen.

Die durch diesen Abgleich annotierten Gene erhielten in GenDB den Status:

Regional status 3; functional status 1. Im Programm wurden sie rosa dargestellt.

Die Ubrigen Gene wurden in GenDB manuell Gberpruift:

Sie wurden zuvor wie genannt von GenDB automatisch annotiert und waren daher im
Programm gelb-braun dargestellt und hatten den Status: regional 3, functional
"automatically annotated".

Fur jedes Gen wurden die von GenDB gefundenen Datenbanktreffer betrachtet und
anhand der Qualitdit der Treffer sowie gegebenenfalls zusatzlich mit Blast-
Vergleichen der Sequenz in der NCBI-Sequenz-Datenbank

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov; Protein-Blast in der nucleotide collection) wurde das

Gen annotiert. Es erhielt dann den Status: regional 3, functional "annotated" und

wurde grin angezeigt.

Folgende Regeln wurden von einem friheren Genomsequenzierungs-Projekt Im

Institut Gbernommen und fur die manuelle Annotation verwendet (Steinweg 2005).


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Methoden - 54

Bestimmte Funktion, bestimmte Spezifitat und sichere Zuordnung

Identity: >40%, Coverage: ganze Lange

Redundante Matches auf ganzer Lange zu einem bekannten Protein und einer
Proteinfamilie: Hier wurde die Funktion, die EC-Nummer und der Genname
ubernommen.

Coverage: teilweise

Redundante Matches mehrerer Regionen zu bekannten Proteinen und HMMs:
Hier wurden die Funktionen, die EC-Nummern und der Genname

Ubernommen und mit ,/“ getrennt.

Bestimmte Funktion, bestimmte Spezifitdt und unsichere Zuordnung

Identity: 25-40%
Schwacher Match zu einem bekannten Protein und HMM:

Hier wurde die Funktion Gbernommen und ,putative® angehangt.

Unbestimmte Spezifitat (Familie, Gruppe)

Identity: >40%

A) Match zu Mitgliedern einer Proteinfamilie mit bekannter Funktion: Hier
wurde die Funktion ibernommen und ,Familie® angehangt.

B) Match zu Mitgliedern einer Proteinfamilie mit unbekannter Funktion: Hier
wurde die Familie bernommen und ,protein® angehangt.

C) Match zu einer Gruppe von Proteinen mit ahnlicher Funktion ohne Familie:

Hier lag nur eine allgemeine Funktionsbeschreibung vor.

Unbestimmte Funktion (hypothetical protein)

Identity: >40%

A ) Match zu einer Domane: Hier lag eine Domanenfunktion oder ein
Domanenname vor

B) Coverage: ganze Lange: Conserved hypothetical protein

C) Coverage: teilweise: conserved domain protein

D) Drei oder mehr TMHMM-Regionen: membrane protein, putative

E) Match zu Lipoprotein motif: Lipoprotein, putative

F) Drei oder mehr TMHMM-Regionen + Lipoprotein motif: membrane protein,
putative

G) Match zu signal-P protein: putative secreted protein
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Keine Zuordnung méglich

e Identity: <25%: hypothetical protein

Fur die Sequenzen nahe der Licken, die spéater hinzukamen, wurde zuséatzlich der
ORF-Caller RAST zur Annotation verwendet (Aziz et al. 2008).
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4 Ergebnisse

4.1 Assemblierung des Genoms von E. faecalis Symbioflor 1

4.1.1 454-Sequenzierung

Von der Firma Roche wurde genomische DNA von E. faecalis Symbioflor 1 mittels
454- Pyrosequenzierung sequenziert. Hierbei wurden 208.056 Reads generiert, mit
insgesamt 51.900.784 Basen.

4.1.2 Assemblierung mit Newbler

Mit dem Programm Newbler (GS de novo Assembler) wurden seitens Roche die 454-
Reads zusammen mit den Sanger-Reads aus der Plasmid-Bibliothek in einem
Hybrid-Assembly assembliert.

Von den Sanger-Reads wurden 13.131 von 13.223 Reads (99,30%) assembliert.
Von den 454-reads wurden 206.726 von 208.056 Reads (99,36%) assembliert.
Insgesamt wurden demnach 219.857 von 221.279 Reads (99,36%) assembliert.

Es resultierten 130 Contigs mit insgesamt 2.773.036 bp, davon waren 69 Contigs
mindestens 500 bp lang, diese waren insgesamt 2.758.197 bp lang. Die Basen der
Consensus-Sequenz hatten zu 99,63% einen Qualitatswert von mindestens Q40
(maximal ein Fehler auf 10 kbp), die restlichen 0,37% hatten einen Qualitatswert von
Q39 und niedriger (Fehlerrate hoher als ein Fehler auf 10 kbp).

Die durchschnittiche Abdeckung betrug 20,95 (das heif3t, im Schnitt wurde jedes

Basenpaar 20,95-fach sequenziert).

4.1.3 Mapping mit MAUVE

Die Ausrichtung der Contigs am Referenzstamm E. faecalis V583 mit MAUVE ergab,
dass 45 der 69 gro3en Contigs gemappt werden konnten, es verbleiben dazwischen
45 Lucken (Gaps).

4.1.4 Primerwalking mit minimap
Mit minimap wurden 45 Primerpaare fur das Primerwalking entworfen (siehe
Anhang). Mit diesen PCRs konnten zunachst 17 Licken geschlossen werden, es

waren nun 28 gemappte Contigs tbrig.
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4.1.5 Primerwalking mit Seqman und Primer3Plus

Es wurden insgesamt weitere 95 Primer entworfen (siehe Anhang).

4.1.6 Luckenschluss mittels PCR

Mit den Primern aus minimap, Segman und Primer3plus konnten insgesamt 199 fur
den Luckenschluss verwertbare Reads generiert werden. Mit ihnen konnten 39 der
45 Lucken zwischen den gemappten Contigs geschlossen werden.

Beispiele flr Lickenschluss-PCRs
al 2 3 4 5 Q101112 13 .14 .15 016 M. 17 18 ..19...90 .21 .20 .93 .91

Abbildung 8: Liickenschluss-PCRs
Beispiel fiir PCRs fiir den Liickenschluss. GréRRere Produkte wie 2,4 und 8 wurden sukzessive mittels Primerwalking
sequenziert. Marker: 1kb Plus

4.1.7 Sequenzierung der rRNA-Operons

Indem das wachsende Assembly mit MAUVE mit dem Referenzstamm verglichen
wurde, stellte sich heraus, dass 4 der verbliebenen Licken den 4 rRNA-Operons von
E.faecalis V583 entsprachen. Da Bakterien ribosomale RNA zur Translation und
damit zur Proteinsynthese bendtigen, sind die entsprechenden Gene stark
konserviert (Hillis & Dixon 1991). Daher war zu erwarten, dass auch E. faecalis
Symbioflor 1 an diesen Stellen entsprechende rRNA-Operons besal3.

Die rRNA-Operons zeichnen sich durch hohe Homologien zueinander und interne
Wiederholungsstrukturen aus. Dies erschwert dem Assembler bei der de novo
Assemblierung die Zuordnung der Reads zum jeweils richtigen Operon. Auch in

diesem Fall sind zunachst alle 4 Operons offene Liicken geblieben.

Um die rRNA-Operons zu sequenzieren, wurden deshalb fur die PCRs Primer
gewahlt, die weit genug von den repetitiven Sequenzen der rRNA-Operons entfernt

waren, um die Region jedes Operons gezielt einzeln amplifizieren zu kénnen . Diese
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PCR-Produkte wurden mit Standard-rRNA-Primern sequenziert, die im Institut fur
frihere prokaryontisches Genomsequenzierungen verwendet wurden (siehe Anhang:
rRNA-Kassetten-Primer) (Steinweg, 2005).

Um diese Reads eines bestimmten Operons an die passende Stelle zu
assemblieren, wurden in Segman nur die Contigs am Rand dieses einen Operons
freigegeben, alle anderen Contigs, insbesondere die am Rande der anderen
Operons, wurden gesperrt. Dann wurden die Reads der dazu passenden PCRs
geladen und assembliert. So wurde fir jedes rRNA-Operon einzeln verfahren.

Auf diese Weise wurden 83 Reads generiert, mit denen die 4 Licken mit den darin

enthaltenen rRNA-Operons sequenziert werden konnten.
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Abbildung 9: Die 4 rRNA-Operons des E. faecalis Symbioflor 1 in MAUVE
Jedes Operon besitzt Gene fiir eine 5S-rRNA, eine 16S-rRNA und eine 23S-rRNA. Die Loci sind sehr
homolog zueinander. Zuséatzlich vorhanden sind unterschiedliche tRNAs, in griin gezeigt. Locus 3 und 4 sind

auf dem Gegenstrang angeordnet.

4.1.8 Fosmid-Bibliothek von E. faecalis Symbioflor 1

4.1.8.1 Herstellung der Fosmid-Bibliothek

Die Herstellung geschah nach dem beschriebenen Protokoll.
Es wurden insgesamt 1.440 Klone fur 15 96-well-Genbank-
Platten gepickt. Von jeder Platte wurde eine Sicherheitskopie

erstellt und alle Platten wurden bei -80°C aufbewahrt.

Abbildung 10: Fosmid-Genbank-Platte
Die Platten wurden mit Parafilm verschlossen,
mit Alufolie eingewickelt und bei -80°C gelagert
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Zur Kontrolle wurden stichprobenweise Fosmide isoliert und mit BamH1 verdaut. In
der Agarose-Gelelektrophorese zeigten sich Inserts verschiedener Grof3en und mit
unterschiedlichem Restriktionsverdau-Muster.
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Abbildung 11: Fosmid-Restriktionsverdau mit BamH1

Es zeigt sich, dass manche Fosmide (hier 10 und 16 und 19 sowie 17 und 18) das gleiche Restriktionsmuster

aufweisen und demnach vermutlich gleiche Klone sind. Marker: 1kb Plus

4.1.8.2 Screening der Fosmid-Klone

Es wurde nach Fosmid-Klonen gesucht, mit deren Inserts die Licken zwischen
verbliebenen Contigs geschlossen werden kénnten.

Hierfir wurden fir jede Licke zwei Primerpaare entwickelt: Von jedem Contig
wurden 1.000 bp von dem der Licke zugewandten Rand abgeschnitten und in

Primer3plus geladen. Neben den Standardeinstellungen wurde gewahlt: "Detection”,
PCR-Produktgrof3e 300 bp.
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Uber BLAST-Vergleich mit dem aktuellen Assembly wurden unter den gefunden

Primern die spezifischsten ausgesucht. Mit diesen wurden die Fosmid-Klone nach

oben genanntem Protokoll gescreent.

Beispiele fiir Fosmid-Screening-PCRs

1

2

Abbildung 12: Fosmid-Screening-PCRs
Die positiven PCRs (1-7) zeigen an, dass die Klone ein Insert mit der gesuchten Sequenz enthalten. Marker: 1kb Plus

Fosmid Contig 6 | Contig 7 | Contig Contig 8 | Contig 8 | Contig 21 | Contig Contig 20
Ende Anfang 91A Anfang Ende Anfang 102A Ende

1KA.D3 + + +

2KB.A8 + + +

2KB.A10 + +

2KB.C12 + + +

2KB.F8 + +

2KB.F12 + + +

2KB.G10 + +

1KB.D12 +

1KB.F10 + +

1KB.F11 + +

2KB.D8 + +

2KB.E10 +

2KB.B11 + +

Tabelle 1: Ergebnis des Fosmid-Screenings

Das Pluszeichen steht fir eine positive Screening-PCR

Die Fosmide wurden isoliert und mit Primern ansequenziert, die auf dem Vektor

liegen.

Die Reads wurde in Segman geladen und mit den aktuellen Contigs assembiliert.
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Aus jedem Fosmid wurden so 2 Reads gewonnen, die gegenléaufig an den Enden des
jeweiligen Inserts lagen. Passte jeder dieser beiden Reads zu einem
unterschiedlichen Contig, bedeutete das, dass diese Contigs nebeneinander liegen
mussten. Zudem konnte somit die Ausrichtung der Contigs bezlglich Strang und

Gegenstrang bestimmt werden.

Mit diesen Informationen konnten neue Primerpaare zur Verbindung von Contigs
gefunden werden und entsprechende PCRs durchgefiihrt werden:

Die Lucke zwischen Contig 20 und Contig 102A konnte auf diese Weise geschlossen
werden. Ebenso konnte so Contig 7 an Contig 91A gehangt werden.

Die Lucke zwischen Contig 6 und Contig 7 ist zur Zeit noch offen. Die Sequenzierung
der Fosmid-Inserts mit dem Vektor-seitigen Primerpaar lasst den Schluss zu, dass
die Anordnung zueinander stimmt. Das Primerwalking in die Liicke hinein scheiterte
jedoch bisher — ab einem gewissen Punkt wurden keine verwertbaren Reads mehr

generiert.

4.1.9 Finaler Stand der Assemblierung

Bei Fertigstellung dieser Arbeit ist die Genomsequenzierung bei folgendem Stand

angelangt:

Name des Contig Lange in bp
Contig 'uc084' 8.016
'Contig07091011121314151617181920uc102' 1.434.223
'Contig08A212223242526272829010203040506' 1.355.724
Total 2.797.963

Das Contig "uc084" ist eines der ungemappten Contigs und ist daher, auch aufgrund
seiner eher geringen Grole, fur die Annotation und weitere Analyse nicht verwendet

worden. Die beiden groRen Contigs wurden mit je 100 N als Platzhalter verbunden.
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4.2 Allgemeine Charakteristika des Genoms von E. faecalis

Symbioflor 1

Das zirkulare Chromosom mit 2 Licken hat zur Zeit eine Lange von 2.790.147 bp.
Der Stamm besitzt kein Plasmid. Der GC-Gehalt betragt 37,7%. Es sind insgesamt
2.714 codierende Sequenzen detektiert worden (CDS). Diese haben einen GC-
Gehalt von 38,2% und eine durchschnittliche Lange von 302 Aminosauren. Damit
sind 88,3% der DNA-Sequenz codierend. Es sind 12 rRNA-Gene enthalten, die in 4
Operons liegen. Daneben sind 63 tRNA-Gene vorhanden.
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jg l _ Enterococcus faecalis b
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g DSM 16431 s
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Von auf3en nach innen:
Ring 1: Gene von Symbioflor 1 nach COG-Klassen

Ring 2: Potentiell horizontal transferierte Gene in pink (#)
Ring 3: Prophagen in schwarz @), CRISPR in blau @), Transposasen in griin (%), tRNA in griingelb ('), rRNA in braun @@

Ring 4: Vorhandensein der Gene innerhalb der 3 Referenzstamme (60% Identitat, 80% Abdeckung der AS-Sequenz)

Ring 5: Abweichung des GC-Gehalts
Ring 6: GC-Deviation (4 (G-C/G+C)

Abbildung 13: Ubersicht {iber das Genom von E. faecalis Symbioflor 1
Erstellt in GenomeViz (Ghai et al. 2004) und Augur (André Billion et al. 2006)

Folgende Tabelle gibt einen Uberblick tber allgemeine Charakteristika von E.

faecalis Symbioflor 1 und den bisher drei vollstandig sequenzierten E. faecalis-

Stammen.
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E. faecalis Symbioflor 1 | V583 OG1RF 62
Chromosomgroéf3e [bp] 2.790.147 3.218.031 | 2.739.625 2.988.673
G+C-Gehalt [%] 37,70 37,50 37,80 37,50
G+C-Gehalt in CDS [%] 38,20 38,10 38,20 38,10
Anzahl an CDS 2.716 3.112 2.579 2.897
Durchschnittliche Anzahl an
Aminosauren in einer CDS 302 296 316 299
Codierender Anteil [%0] 88,30 86,20 89,50 87,20
Anzahl rRNA-Gene 12 12 12 12
Anzahl rRNA-Operons 4 4 4 4
Anzahl tRNA-Gene 63 68 58 55
Prophagen 5 8 1 4

davon intakt 2 2 1
davon inkomplett 2 6 1 2
davon fraglich 1 1

Plasmide 0 3 0 3

CRISPR Loci 3 1 3 2
davon bestatigt 1 2
davon fraglich 2 1 1 2

Tabelle 2: Numerische Ubersicht iiber die Genome der 4 Enterokokken-Stamme
Statistischer Output aus GeCo (C. T. Kuenne et al. 2007), Phagen-Analyse durch PHAST (Zhou et al. 2011), CRISPR Loci

durch CRISPRFinder (Grissa et al. 2007)
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4.3 Multi-Locus-Sequence-Typing

Eine gebrauchliche molekularbiologische Technik, Bakterien zu klassifizieren, ist das
Multi-Locus-Sequence-Typing (MLST). Dabei werden, &ahnlich wie der Typisierung
anhand der rRNA-Gene, zunachst Gene bestimmt, die im Kerngenom einer
Bakterienspezies enthalten sind. Fur den Enterococcus faecalis wurden hierfir 7
Haushaltsgene gewahlt, die vermutlich auch in neuen, unbekannten Isolaten
enthalten sein werden. In diesen Genen wurde nach Loci gesucht, die so stark
konserviert sind, dass Primer entwickelt werden konnten, die bei allen zu
typisierenden Stammen ein PCR-Amplifikat erzeugen kénnen. PCR-Amplifikate eines
Locus von verschiedenen Stammen bilden Allele, die sich meist nur durch einzelne
SNPs unterscheiden.

Das Profil der Allele der 7 Loci eines Stammes ergibt dessen MLST-Sequenztyp
(Ruiz-Garbajosa et al. 2006).

Auf http://efaecalis.mist.net/ steht eine Datenbank zur Verfiigung, in der solche
MLST-Loci vorhanden sind und mit der eigene Stamme typisiert werden kdnnen.
Dies wurde fur die 4 untersuchten Stamme getan, indem deren Haushaltsgene aus
GeCo exportiert wurden. Aus den Genen wurden die entsprechenden Loci mit

MEGAGS unter Zuhilfenahme von Referenz-Allelen ausgeschnitten und dann online

analysiert.
E. faecalis E. foecalis V583
— 45,24
S
s LL
o) @ 25,71 .
Gen mit Allel E = T E. faecalis 62
des Stammes @ = o & 7,14
gdh 2 12 3 3 571 )
gyd 7 7 1 3 E. foecalis 3G1RF
pstS 11 3 16 9 239
gki 1 7 1 1
arok 3 6 1 9 47 56 E faecalis Symbioflor 1
Xpt 4 1 1 19 ’
yqiL 2 5 1 7
Sequenz Typ 248 6 1 66

Tabelle 3: MLST der 4 Enterokokken-Stamme Abbildung 14: Phylogenetischer Baum anhand von MLST
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4.4 Phylogenetische Untersuchung

Das MLST kann auch verwendet werden, wenn fur einen Stamm nur PCRs fur die 7
Loci vorhanden sind. Wenn komplette Genome vorhanden sind, kann die Analyse
erweitert werden um mehr Sequenzdaten mit einzubeziehen.

Anstelle von 7 Loci wurde fiir die folgende Untersuchung das komplette Kerngenom
der 4 Stamme herangezogen.

Zunachst wurde mit GeCo eine Homologie-Matrix der Gene aller 4 Genome erstellt
(60% Identitat der Aminosauren, 80% Abdeckung). Alle Gene, die in allen
Organismen genau ein Homolog besitzen, wurde fir die weitere Analyse verwendet:
Damit sind alle Gene erfasst, die in allen 4 Genomen jeweils genau einmal
vorhanden sind. Die Sequenzen all dieser Gene eines Stammes wurden in einer
* fas-Datei zusammengefasst. Diese wurden mit Mugsy aneinander ausgerichtet
(Angiuoli & Salzberg 2011). Die ausgerichteten Sequenzen wurden mit MEGADS einer
phylogenetischen Analyse unterzogen: Mit der neighbour-joining-Methode von 100
Bootstrap-Proben wurde ein phylogenetischer Baum erzeugt (Saitou & M Nei 1987;
Felsenstein 1985; Tamura et al. 2004; Tamura et al. 2011). Zum Legen der Wurzel
diente eine Wiederholung der Analyse unter Einbeziehung von Lactobacillus reuteri
DSM 20016 (Copeland et al. 2007).

E. faecalis 62
ge

E. faecalis OG1RF

- E. faecalis Symbioflor 1

E. faecalis V583

0,001

Abbildung 15: Phylogenetischer Baum der 4 E. faecalis-Stamme.
Erstellt mit der neighbour-joining-Methode und einem Bootstrap-Value von 100, MEGA5

Es zeigt sich, dass die 4 Stamme genetisch relativ nahe verwandt sind und jeweils

etwa gleich weit voneinander entfernt. Anhand der Berechnungen entstammen E.
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faecalis 62 und OG1RF einem gemeinsamen Vorganger, welcher wiederum mit
Symbioflor 1 einen gemeinsamen Vorlaufer hat, und dieser hat einen gemeinsamen
Vorlaufer mit V583.

Dies ist Ubereinstimmend mit dem phylogenetischen Baum, der auf der Basis des
MLSTs erstellt wurde. Der Baum, der auf Basis des Kerngenoms erstellt wurde,
gleicht die Abstadnde der Stamme zueinander etwas an. Dies ist nicht verwunderlich,
wenn man bedenkt, dass durch die grol3e Datenmenge einzelne Unterschiede

vermutlich weniger ins Gewicht fallen.

45 Sequenz-Vergleich der Genome

Einen ersten vergleichenden Uberblick tiber die Genome bietet eine Ausrichtung aller
4 Genome zueinander mit MAUVE:

&00000 100bo0o 1500000 2000000 2500000

E. faecalis Symbioflor 1

i

500000 100b000 1500000

E. faecalis V583

500000 1000000 1500000 2000040 aho

E. faecalis OG1RF

560000 100D00G~_ 1500000 2000000 2500800

Abbildung 16: Homologie-Vergleich der E. faecalis-Stamme mit MAUVE.
Homologe lokale colineare Blécke in der gleichen Farbe. Von oben nach unten: E. faecalis Symbioflor 1, E.
faecalis V583, E. faecalis OG1RF und E. faecalis 62

Die Stamme sind sich vordergrindig sehr @hnlich. Auffallend ist, dass Uber weite
Stellen der Genome sehr hohe Sequenzhomologien vorhanden sind, die an manchen

Stellen eher abrupt durch grol3e spezifische Abschnitte unterbrochen sind.
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Das einzige groRRere Rearrangement betrifft die Region Ef1_2117 bis Efl_2184 in
E.faecalis Symbioflor 1, die sonst nur in E. faecalis V583 in den Genen EF2856 bis
EF2925 ihre Entsprechung findet. Diese etwa 34 kbp lange Sequenz gehort zu einer
von PHAST als Prophagen indentifizierten Region (Zhou et al. 2011).
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4.5.1 Synteny der Codierenden Sequenzen (CDS)
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1) Enterococcus faecalis Symbioflor 1: a) codierende Sequenzen (CDS) b) GC-Abweichung
2) Enterococcus faecalis OG1RF: a) codierende Sequenzen (CDS) b) GC-Abweichung
3) Enterococcus faecalis V583: a) codierende Sequenzen (CDS) b) GC-Abweichung
4) Enterococcus faecalis 62: a) codierende Sequenzen (CDS) b) GC-Abweichung
Phagengene in schwarz @ Transposasen in griin

Abbildung 17: Pangenom der proteinkodierenden Sequenzen der 4 Enterokokken-Stamme
Das Bild wurde erstellt in GenomeViz (Ghai et al. 2004). Die syntene Ausrichtung der Genome erfolgte mit
GeCo (C. T. Kuenne et al. 2007).

4.5.2 Statistische Analyse der genetischen Homologie
Folgende Tabelle stellt dar, wie viele Gene fur jeden Organismus spezifisch sind, wie
viele von mehreren und wie viele von allen geteilt werden. Fir jede Kombination

zwischen den Organismen ist angegeben, wie viele Cluster existieren und wie viele
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Gene aus welchem Organismus sich in den jeweiligen Clustern befinden. Ein
einzelnes Cluster besteht hierbei aus einem Gen und all seinen Homologen in allen
betreffenden Organismen, das heil3t, es z&hlt auch Kopien eines Genes in ein und
demselben Organismus. Daher ist die Zahl der Gene, die ein Organismus in den
jeweiligen Clustern hat, oft héher als die Anzahl der Cluster der entsprechenden
Kombination (C. T. Kuenne et al. 2007).

Homology Matrix aus GeCo mit 80% Identitait, 90% Abdeckung (Aminosiuren)

Cluster Gene

E. faecalis E. faecalis E. faecalis E. faecalis

Symbioflor 1 V583 OGI1RF 62
alle 2008 2013 2019 2015 2017
alle auller Symbioflor 1 61 62 61 62
alle auller 62 63 63 63 63
alle auller V583 101 103 101 102
alle auller OG1RF 69 70 69 75
Symbioflor 1 und 62 79 83 94
Symbioflor 1 und V583 43 48 51
Symbioflor 1 und OG1RF 12 12 12
62 und V583 105 113 109
62 und OGI1RF 50 50 50
V583 und OG1RF 44 44 44
nur Symbioflor 1 306 324
nur 62 378 388
nur V583 673 691
nur OG1RF 233 233

Tabelle 4: Homologie-Matrix der 4 E.faecalis-Genome. Output aus GeCo
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Legt man also 80% Identitdat und 90% Abdeckung der Aminsoaurensequenz als
Grenze fest, besteht das Kerngenom der 4 E. faecalis-Stdimme aus 2008
proteinkodierenden Sequenzen. Jeder Stamm hat fur ihn spezifische Gene: Die
meisten hat E. faecalis V583 mit 691, gefolgt von E. faecalis 62 mit 388, E faecalis
Symbioflor 1 mit 324 und E. faecalis OG1RF mit 233.

Ef 62

Ef.

Symbioflor §1 LR L

Ef OGIRF

Abbildung 18: Euler-Diagramm zur Visualisierung der Homologie

Als Grundlage dient die Homologie-Matrix aus GeCo mit 80% Identitat und 90% Abdeckung. Die Flachen
sind annéhernd proportional der Anzahl an Genen in den entsprechenden Gruppen. Erstellt mit venneuler in
R (Wilkinson 2012).

Bei niedrigeren Grenzwerten von 60% Identitat und 80% Abdeckung steigt die
Anzahl der Kerngene auf 2081, die spezifischen Gene sind dementsprechend
weniger: 601 in E. faecalis V583, 330 in E. faecalis 62, 257 in E. faecalis Symbioflor
1,und 179 in E. faecalis OG1RF.
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Bei noch niedrigeren Grenzwerten von 50% Identitat und 40% Abdeckung bilden
2105 Gene das Kerngenom, E. faecalis V583 hat 553 spezifische Gene, E. faecalis
62 hat 257, E. faecalis Symbioflor 1 hat 191 und E. faecalis OG1RF hat 135.

Die Zahl der Gene im Kerngenom andert sich demnach nur in geringem Mal3e mit
Anderung der zugrunde liegenden Grenzwerte. Dies deckt sich mit der Beobachtung
im globalen Sequenzvergleich der Genome, die Uber weite Strecken hohe
Homologien zeigte, die von kurzen spezifischen Regionen unterbrochen sind.
Demnach ist in der Mehrzahl ein Gen entweder homolog in den verschiedenen
Organismen oder spezifisch fur einen Organismus, Homologien mit niedrigem

Ubereinstimmungsgrad kommen eher selten vor.

4.5.3 COG-Klassifikation der Gene

Die CDS wurden in Augur nach COG-Gruppen eingeteilt (Tatusov 2000; André Billion
et al. 2006). Eine Ubersicht Uber die Anzahl der Gene in den verschiedenen COG-
Gruppen gibt folgende Tabelle:

Gene nach COG-Klassifikation

Abwehrmechanismen

—
Intrazellularer Transport und Sekretion E

Signal-Transduktions-Mechanismen

Funktion unbekannt

nur generelle Funktions-Vorhersage
1 I
Biosynthese, Transport und Katabolismus sekundarer Metabolite E ‘

Transport und Metabolismus anorganischer lonen

T
T T T
Posttranslationale Modifikation, Protein-Umbau, Chaperone ———— ‘
T
!
T
I
T

Zellmotilitit g

Zellwand- / Membran-Biogenese

Replikation, Rekombination und Reparatur

Trankription

Translation

Lipid-Transport und -Metabolismus E

Coenzym-Transport und -Metabolismus

Kohlenhydrat-Transport und -Metabolismus

Nukleotid-Transport und -Metabolismus

Aminosduren-Transport und Metabolismus

Energie-Produktion und -Umwandlung &

T T
| 1
I T
1
Kontrolle des Zell-Zyklus, Mitose und Meiose E ’ ‘
0

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

W E. faecalis62  WE.faecalis V583  WE. faecalis OGIRF i E. faecalis Symbioflor

Abbildung 19: Klassifikation der Gene nach der COG-Klassifikation

In der Einteilung nach der COG-Klassifikation sind sich die Organismen recht
ahnlich. E. faecalis V583 und E. faecalis OG1RF verfigen Uber weniger Gene flr
Abwehrmechanismen. E. faecalis OG1RF verfugt Uber deutlich weniger Gene des

Bereichs Replikation, Rekombination und Reparatur. E. faecalis V583 besitzt mehr
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Gene, die die Zellwand-Biosynthese betreffen, als die anderen Stamme. E. faecalis
Symbioflor 1 und E. faecalis OG1RF besitzen im Vergleich weniger Gene fur
Kohlenhydrat-Transport und —Metabolismus, ebenso fur Coenzym-Transport und —
Metabolismus.

4.5.4 Spezifische Gene des Enterococcus faecalis Symbioflor 1
Mittels GECO wurde ermittelt, welche Gene nur E. faecalis Symbioflor 1, und keiner
der 3 anderen Stamme enthélt:

e Von den 189 fur E. faecalis Symbioflor 1 spezifischen Genen sind 19
vermutlich Pseudogene. Fir sie existiert eine langere Version in den
Referenzstammen.

e 93 spezifische Gene liegen im Bereich von Phagen oder Transposons.

e 31 Gene sind als hypothetical protein annotiert, 60 als conserved hypothetical
protein und 2 als conserved domain protein.

e 6 Gene sind Bestandteile von PTS-Systemen.

e 5 Gene sind Transkriptionsregulatoren, 1 davon sehr wahrscheinlich.

e 4 Gene codieren vermutlich sezernierte Proteine.

e 2 Gene gehoren vermutlich zu DNA-Methyltransferasen.

e 2 Gene gehoren zu einem ABC-Transporter, eines davon zu einem Multidrug-

ABC-Transporter-System.

4.5.4.1 Lactose/Cellobiose-spezifisches PTS-System

Die Region von EFS1 0028 bis EFS1_0031 in E faecalis Symbioflor 1 beherbergt 4
Gene, die in den anderen 3 Stdmmen nicht enthalten sind. Eine entsprechende
Region mit zweien dieser Gene und hoher Homologie auf Nukleotid-Ebene findet

sich bei Enterococcus sp. 7L76.
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EF51_0019 EF51_0023 EFS1_002& EF51_0029, celB-1 EF51_0033 EFS1_0035
EFS1_0020 EFS1_0025, mal¥ EF51_0030 EF51_0034
EFS1_0021 EF51_0027 EF51_0031
1. Enterococcus faecalis symbioflorl Zgaps .. _ P — ! E—_’_—_ B
24k .. 44k 20563 bpld
EF52_0409, mptEB EFg2_0415 EF5Z_0418 EF62_0421 EFg2_0423
EF62_0410, nptiB EFgZ_0417 EF6Z_0420 EFgZ_D422 EF6Z_D424
EFG2_0411, mptC EFG2_0419 EFg2_0425
Z. Enterococcus faecalis 62
diek - ag6k F13808 bpo - e s eEe—— o — ] E—
OGIRF_10018, mani OGIRF_10026, malX 0G1RF_10030 0G1RF_10032
OGIRF_10019, manye OGIRF_LOOZ7, maly 0G1RF_10031 0G1RF_10034
OGIRF_10020, many OGLRF_10028 O0GLRF_10033
3. Enterococcus faecalis DGIRF
T etk 18735 b -y e - o= — | E—
EFO019 EFO0ZZ2 EFO02E EFO0Z9 EFO032 EFO033
EFODZ0 EFO0Z4 EFO0ZE EFO0Z0 EFO0Z4
EF00Z21 EFO0Z5 EF0031 EFO035
4. Enterococcus faecalis Y583
Pk ok 17445 by e s < (—— - —
ENT_00720 ENT_007&0 ENT_00530 ENT_00E30 ENT_00310 ENT_00830
ENT_00730 ENT_00770 ENT_00E40 ENT_00&20 ENT_00540

ENT_00740 ENT_00780 ENT_00860 ENT_00S50

o S D |m—— —
Abbildung 20: Lactose/Cellobiose-spezifisches PTS-System

Homologe CDS jeweils in der gleichen Farbe

Wahrend der Analyse wurden 6fters Ubereinstimmungen von E. faecalis Symbiofior 1
zu Enterococus sp. 7L76 gefunden. Dessen Genom ist verfigbar auf der Webseite
des NCBI und wurde als Referenzgenom fir das metaHIT Projekt sequenziert (Pajon
et al. 2010) .

Die offenen Leseraster der Gene unterscheiden sich allerdings im Vergleich: Das
erste Gen ist in E. faecalis Symbioflor 1 (conserved hypothetical protein) deutlich
langer als in Enterococcus sp. 7L76 (transcriptional antiterminator). Das zweite Gen
ist homolog (PTS system, lactose/cellobiose-specific IIC component). Das dritte Gen
ist nur in E. faecalis Symbioflor 1 enthalten (sugar isomerase (SIS) domain protein).
Das vierte wiederum ist homolog in beiden Stammen (glycosyl hydrolase, family 4

protein).
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4.5.4.2 Potentielles Insertionselement mit Restriktionssystem und Zucker-
Metabolismus-Genen

Die Region von EFS1_2420 bis EFS1_2431 im Genom von E. faecalis Symbioflor 1

beschreibt einen Locus, welcher in den drei Referenz-Enterokokken nicht enthalten

ist. Eine annahernd gleiche Sequenz findet sich jedoch wiederum in Enterococcus

Sp. 7L76.

L
T, S
{6" AL,
%, e
o © A
& S b ®,
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EFS1_2417 EFS1_2419, |bsh 1_242: EFS1_2427 EFS1_2430, hseR EFS1_2432
EF51_2416 EFS]_242D, bglH-] EF 1_2421, EF§1_2431 EF31_2433
EFS1 2421 428 h
1. Enterococcus faecalis symbioflorl Zgaps .. i
2451k .. 2472k (Z0E06 bp) ere oogs <
.l I:H)Z._m EFbZ_]
EF62_0086 EF62_0090 EF62 0093  EF62_0095
EF62_DOBT
2. Enterococcus faecalis 62 ‘ . -
88k .. 101k (12686 bp) S _ﬁ—-
DGIRF_12281 0GIRF_T22885, ¢ OGIRF_12289
OGIRF_12282 OGIRF_12286 OGIRF_12290, fdra
OGIRF_12283 OGIRF_12291
3. Enterococcus faecalis OGIRF ‘ ‘ [—
2407k .. 2420k (12685 bp)
EF3001 EF3004  EF3005  EF3007 EF3009 EF3011
EF3002 EF3006 EF3008 EF3010
EF3003
4. Enterococcus Taecalis WS83 ‘ 2} [—
2875k .. 2887k (12665 bp)
ENT_27460 ENT_27500 ENT_27520 ENT_27560 ENT_27530 ENT_27630 ENT_27650
ENT_27480 ENT_27510 ENT_27540 ENT_27600 ENT_27640  ENT_27660

ENT_27450 ENI 27530
5. Enterococcus 7L7E dap
27z7k .. 2753k 25511 bp) < f— -I - H—__%_. —

Dot-Blot des Alighments der
beiden entsprechenden
o Sequenzen in E. faecalis
Symbioflor Lund E. sp. 7L76

Symbioflor 1

&
L 2

5. 7L76

Abbildung 21: Potentielles Insertionselement mit Restriktionsenzym und Genen fir Zucker-Metabolismus
Oben: GeCo (80% ldentitat, 90% Abdeckung. Homologe CDS jeweils in der gleichen Farbe, konservierte CDS in schwarz

Unten: Dot-Alignment der beiden Sequenzen, erstellt auf der Homepage des NCBI
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Der Dot-Plot zeigt, anders als der Vergleich auf Gen-Ebene, eine sehr hohe
Homologie der beiden Sequenzen in E. faecalis Symbioflor 1 und Enterococcus sp.
7L76, lediglich in der Mitte ist eine Inversion zu finden. Die Gene im linken Bereich
codieren fir ein Cellobiose-spezifisches PTS-System (IIC-Teil), jedoch ist dieses in
E. faecalis Symbioflor 1 geteilt. Die codierende Sequenz ganz rechts in E. faecalis
Symbioflor 1 beinhaltet ein LPXxTG-Motiv, ein Hinweis auf ein Oberflachenprotein
(Hendrickx et al. 2009).

Die Stamme E. faecalis V583, E. faecalis OG1RF und E. faecalis 62 besitzen von

dem bezeichneten Locus nur einen Chloridkanal und ein hypothetisches Protein.

4.5.4.3 Multidrug-transporter
Eine Multidrug-ABC-transporter-CDS findet sich wiederum nur in E. faecalis
Symbioflor 1 und in Enterococcus sp. 7L76.

EFS1_2550, gnd-2 EFS1_2552, Tmrd EFS1_2554, posé
EF51_2551 EF51_2553 EF51_2555
1. Enterococcus faecalis symbioflorl Zgaps ..
2600k .. 2606k (59135 hpo
EFgz2_0z09 EFGz_021 EF&2_0213 EFGz_0z214 EFG2_0215, pgsh
EFGz_0z10 EFG2_0212, gnd_1 EFGz_0216 EF52_0z219
EFG2_0217
2. Enterococcus faecalis 62
ook . 23 10871 b —J-— 4 —dm-— <
OGIRF_12402, sorC O0GIRF_12405, gndz 0G1RF_12407 OG1RF_12409 0G1RF_12413
OG1RF_12403, gldaz OG1RF_12406 OG1RF_12408 OG1RF_12411
OG1RF_12404 0G1RF_12410, pgsa
3. Enterococcus faecalis OGIRF
Z53gk . Z54Sk (10869 by —J——-— < — e ol A
EF3139 EF3140 EF3141 EF3142 EF3144 EF3145 EF3146 EF3148, pgsa EF3150
EF3149
4. Enterococcus fascalis V583 — e 4 — — s <—
3012k .. 3022k (10613 bpd
ENT_=256520 ENT _2&540 ENT _25860 ENT _2&850 ENT_25200
ENT _2&830 EWT_25550 ENT 25370
5. Enterococcus 7L7G __—
2878k .. 2885k (8960 bpd

Abbildung 22: Region um den Multidrug-ABC-transporter
in GeCo (80% ldentitat, 90% Abdeckung)

4.5.4.4 Spezifische DNA-Sequenzen des E. faecalis Symbioflor 1

Mittels des Programms ssgenefinder (Ho et al. 2011) wurden Sequenzen im Genom
von E.faecalis Symbioflor 1 gesucht, die fir diesen spezifisch sind. Um unspezifische
Sequenzen zu identifizieren, wurden dem Programm die Genome von E. faecalis
V583, E. faecalis 62 und E. faecalis OG1RF als Referenzen eingegeben.

Die als unique identifizierten Sequenzen wurden gegen die nucleotide collection des
NCBI geblastet. (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Hierbei zeigte sich, dass viele der

Sequenzen starke Homologien zu Enterococcus sp. 7L76 hatten. Dessen Draft-
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Genom wurde deshalb in einem neuen Lauf der ssgenefinder-Software als
zusatzliche Referenz zur Verfiigung gestellt.

Die resultierenden 92 Sequenzen von insgesamt 105.177 bp wurden erneut gegen
die nucleotide collection geblastet (Option megablast): Ubrig blieben 28
ausschlietlich in E. faecalis Symbioflor 1 vorhandene Sequenzen mit einer

Durchschnittslange von 747 bp, insgesamt 20.904 bp.
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4.5.5 Putative Pathogenitatsfaktoren

4.5.5.1 Aggregation Substance

EF51_0554 EF51_0353 EF31_0361 EF51_0364 EF31_03a6 EF51_0371 EF31_0375 EF51_0578
EF51_0355, nrdH EF51_0380 EF51_0367, prol EF51_0377
EFS1_0356, feod Integrase Tr Aggrezation Substance EF51_0368 EF51_0374
1. Enterococcus faecalis symbioflorl Zogaps .. M 'I] :] b - — F
373k .. 398k (24634 bpd
EF6Z_0733, nrdE EFGz2_0798 EFGe2_D302 EFGZz_0507 EF62_0852 EFG2_0355
EF5Z_0734, nrdl EFGz_0300 EFaz_n&04 EFGz_03535 EF6Z_0&56
EFE2_0735, nroH  integrase EF62_0801; tRNA-Lys EFGz2_0354 EFEz2_0360
2. Enterococcus faecalis 62 'I] ‘ ' gap -- . ' '
dllk .. 865k (56341 bpd H_M Sk M
0GIRF_10358, nrdE 0G1RF_10361
OGIRF_10357, nrdl DGIRF_10363
0G1RF_10355, nrod
3. Enterococcus faecalis OGIRF _—4‘_’__“]_ _
368k 376k (7B33 bpl
EF0147 EF0150 EF0153 EF0471, nrdE EFD478, feobB EF0430 EF0485 EFD438 EF0450
EFD149 EF0151 EFD472, nrdl EF0477 tRMA-Lys-2; tRMA-Lys EF0457
Aggregation Substance, put. EF0152 EF0473, nroH EF0479 EF0451 Aggregation Substance EF0485
4. Enterococcus faecalis Y583 g=p
P - — - - — _p-up—

148k .. 457k 311044 bpd

Abbildung 23: Gene im Bereich der Aggregation Substance

Erstellt in GeCo (80% Identitat, 90% Abdeckung)

Das entsprechende Gen findet sich einfach in E. faecalis Symbioflor 1 (EF1_0365)
und doppelt in E. faecalis V583 (EF0149 und EF0485). In den anderen beiden

Stdmmen ist es nicht enthalten

Die Region um Aggregation Substance unterscheidet sich zwischen beiden

Stammen. Bei beiden ist eine Integrase in der Nahe zu finden, bei E. faecalis

Symbioflor 1 zudem eine Transposase.

4.5.5.2 Collagen-Adhesion-Protein

EF=1_0878 EF=1_0880 EF=1_0853 EF:1_0836 EFZ1_DS87 EF=1_0a33 EF=1_0a392
EFS1_0879 EF51_0351 incomplate EFS1_0855 EF51_0891
EF=1_0a82 Collagen Adhesion Protein EFS1_0890 EFS1_0393
1. Enterococcus faecalis symbioflorl Zgaps .. _-__-‘_'_' _-__
914k .. 930k 15438 bpd ___ _‘
EFG2_1543, ehpB EFGzZ_1 545 EFBz_1551 EFB2_1552 EF5z_1554 EF52_1557 EFGz_1560
EF6z_1544, ebpC EFEZ_1548  incomplete EF6z_1553 EF6z_1556 EF6z_1561
EFE2_1545, srtC Collagen Adhesion Protein EFB2_1555 EF6z_1558 EFEz_1562, TepB_2
2. Enterococcus faecalis 62 ' .
1498k .. 1516k (18247 bpd —_‘
0G1RF_10870 OG1RF_10872 OG1RF_10877 0G1RF_10879 OG1RF_10852 0G1RF_10887
OG1RF_10871 OGIRF_10873 OG1RF_10873 OGIRF_10880 OGIRF_10883 OGIRF_10885
OG1FF_10874 : " OG1RF_108381 OGLRF_10835 OGIRF_10889, TepB
3. Enterococcus fascalis OGIRF _ — _ Collagen Adhasion Frotein " - —-— 1
S09k .. 928k (18670 hpd
EF1052 EF1034  EF1098 EF1093 EF1100 EF1101 EF1104 EF1105  EF1110
EF10935 EF1095 EF1099 EF1102 EF1105 EF1111
EF1087 . n EF1103 EF1106
4. Enterococcus faecalis Y583 _ — - Collazen Adhesion Protein _—_{_‘ — - E——— 5 —

1060k .. 1073k C18970 bpd

Abbildung 24: Gene im Bereich des Collagen Adhesio
Erstellt in GeCO (80% Identitat, 90% Abdeckung)

n Protein
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Dieses Protein ist in allen 4 Stammen enthalten. Die Region ist relativ stark

konserviert.
Allerdings ist das Gen in E. faecalis Symbioflor 1 und E. faecalis 62 im Vergleich zu

den anderen beiden Stammen verkiirzt.

455.3 Gelatinase

EF1807, lach-2 EF1513 EF1515 EF1518 EF1821, agrBfs EF1525
EF1803 EF1811, gsph-2 EF1516 _ EFt8z0 EF1823
EF1809 EF1812 Gelatinase EF1822 EF1824
1. Enterococcus fascalis Y5E3 _“‘_«_ ‘ ‘ - X ‘
.. 1778k (26187 bpd @.‘
2. Enterococcus faecalis symbioflorl 2Zgaps .. _ ! “‘_«_ [: '
.. 1620k (10677 bpd Gelatinase
3. Enterococcus faecalis OGLIRF _ m_«_ ‘ ‘ - X _‘_‘_«_
.. 1604k (31904 bpd @«
4. Enterococcus faecalis 62 _ ! “‘_«_‘ ‘ ‘ “
Lo 2177k (19778 bpd @

Abbildung 25: Gene im Bereich der Gelatinase
Erstellt in GeCO (80% Identitat, 90% Abdeckung)

Das Protein Gelatinase (auch Coccolysin) ist in allen Stammen aul3er E. faecalis
Symbioflor 1 in einer relativ homologen Region vorhanden (EF1818, EF62 2189,
OG1RF_11526). Es handelt sich um eine etwa 24 kbp lange Region, die in E.

faecalis Symbioflor 1 fehlt. An deren Stelle sind Transposasen-Gene zu finden.

4.5.5.4 Cytolysin L
Das funktionelle Cytolysin L besteht aus einer langen und einer kurzen Untereinheit
(Tendolkar et al. 2004). Beide sind in E. faecalis V583 vorhanden (EF0525, EF0526),

im Gegensatz zu den anderen drei untersuchten Stammen.
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455.5 Enterococcus-Surface-Protein

EFgz_0575 EF62_0380 EF62_03585 EF62_0391 EFg2_0897 EF62_0902 EF62_0309 EF62_0314
EF62_0876 EF52_0351 EF62_08586 EF62_0392 EFB2_0593, perd EF62_0310
EF&2_05877 EFE2_0a52 EF&2_0587 Enterococcal Surface Protein - EFgZ_0899 EF62_0907 EF&2_0911
1. Enterococcus faecalis 62 m ¥ | i _’-’_ m
g80k .. 912k (2222 bpd ; -4 L ’ﬁm HH
Integraze

2. Enterococcus faecalis symbioflorl 2uaps .. _D_ _’_mw
1860k .. 186% (9358 bpd
3. Enterococcus faecalis WhE3 ‘ ‘ ‘ ' Gap - . . T ‘ . m _
478k .. S04k (26426 bpd 3k

Abbildung 26: Gene im Bereich des Enterococcal Surface Proteins
Erstellt in GeCO (80% Identitat, 90% Abdeckung)

Das Gen fur das Enterococcus-Surface-Protein esp/efaA ist nur im Genom von E.
faecalis. 62 (EF62_0896) enthalten. Bei E. faecalis Symbiflor 1 ist in der Umgebung

des Locus eine potentielle Integrase zu finden.

4.5.5.6 Pathogenitatsinsel 1
Die Gene fur Aggregation Substance und Cytolysin-L liegen bei E. faecalis V583 in
einer gemeinsamen Region mit im Vergleich zum Restgenom niedrigem GC-Gehalt

(32%), die als Pathogenitatsinsel bezeichnet wurde (Laverde Gomez, et al., 2011).

EF=1_0355

1. Enterococcus faecalis symbioflorl Z2oaps

Conserved Regien Conserved Region
i ook . H‘»’ |H» “ Hf ‘ MM
(174379 bp) ! " | ’ ' I " “ l ' “

Agzregation

Substance

EF0473

Conserved Regi

N R R L R T T

L Substance

EF62_073 Low GC-Lantant EFE2_1001

N O R e O R e

t

0GIRF_ 10355

Conserved Regions
4. Enterococcus faecalis 0GIRF

371k .. 545k
Q74727 bpd

Abbildung 27: Pathogenitétsinsel 1
Enthalt Aggregation Substance, Cytolysin und Enterococcus Surface Protein. Erstellt in GeCo (80% ldentitat, 90% Abdeckung).
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Sowohl E. faecalis Symbioflor 1 als auch E. faecalis 62 besitzen an der
entsprechenden Stelle in ihrem Genom eine ahnliche Region. E. faecalis Symbioflor
1 besitzt im stromaufwarts liegenden Teil dieser Sequenz das Gen fir Aggregation
Substance, wahrend E. faecalis 62 stromabwéarts Homologien zu E. faecalis V583
aufweist, nahe daran liegt auch das Gen fur das Enterococcus-Surface-Protein.

Alle drei Stamme besitzen in dieser Region Transposasen-Gene und einen niedrigen
GC-Gehalt. In E. faecalis OG1RF ist die entsprechende Region nicht vorhanden.

4.5.5.7 Hyaluronidase

In keinem der Stamme konnte ein Gen fur Hyaluronidase gefunden werden.

4.5.5.8 Pathogenitatsinsel 2: Vancomycin-Resistenz, Bacteriocin

Nur E. faecalis V583 hat in seinem Genom das Gen fur Bacteriocin aufzuweisen
(EF2314). Es liegt in einer Region mit Uberdurchschnittlich hohem GC-Gehalt (43%),
welche ebenfalls als Pathogenitéatsinsel bezeichnet wurde (Domann et al. 2007; Vebg

et al. 2010). Sie enthalt Rekombinase- und Integrase-Gene.

EFS1_1563
nserved Regions

1. Enterococcus faecalis symbioflorl Zgaps el
1893k .. 2044k |
(150174 by

EFG2_2520

X Conserved Region Conserved Region
2. Enterococcus faecalis 62

2498k .. Zadok | ‘ 4 « 4 “

150630 bpd

EFZZ25

HETETTT M M AL

High

OGIRF_11785

Conservad Region Conserved Region
4. Enterococcus Taecalis DGIRF
1852k . 2000k _ ‘ { « ‘ «
(147313 bpd)

Abbildung 28: Pathogenitéatsinsel 2
Enthalt vanB-Operon und Bacteriocin. Erstellt in GeCo (80% Identitat, 90% Abdeckung)

Die GC-reiche Region ist nur in E. faecalis V583 vorhanden. Der Locus im gesamten
scheint durch hohe Varianz ausgezeichnet zu sein, einzig eine Ubereinstimmung

weniger CDS lasst sich zwischen den Stammen E. faecalis 62, E. faecalis OG1RF
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und E. faecalis V583 finden. In E. faecalis Symbioflor 1 fehlt der variable Teil dieses
Locus vollstandig.

In dieser Region beherbergt E. faecalis V583 das vanB-Operon, welches die
Resistenz gegenuber Vancomycin verleiht. Dieses fehlt somit in E. faecalis
Symbioflor 1 und den anderen beiden Stammen (Patrice Courvalin 2006; Dahl et al.
1999).

4.5.5.9 vanG-ahnlicher Locus
Es gibt einen Locus, der dem vanG-Operon &hnelt. Er ist in allen vier untersuchten

Stammen bis auf E. faecalis V583 enthalten.

o
Q\)\?
o 12
. &
> Q}"" A \@Q— 9‘69
& & & &
& S & &N S
& " & % & 5
& ) & \4*‘ & F S & F
= & ¢ &S
i 8 S & i
& & R S
& 4 L E W F
EF2857 | EF265B, thrs  : i EFZBEL, sadk | EF2864
i EF2859 | i EFiser i EFZecs
: : : EF2a6y : i EFZE63 : :
1. Enterococcus fascalis V583 _—_ _+—_-_ - _-
2737k .. 2748k (11301 bpd [ |
I |
2. Enterococcus faecalis symbioflorl 2gaps .. _ _M__ ‘: """ - el M - __M
2284k .. 2302k (18343 bp) H H
= —— : : - -
I : : |
3. Enterococcus fascalis 62 - - III‘ - ‘: L m ——p— __.-..‘_
2947k .. 2965k (18341 bp) | s H |
— — |
4. Enterococcus faecalis 0GIRF - e [1a R = 4 e -y -
2274k .. 2292k (18338 bp) I Marpmaaan T gns |
| — —— —— ; — ]

i Response regul ator, vanfg-like
b sensorhistidine kinase, vanSg-like

Serinetype D-ala-D-Ala-Carboxy pepti dase, vanyg-like

Abbildung 29: vanG-ahnlicher Locus
Erstellt in GeCo (80% ldentitat, 90% Abdeckung

Der Locus weist zwar Homologien zum Vancomycin-Resistenz-Operon vanG auf,
jedoch fehlen zur Funktionalitdt entscheidende Proteine. Vermutlich kodiert dieser
Locus einen bisher unbekannten regulatorischen Stoffwechselweg (Bourgogne et al.
2008).
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4.5.5.10

Gene zur Verteidigung gegen oxidativen Stress

Die Gene, die den oxidativen Stress betreffen, unterliegen durchweg einem hohen

Grad an Homologie zwischen den 4 Bakterienstammen. Die folgende Tabelle listet

die Gene in den 4 Genomen auf.

Genprodukt E. faecalis E. faecalis E. faecalis E. faecalis
Symbioflor 1 V583 62 OG1RF

Superoxid- EF1_0345 EF0463 EF62_0785 OG1RF_10348

Dismutase

Katalase EF1 1311/EF1 1312 | EF1597 EF62_1974 OG1RF_11314

Glutathion- EF1_2657 EF3270 Ef62_0323 OG1RF_12519

Reduktase

NADH-Peroxidase | EF1 0994 EF1211 EF62_1655 OG1RF_10983

NADH-Oxidase (1) | EF1 1302 EF1586 EF62_1966 OG1RF_11305

Thioredoxin- EF1 1118/EF1 1119 | EF1338 EF62_1791 OG1RF_11128

Reduktase (1)

Thioredoxin- EF1_2181 EF2738 EF62_2892 OG1RF_12102

Reduktase (2)

Peroxiredoxin EF1 2182 EF2739 EF62 2893 OG1RF_12103

NADH-Oxidase (2) | EF1_1621 EF1932 EF62_2298 OG1RF_0311

NADH- EF1_2647 EF3257 EF62_0311 OG1RF_12510

Dehydrogenase (1)

NADH- EF1_1684 EF2055 EF62_2417 OG1RF_11660

Dehydrogenase (2)

Tabelle 5: Gene zur Verteidigung gegen oxidativen Stress
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Auffallend ist, dass die Gene der Katalase sowie der Thioredoxin-Reduktase (1) im

Genom von E. faecalis Symbioflor 1 geteilt sind.

EF=1_1308 EF=1_1309 EF51_1313, phr
EF=1_1310
1. Enterococcus faecalis symbioflorl Zgaps ..
1360k .. 1367k (8327 bpd

2. Enterococtus faecalis 62 ——— ) S EE——

1943k ., 1956k (8327 bpd

3. Enterococcus faecalis OGIRF ———-———————
1367k .. 1374k (86827 bpd

Catalaze
4. Enterococcus faecalis V5&3 EEEEE—— ) - ) —
1545k .. 1552k (6827 bpd

Abbildung 30: Katalase - fragmentiertes Gen
Erstellt in GeCo (80% ldentitat, 90% Abdeckung)

Im Gen der Katalase ist bei E. faecalis Symbioflor 1 durch einen SNP ein vorzeitiges
Stop-Codon vorhanden. Kurz darauf folgt ein Startcodon, sodass vermutlich ein im

Vergleich zu den Referenzstimmen fragmentiertes Protein entsteht.

EF1336 EF1337 EF1339 EF1341
EF1335, trxB
EF1340
1. Enterococcus fascalis V583 — . *_._—_
1306k .. 1312k (6454 bpd
2. Enterococtus faecalis &2 - — . = < —
1751k .. 1761k (10027 bpd
3. Enterncoctus faecalis 0GIRF — — e —  —dn S - —
1169k .. 1179k (10046 bpdo
EF1_1118
Thioredoxin-Reductaze
broken CDS

|

#. Enterococcus Taecalis synhioflorl 20a0s . et pie o ) — S 1<
1157k .. 1168k (12087 bpd

Abbildung 31: Thioredoxin-Reduktase - fragmentiertes Gen
Erstelt in GeCo (80% Identitat, 90% Abdeckung)

Bei der Thioredoxin-Reduktase (1) des E. faecalis Symbioflor 1 ist durch eine
Deletion eine Verschiebung des Leserasters entstanden, wodurch ein vorzeitiges

Stopcodon vermutlich ebenfalls zur Verkiirzung des Proteins fuhrt.

Abgesehen von den gezeigten sind die Regionen mit Genen fur die Abwehr von

oxidativem Stress auffallend homolog.
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45511 Kapsel
Zwei Loci sind fur die Biosynthesis einer Polysaccharid-Kapsel in Betracht gezogen
worden (Thurlow et al. 2009).

1. Das cps-Operon

EFz479 _ _
EFz4a5 cps-Operon EFz495
1. Enterococcus faecalis Y563 . . “ ‘
2401k .. 2428k (26697 bpd _ W |
Z. Enterococcus faecalis 62
deak 2716k 91D he) G S (-

3. Enterococcus faecalis OGIRF _*«M_«‘_«
2015k .. 2044k 29102 bpd

4, Enterococcus faecalis symbioflorl 2gaps .. W_H“_‘«

2018k .. 2049k (30569 bpd

Abbildung 32: Das cps-Operon
Erstellt in GeCo (80% Identitat, 90% Abdeckung)

Von den gezeigten besitzt einzig E. faecalis V583 alle 11 ORFs des cps-Operons.
Die anderen drei Stamme besitzen nur die ersten 2 ORFs (Hancock & Gilmore
2002).

2. Das epa-Operon

EFE1_1743 EFS1_17&0

1. Enterococcus faecalis synbioflorl 20005 - _ gy e < < < a4 u 4 4 hd 9m wf)
1785k .. 1813k (27313 kpd
2. Enterncoccus fascalis 62 — < - e -t - A
2444k .. 2472k (27909 bpd w
3. Enterococcus faccal is DGLRF —dip- A e e A -4 dndm 4
1798k .. 1827k (27811 bpd w
4 faccalis vsa3 EF2177 EF2198
- Enterococcus faccalis —df- s e Y - (- e
2087k .. 2115k (28101 bpd

Abbildung 33: Das epa-Operon
Erstellt in Geco (80% Identitéat, 90% Abdeckung)

Im Gegensatz dazu ist das epa-Operon in allen untersuchten Stammen mit seinen
gesamten 16 ORFs komplett enthalten. E. faecalis V583 enthalt in diesem Locus
zusatzlich 4 weitere ORFs (Xu et al. 1998; Teng et al. 2009).
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455.12 CRISPR Loci

CRISPR-Systeme stellen eine Verteidigung prokaryontischer Genome gegen fremde

DNA aus Phagen oder Plasmiden dar. Zu einem funktionsfahigen System gehort

eine Reihe von kurzen palindromischen repeats, die von ebenfalls kurzen

spezifischen spacern unterbrochen sind. Die spezifischen spacer bestimmen, gegen

welche fremde DNA sich das CRISPR-System richten kann. Zur Funktionalitat sind

zusatzlich Endonukleasen erforderlich, die von den assoziierten cas-Genen codiert

werden (Palmer & Gilmore 2010; Bourgogne et al. 2008; Barrangou et al. 2007).

CRISPR-Locus 1 —cas CRISPR-Locus 2 CRISPR-Locus 3 CRISPR-Locus 4
Ef1_1689 Ef1_1691 Ef1_1910 Ef1_1914 Ef1_2564 Ef1_2566
E. faecalis Symbioflor 1 — o —{ - ————
—— — | | —
EF62_2422 EF62_2425 EF62_2625 EF62_2629 EF62_0230 EF62_0232
E. faecalis 62 —dmds - - -deesdm— - - -mmp—oo—dd
I
EF2060 EF2063 EF2404 EF2410 EF3158 EF3160
E. faecalis V583 —dandumm - H4mdm--dn -
- I I
| OGII!F_12429

OG1RF_10404 OG1RF_10409 "OG1RF_11665 OG1RF_11667 OG1RF_11838 OG1RF_11842 ° 'OG1RF_12426

E. fGECG/IS csnl casl cas2 csn2

I - - - I - [ [—
I I I
Abbildung 34: CRISPR-Loci
Mit umgebenden CDS, modifiziert aus GeCo (80% Identitat, 90% Abdeckung)

i
|

Im Bereich des jeweiligen Locus homologe Gene sind in der gleichen Farbe dargestellt. Die repeats sind als rote senkrechte Striche eingezeichnet.

Unter der Region ist jeweils die Abweichung des GC-Gehalts von der Norm angegeben. Zur Orientierung ist der Locustag jeweils des ersten und

letzten gezeigten CDS jedes Locus angegeben.

Die CRISPR Loci wurden mit CRISPRFinder detektiert (Grissa et al. 2007).

Von den untersuchten Stammen verfligt nur E. faecalis OG1RF lber einen CRISPR-

Locus mit assoziierten cas-Genen.

Ein weiterer Locus ohne assoziierte cas-Gene ist in E. faecalis OG1RF, E. faecalis

Symbioflor 1 und E. faecalis 62 vorhanden, unterscheidet sich allerdings in Anzahl

der repeats und Spezifitat der spacer.

E. faecalis Symbioflor 1 verfugt Gber zwei weitere mdgliche Loci, die jedoch nur tber

1 repeat und keine cas-Gene verfligen. Einer dieser Loci ist in allen vier Stammen

homolog vorhanden.
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Eine Uberprufung der spacer mittels Blast in der nucleotide collection des NCBI
ergab bis auf zwei Ausnahmen keine Ergebnisse: Der vierte spacer des ersten
CRISPR-Locus von E. faecalis Symbioflor 1 beinhaltet Sequenz von Enterococcus
phage phiFL3B, wéahrend der dritte spacer des zweiten CRISPR-Locus von E.

faecalis OG1RF zu einem Enterococcus faecalis-Plasmid passt (pLG2-0010).

4.6 Die verbleibenden Liicken

Im akutellen Assembly gibt es zwei Contigs mit den GrofRen 1.434.252 bp sowie
1.355.769 bp, die am Genom von E. faecalis V583 gemappt sind. Dazwischen liegen
Gap 6 und 20. Zusatzlich gibt es ein Contig mit der GroéfRe 8.016 bp, welches
ungemappt ist, also in einem der beiden Gaps liegen kdnnte.

4.6.1 Ubersicht Gber Gap 6

4.6.1.1 PCRs

Fur Gap 6 konnten PCRs generiert werden, die nach elektrophoretischer Kontrolle
als ausreichend gut fir eine Sequenzierung betrachtet wurden. Anfanglich waren
auch die Reads gut. Das Primerwalking scheiterte jedoch ab einem gewissen Punkt,
die resultierenden Reads zeigten in ihren Chromatogrammen stark Uberlagerte

Kurven.
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- Trace: Ef_2Gap6-40-EF1_2-1_gapb_L.ah1

e ;Et 2Gap6-40-EFL 2-1 gapf L.abl (1>706)

e

il

ZAtnge L

0

TCGAMCTGT TTAACTAATCTCTT GAGALLGGE GT
25 30 35 4an 45 50 55

25 30 35 40 45 50 55

il L

Abbildung 35: PCRs und Chromatogramme von Gap 6

4.6.1.2 Fosmide:

Fur Gap 6 wurden Fosmide gefunden, welche die mutmafRilich neben dem Gap
liegenden Contigs enthalten: Die Fosmid-Klone 1KA.D3, 2KB.C12, 2KB.F12, 2KB.F8
wurden unter diesen ausgewahlt fir die Sequenzierung. Zunachst wurde mit Primern,
die in der Vektorsequenz binden, sequenziert, um die R&nder der Inserts zu
sequenzieren. Hierbei zeigte sich, dass die Anordnung von Contig 6 und Contig 7
zueinander passte. Als nachstes wurde ebenso mit den fur das Primerwalking
entworfenen Primern sequenziert, wonach das gleiche Problem auftrat wie bei der
Sequenzierung der PCRs: Die Reads waren aufgrund von Uberlagerten
Chromatogrammen nicht mehr verwendbar.

Anhand des Restriktionsverdau-Musters mit BamH1 und des Mappings der mit den
Vektor-stdndigen Primern generierten Reads wurde zudem die GroéRe des

verbleibenden Gaps kalkuliert.
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Contig am linken Rand Contigs am rechten Rand

Bisherige reads, die in
Gz das Gap hinein passen il
078 <<<<| 090
25.500bp J 2.532bp
5300bp
¢ — ¢ ¢——
4.741 bp 2.835 bp
& 22.039 bp * 1.084 bp
> <
Fosmid -Read Fosmid -Read
aus 1KA.D3, Primer t7 aus 1KA.D3, Primer pcclFosR

Abbildung 36: Bestimmung der Grof3e von Gap 6

Der Verdau des Fosmids 1KA.D3 ergab in etwa folgende Fragmente: 12.000 bp,
10.000 bp, 8.000 bp, 6.000 bp. Dies ergibt eine Gesamtlange von etwa 36.000 bp.
Zieht man hiervon die Langen der bisher bekannten Sequenzen, also die
eigentlichen Contigs sowie die generierten Reads ab, erhalt man als Rest 5.301 bp.
Die Schatzung mittels der Elektrophorese ist nattrlich nicht auf die Base genau, aber

die Schatzung passt in etwa zu dem seitens der PCR generierten Produkt.

4.6.1.3 Annotation und Sequenzhomologien

Auf beiden Seiten des Gaps liegen mehrere Transposasen-Gene. Homologien zu
den anderen Stammen bestehen in diesem Bereich nur bedingt. Zwei CDS
(conserved hypothetical protein und 2-dehydropantoate-2-reductase) sind jedoch in
allen Referenzstammen vorhanden, teilweise sogar mehrfach.

Auffallend sind weiterhin der zweite und der dritte CDS rechts neben dem Gap
(transcriptional repressor, omega family und epsilon antitoxin). Diese kommen im
Genom von E. faecalis 62 zweifach vor, das darauffolgende zeta toxin ist nur einfach
vorhanden.

Eine Blast-Suche in der nucleotide-collection des NCBI ergibt, dass die Rander des
Gaps zum einen homolog zu Sequenzen innerhalb des Genoms von E. faecalis 62
sind. Zum anderen sind die Sequenzen homolog zu verschiedenen Plasmid-
Sequenzen.

Eine Blast-Suche des ungemappten Contigs 084 ergibt, dass es ebenfalls im Genom

von E. faecalis 62 passt.
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Abbildung 37: Ubersicht tiber Gap 6
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4.6.2 Ubersicht tiber Gap 20

4.6.2.1 PCRs

Fur Gap 20 konnte zunéchst kein PCR-Produkt generiert werden.

Zum Zeitpunkt, als nur noch wenige Gaps vorhanden waren, wurden deshalb
probeweise PCRs angesetzt, die Contigs an den Randern der Gaps mit Contigs zu
verbinden, die zu Beginn nicht an der Referenz E. faecalis V583 gemappt werden
konnten.

Als zuséatzliche Information stand ein Fosmid-Klon zur Verfigung, welcher nach
Screening-PCR sowohl eine Sequenz vom linken Rand von Gap 20 enthielt als auch
eine Sequenz von dem ungemappten Contig 102. Dementsprechend wurde eine
PCR angesetzt und sequenziert und das ungemappte Contig 102 konnte daraufhin
an den linken Rand von Gap 20 geknipft werden.

Ebenso konnte Contig 103, welches urspringlich — mit eher geringer Homologie - in
Gap 6 gemappt war, an den linken Rand von Gap 20 geknupft werden.

Zwischen den beiden Contigs wurden PCRs angesetzt, die jedoch durchweg
mehrfache Banden in der Elektrophorese zeigten. Dementsprechend konnten keine

verwertbaren PCR-Produkte generiert werden.

4.6.2.2 Fosmide

Um Contig 102 mit Contig 103 zu verbinden bzw. die Ausrichtung dieser Contigs
zueinander zu Uberprufen, wurde nun ein Fosmid gesucht, welches eben jene
Contigs enthalt. Mittels Screening-PCR wurden zu Fertigstellung dieser Arbeit jedoch
nur nur drei Klone gefunden, die jedoch jeder nur jeweils eine der gesuchten

Sequenzen enthalten
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4.6.2.3 Annotation und Sequenzhomologien
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Abbildung 38: Ubersicht (iber Gap 20

Die Sequenz links von Gap 20 beherbergt viele Phagengene. Sie ist weitgehend
homolog zum Genom des Enterococcus phage phiEfll. Es lassen sich weitere
Treffer in Phagen und Plasmiden finden.

Die rechte Seite hingegen ist homolog zu einem Teil des Genoms von E. faecalis 62,

es bestehen weiterhin Ahnlichkeiten zu Plasmid-Sequenzen.
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Ein Vergleich auf Gen-Ebene bestétigt die Homologie zu E. faecalis 62. Auffallend
sind die CDS mit den Annotationen ,transcriptional repressor, omega family“ und
.epsilon antitoxin“. Homologe Gene bildeten den Rand von Gap 6. In E. faecalis 62

kommen sie ebenfalls doppelt vor.

Der rechte Rand beider Gaps scheint also sehr ahnlich zu sein. Die Contigs, die
jeweils am Rand liegen, wurden mit Blast gegeneinander angeordnet. Die
resultierende Dot-Matrix bestatigt die Homologie. In etwa die ersten 1.050 bp von
Contig 123 entsprechen den ersten 1.050 bp von Contig 103, zusatzlich entsprechen
die letzten ca. 350 bp einer gleich langen Sequenz etwas nach der Mitte des 17 kbp

langen Contigs 103.

Aufgrund dieser Beobachtungen wurden die Contigs, welche zu Beginn des
Assembly am Genom von E. faecalis V583 ausgerichtet wurden, nun am Genom von
E. faecalis 62 testweise neu ausgerichtet (siehe Abbildung 39: Alternative

Ausrichtung der Contigs, Seite 100).
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5 Diskussion

5.1 Problemstellung

Bakterien gelten seit langem sowohl als Schadlinge als auch als Nutzbringer.
Wahrend manche Arten vor allem als Krankheitserreger bekannt sind und andere als
grof3tenteils harmlos eingestuft werden, gibt es doch manche, die wie der Gott Janus
zwei Gesichter zeigen kénnen.

Enterokokken sind eine solche Gattung: Einerseits leben sie friedlich im
Gastrointestinaltrakt des Menschen und beteiligen sich an der Verdauung der
Nahrung und werden sogar teilweise bei der Nahrungsmittelproduktion selbst
verwendet und als Heilmittel in Form von Probiotika verkauft (Foulquié Moreno et al.
2006). Andererseits sind sie sehr haufig an vergleichsweise harmlosen Infektionen
wie Blasenentziindungen beteiligt und kénnen sogar hin und wieder schwere, gar
todliche Entzindungen hervorrufen wie Pyelonephritis, Endokarditis und Sepsis (B.
E. Murray 1990).

Es stellt sich die Frage, was macht bei Bakterien ein und derselben Gattung den
Unterschied aus? Wie unterscheiden sich harmlose Nitzlinge von geféhrlichen

Killern?

Im Rahmen des klinischen Umfelds ist hier die Resistenz gegentber Antibiotika zu
nennen. Gerade bei nosokomialen, also im Rahmen eines Klinikaufenthalts
erworbenen Infektionen, sind Keime oft resistent gegentber vielen Antibiotika, was
eine Behandlung ungemein erschweren, in manchen Fallen sogar unmoéglich machen
kann.

Bekannt sind hier vor allem der MRSA (Methicillin-resistenter Staphylococcus
aureus), und Enterobacteriaceae mit ESBL (erweitertes-Spektrum-p-Laktamase).
Auch der eingangs erwahnte EHEC-Stamm, der den Ausbruch 2011 verursachte - er
wurde spater als Hybride aus EHEC (entero-hamorrhagischer Escherichia coli) und
EAEC (entero-aggregativer E. coli) identifiziert und daher auch als EAHEC
bezeichnet - trug eine solche ESBL (Mellmann et al. 2011; Brzuszkiewicz et al.
2011).

Gemeinsam ist beiden Bakteriengattungen, dass "herkémmliche" Vertreter von S.

aureus und E. coli im Regelfall sensibel gegeniber den meisten Antibiotika sind.
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Enterokokken sind jedoch von Natur aus resistent gegenuber den meisten
Antibiotika, was die Therapieoptionen einschrankt. Die Entwicklung von zusatzlichen
Resistenzen ist zum Gliuck bisher eher selten, kann dann jedoch richtig
problematisch werden: Berlchtigt sind in den letzten Jahren so genannte VRE
(Vancomycin-resistente Enterokokken) geworden, da Vancomcyin bisher als
Reserveantibiotikum fur schwere Infektionen mit Kokken galt.

Der erste in den USA bekannt gewordene Stamm, E. faecalis V583 (Sahm et al.
1989), wurde in der Folge sequenziert, um den genetischen Aufbau zu untersuchen
(Paulsen et al. 2003). Ein Ergebnis war, dass der Stamm von mobilen genetischen
Elementen wie Phagen und Transposons durchsetzt war, die vermutlich zur

Vermittlung der Antibiotika-Resistenz entschieden beitrugen.

Ebenso wurden eine Reihe von Pathogenitatsfaktoren publiziert, die fur
enterokokkale Infektionen verantwortlich gemacht werden, unter anderem Cytolysin,
Aggregation Substance, Gelatinase, Collagen Adhesion Protein und Enterococcal
Surface Protein (Jett et al. 1994; Rich et al. 1999; Domann et al. 2007).

Wie eingangs erwahnt sind jedoch nicht alle Enterokokken derart bedrohlich: Die
meisten Menschen tragen viele Enterokokken im Darm ohne von ihnen vermutlich
jemals Schaden zugefligt zu bekommen.

Ein anderer Sachverhalt ist jedoch die Einnahme von Enterokokken als Medikament,
hier im Rahmen eines probiotischen Medikaments mit Namen Symbioflor 1. An ein
Medikament wird die Anforderung der Unbedenklichkeit gestellt (85, AMG, 2012).

Da in Symbioflor 1 lebende Enterokokken enthalten sind, sollte sichergestellt sein,
dass diese mdglichst nur das gute der beiden fir Enterokokken mogliche Gesichter
zeigen: Sie sollten den Wirt zwar - zumindest zeitweise - besiedeln kdnnen, sie
sollten aber keine Infektion auslésen. Gerade eine Bakteriengattung, welcher unter
Umstanden nur schwer mit Antibiotika zu therapieren sein kann, sollte nicht
leichtfertig an Patienten verabreicht werden - auch wenn die Gattung Enterococcus
generell nur als fakultativ pathogen eingestuft wird.

Fur die Ungefahrlichkeit des Medikaments spricht, dass es nun seit ca. 60 Jahren
eingenommen wird und bisher keine Infektionen dokumentiert wurden. Zudem
entstammen die enthaltenen Enterokokken der Darmflora eines gesunden Menschen
(Domann et al. 2007).
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Um die Sicherheit des Stammes E. faecalis Symbioflor 1 zu bestatigen, wurde im
Angesicht des mittlerweile bekannten Genoms von E. faecalis V583 die
Entscheidung getroffen, den probiotischen Stamm auf genetischer Ebene zu
untersuchen, um festzustellen, ob er in der Tat keine relevanten
Pathogenitatsfaktoren enthalt.

Zunachst wurde daher mittels PCRs und mittels Sequenzierung einer Shotgun-
Plasmidbank Uberpruft, ob der Stamm relevante Pathogenitatsfaktoren enthalt:
Demnach verfugte der Stamm genetisch Uber keine relevanten Pathogenitatsfaktoren
aul3er Uber Aggregation Substance, Collagen Adhesion Protein und Resistenzgenen
gegen oxidativen Stress. Experimentell konnte zudem Kapselbildung gezeigt werden.
Fur die anderen Pathogenitatsfaktoren waren die PCRs negativ und sie waren auch
nicht im Assembly der Plasmidbank-Reads enthalten (Domann et al. 2007).

Problematisch war in dieser Hinsicht, dass eine negative PCR keinen absolut
sicheren Ausschluss darstellt. Eine PCR ist darauf angewiesen, dass die Primer an
ihre Zielsequenzen binden konnen. Unter Umstanden konnte es passieren, dass
Bindestellen fur Primer mutiert sind, sodass eine Nachweis-PCR nicht mehr
funktioniert, obwohl das Gen, was zwischen den Primern liegt, vollkommen intakt ist.

Das Assembly der Plasmidbank-Reads erhéhte natirlich die Sicherheit der Aussage
beziglich der Abwesenheit der Pathogenitatsfaktoren, war mit 702 Contigs jedoch

noch relativ liickenhaft.

Das Arzneimittelgesetz sieht zudem vor, dass Bestandteile von Medikamenten klar
definiert sind (822, AMG 2012). Ein lebendes Bakterium, welches seinen Zustand
durch seinen Metabolismus standig andert, lasst sich am besten tber sein Genom
definieren. Mit Kenntnis der Genomsequenz ist prinzipiell auch die rRNA bekannt und
damit die Proteine, und damit sind die Bestandteile relativ detailliert bestimmt.

Aus all diesen Grinden wurde beschlossen, das Genom von E. faecalis Symbioflor 1

moglichst komplett zu sequenzieren.

Aufgrund der hohen Anzahl an Contigs und dem damit verhaltnismafig grof3en
Aufwand, diese mit PCRs zu schlielen, wurde zunachst ein Lauf auf dem 454-

Sequencer bei der Firma Roche veranlasst. Die so gewonnenen Reads wurden mit



Diskussion - 98

den Reads aus der Plasmidbank zusammen mit dem Programm Newbler zu 69
Contigs assembliert. Von diesen konnten 45 am Referenzstamm E. faecalis V583
ausgerichtet werden. Daraufhin wurde begonnen, die Licken zwischen diesen mit
PCRs zu schlie3en. Fur grof3ere Lucken wurde zusatzlich eine Fosmidbank erstellt.

Insgesamt konnte so das Genom von E. faecalis Symbioflor 1 sukzessive bis auf 2
Licken geschlossen werden. Es resultierte ein Genom mit der Lange von 2.790.147

bp.

Die Genomsequenz wurde daraufhin in GenDB unter Zuhilfenahme von RAST,
NCBI-Blast und Pfam annotiert (F. Meyer 2003; Aziz et al. 2008; Punta et al. 2012).
Hierbei wurde ein halbautomatischer Ansatz gewahilt:

Zunachst wurde die Sequenz von GenDB automatisch annotiert. Sodann wurde mit
GeCo (C. T. Kuenne et al. 2007) eine Homologie-Matrix von E. faecalis Symbioflor 1
zu E. faecalis V583, dem zuerst vorhandenen Referenzgenom, erstellt (Paulsen et al.
2003) . Alle GenDB-Annotationen, die mit einem homologen CDS des
Referenzgenoms lbereinstimmten, wurden (dbernommen. Die restlichen CDS

wurden manuell in GenDB editiert.

Das fertig annotierte Genom wurde dann mit E. faecalis V583 sowie zwei weiteren
mittlerweile erschienenen Genomen verglichen: E. faecalis OG1RF und E. faecalis
62.

5.2 Luckenschluss

Zwei Gaps sind bedauerlicherweise bei Fertigstellung dieser Arbeit immer noch
offen.

Wie im Ergebnisteil beschrieben, stellen die Rander dieser Gaps Sequenzen dar, in
denen Transposasen und repetitive Sequenzen vorkommen. Die rechten Rander
beider Gaps sind zusétzlich sehr ahnlich zueinander. Der linke Rand von Gap 20 ist

eine Region mit vielen Phagen-Genen.
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Eine Region, die sich innerhalb des Genoms wiederholt, bietet einem Primer mehrere
Bindungsstellen. So kénnen zum einen bei einer PCR mehrere Produkte entstehen,
zum anderen kdnnen Reads mit Gberlagerten Chromatogrammen entstehen.

Um einen guten Read zu erhalten, muss das Primer-Paar fur die PCR daher
moglichst spezifisch sein. Die Gelelektrophorese der PCR-Produkte flr Gap 6 spricht
dafur, dass ein solches, spezifisches Produkt generiert wurde.

Nun muss aber zusatzlich auch der Primer, mit dem sequenziert wird, zusatzlich
spezifisch an eine einzige Stelle binden, zumindest an eine spezifische Stelle
innerhalb des PCR-Produktes.

Dies scheint bei den Reads fir Gap 6 nicht der Fall zu sein.

Dies kann verschiedene Griinde haben:

e Innerhalb des Gaps liegt eine Duplikatur von Sequenzen vor. Bindet der
Primer an einer solchen Stelle, die sowohl innerhalb der bekannten Sequenz
als auch innerhalb der unbekannten Sequenz vorkommt, werden
verschiedene Amplifikate generiert, die zu Gberlagerten Reads fiihren.

e Innerhalb des Gaps liegt eine Sequenz vor, die eine inverse Kopie der
Sequenz darstellt, welche den Primer bindet. Auch hier bindet der Primer ein
zweites Mal und erzeugt ein unspezifisches Amplifikat. Diese Art eines
inversen repeats spielt insbesondere bei der Funktion von Transposasen eine
Rolle. Dementsprechend sind viele Gaps im urspringlichen Assembly im
Bereich von Transposasen gewesen. Zudem sind die entsprechenden Gaps
oft schwerer als andere zu sequenzieren gewesen, denn es mussten ofter

neue Primer generiert werden.

Fur Gap 6 ist mit dem Genom von E. faecalis 62 nun noch ein Referenzgenom
hinzugekommen, welches sich unter Umstanden fiir die weitere Sequenzierung
verwenden lasst. L&sst sich in der bisher bekannten Sequenz von E. faecalis
Symbioflor 1 kein Primer in der Nahe des Gaps finden, der spezifisch bindet und
verwertbare Reads in die unbekannte Sequenz hinein liefert, kann unter Umstanden
in der Referenz-Sequenz des verwandten Bakteriums ein Primer gefunden werden,
der einen Read aus der unbekannten Sequenz heraus in die bekannte Sequenz
hinein liefert.

Folgende Ubersicht zeigt die urspriinglichen Contigs aus dem Hybrid-Assembly, wie
sie anhand der Informationen aus E. faecalis 62 gemappt werden konnten.
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Contigs ausgerichtet am Genom von E.faecalis 62

Contig Contig Contig
#021 #084 #105
149572 bp 8015 bp 147428 bp

Contigs im aktuellen Assembly, urspriinglich ausgerichtet am E. faecalis V583

Contig Contig Contig
#021 #078 #094
149572 bp 25500 bp 4839 bp

Contig
#090
2532 bp

Contig
#105
147428 bp

Y ) Starke ‘T’
Anbinduna mit PCRs omologie
Plasmaprerz

Contigs ausgerichtet am Genom von E. faecalis 62

Contig
#096

152533 bp

Contigs im aktuellen Assembly, urspringlich ausgerichtet am E. faecalis V583

Contig Contig

#102 #096
32410 bp 152533 bp

ey .
] .
"Egnunt

Nicht gemappt

.

Gap 20
Abbildung 39: Alternative Ausrichtung der Contigs
Reihenfolge der randbildenden Contigs ausgerichtet am Referenzstamm E. faecalis 62 und im aktuellen E. faecalis
Symbioflor 1-Assembly, welches auf einer Ausrichtung am Referenzstamm E. faecalis V583 basiert. Lange der Blocke
nicht streng maf3stabsgetreu. Erstellt nach einem Alignment in MAUVE

Es fallt auf, dass zwei grof3e Contigs (078 und 102) im Genom von E. faecalis 62
keine Entsprechung finden. Contig 078 stellt den linken Rand des Gap 6 dar, Contig
102 den linken Rand von Gap 20. Zudem sind die Contigs 094, 103 und 123 im
Assembly von E. faecalis Symbioflor 1 an andere Stellen gemappt als die
entsprechenden Sequenzen im Genom von E. faecalis 62.

Es stellt sich die Frage, ob diese Verdnderungen das Resultat von genomischen

Rearrangements sind, oder ob sie auf fehlerhaft zugeordneten Sequenzen beruhen.
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Die PCR-Reads, die die entsprechenden Contigs verbinden, sprechen daftr, dass
Rearrangements vorliegen, allerdings ist dies nicht mit absoluter Sicherheit zu sagen,
wenn der gesamte Bereich, in dem eine PCR liegt, mehrfach im Genom vorliegt.

Die Zuordnung der Contigs zueinander kénnte mit langeren PCRs erneut uberpruft
werden, deren Primerpaare sehr weit entfernt vom ehemaligen Gap in Regionen
liegen, die aul3erhalb der wiederholten Struktur liegen.

Zudem konnte versucht werden, die Contigs mit entsprechenden PCRs analog zur
Referenz E. faecalis 62 zu verbinden.

Fur Contig 103 gilt ebenso, dass die Positionierung innerhalb von Gap 20 tberprift
werden sollte. In diesem Zusammenhang sollte versucht werden, das ungemappte

Contig 084 zwischen die Contigs 103 und 105 zu legen.

Fur Gap 20 sollte jedoch zunéachst versucht werden, Primer zu entwerfen, die weit
entfernt von Randern des Gaps liegen, insbesondere die Region, die in Gap 6 und
Gap 20 am rechten Rand vorkommt, sollte fur die Primerfindung gemieden und somit
mittels PCR Ubersprungen werden.

Weiterhin sollten die drei Fosmide, die Rand-Sequenzen des Gaps enthalten, mit den
Vektorprimern und mit den Primern der enthaltenen Contigs sequenziert werden. So
kann zumindest Aufschluss dartiber gewonnen werden, welche Contigs in der Nahe

liegen, ggfs. kann Primerwalking durchgefthrt werden.

Eine weitere Moglichkeit um zu verhindern, dass durch doppelt bindende Primer die
Sequenzierreaktion gestort wird, ware folgende: Ein Fosmid-Insert, welches das
entsprechende Gap enthalt, oder ein PCR-Produkt, falls vorhanden, wird noch einmal
in kleine Sticke (500 - 1.000 bp) verdaut oder geschert. Diese werden dann in einen
Plasmidvektor subkloniert, welcher in ein Bakterium transformiert wird. Die so
gewonnene Plasmid-Bibilothek wird daraufhin mit Vektor-seitigen Primern
sequenziert. Auf diese Weise wirde umgangen, dass Sequenzier-Primer in
repetitiver Sequenz binden.

Die resultierenden Reads werden in einem Assembly zur Gap-Sequenz

zusammengesetzt und dann mit den entsprechenden Contigs verknipft.

Eine andere Madglichkeit, repetitive Sequenzen von Fosmid-Inserts oder langen

PCRs zu uberbriicken, wére ein sequentieller Abbau: Mit einer S1-Nuklease werden
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vom Ende des Inserts oder des PCR-Amplifikates Nukleotide abgespalten. Dieser
Prozess wird zu verschiedenen Zeitpunkten gestoppt, sodass unterschiedlich lange
Fragmente resultieren. Diese werden wiederum in einen Plasmid-Vektor kloniert.
Wenn nun dieses Plasmid-Insert mit einem vektorstandigen Primer sequenziert wird,
kann in jede Stelle des Fosmid-Inserts oder des PCR-Produktes hinein sequenziert
werden, solange ein entsprechend verdautes Fragment zur Verfligung steht.

Die meisten Contigs in der Néhe der Gaps zeigen Homologien zu Plasmiden.
Insbesondere Contig 078 zeigt starke Homologien zu Plasmid pTEF2, einem Plasmid
von E. faecalis V583, auf dem auch eine Kopie der Aggregation Substance vorliegt.
Es stellte sich die Frage, ob diese Sequenz nicht zum Chromosom, sondern zu
einem Plasmid gehort.

Bisher konnte kein Plasmid bei E. faecalis Symbioflor 1 nachgewiesen werden.
Wiederholte Experimente mittels PFGE, die auch Plasmide mit geringen Kopien pro
Bakterienzelle detektieren sollten, ergaben keinen Hinweis auf ein unter den
angewandten Wachstumsbedingungen frei vorhandenes Plasmid. (Domann,

personliche Kommunikation, Domann et al. 2007).

Es ist jedoch nicht ungewohnlich, dass Plasmid-Sequenzen in ein Genom integriert
werden. Auch stellen sie oft Gegenstand von genomischen Rearrangements dar,
sodass das widerspruchliche Mapping der Contigs anhand von E. faecalis 62 nicht
unbedingt auf eine falsche Anordnung der Contigs in E. faecalis Symbioflor 1
hinweist. Es ist auch mobglich, dass ein Plasmid unter bestimmten

Wachstumsbedingungen episomal vorliegt.

Die Anbindung des Contigs 078 an die Nachbar-Contigs wurde mittels PCRs
Uberpruft. und bestétigt die Lage zwischen den Nachbar-Contigs.

Theoretisch kdnnte das Contig 078 wahrend des de novo Assemblies fehlerhaft
zusammengesetzt worden sein. Dazu muss gesagt werden, dass an beiden Enden
von Contig 078 Transposasen-Sequenzen vorliegen. Diese stdoren durch ihre
repetitiven Elemente das Assembly. Die Nahtstellen, an denen Plasmid-homologe

Sequenzen in nicht homologe Sequenzen tbergehen, wurden daraufhin im Assembly
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Viewer von Newbler geprift. Es ergab sich kein deutlicher Hinweis auf ein Fehl-
Assembly.

Eine andere Erklarung ware, dass E. faecalis Symbioflor 1 ein Plasmid besitzt,
welches mit den herkbmmlichen Isolierungs-Methoden nicht erfasst wurde, jedoch
bei der Isolierung der chromosomalen DNA zumindest in Teilen mit isoliert wurde,
und dass die Contigs mit hoher Homologie zu Plasmiden in der Tat nicht zum
Chromosom gehéren. Dem widerspricht, dass zu manchen dieser Contigs
entsprechende Sequenzen im Chromosom von E.faecalis 62 gefunden wurden. Eine
Integration von Plasmid-Sequenzen in Enterococcus-Genome ist also nicht

unbedingt ungewohnlich.

5.3 Fazit fur die Strategie zum Lickenschluss prokaryontischer

Genome

Nach der de novo-Assemblierung der Reads aus dem 454-Pyrosequenzierungs-
Verfahren mit den Sanger-Reads aus der Plasmid-Bibliothek blieben Gaps ubrig, die
des ofteren im Bereich von Transposasen lagen. Ebenso lagen alle 4 rRNA-
Kassetten in Gaps. Dies legt die Vermutung nahe, dass die Gaps nicht rein zufallig
verteilt sind. Vielmehr liegen sie haufig in Bereichen mit Sequenzen, die in Kopien
vorliegen, entweder relativ nahe beieinander oder wie im Fall der rRNA-Kassetten an
weit entfernten Loci. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass ein Assemblierungs-
Algorithmus die Reads aufgrund von Sequenz-Ubereinstimmungen aneinanderreiht.
Wenn nun aber eine Sequenz doppelt im Genom enthalten ist, kénnen Reads aus
diesen Sequenzen nur dann eindeutig zugeordnet werden, wenn sie weit genug aus
der doppelten Sequenz herausragen um zu einem der Loci zugeordnet zu werden.
Liegt ein Read komplett innerhalb doppelt vorhandener Sequenz, kann er nicht
zugeordnet werden.

Konsequenterweise wird also an dieser Stelle ein Gap offen gelassen.

Um dies zu vermeiden, empfiehlt es sich, mdglichst lange Reads zu generieren. Je

langer die Reads, desto sicherer kbnnen sie zugeordnet werden.
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Die Qualitat und Anzahl der Reads spielen ebenso eine Rolle. Im Idealfall, wenn jede
Base jedes Reads 100%ig sicher ware, konnten Reads an Stellen, die sich nur durch
eine Base unterscheiden, immer noch richtig zugeordnet werden. Je mehr Fehler in
den Reads sind, desto schlechter kann ein Assembly-Programm Reads eindeutig
einem Locus zuordnen, und konsequenterweise muss es mehr Gaps offen lassen.
Uber die Anzahl der Reads konnen zumindest die zufalligen Fehler in den Basen
bedingt ausgeglichen werden. Dennoch bleibt die Lange der Reads ein limitierender
Faktor, selbst wenn sehr viele sehr hochwertige Reads vorhanden sind, wie das
obige Beispiel zeigt.

Eine andere Moglichkeit sind paired end (oder mate pair) Reads: Sie sind zum
Beispiel im Rahmen der Plasmid-Bibliothek verwendet worden: Wenn jedes Plasmid-
Insert von beiden Seiten sequenziert wird, sind diese beiden Reads zueinander
entgegengesetzt anzuordnen. Dies bedeutet eine Zusatzinformation fir den
Assemblierungs-Algorithmus, mit dem dieser unter Umstdnden Reads von mehrfach
vorhandenen Sequenzen eindeutig zuordnen kann. Mittlerweile sind solche paired-
end-Sequenzierungen auch fir 454-Pyrosequenzierungs-Laufe verfiigbar, und

sollten aus dieser Uberlegung heraus bevorzugt Verwendung finden.
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Abbildung 40: Das Problem, repeats zu assemblieren

Die zueinander homologen Sequenzen sind in griin gezeichnet.

A zeigt den Problemfall: Die Contigs kénnen auf unterschiedliche Weise verbunden werden. Selbst wenn sehr
viele qualitativ einwandfreie Reads vorhanden sind, kann keine Entscheidung getroffen werden, welche Contigs
zueinander gehoren, weil die Reads zu kurz sind.

B zeigt eine mogliche Lésung: Lange Reads, die in die nicht homologen Sequenzen hineinragen, Uberbriicken
das Gap komplett.

C zeigt eine zweite Lésung: Mit gepaarten Reads kdnnen Contigs einander zugeordnet werden

Es empfiehlt sich weiterhin, die Primer, die fur den Lickenschluss verwendet werden,
primar etwas weiter entfernt von den Randern der Gaps zu wahlen: Die Réander
enthalten oft repetitive Sequenzen, die fur das Setzen von PCR-Primern vermieden
werden sollten.

Zum Beispiel kdonnte die Standard-Entfernung der Primer zum Gap fur die Software
minimap auf 1.000 bp erhoht werden. Ein hiermit generierter Read wirde zwar
weniger weit in das Gap hineinragen, das Risiko fur eine unspezifische PCR wirde
jedoch verringert. Zum Sequenzieren dieser PCRs koénnten weiterhin Primer
verwendet werden, die bis 150 bp nahe am Gap liegen, in der Hoffnung, dass die

Primer zumindest innerhalb des PCR-Produkts spezifisch binden.

Aus derselben Uberlegung heraus sollte iiberlegt werden, die minimale GroRe der

verwendeten Contigs von 500 bp auf 1.000 bp zu erhdhen.
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Die kleineren Contigs sind oft das Ergebnis von repeat-reichen Strukturen, in deren
Umgebung oft keine eindeutig sequenzierbaren PCRs generiert werden konnten.

Da es im Rahmen der Arbeit moglich war, PCRs bis etwa 10.000 bp zu generieren,
und die Reads aus guten PCRs bis knapp Uber 1.000 bp lang waren, erscheint es
sinnvoll, die kleineren Contigs zundchst wegzulassen, und PCRs von grol3eren
benachbarten Contigs aus zu entwerfen, die die kleinen Contigs Uberspannen und
deren Primer in Regionen ohne Repeats liegen.

5.4 Putative Pathogenitatsfaktoren

Wie schon eingangs erwahnt, sollte bei Verwendung eines Bakterienstammes am
Menschen eine Bedrohung durch mdgliche Pathogenitatsfaktoren soweit wie mdglich

ausgeschlossen werden.

Zunachst hat die Genomsequenzierung gezeigt, dass einige Faktoren vorhanden
sind: E.faecalis Symbioflor 1 verfugt tber Aggregation Substance, Collagen Adhesion
Protein und Uber die Gene, die er zum Widerstand gegen oxidativen Stress bendtigt.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Stamm in der Tat nicht Uber Cytolysin,
Enterococcal Surface Protein, Gelatinase, Hyaluronidase oder Peptid-Antibiotikum
AS-48 verflgt.

Die Aggregation Substance ist wichtig fur die Adhasion von Enterokokken
aneinander zum Austausch von Plasmiden wodurch potentiell pathogenen Stammen
die Aufnahme von z.B. Antibiotika-Resistenzen vermittelt wird (Dunny 1990).
AulRerdem vermittelt Aggregation Substance die Adhasion an eukaryontische Zellen,
dies spielt moglicherweise bei der Ausbildung von Harnwegsinfekten eine Rolle (Kreft
et al. 1992). Auch bei einer Endokarditis bilden Stamme mit Aggregation Substance
dichtere Vegetationen auf dem Endokard. Eine hohe Mortalitat bei einer Endokarditis
scheint jedoch nur in Kombination mit Cytolysin erreicht zu werden (Chow et al.
1993).
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Die Gene fur die gewebeschadigenden Lysine Gelatinase, Cytolysin und
Hyaluronidase konnten in E. faecalis Symbioflor 1 nicht gefunden werden. Der
Verlust der Gelatinase ist moglicherweise auf die Insertion einer Transposase
zurlickzufihren.

Damit ist davon auszugehen, dass der Keim vermutlich schlechter menschliches
Gewebe infiltrieren kann als vergleichbare Enterokokken mit diesen Genen.

Aggregation Substance erscheint in diesem Licht als Faktor, der Enterokokken die
Kolonisation ermdglicht, wahrend Faktoren wie Cytolysin, Gelatinase und
Hyaluronidase zur Zerstorung von Wirtszellen und Gewebe flihren. Fir eine
probiotischen Stamm ist es wiinschenswert, dass er kolonisiert ohne zu zerstéren,
und diese Kombination scheint mit der Anwesenheit von Aggregation Substance und
Abwesenheit von Gewebs-schadigenden Enzymen wie Cytolysin, Gelatinase und

Hyaluronidase vorzuliegen.

Es bleibt noch die Frage, ob E. faecalis Symbioflor 1 Aggregation Substance
tatsachlich exprimiert. Im Vergleich zu E. faecalis V583, der zwei Kopien des Gens

hat, liegt im probiotischen Stamm nur ein Gen vor.

Das Collagen Adhesion Protein spielt eine Rolle bei Harnwegsinfekten und
Endokarditiden, indem es den Enterokokken ermdglicht, sich an die extrazellulare
Matrix des Wirtsorganismus zu heften (Nallapareddy et al. 2011). Das Gen fir dieses
Protein ist in allen vier untersuchten Stammen vorhanden, jedoch ist es sowohl in E.
faecalis Symbioflor 1, als auch in E. faecalis 62 verkirzt und damit vermutlich
funktionell inaktiv.

Dies beeintrachtigt moglicherweise diese beiden Stamme dabei, Harnwegsinfekte

oder Endokarditiden auszuldsen.

Zum Ausbilden eines Biofilms, wie er bei vielen klinischen Isolaten gefunden wird, ist
das Enterococcus Surface Protein erforderlich (Tendolkar et al. 2004; Toledo-Arana
et al. 2001).

Von den untersuchten Stdmmen enthielt nur E. faecalis 62 das entsprechende Gen.
Dies passt zu der Beobachtung, dass der Stamm E. faecalis Symbioflor 1

experimentell keinen Biofilm bilden konnte (Domann et al. 2007).
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Fur die Abwehr gegen oxidativen Stress wurde seinerzeit festgestellt, dass E.
faecalis Symbioflor 1 Uber die entsprechenden Genausstattung verfiigt (Domann et
al. 2007). In der komparativen Analyse mit den anderen Stammen fiel nun auf, dass

die Gene fur Katalase sowie fur eine Kopie der Thioredoxin-Reduktase verkurzt sind.

Das Enzym Katalase ermdglicht Bakterien, toxisches Wasserstoff-Peroxid (H202) zu
H,O und Sauerstoff umzusetzen. Unter anaeroben Bedingungen, wie sie im Darm
herrschen, entsteht relativ wenig Wasserstoff-Peroxid. Unter aeroben Bedingungen
produziert der Stoffwechsel jedoch als Nebenprodukt Superoxid und Wasserstoff-
Peroxid. Auch die Atmungskette, die den Keim unter aeroben Bedingungen mit
Energie versorgt, verursacht vermutlich die Entstehung von Sauerstoff-Radikalen und
letztlich Wasserstoff-Peroxid. Es konnte gezeigt werden, dass E. faecalis Uber eine
Katalase (katA) verfugt, die dem Keim ein Uberleben in Gegenwart von Wasserstoff-
Peroxid ermoglicht. Diese Katalase bendtigt jedoch Ham als prosthetische Gruppe.
Dieses stellt der Keim nicht selbst her, kann es aber aus dem Wachstumsmedium
entnehmen (Pritchard & Wimpenny 1978; Ritchey & Seeley 1974; Frankenberg et al.
2002).

In der klinischen Diagnostik wird 3%iges Wasserstoff-Peroxid benutzt, um auf
Agarplatten  zwischen  Staphylokokken,  Streptokokken und  Mikrokokken
unterscheiden zu kénnen. Staphylokokken, als Katalase-positive Keime, setzen das
H,O, um, der entstehende Sauerstoff ist als Blaschenbildung im Agar sichtbar.
Streptokokken sind in der Regel Katalase-negativ. Enterokokken, die historisch zu
den Streptokokken gehéren, gelten ebenfalls als Katalase-negativ, bei ihnen wird in
der Regel keine oder nur schwache Blaschenbildung durch eine sogenannte
Pseudokatalase beobachtet, die bestenfalls nach frischer Isolierung auftritt und dann
oft nach serieller Kultivierung verschwindet (Winn, et al., 2006).

Es ist moglich, dass die Enterokokken beim Wachstum auf den in der Diagnostik
benutzen Platten das benétigte Ham nicht zur Verfigung haben. Werden Blutplatten
verwendet, waren Erythrozyten und damit Ham vorhanden, aber dazu missten die
Enterokokken die Erythrozyten lysieren um an das Ham zu gelangen. Es ist auch

madglich, dass die enterokokkale Katalase unter diesen Wachstumsbedingungen
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nicht ausreichend exprimiert wird, um mit bloRem Auge die Blaschenbildung bei
Anwendung des H;0,-Tests sehen zu kdnnen.

Es ist plausibel, dass die Produktion von Wasserstoff-Peroxid und Sauerstoff-
Radikalen sowie die Verteidigung gegen ebensolche Stoffe den Enterokokken
ermoglicht, wahrend einer Infektion in menschlichem Gewebe und im Blut zu
Uberleben, vor allem da auch Leukozyten diese als Angriffsmechanismen benutzen
(Frankenberg et al. 2002).

Der probiotische Stamm E. faecalis Symbioflor 1 verfiigt jedoch offensichtlich nicht
Uber eine funktionierende Katalase. Im Katalase-Test ist der Stamm wie erwartet
negativ. Die entsprechende CDS zeigt eine Punktmutation mit einem daraus
resultierenden Stopp-Codon und daher ein fragmentiertes Protein. Es ist
anzunehmen, dass der Keim dadurch anfalliger gegentber neutrophilen Leukozyten
ist. Zudem durfte er gegentber den Sauerstoff-Radikalen, die bei Wachstum in
lebendem Gewebe unter aeroben Bedingungen vermehrt anfallen, sensibler sein als

Enterokokken mit intakter Katalase.

Sauerstoff-Radikale sind jedoch nicht nur im Kampf mit Leukozyten bedeutsam.
Milchsaurebakterien produzieren auch wahrend der oxidativen Energiegewinnung
aus Lactat, Pyruvat und Glycerol ebenfalls H,O,. Wenn dieses akkumuliert, ist es
toxisch fur die Bakterien, indem es die DNA, Proteine und die Zellmembran schadigt.
Es scheint, als ob verschiedene Stamme des Enterococcus faecalis die
Moglichkeiten des oxidativen und des anaeroben Abbaus von Glycerol in
unterschiedlichem Mal3e nutzen, auch wenn sie prinzipiell beide Wege zur Verfligung
haben. Es hat sich jedoch gezeigt, dass Enterococcus-Deletionsmutanten, denen die
Mdoglichkeit genommen wurde, Glycerol oxidativ abzubauen, in Gegenwart von
Glycerol besser wuchsen als der Wildtyp. Offensichtlich ist das vom Keim selbst
produzierte H,O, flr sein eigenes Wachstum hinderlich. Im Gegensatz dazu wuchsen
die Enterococci besonders schnell, wenn sie den oxidativen Weg zur Verfligung

hatten und zuséatzlich mit Katalase im Medium versorgt wurden (Bizzini et al. 2010).

Eine weitere Bedrohung durch oxidativen Stress verursachen Antibiotika. Es konnte

gezeigt werden, dass bakterizide Antibiotika wie Penicilin und Vancomycin
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zumindest einen Teil ihrer Wirkung der Entstehung von Superoxidanionen (O3)
verdanken. Diese negativ geladenen Sauerstoff-Molekile werden von der Superoxid-
Dismutase zu H,0, verstoffwechselt. Dieses kann dann von der Katalase entgiftet
werden. Insbesondere FunktionseinbufRen an der Superoxid-Dismutase erhdhen die
Empfindlichkeit der Enterokokken gegeniber jenen Antibiotika. Die Katalase, welche
erst den zweiten Schritt der Entwicklung katalysiert, scheint hier weniger wichtig zu
sein, FunktionseinbufRen machen sich weniger bemerkbar (Bizzini et al. 2009).

Um zu testen, inwieweit solche Uberlegungen zutreffen, kénnen auf Basis der
vorhandenen Genomsequenz gezielt Deletionsmutanten von E. faecalis Symbioflor 1
hergestellt werden, deren Gene fur Katalase oder Thioredoxin-Oxidasen deletiert
sind. Diese konnen dann unter verschiedenen Wachstumsbedingungen auf ihre
Resistenz gegenulber oxidativem Stress getestet werden.

Relevant kdnnte dies auch unter dem Aspekt sein, dass Sauerstoff-Radikale auch fur
eukaryontische Zellen schadlich sind. Die Schadigung der Darmschleimhaut mit
Radikalen wurde als ein potentieller Faktor fir die Entstehung des colorektalen
Karzinoms und anderer, entzindlicher Darmerkrankungen diskutiert (Y. J. Kim et al.
2012). Es konnte also durchaus eine Rolle spielen, wie viel oxidativen Stress die
eigene Darmflora verursacht oder ob sie diesen sogar mindert.

Fur einen probiotischen Stamm wie E. faecalis Symbioflor 1 ware in diesem
Zusammenhang zunachst interessant, welchen Stoffwechselweg er bevorzugt:
Jenen, der vermehrt Radikale freisetzt, oder den, bei dem dies nicht der Fall ist. Die
vermutlich nicht funktionierende Katalase ist also durchaus aus zwei Blickwinkeln zu
betrachten: Wahrend sie auf der einen Seite dem Keim die Abwehr gegen
menschliche Abwehrzellen erschwert, fuhrt sie unter Umstanden zur vermehrten

Ansammlung von schadlichen Radikalen.

Es konnte gezeigt werden, dass Stamme mit Cytolysin vermehrt im Blut auftauchen
und proliferieren. Unter der Annahme, dass die Enterokokken mit Cytolysin
menschliche Erythrozyten lysieren, um deren Ham fur ihre Katalase (und andere
Enzyme) zu verwenden, féllt auf, dass E. faecalis Symbioflor 1 auch diese

Moglichkeit fehlt, da er nicht tiber Cytolysin verfiigt. Ein Uberleben von Symbioflor 1
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im menschlichen Blutstrom erscheint also insgesamt deutlich erschwert (Pillar &
Gilmore 2004).

Der Locus, welcher E. faecalis V583 die namensgebende Vancomycin-Resistenz
verleiht, liegt in einer Pathogenitatsinsel, deren Ausmaf und Inhalt zwischen den
Stdmmen sehr unterschiedlich ist. Diese Beobachtung deckt sich mit friheren
Analysen des Locus (Dahl et al. 1999). Das vanB-Operon selbst besitzt von den in
dieser Arbeit untersuchten nur jener Stamm, wahrend zumindest die Stdmme E.
faecalis 62 und E. faecalis OG1RF noch Teile der umgebenden Region besitzen. In
E. faecalis Symbioflor 1 fehlt dieser Locus im Vergleich zu den anderen Stammen
jedoch komplett.

Somit kann auch genetisch betéatigt werden, dass der Stamm nicht Vancomycin-

resistent ist.

Resistenzmechanismen werden zum Teil Uber mobile genetische Elemente
Ubertragen, was insbesondere auch fir das vanB-Operon gilt (Quintiliani & Courvalin
1994).

E. faecalis Symbioflor 1 =zeigt, dass auch ein Stamm mit relativ vielen
chromosomalen mobilen genetischen Elementen nicht unbedingt auch viele
Pathogenitatsfaktoren haben muss.

Weiterhin wurde geschlussfolgert, dass eine Resistenz gegentiber fremder DNA eine
winschenswerte Fahigkeit von apathogenen Keimen ist, um so die Aufnahme von
Resistenz-Genen zu verhindern (Palmer & Gilmore 2010). CRISPR-System sind
solche Systeme (Makarova et al. 2006; Barrangou et al. 2007).

Es fallt auf, dass E. faecalis Symbioflor 1 rein von der Anzahl nach E. faecalis
OGI1RF die beste Ausstattung an CRISPR-Loci enthélt. Im Gegensatz dazu hat der
Vancomycin-resistente E. faecalis V583 nahezu keinen. Die Assoziation kann in
diesem Fall leider nicht uneingeschrankt Gbernommen werden, da E. faecalis
Symbioflor 1 kein Enzym fir ein funktionierendes CRISPR-System aufweist. Damit ist
fragwirdig, ob die entsprechenden Loci Uberhaupt eine Funktion haben - es sei
denn, ein bisher unbekanntes Protein wirde die Funktion bekannter CRISPR-

Proteine Ubernehmen.
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Zudem besitzt E. faecalis Symbioflor 1 im Gegensatz zu E. faecalis OG1RF, der fast
gar keine mobilen genetischen Elemente aufweist, einige Prophagen und
Transposasen, was gegen ein funktionierendes CRISPR-System spricht.

Zusammenfassend besitzt E. faecalis Symbioflor 1 Faktoren, die die Besiedlung
eines Wirtsorganismus begunstigen, aber die Faktoren zur Infektion, Invasion und
Schadigung von Gewebe fehlen ihm. Insbesondere die Gene fir Cytolysin,
Gelatinase und Enterococcal Surface Protein scheinen klinisch bedeutsame loslate
von harmlosen Stuhlkeimen zu unterscheiden, und keiner dieser Faktoren ist in E.
faecalis Symbioflor 1 enthalten. Einzig Aggregation Substance ist ein Genprodukt,
welches auch vermehrt in pathogenen Isolaten gefunden wurde (Semedo et al.
2003). Diese und das ebenfalls vorhandene Collagen Adhesion Protein sowie die
Gene, die Widerstand gegen oxidativen Stress vermitteln, sind jedoch vermutlich fur
die Kolonisation im Darm nitzliche Faktoren, ohne direkt schadlich zu wirken
(Domann et al. 2007).

Da der Stamm E. faecalis Symbioflor 1 wesentliche Pathogenitatsfaktoren nicht hat,
ist unwahrscheinlich, dass er eine Krankheit auslésen kann. Er wurde aufgrund
dessen von der zentralen Kommission fiur biologische Sicherheit von Risikostufe 2
gemal Gentechnik-Sicherheitsverordnung auf Risikostufe 1 heruntergestuft.

Er gilt damit als harmlos und kann bedenkenlos eingenommen werden.

5.5 Uberleben der Magen-Darm-Passage

Um als Probiotikum eine Wirkung in der Darmflora entfalten zu kbnnen, muss ein oral
appliziertes probiotisches Bakterium lebend dort ankommen. Auf diesem Weg sind
vor allem die Magensaure und Gallenséafte Faktoren, die auf Bakterien aufRerst
schadlich wirken. Christoffersen et al. untersuchten in vitro die Empfindlichkeit
verschiedener E. faecalis-Stamme gegeniber Magensaft und Duodenalsaft. Hierbei
zeigte sich, dass der Magensaft, hauptsachlich aufgrund seiner Aziditat, sowohl E.
faecalis Symbioflor 1 als auch die Stamme E. faecalis 62 und E. faecalis V583
gleichermal3en abtttet. Gegenuber Duodenalsaft zeigte E. faecalis Symbioflor 1

jedoch eine erhdhte Resistenz (Christoffersen et al. 2012).
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Bahle et al untersuchten E. faecalis V583 auf Proteom-Ebene, um Gene zu finden,
die das Uberleben in Gegenwart von Gallensaure erméglichen (Bghle et al. 2010).

Es zeigt sich, dass E. faecalis Symbioflor 1 tber alle bis auf funf dieser Gene verfiigt
— vier Proteine mit unbekannter Funktion und ein Mannose-spezifisches
Transportsystem fehlen.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass E. faecalis Symbioflor 1 relativ gut im
Dunndarm in Gegenwart von Duodenalsaft und den dort enthaltenen Gallenséuren
Uberleben kann, jedoch die Magenpassage aufgrund des sauren pH-Wertes nicht
Uberlebt.

Andererseits besitzt der Stamm Faktoren wie Aggregation Substance, Collagen
Adhesion Protein und Resistenz gegeniiber oxidativem Stress, die ein Uberleben im
Darm begiinstigen - zudem wurde der Keim urspringlich aus dem Stuhl eines

gesunden Menschen isoliert. (Domann et al. 2007).

Es ist also ohne weiteres nicht abzuleiten, ob oral eingenommene E. faecalis
Symbioflor 1-Bakterien die Magen-Darm-Passage uberleben und sich im Darm
ansiedeln.

Hierzu ware ein direkter Nachweis des Stammes aus dem Stuhl einer
Versuchsperson erforderlich. Da die meisten Menschen jedoch eigene E. faecalis-
Stamme in ihrer Darmflora haben, gestaltet sich der Nachweis schwierig: ES muss
festgestellt werden, ob E. faecalis Symbioflor 1 unter den gefunden Stammen ist.

Fur den spezifischen Nachweis von Bakterien lasst sich die quantitative PCR nutzen.
Indem fir einen Stamm spezifische Primer gewahlt werden, kann gezielt DNA dieses
Keims amplifiziert und nachgewiesen werden.

Um fur den Stamm spezifische Primer entwerfen zu kénnen, bendtigt man jedoch

Kenntnisse Uber Sequenzen, die nur dieser Stamm besitzt. Diese sind nun verfligbar.

Mittlerweile ist auf diese Weise bei Versuchspersonen nachgewiesen worden, dass
E. faecalis Symbioflor 1 die Magen-Darm-Passage Uberlebt und in der Tat zumindest
einige Tage nach oraler Einnahme in der Darmflora persistiert und ausgeschieden

wird (Domann, persdnliche Kommunikation).

Weitere Setups sind denkbar. Zum Beispiel konnte man testen, inwieweit

verschiedene Nahrungsmittel einen Einfluss auf die Dichte und Dauer der
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Kolonisation mit E. faecalis Symbioflor 1 haben. Auch die Untersuchung, in welchen
Darmabschnitten er sich vermehrt aufhélt, ist so vorstellbar.

Auch wenn es nicht wahrscheinlich ist, konnte bei einer Enterokokken-Infektion auf
diese Weise festgestellt werden, ob sie von diesem Stamm ausgeldst wird.

In vitro kdnnte getestet werden, ob der Stamm andere Enterokokken verdrangt.

5.6 Putative probiotische Eigenschaften

Mit E. faecalis V583 steht ein pathogenes Enterococcus-Isolat zur Verfiigung
(Paulsen et al. 2003), mit E. faecalis OG1RF ein Laborstamm (Bourgogne et al.
2008) und mit E. faecalis 62 ein kommensales Isolat eines Sauglings (D. A. Brede et
al. 2011).

Mit dem Genom von E. faecalis Symbioflor 1 ist nun erstmalig ein Genom eines
probiotisch verwendeten E. faecalis 6ffentlich verfligbar.

Dies bietet eine Reihe von Mdglichkeiten fir die probiotische Forschung.

Anfangs wurde erwahnt, dass bezuglich Probiotika gewisse Problematiken bestehen.
Als Lebensmittel verkauft sollten sie der Férderung der "Wellness" dienen, ohne dass
hierbei eine gesundheitlich férderliche Wirkung bewiesen werden musste (Schulze et
al. 2008). Um solcherlei suggestiver Werbung entgegenzutreten, verabschiedeten
europaisches Parlament und Rat eine Verordnung, die sogenannte "Health-Claims-
Verordnung". Hiernach dirfen Lebensmittel nur dann als gesundheitsférderlich
vermarktet werden, wenn ein solcher Nutzen wissenschaftlich bewiesen ist
(Verordnung (EG) NR. 1924/2006)

Wenn Probiotika als Arzneimittel vermarktet werden sollen, gilt das
Arzneimittelgesetz. Hiernach sind Arzneimittel Stoffe,

"[...]1. die zur Anwendung im oder am menschlichen oder tierischen Koérper bestimmt
sind und als Mittel mit Eigenschaften zur Heilung oder Linderung oder zur Verhitung
menschlicher oder tierischer Krankheiten oder krankhafter Beschwerden bestimmt
sind oder

2. die im oder am menschlichen oder tierischen Korper angewendet oder einem

Menschen oder einem Tier verabreicht werden kénnen, um entweder
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a) die physiologischen Funktionen durch eine pharmakologische, immunologische
oder metabolische Wirkung wiederherzustellen, zu korrigieren oder zu beeinflussen
oder

b) eine medizinische Diagnose zu erstellen.” (82 AMG, Absatz 1, 2012)

Egal ob Probiotika also als Lebensmittel oder als Medikament verkauft werden, eine
gesundheitsférdernde oder krankheitsverhindernde Wirkung ist wiinschenswert.
Wie kann eine solche Wirkung aussehen?

In Bezug auf die probiotische Wirkung von Bakterien gibt es zahlreiche Vorstellungen
und Modelle. Ein Mechanismus ist die Interaktion mit dem Darmepithel (Schulze,
2008).

Das annotierte Genom von E. faecalis Symbioflor 1 bietet die Basis, gezielt nach
Proteinen zu suchen, die entweder sezerniert werden oder an der Oberflache des
Bakteriums exprimiert werden. Diese haben das Potential, mit den Darmepithelien
und anderen Wirtszellen interagieren zu kénnen und auf diese Weise eine Wirkung,
zum Beispiel eine immunmodulatorische, zu entfalten.

Mit Augur wurden 4 potentiell sezernierte, fur E. faecalis Symbioflor 1 spezifische
Proteine identifiziert (André Billion et al. 2006).

Solche Proteine, insbesondere solche, die spezifisch fur E. faecalis Symbioflor 1 als
probiotischem Bakterium sind, kénnten gezielt isoliert und in Zellkulturen angewendet
werden, um deren Wirkung auf eukaryontische Zellen zu testen. Insbesondere
kénnte getestet werden, welche Wirkung diese Proteine auf die Durchlassigkeit von
Epithelbarrieren haben.

In der Pathogenese von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen spielen Lecks
in den Tight Junctions des Darmepithels eine grof3e Rolle (Teshima & Meddings
2008). Fur verschiedene probiotisch verwendete Laktobazillen wurde gezeigt, dass
sie die Durchlassigkeit des Darmepithels verhindern kénnen (Sanchez et al. 2010;
Schlee et al. 2008). Unter Umstanden koénnten auch Proteine dieses Stammes
gefunden werden, die eine vergleichbare Wirkung haben. Unter Umstanden kdnnte

diese spater sogar gezielt hergestellt und als Medikament verabreicht werden.

Um zu bestimmen, ob ein bestimmtes Proteinen Uberhaupt eine Wirkung hat,

kénnen, auf Basis der Genomsequenz, Deletionsmutanten hergestellt werden. Diese



Diskussion - 116

konnen mittels Wachstumskurven und in Infektionsversuchen mit dem Wildtyp
verglichen werden.

Wenn besser bekannt ist, welche Faktoren eine gesundheitsférdernde Wirkungen
ausmachen, kann unter Umstanden sogar versucht werden, Mutanten zu erzeugen,
die die entsprechenden Faktoren vermehrt exprimieren, um die probiotische Wirkung

Zu verstarken.

Desweiteren kdnnen mit dem annotierten Genom als Referenz Transkriptions-
Analysen durchgefuhrt werden. Auf diese Weise lasst sich untersuchen, welche
Proteine der Keim unter verschiedenen Bedingungen exprimiert. So kann die
Fragestellung untersucht werden, inwieweit der Wirt und dessen Mikrobiota Einfluss
auf das Probiotikum hat.

Verschiedene Bakterein beeinflussen sich gegenseitig in ihrem Wachstum und ihrem
Metabolismus, auch dies ist als probiotische Wirkungsweise diskutiert worden
(Bisanz & Reid 2011).

Mit  Transkriptions-Analysen  lieBe  sich  ebenso  feststellen, welche

Pathogenitatsfaktoren letztendlich Gberhaupt exprimiert werden.

In eine &hnliche Richtung wie Transkriptions-Analysen gehen metabolische
Untersuchungen. Ein Teil der Wirkung probiotischer Bakterien wird darauf
zuruckgefiihrt, das sie durch ihre Metabolite eine Millieu-Veranderung im Darm
hervorrufen (Schulze, 2008).

In der komparativen Genom-Analyse fielen zwei Loci auf, an denen E. faecalis
Symbioflor 1 zuséatzliche Gene zum Transport und zum Metabolismus fuhrte.

Der erste Locus betrift ein Laktose [/ Cellobiose-spezifisches Zucker-
Transportsystem. Dies suggeriert, dass der Keim sich ein Stick weit darauf
eingestellt hat, vermehrt Laktose oder Cellobiose aufzunehmen.

Der zweite Locus ist moglicherweise durch eine Integrase in das Genom integriert
worden. Er enthédlt unter anderem ein Zucker-Transport-System sowie eine
Glukosidase / Galaktosidase. Zudem sind ein potentielles Zellwand-Protein und
Restriktionsenzyme enthalten. Es ist denkbar, dass die Integration dieses Locus dem
Keim einen lokalen Vorteil gegentber anderen Enterokokken in Zucker-haltigen

Lebensrdumen verschafft.
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Fur beide Loci gilt einschrankend, dass solche Vermutungen nur mit Vorsicht gestellt
werden konnen. Letztendlich wurden die Annotationen auf der Basis von Sequenz-
Homologien getroffen. Da der Cutoff nicht bei 100% Identitat gesetzt wurde, kann es
naturlich sein, dass gerade aktive Zentren der betreffenden Proteine aul3er Kraft
gesetzt oder in ihrer Spezifitdt verandert wurden. Zudem ist nicht sicher, ob die
Proteine Uberhaupt exprimiert werden. In diesem Zusammenhang ware wieder eine

Transkriptionsanalyse hilfreich.

Zusammenfassend bietet die Genomsequenz von E. faecalis Symbioflor 1 eine
Grundlage, von der aus weitere in die Tiefe gehende Forschungen gestartet werden

konnen.

5.7 Ausblick

Mit dem fast vollstandig sequenzierten Genom des E. faecalis Symbioflor 1 steht nun
ein weiteres Genom dieser Bakterienspezies zur Verfigung.

Die Genomsequenz wurde als *.embl-Datei formatiert und in die Datenbank des
European Molecular Biology = Laboratory in Heidelberg submittiert

(http://lwww.ebi.ac.uk/embl/index.html, submission ds: 85621).

Zukunftig bieten sich dadurch folgende Méglichkeiten:

1. Zukinftig sequenzierte E. faecalis-Stamme konnen vielleicht ein Stiick leichter
assembliert, geschlossen und annotiert werden, indem E. faecalis Symbioflor 1 als
Referenz dient.

Mittlerweile wird Next-Generation-Sequenzierungs-Technologie immer
kostengunstiger und damit weitrdumiger verfigbar. Dadurch kénnen in Zukunft auch
neue E. faecalis-Isolate, sowohl kommensale als auch pathogene, einfacher
sequenziert werden. Bisher vermag es jedoch keine Technologie, ein
prokaryontisches Genom in einem Stick zu sequenzieren. Jede bisher
verfugbareTechnologie liefert nur eine Menge (im Vergleich zum gesamten Genom)
relativ kurzer Reads. Daher sind in de novo-Assemblys in der Regel immer Gaps zu

erwarten. Zur Ausrichtung der Contigs eines unbekannten Genoms und zum
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SchlieBen der Gaps zwischen diesen sind Referenzgenome eine wertvolle
Ressource.

Im Rahmen dieser Arbeit zeigte sich, dass die Gaps, die stark homolog zum
Referenzgenom E. faecalis V583 waren, in aller Regel deutlich einfacher und
schneller zu schlie3en waren. Insbesondere in repetitiven Bereichen kommt der Wert
einer guten Referenz deutlich zum Tragen: Zum Beispiel konnten die rRNA-
Kassetten durch Verwendung von Primern geschlossen werden, die zuvor fir die
rRNA-Kassetten anderer Bakterien entworfen wurden. Zuvor hatte die
Sequenzierung dieser Bereiche aufgrund der repetitiven Natur durchaus Probleme
bereitet.

So wie im Rahmen dieser Arbeit das Genom von E. faecalis V583 als Referenz zum
ordnen der Contigs und zur Annotation der Gene von E. faecalis Symbioflor 1 diente,
kann vielleicht auch das Genom von E. faecalis Symbioflor 1 als Referenz flr einen
zukiinftig sequenzierten Stamm dienen. Die Erfahrung zeigt, dass dieser Prozess
umso einfacher ist, je naher neuer Stamm und Referenzstamm miteinander verwandt
sind. Naturgemalf} sollte also jeder sequenzierte Stamm ein wenig dazu beitragen,

dass zukinftige Stamme leichter zu sequenzieren und zu interpretieren sind.

2. Der Stamm E. faecalis Symbioflor 1 kann als Referenz zur Einordnung neu
sequenzierter Enterokokken dienen. Wenn bei einem neuen Stamm unklar ist,
inwieweit dieser pathogen ist, kann seine Sequenz mit der von bekannten
Enterokokken verglichen werden, um einen Uberblick zu erhalten.

Anders herum ist es nicht immer von vorn herein klar, was Pathogenitat ausmacht.
Um Gene zu finden, welche verdachtig fur Pathogenitat sind, bietet es sich zum
Beispiel an, die Genome von vielen pathogenen Stammen und vielen apathogenen
Stammen zu vergleichen. Uber komparativ-statistische Analysen lassen sich so
moglicherweise Gene finden, die vermehrt in pathogenen Stammen enthalten sind
und somit eventuell Pathogenitat vermitteln.

Wenn diese Bereiche bekannt und gut charakterisiert sind, lassen sich eventuell
sogar PCR-Primer entwickeln, mit denen ein unbekanntes Isolat dann schnell auf

Pathogenitat getestet werden kann.
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6 Zusammenfassung

Enterococcus faecalis Symbioflor 1 (DSM 16431) ist ein Bakterienstamm, welcher
Hauptbestandteil eines probiotischen Medikamentes mit dem Namen Symbiofior 1
ist.

Enterokokken gelten als fakultativ pathogene Gattung. Um die Bedrohung durch
mogliche Pathogenitatsfaktoren auszuschliel3en und um den Stamm - als Inhaltsstoff
eines Medikamentes - genauer zu definieren, wurde deshalb die Entscheidung

getroffen, das Genom des E. faecalis Symbioflor 1 zu sequenzieren.

Zunachst wurde eine Plasmid-Shotgun-Bibliothek des Stamms sequenziert und
assembliert. Hieraus resultierte ein Assembly mit 702 Contigs (Domann et al. 2007).
Um die Aussagekraft bezliglich der Pathogenitatsfaktoren zu erhéhen und um den
Stamm genauer zu untersuchen, sollte der Stamm moglichst komplett sequenziert

werden und die Lucken zwischen den Contigs geschlossen werden.

Aufgrund der hohen Anzahl der Contigs wurde daher zunéchst von der Firma Roche
eine 454-Sequenzierung der chromosomalen DNA des Stammes durchgefuhrt.

Mit dem Newbler-Assembler wurden 206.726 dieser 454-Reads zusammen mit
13.131 der Sanger-Reads der Plasmid-Bibliothek zu 69 Contigs > 500 bp
assembliert. Von diesen konnten 45 am Referenzstamm E. faecalis V583

ausgerichtet werden.

Die Licken zwischen diesen Contigs wurden sukzessive mittels PCRs geschlossen.
Fur grof3e Licken wurde zusétzlich eine Fosmid-Shotgun-Bibliothek der
chromosomalen DNA des E. faecalis Symbioflor 1 mit 1.440 Klonen erzeugt, deren
Inserts ansequenziert werden konnten um die Ausrichtung von Contigs zueinander

festzustellen.

Das Resultat ergab ein zirkulares Genom von 2.790.147 bp mit zwei zu diesem
Zeitpunkt noch offenen Licken.
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Die Annotation des Genomes erfolgte halbautomatisch mit GenDB, wobei wiederum
das Genom von E. faecalis V583 als Referenz diente.

Insgesamt besitzt der Stamm 2.714 codierende Sequenzen (CDS), welche im Schnitt
302 Aminosauren codieren. Es sind 12 rRNA-Gene vorhanden, die sich auf 4 Loci
verteilen, und 63 tRNA-Gene. Der MLST-Typ des Stammes ist 248.

Uber phylogenetische Analysen konnte eine relativ nahe Verwandtschaft zu den
Stdmmen E. faecalis V583, E. faecalis OG1RF und E. faecalis 62 gezeigt werden. Es
konnten 189 fir E. faecalis Symbioflor 1 spezifische Gene gefunden werden.

Die Analyse bestatigte die weitgehende Abwesenheit von putativen
Pathogenitatsfaktoren. Der Stamm kann daher als unbedenklich angenommen
werden und wurde in Folge dessen von Risikogruppe 2 auf 1 herabgestuft.

Die nahezu komplette Genomsequenz bietet zukiinftig die Mdglichkeit, den Keim
anhand spezifischer Sequenzen molekularbiologisch nachzuweisen sowie
Transkriptions-Analysen durchzufihren und gezielt Mutanten zu erstellen, um die
Wirkung von unbekannten Proteinen zu Uberprifen, insbesondere im Hinblick darauf,
moglicherweise probiotisch wirksame Faktoren zu entdecken.

Des Weiteren kann er als Referenz fur zukinftig sequenzierte Enterokokken-Stamme

dienen.
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7 Summary

Enterococcus faecalis Symbioflor 1 (DSM 16431) is a bacterial strain which is the
main component of a probiotic medicament named Symbioflor 1.

Enterococci are a facultative pathogenic genus. In order to exclude the danger
caused by putative pathogenic traits and to further define the strain - as an ingredient
of a medicament - it was decided to sequence the genome of E. faecalis Symbioflor
1.

Initially a plasmid-shotgun-library of the strain was sequenced and assembled,
resulting in 702 contigs (Domann et al. 2007)

To increase the validity concerning the lack of pathogenic traits and to further
investigate the strain, the strain should be sequenced as completely as possible and

the gaps between contigs should be closed.

Because of the high number of contigs, the next step was a 454-sequencing of
chromosomal DNA of the strain done by the Roche company. Using the Newbler
assembler an assembly of 69 contigs > 500 bp was created by including 206,726 of
said 454-reads and 13,131 of the Sanger-reads of the forementioned plasmid-library

Of those contigs, 45 could be mapped to the reference strain E. faecalis V583.

The gaps between those contigs were successively closed by PCR. For larger gaps a
fosmid-shotgun-library of 1,440 clones was created. The inserts of said library were

sequenced in order to align contigs to each other.

The result was a circular genome of 2,790,147 bp including two gaps that are still

open

The genome sequence was then annotated semi-automatically using GenDB. E.

faecalis V583 was used as a reference for annotation.
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The strain possesses 2,714 coding sequences (CDS), each coding on average for
302 amino acids. Additionally, there are 12 rRNA-genes that are distributed among 4
loci, and 63 tRNA-genes. The MLST-type of the strain is 248.

The phylogenetic analysis revealed a close relationship to the strains E. faecalis
V583, E. faecalis OG1RF and E. faecalis 62. 189 genes could be found that were
specific for E. faecalis Symbioflor 1.

The analysis confirmed the absence of most putative pathogenic traits. Therefore the
strain can be considered safe and it was downgraded from BSL (biosafety level) 2 to
BSL1.

The almost complete genome sequence will provide the opportunity to detect the
germ on the basis of specific sequences using molecular biological techniques. It will
also enable transcription analyses and the creation of mutants in order to investigate
the role of unknown proteins, especially to discover possible probiotic traits.

Additionally, the sequence can serve as a reference for future Enterococcus strains.
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12 Publikationen

Zum Stand der Abgabe der schriftlichen Dissertation waren noch 2 Liicken im
Genom des E. faecalis Symbioflor 1 offen. Im Zeitraum zwischen Abgabe und
Disputation gelang es, diese mittels eines zu diesem Zeitpunkt im Institut neu
eingefihrten Next Generation Sequencers, dem lllumina MiSeq, zu schlie3en. Die
so gewonnene komplette Genomsequenz wurde in der ENA-Datenbank (European
Nucleotide Archive, http://www.ebi.ac.uk/ena) unter der Accession-Nummer
HF558530 hinterlegt und ist dort frei fur die Offentlichkeit zuganglich.

Die Sequenzierung des Genoms wurde mit einem kurzen Artikel in der Zeitschrift
Genome Announcements (American Society of Microbiology) bekanntgegeben, der
am 7. Februar 2013 veroffentlicht wurde. Siehe hierzu: Fritzenwanker, M. et al.,
2013. Complete Genome Sequence of the Probiotic Enterococcus faecalis

Symbioflor 1 Clone DSM 16431. Genome announcements, 1(1).
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13 Anhang

13.1 Primer der ersten Runde Luckenschluss-PCRs (minimap)

EF1_phasel_gapl L TCAATGCCTAACGATGAACG EF1_phasel_gap33 L TCCTCTTGCTACCGGAAATC

EF1_phasel_gapl R ATTTCATATGCTAAGCGGCG EF1_phasel_gap33_R TGAGAATGCTCCACGTCTTG
EF1_phasel_gap2 L AACAAACGGTCATCGGTTTC EF1_phasel_gap34 L TATCAGCAACAATTGGCAGC
EF1_phasel_gap2 R TTGAAATGCTTCCGACATTG EF1_phasel_gap34 R CAACATTTGAAAAATGGGGC
EF1_phasel_gap3 L AAAATGAACTGGCAAGCGTC EF1_phasel_gap35_L AAAATTCAACGCCGTTCTTG

EF1_phasel_gap3 R AAAGCTCAGGCCTAGGAAGC EF1_phasel_gap35_R ATATCAATGACTGGGAGCCG
EF1_phasel_gap4 L ACGATTGATCCGAAACAAGG EF1_phasel_gap36_ L TCCATTACGTTAGGGGTTGC
EF1_phasel_gap4 R ATACCGCAAAAATGCCTCTG EF1_phasel_gap36_R GACCCCTTCTCAACGAATTG
EF1_phasel_gap5 L ACGGGAACAAGGAAATGATG EF1_phasel_gap37 L TGGGCTAAAAACCAGTCCAC
EF1_phasel_gap5 R TGGAAGGCTGTGGTTTTACC EF1_phasel_gap37 R TAGGAACAGCTGCAATGTCG
EF1_phasel_gap6_ L AAAAGCATGTTCTGATGGGG EF1_phasel_gap38_L TACGCTAGAGCAATGGCTTG
EF1_phasel_gap6_R CTAGACCGTTTCTCGATGCC EF1_phasel_gap38_R CCCATTATTCCGGCACTATC

EF1_phasel_gap7_L CCTTCGACGGTGAAAAGAAC EF1_phasel_gap39_L TCATTTTAGCCGGTGGTAGC
EF1_phasel_gap7_R TCTGCCCCATTAGCAAAAAC EF1_phasel_gap39_R ACACCGCCAGTCAGAGAATC
EF1_phasel_gap8 L GAGGATGGAGTCCCTTTTGAG EF1_phasel_gap40_L ACCAGAGATGGCTCAACCAC
EF1_phasel_gap8 R ATACCGTTCTCGTGGGTTTG EF1_phasel_gap40_R GTGGAAGAAATTCGAGCCAG
EF1_phasel_gap9_ L TTTAGAAACGGGTTCCAACG EF1_phasel_gap4l_L AGGGCTATCCGCTCTTCTTC
EF1_phasel_gap9 R AATTATGGCGCTCTCCATTG EF1_phasel_gap4l_R ATTGATGAAAAACTTGCGGC
EF1_phasel_gap10_L ACGAAGTACGCCGATGTTTC EF1_phasel_gap42_L TGAAGCAATGGAATTTGCTG
EF1_phasel_gapl0_R ATGGCTTCTGTAATGGCTGG EF1_phasel_gap42_R AGCAGGCAAAATGATGGAAC
EF1_phasel_gapll_L GATGTTGCTCAATTGCATGG EF1_phasel_gap43_ L CCCATTTCACCGAAGAAAAC
EF1_phasel_gapll_R CCATAGAAGCTCGCTTGACC EF1_phasel_gap43_R CCGCCGAAGTTGAGTGTATC
EF1_phasel_gapl2_L TTGCTACGCAAGATGAATGG EF1_phasel_gap44 L TAAGTGAGGTGTCCTTGCCC
EF1_phasel_gapl2_R TTGAAATTGCTGCTCGTCAC EF1_phasel_gap44 R ATACCAATGGTTGGTCTGGC
EF1_phasel_gap13_L ACTTATGGCGGTTATGCTCG EF1_phasel_gap45_ L TATGTGCTTTTTCGCTGTCG

EF1_phasel_gapl3_R TTGCCACAAAAACACTCACC EF1_phasel_gap45_R TGAATCTGGCTATTGGCCTC
EF1_phasel_gapl4 L CAAATTCGCCCAATCAAAAC EF1_phasel_gap46_L ACCGATTTTGGACTTCATGC

EF1_phasel_gapl4 R CTTTGTGAGCCAAGCCTTTC EF1_phasel_gap46_R TGCGTTATCTAAAGGGGTCG
EF1_phasel_gapl5_L ACCAGCAATAATCGCAAACC EF1_phasel_gap47_L AGCGCTACACCTCTCTTTGC
EF1_phasel_gapl5_R CAGTTCAACTTGCGATGCTC EF1_phasel_gap47_R ATGACTGTGGAAGGCTCAGG
EF1_phasel_gapl16_L GCAGGTGTTGTGTATCACGC EF1_phasel_gap48 L CGCATCAAGTTCGTGGTATG
EF1_phasel_gapl6 R GGCATGAATGTGAAACTCCC EF1_phasel_gap48 R AGCAAAGGTCAATCAATGGG
EF1_phasel_gapl7 L AGAAGTTGCGCATGTTACCC EF1_phasel_gap49 L TGCAAAAAGCCTGTTCTCTG

EF1_phasel_gapl7 R ATCATTACGGCGACTGATCC EF1_phasel_gap49 R AGAAGAAGTTGGCGCTTCAG
EF1_phasel_gap18 L ATGGGGCGTTACAAAAACTG EF1_phasel_gap50_L TTGCATATCCCCTAATTCCG

EF1_phasel_gapl8 R TGCATGTTATTGCCTTTTGC EF1_phasel_gap50 R CACGATTGATCGTTTTGACG

EF1_phasel_gap19 L CGTTTTGGAACTGGAGAAGG EF1_phasel_gap51 L ATTAACCACAGAAGGTGGCG
EF1_phasel_gapl9 R TGAACTAGGTCCCGAAGGTG EF1_phasel_gap51 R TAGTATTAGGTGGCGCAGGC
EF1_phasel_gap20_L TGCAGAAAGCGTATTGCATC EF1_phasel_gap52_L CGACCAATGCCTGATTTAGC
EF1_phasel_gap20_R TGAAAGGGCGGTGTCTTAAC EF1_phasel_gap52_R CTTTGATTCCCCCGTTTATG

EF1_phasel_gap2l L AAGAACAACCAGGCGTTTTG EF1_phasel_gap53 L TTATTACATGTCGCAAGGCG
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EF1_phasel_gap21_R AACGGTTCTTGCTCACAAGC EF1_phasel_gap53_R GCGCTAGAAGAAATTGCAGC
EF1_phasel_gap22_L AAATGCGAAAATCACCTTGC EF1_phasel_gap54_L CTTTGTGAGCCAAGCCTTTC
EF1_phasel_gap22_R GCTCGTAAAATTCGCTCGTC EF1_phasel_gap54_R ATGCTTCTGGCAAAATGACC
EF1_phasel_gap23_L TTTAGAGGCGGCAAAAATTG EF1_phasel_gap55_L TCCAGGATTTTCACAGACCC
EF1_phasel_gap23_R ATGGCTGCAAAAGAAGCAAG EF1_phasel_gap55_R AAGCAATTCCCGTTTTAGGC
EF1_phasel_gap24_L ATAAAAACCAGTGCGGCAAC EF1_phasel_gap56_L AGACACCCACTGGCGATAAC
EF1_phasel_gap24_R TTCGGAAATACTCCCACCAG EF1_phasel_gap56_R CGCTTAACTCTTGCGAATCC
EF1_phasel_gap25_L ACAACCAGTGGAAAGTTGGC EF1_phasel_gap57_L AGGTGTTTGGCTTGGTTTTG
EF1_phasel_gap25_R GCAAATGACGGCTCTAATCC EF1_phasel_gap57_R GGATTCACACAAGGAAAGCG
EF1_phasel_gap26_L TACAGCGAAATTACCCGACC EF1_phasel_gap58_L AAGCCCATAATCGTTGTTGC
EF1_phasel_gap26_R ATGGGTAAGACCCCTTCGAC EF1_phasel_gap58_R AATTGAAACAGTTGGTGCCG
EF1_phasel_gap27 L TCTCTGCTGTTCAAGCATCG EF1_phasel_gap59 L TCATTGTGCCGATTCCTATC
EF1_phasel_gap27_R GTTGCATCAACTGTATCGGC EF1_phasel_gap59_R TAGCGTAATAGTCGGGCACC
EF1_phasel_gap28_L GATTGTTCACCGTCGTGATG EF1_phasel_gap60_L TCAACGTGATTTGCTTCTGC
EF1_phasel_gap28 R ATTGCATTTGCTGGGATTTC EF1_phasel_gap60_R AGAAAGCAACGATCACCCAC
EF1_phasel_gap29 L TATGGGGATTTCTACGCAGC EF1_phasel_gap6l L AACTGTCCCGCTTCATTGAC
EF1_phasel_gap29 R TCATTCCGAAGAAATCGGTC EF1_phasel_gap6l_R TTCCTGCTCCAACAGGATTC
EF1_phasel_gap30_L CGTGTCAATGCCAAGTTTTG EF1_phasel _gap62_L TTGTCGCTTTTGCTTTGATG
EF1_phasel_gap30_R TTGGTTTATCGGGAGCATTC EF1_phasel_gap62_R AATCACCGTCTTTTGCTTCG
EF1_phasel_gap31_L ATACTCACCCAATTGCGCTC EF1_phasel_gap63 L ACAGTGATTTTGCCCATTCC
EF1_phasel_gap31_R GGTTGGGACAACAAACCAAG EF1_phasel_gap63_R AACAAAGGCGTCATTATCCG
EF1_phasel_gap32_L TTTCAAAGGTGGTAAAGCCG

EF1_phasel_gap32_R TAGCCCAAACGAATACCAGC

13.2 Primer der zweiten Phase Lickenschluss-PCRs (minimap,

Seqman, Primer3+)

EF1_phase2_gapl_pairl L | ACGATTGATCCGAAACAAGG EF1_ph2.4_gap25_L_sm GGTCCGCTCCAACTATCA
EF1_phase2_gapl pair2_ R | TTCAGTAACCGCAAGGAAGG EF1_ph2.4_gap25 R_sm | CAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGA
EF1_phase2_gap2_pair5_ L | GAAGTTCCCTAATCCATCAAGC EF1_ph2.4_gap5 L sm ATCTTCGGCAGGAGCTAACAGTGA
EF1_phase2_gap2_pairl R | ATACCGCAAAAATGCCTCTG EF1_ph2.4_gap5 _R_sm TGACAAATGGGTAAAGCAATCTAA
EF1_phase2_gap3 pair3_L | TTTCACTGACCGCTTTGAAC EF1_ph2.4_gapl2_L_sm TCGCTGCAAATAAAGAATGA
EF1_phase2_gap3_ pair2_R | TGAGCTAAAGGTCCAGGCTC EF1_ph2.4_gapl2_R_sm CACCTGTTGCTCCTACCAC
EF1_phase2_gap4 pairl_L | TAGGCCTTTATGGGCATCAG EF1_ph2.4_gapl5_L_sm AAGAGAAAAGGGGTATGAAAATGG
EF1_phase2_gap4 pair4d_R | ATAGCTCGTCTGCCTTCTGG EF1_ph2.4_gapl5_R_sm TAACAAAACACTACTCTTCTATCA
EF1_phase2_gap5_ pairl_L GAGGATGGAGTCCCTTTTGAG EF1_ph2.4_gapll_R_p+ CAGAACCCCCACATTCTTCT
EF1_phase2_gap5 pair3_R | TCCTACGGCTCCTAACACAC EF1_ph2.4_gapl9 L_p+ GGTACCATCTTGCGCTTCTT
EF1_phase2_gap6_pairl_L CCCAACGATAGACAGTGGTG EF1_ph2.4_gap6_L_sm ATACTGGTGCCAATAATCAAGAGC
EF1_phase2_gap6_pairl_R | ACCAATCGTAGCTGCTTTCG EF1_ph2.4_gap6_R_sm GGAAAGCCACGTGTAGAAATCAT
EF1_phase2_gap7_pair2_L | TCTCAATTTAGGAATGAGATGGTG EF1_ph2.4_gap28a_L_sm | TTTAATCGTTGAAGCATCTACTCG
EF1_phase2_gap7_pair3_R | TGAAAAAGTGGATTTTTGAG EF1_ph2.4_gap28b_R_sm | GCGAACGGTTATTAATAGTGAAGC
EF1_phase2_gap8 pairl_L | ATATGGTGCAAGTCAGCACG EF1_ph2.4_gap26_L_sm ATTTTGTGCATATTTGGCTAAGGT
EF1_phase2_gap8_pairl R | ATACCGTTCTCGTGGGTTTG EF1_ph2.4_gap26 R _sm | ATTTAATCATTGCAAGCCCACCAT
EF1_phase2_gap9 pairl_ L | TTGCTACGCAAGATGAATGG EF1 2.5 gp7.1_L_sm GGATTTAAAAAGATACCGATAGTG
EF1_phase2_gap9_pair2_ R | AGCGTTTCTGCAGGTTTAGC EF1 2.5 gp7.2_L_sm ATTGCGTCATCGTTACATCACTA
EF1_phase2_gap10_pairl_L | AGCCACAACGATGGAAAAAC EF1 2.6 gpll L sm TGCAAGAAATAAAGGCGGTAATGG
EF1_phase2_gap10_pairl R | CTTTGTGAGCCAAGCCTTTC EF1_2.6_gp8_L_sm TTTCCCACAATCACTCACTTCTTT
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EF1_phase2_gapll pair2_R | ACGGAACCAACCGAGTAATG EF1_2.6_gp8_R_sm AATTGAAAAAGGTAAGGAAAGAAA
EF1_phase2_gapll pair5_L | AAGAGAGCAACGTACAATAAAG EF1_2.6_gpl2 L _sm TAGTCCTTTGATGGGTAATAGTTT
EF1_phase2_gapl2_pair3_ R | AGCGATCGACGAAAAGATTG EF1_2.6_gp23_L_sm GACCACGTTCTGCCAAATCAAATG
EF1_phase2_gap12_pair6_L | TTGTAGGTAAAAGCACAAAAGTG EF1_2.6_gp23_R_sm TGATGAGAAAAGATTACAAGTCG
EF1_phase2_gapl3_pair2_R | TTTTCATTCCGCATCACTCC EF1_2.6_gpll1AB_L_sm AAGTATTTGAATTGGTCTGTGC
EF1_phase2_gapl3_pair3_L | CGTACGCAGTATGCAGGAAG EF1_2.6_gpl1AB_R_sm TTACAGGAACCCCAGCAAATA
EF1_phase2_gapl4_pairl_L | TCGATTTTACCGAGCGAAAG EF1_2.6_gp24 L_h TCCTGATTTCAATTCTGAGTTTGG
EF1_phase2_gapl4_pair2_R | TAAGCGAGGGCTGTTCTTTC EF1_2.6_gp26_L_sm CAGGTGGGAATTGTATGTTGA
EF1_phase2_gapl5_pairl_R | AACTTGGCCCCAAATAAACC EF1_2.6_gp26_R_sm AAATAAATAGAAAGGAGTGGAGTT
EF1_phase2_gapl5_pair3_L | GAGAAAAGGGGTATGAAAATGG EF1_2.6_gp6_L_sm TACGTGCGAAATCCAAATCTGTGA
EF1_phase2_gapl16_pairl_L | TTTTTACTCGCCGTCTTTGG EF1_2.7_gpl7_L _sm CATTGGTGCTTCTATTTA
EF1_phase2_gapl16_pair3 R | CATCCCATCCAATATCACCC EF1_2.7_gpl7_R_sm TCGGCTTATTCATCATTTGGACAC
EF1_phase2_gapl7_pairl_L | CTACCGGCCAATCGTAACTG EF1_2.7_gp20_L_sm CCAGCCAAACGGAGTCATTCAGA
EF1_phase2_gapl7_pairl R | ATCCATTGCCACGACTTCTC EF1_2.7_gp20_R_sm CCGGCACTATCTACCACATTTTCT
EF1_phase2_gapl18_pairl L | ATATCAATGACTGGGAGCCG EF1_2.7._ucl02_A sm TTTGCGTATTCGTTTGATTTTCTT
EF1_phase2_gap18_pairl R | GACCCCTTCTCAACGAATTG EF1_2.7._ucl02_B_sm ATAAATGGCTCAGCAACTACAATG
EF1_phase2_gapl19_pairl_L | ATTGGCTGATCTAACACGGC EF1_2.7._uc091_A_sm ACCGTCGTTTCCAGGCTATCACT
EF1_phase2_gap19_pair3 R | TAGATCCGACTATTGCCTGC EF1_2.7._uc091_B_sm CCTTATATCGGCCGGCTTTTTGA
EF1_phase2_gap20_pairl_R | CCCATTATTCCGGCACTATC EF1_2.7._uc084_A_sm AACACTTATTTCGCCTCTATTTCA
EF1_phase2_gap20_pair5_L | GGCACTTTATCTACTGAAAATCAAATC |EF1_2.7._uc084 B_sm TTGCGACGATTGGCTTAGAAACAC
EF1_phase2_gap2l pair2 L | ATGATTTGCAACGTCCAACC EF1_2.7_gpl18_L sm TGTCAGGACCTACTATACTTCTCT
EF1_phase2_gap2l_pair2_R | ATTCGCTCGTGGATGTTTTC EF1_2.7_gpl8_R_sm TTGCAGACATGAAAACTCC
EF1_phase2_gap22_pairl_L | ATTCAATAGGCGAACCAACG EF1_2.8 uc094_B_sm AGTGCTGAAATGACGGCTAAATGG
EF1_phase2_gap22_pairl R | GACGTTTGAAGAGAGCCCTG EF1 2.8 gpl7_L_sm TTTTGTGCATATTTGGCTGAGGTA
EF1_phase2_gap23_pairl_R | TGCGTTATCTAAAGGGGTCG EF1 2.8 gpl7_R_sm AGGGGAATAAATGAACGAGAACAG
EF1_phase2_gap23_pair3_L | ATCTTTTCGTCGATCGCTTC EF1_2.8_uc084 B_sm TTTGTTAGCAGGATGTAGCACGAC
EF1_phase2_gap24 pairl R | ATACTTCCCCAAGTTGCACG EF1_2.8_uc113 B_sm ATCTTCGGCAGGAGCTAACAGTGA
EF1_phase2_gap24 pair2_L | TGATACGATCGTTGGCATTC EF1 2.8 gp20_L_sm ACAAACTGGAATCCTAGAAGCATC
EF1_phase2_gap25_pairl R | TTATTACATGTCGCAAGGCG EF1_2.8_uc102_B_sm TAGAGGCAATGTTTCCAGTAGTGA
EF1_phase2_gap25_pair2_L | CGTGCTTTTCTGACCATACG EF1_2.8_ucl2l_A_sm CAAAGTTGTATCCCCAGTAAATCA
EF1_phase2_gap26_pairl_L | CGTTACATCTGGTTTGTGCG EF1 2.8 gpl6_L_sm AACCATTTGTCAACGCTTCCTCA
EF1_phase2_gap26_pair2_R | AGTAGAAATCGCACGCCAAC EF1 2.8 gpl6_R_sm TGTGATTGAAAAAGGTGGAGAAGA
EF1_phase2_gap27_pairl_L | TCCAGGATTTTCACAGACCC EF1 2.9 gpl7_L_sm TGTCTAAGTCCGTGCATTGTGAT
EF1_phase2_gap27_pairl_R | GTTCGGAAGGTAGCAGTTGG EF1_2.9_gpl7_R_sm TTCTGAAACAATGGATACAACAA
EF1_phase2_gap28_pairl_R | GGAATTTGCGATTCTTTTCG EF1_2.9_gp6_L_sm GGTTAGTTTTTCTTGCCAGTTATT
EF1_phase2_gap28_paird_L | TTTCCTCTCAACTAGCCATCG EF1_2.9_gp8_R_sm TTCGAAGTAACAAATAAGTCCTCA
EF1_ph2_t6_gap6_p4 L GAAGGCACTGGCAATAGAGG EF1_2.9_gp20_L_sm TATATTCACCGACTAAGGCATTCT
EF1_ph2_t6_gap6_pl R CTCAGGGACTCCTGCTTCTG EF1 2.9 ucl102_B_sm AGATGAGTAATAACGCTAAAACAG
EF1_ph2_t6_gap7_p8_ L GCAGATACGAATGAAAGTTGAGAG EF1_2.10_gp20_L_sm TCGAGCGAGTTCAATATCCGTAAA
EF1_ph2_t6_gap7_p3 R TGTTGTAACCTGGAAAAGGG EF1_2.10_ucl102_B_sm ACAAGATAGTGGCGATAGCAAAGA
EF1_ph2_t6_gapl3_p2_L ATTTGTTTTGAGGTGGCGAG EF1_2.10_ucl102_A_sm TTCCACATATGCAACAAACTCG

EF1_ph2_sm_gapl7_L

ACGGTCCTCGCTATGTCAGTATCG

EF1_2.10_gpl7_L_sm

TCAGGGCAAATTTCAGTAAGGTGT

EF1_ph2_sm_gapl7_R

ATCGTATTCGGACTAGGACTGCT

EF1_2.10_gpl7_R_sm

AGTTGGCTGAGATGGTTGAGAG

EF1_ph2_t6_gap2l_pl L | AGGTCAACTCGGTGTCCAAG EF1_2.10_gp8_L_sm TGACACGTGGCAATTCTACCTTA
EF1_ph2_t6_gap2l_p3_R | TTAGCCCCTCATCATTCAGC EF1_2.10_uc094_B_sm CTCACCAAAACGAATGTAAAAGAA
EF1_ph2_t6_gap22_p3_L | GAATCACGTGCATTTCATGG EF1_2.10_gp8_R_sm ACAACAATATCAGCGCTCAATCCA
EF1_ph2_t6_gap27_plO_L | GACAAGCCTTGCAAAGCAAC EF1_2.11_gpl7_L_sm AGCTACTTCATGTGTCAACC
EF1_ph2_t6_gap27_p5 R | GTGCGAATACTGTTATCGGC EF1 _2.11_gpl7_R_sm GAACAAGAAGAACGTGAAAGAGCA

EF1_ph2.1_sm_gap9_L

TGAGGCTTGTGAGGCGAGTTCTAC

EF1_2.11 uc091_A_sm

TGCCTCCTGTGATGTTTTCTGTGG
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EF1_ph2.1_sm_gap9 R

GCACAGGCAAGACTCCATATAGCA

EF1_2.11 gp8_L_sm

CGCCACGATTGCATTATTTGTAT

EF1_ph2.1_sm_gap13_R

CAAAAGATCCAACGTTAGAGAAGC

EF1_2.12 gpl7_L_sm

AAATTTTGCCACTAGCGGGGTTCT

EF1_ph2.1_sm_gapl4_L

CGAGTCCGTCCTAACAGTCATTTG

EF1_2.12 gpl7_R_sm

ACAGGGCAAGAAACGGAAGTG

EF1_ph2.1_sm_gapl4 R

TGTCTGTCGCCTGGTTGTAGCACT

EF1_2.13 gpl7_L_sm

ACATCCGTTCCCACTATCAAAT

EF1_ph2.2_gap3_L_sm

CGAACCAAATGTGTAGGGCGTCTT

EF1_2.13 gpl7_R_sm

TCCCTTACGATGCCGAGACACT

EF1_ph2.2_gap3_R_sm

TCCTTCTCGCTATCGCCACCAC

EF1 2.13 gp6_R_sm

ACGATCGCTTCTAATGGGTTGTCT

EF1_ph2.2_gap25_L_sm

TAAGTCCATCCCGGTCCTCTCGTA

EF1 2.13 gp8_L_sm

AACTTCTTGTGCCACTTCTAAT

EF1_ph2.2_gap25_R_sm

CGAGCGCAGGCGGTTTCTTA

EF1_2.14_uc094 B_sm

TTCCGTATGCTATTCTGATTGTCC

EF1_ph2.2_gap26_L_sm

ATCATCTTCTTTTCGCATTTTG

EF1 2.14 ucll3 B_sm

ACCACTCGTTTTAGATTGCTTTAC

EF1_ph2.2_gap26_R_sm

TTATCCATTACAGAAGCCCACGAA

EF1_2.14 gp6_R_sm

CGCATCGATTACTTGTCTCTTC

EF1_ph2.3_gap6_L_sm

TATAATGGATCTGAGGGGAAACTT

EF1_2.14 ucl23_A_sm

ACTCATGAACGGCTTGTAAT

EF1_ph2.3_gap6_R_sm

TGTACCAACCGGGAGCGTCAATA

13.3 Primer fur das Fosmid-Screening

EfFosSc_p2_Cont010203_End_F GCATAACGAAGCAGGAGGAG
EfFosSc_p2_Cont010203_End_R TTGTTCTTTGACCGCATCTG
EfFosSc_p2_Cont040506_Beg_F ATTTGGAAGAGCCTGGACCT
EfFosSc_p2_Cont040506_Beg_R CAAACCATACTTTTCTTTTTATGTGC
EfFosSc_p2_Cont040506_End_F TGGCTTCCATGCCTTTAATC
EfFosSc_p2_Cont040506_End_R TGCAGATGGTCTCACTCTGG
EfFosSc_p2_Cont07_Beg_F AATGCGATGGCCAAAGTAAC
EfFosSc_p2_Cont07_Beg_R GTATCGGCGCTGGTCTAATC
EfFosSc_p2_Cont27_End_F GACAAGCCTTGCAAAGCAAC
EfFosSc_p2_Cont27_End_R CGGGCCTTAGATTCAATCAG
EfFosSc_p2_Cont28_Beg_F ATTGTTTGGGGCTGAAAATG
EfFosSc_p2_Cont28_Beg_R GGTGCATGTTGCAGAACAAT
Ef_FS_Cont08_End_F ATTCGCCATGTTAAGCCACT
Ef_FS_Cont08_End_R AATGGGGGATAAGACGGTTC
Ef_FS_Cont09_Beg_F GGACCAGATCCAGACACGTT
Ef_FS_Cont09_Beg_R TGGAATGTAATCGGCTCTCC
Ef_FS_ucl02A F GGCCTGGTATTCTTCCCAAT
Ef_FS_ucl02A R CCAGATGGCGATCGAGTAAT
Ef_FS_Cont2122232425 Beg F TCCATCATGGTCGTTTAGCA
Ef_FS_Cont2122232425 Beg R GTTGTTTCCGTGTCAACGTG
Ef_FS_uc091 A F CCATTGGGACAGGCTTATGT
Ef_FS_uc091 A F GTCAGCAAAACACCGGAAAT
Ef_FS_Cont08_Beg_F TTGTGTTTCCACCATTGGAT
Ef_FS_Cont08_Beg_R GAATGGGTGGTATTGGGTTG
Ef_FS_Cont20_End_F GGGGAAGAATTCATGGCTAA
Ef_FS_Cont20_End R CCGAACCAAAGGCTAAATGA

13.4 Primer fur die rRNA-Kassetten
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16_f_27 GAGTTTGATCCTGGCTCA 23_f 1 GGTTAAGTTAGAAAGGGCGCA
16_f_41 GCTCAGGACGAACGCTGGCG 23_f 2 ACGGCGGAACACGTGAAATTC
16_f_358 AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT 23_f 3 ACTTGGAGATAGCTGGTTCTC
16_r_336 ACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCT 23 f 4 GTCAGACCGGAAGGACTGGTG
16_f_536 GTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC 23 f 5 GAGAATCCTAAGGTGAGCGAG
16_r_515 GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 23 f 6 GTGGAGCTTTACTGCAACCTG
16_f_928 TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG 23_f 7 AGGTTTGGCACCTCGATGTC
16_r_907 GCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT 23_f 8 GAAAGTAAGATCCCTGAAAG
16_r_1066 ACATCTCACGACACGAGCTG 23_r 1 AACGCTTACGTACAGCTCCC
16_f_newl GGAGGAAGGTGGGGATGACG 23_r_2 GAATTTCACGTGTTCCGCCGT
16_r_1385 CGGTGTGTACAAGGCCC 23_r 3 GAGAACCAGCTATCTCCAAGT
16_f_1385 GGGCCTTGTACACACCG 23_r 4 CACCAGTCCTTCCGGTCTGAC
23_r. 5 CTCGCTCACCTTAGGATTCTC
23_r_ 6 CAGGTTGCAGTAAAGCTCCAC
23_r 7 GACATCGAGGTGCCAAACCT
23_r_ 8 TGGTTAAGTCCTCGATCGAT
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13.5 Enterokokken des DMSZ

Type Strains des DMSZ

Name Referenz DSM Nr. | Synonyme Isoliert aus Risikogruppe
E. aquimarinus Svec et al. 2005 17690 Seewasser 1
E. asini de Vaux et al. 1998 11492 Z6kum des Esels 1
(ex Nowlan and
Deibel 1967) Collins
E. avium etal. 1984 20679 | "Streptococcus avium" menschl. Fazes
E. caccae Carvalho et al. 2006 19114 menschl. Fazes
E. canintestini Naser et al. 2005 21207 Fazes des Hundes
E. canis De Graef et al. 2003 17029 Hund, Anal-Abstrich 1
Streptococcus casseliflavus
(ex Vaughn et al. Vaughan et al. 1979,
1979) Collins et al. Enterococcus flavescens Pompei
E. casseliflavus 1984 20680 | et al. 1992 Pflanzenmaterial 1
(Devriese et al. 1983) Streptococcus cecorum Devriese
E. cecorum Williams et al. 1989 20682 | et al. 1983 Z6kum des Huhns 1
E. columbae Devriese et al. 1993 7374 Darm der Taube
E. devriesei Svec et al. 2005 22802 bovin 2
klinisch-
E. dispar Collins et al. 1991 6630 menschliche Quelle 2
(ex Sherman and
Wing 1937) Collins et Streptococcus durans Knight et
E. durans al. 1984 20633 | al. 1984 getrocknete Milch 2
(Andrewes and
Horder 1906)
Schleifer and Kilpper- Streptococcus faecalis Andrewes
E. faecalis Balz 1984 20478 | and Horder 1906 2
(Orla-Jensen 1919)
Schleifer and Kilpper- Streptococcus faecium Orla-
E. faecium Balz 1984 20477 | Jensen 1919 2
(Bridge and Sneath
1982) Collins et al. Streptococcus gallinarum Bridge
E. gallinarum 1984 20628 | and Sneath 1982 Darm des Huhns 2
menschliche Galle,
E. gilvus Tyrrell et al. 2002 15689 cholezystitis
E. haemoperoxidus Svec et al. 2001 15920 Betriebswasser
Mandeln des
E. hermanniensis Koort et al. 2004 17122 Hundes 1
Farrow and Collins
E. hirae 1985 20160
E. inusitatus ? ? ? ?
Enterococcus saccharominimus
E. italicus Fortina et al. 2004 15952 | Vancanneyt et al. 2004 Toma Kése 1
(ex Pette 1955)
E. malodoratus Collins et al. 1984 20681 Gouda Kase 1
Quelle in Hajek
(Publikation:
E. moraviensis Svec et al. 2001 15919 Oberflachenwasser)
E. mundtii Coallins et al. 1986 4838 soil
human peritoneal
E. pallens Tyrrell et al. 2002 15690 dialysate 1
Type Strains des DMSZ DSM Nr. Risikogruppe
Name Referenz Synonyme Isoliert aus
E. raffinosus Coallins et al. 1989 5633 blood culture 2
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E. ratti

Teixeira et al. 2001

15687

neonatel rat with
diarrhea

E. saccharolyticus

(Farrow et al. 1985)
Rodrigues and Collins
1991

20726

Streptococcus saccharolyticus
Farrow et al. 1985

straw bedding

Lactococcus garvieae

(Collins et al. 1984)
Schleifer et al. 1986

20684

Streptococcus garvieae Collins et
al. 1984, Enterococcus
seriolicida Kusuda et al. 1991

bovine mastitis

E. silesiacus

Svec et al. 2006

22801

drinking water
(surface water)

(Collins et al. 1989)

Tetragenococcus Ennahar and Cai Enterococcus solitarius Collins et

solitarius 2005 5634 | al. 1989 ear exudate
Martinez-Murcia and

E. sulfureus Collins 1991 6905 plant material

E. termitis Svec et al. 2006 22803 gut of a termite
Tanasupawat et al. fermented sausage

E. thailandicus 2008 21767 (mum)

E. villorum

Vancanneyt et al.
2001

15688

Enterococcus porcinus Teixeira
et al. 2001

piglet, 2-4 days old
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