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I. Einleitung

I Einleitung
I.1  Uberblick iiber die Spezies Escherichia coli

Escherichia coli ist der wohl am besten charakterisierte Mikroorganismus, an dem
grundlegende Erkenntnisse zu diversen biochemischen und molekularbiologischen Prozessen
gewonnen wurden (Neidhardt er al., 1996; Schaechter, 2001). Bisher wurden schon 10
Genome komplett sequenziert, 30 weitere sind in Arbeit (siche Tabelle 1, Stand 03.12.2007).

Die Erstbeschreibung dieser fakultativ anaeroben, stibchenférmigen Bakterien erfolgte durch
den Kinderarzt Theodor Escherich (Abbildung 1) im Jahre 1885. Er benannte sie als
,bacterium coli commune* in einem Vortrag iiber die ,,Darmbakterien des Neugeborenen und
Sauglings (Blum et al., 1995). Ein Jahr spiter charakterisierte er die Morphologie und die
Kultureigenschaften in seiner Habilitationsschrift. Erst im Jahre 1919 wurde der Organismus
durch Castellani und Chalmers nach seinem Entdecker in Escherichia coli umbenannt, dieser

Vorschlag wurde jedoch erst im Jahre 1958 akzeptiert.

Die Spezies E. coli kann in 3 groe Gruppen eingeteilt werden, deren Eigenschaften im

Anschluss genauer erldutert werden:

Teeopor FEscurricH

1. Kommensale E. coli Stimme
2. Pathogene E. coli Stimme

3. E. coli Sicherheitsstimme

Kommensale E. coli Stimme gehoren, wenn auch nur
in untergeordneter Rolle, zur natiirlichen Darmflora
von Sdugetieren. Hier  hilft das Bakterium
hauptsédchlich beim Abbau von Nahrung, produziert
zudem auch Vitamin K (Bentley & Meganathan, 1982).
Durch das Vorhandensein im Darm wird dieser

Organismus auch als Indikatorkeim zum Nachweis

fakaler Verunreinigung, z. B. bei

Trinkwasseruntersuchungen, genutzt (Gerardi &

Zimmerman, 2005). f At V/] -

Abbildung 1 Theodor Escherich, 1856-1911
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I. Einleitung

Tabelle 1 Liste aller vollstiindig und partiell sequenzierten Escherichia coli Genome

Komplett sequenzierte Genome

Stimme

Escherichia coli 536

Escherichia coli APEC O1
Escherichia coli CFT073
Escherichia coli E24377A
Escherichia coli HS

Escherichia coli K12

Escherichia coli O157:H7 EDL933
Escherichia coli O157:H7 str. Sakai

Institut

Universitdt Gottingen, Deutschland

Towa State University, USA

University of Wisconsin-Madison, USA

TIGR (The Institute of Genomic Research), USA
TIGR, USA

University of Wisconsin-Madison, USA
University of Wisconsin-Madison, USA

Osaka University, Japan

Escherichia coli UTI89 Washington University (WashU), USA

Escherichia coli W3110 Nara Institute of Science and Technology, Japan
Genomsequenzen in Arbeit

Stimme Institut

Escherichia coli 042 Sanger Institute, UK

Escherichia coli 101-1 TIGR, USA

Escherichia coli 53638 TIGR, USA

Escherichia coli B

Escherichia coli B str. REL606
Escherichia coli B171
Escherichia coli BTA

Escherichia coli BL21(DE3)

Escherichia coli DH10B
Escherichia coli E110019
Escherichia coli E22
Escherichia coli E2348/69
Escherichia coli F11

Escherichia coli O157:H7 str. EC4024
Escherichia coli O157:H7 str. EC4042
Escherichia coli O157:H7 str. EC4045
Escherichia coli O157:H7 str. EC4076
Escherichia coli O157:H7 str. EC4113
Escherichia coli O157:H7 str. EC4115
Escherichia coli O157:H7 str. EC4196
Escherichia coli O157:H7 str. EC4206
Escherichia coli O157:H7 str. EC4401
Escherichia coli O157:H7 str. EC4486
Escherichia coli O157:H7 str. EC4501

Escherichia coli O157:H7 str. EC508
Escherichia coli O157:H7 str. EC869

Escherichia coli O157:H7 str. GZ-021210/cattle

Escherichia coli RS218
Escherichia coli SECEC SMS-3-5
Escherichia coli c7122

DOE Joint Genome Institute, USA

International E. coli B Consortium

TIGR, USA

TIGR, USA

Korea Research Institute of Bioscience and Biotechnology,
Siidkorea

University of Wisconsin-Madison, USA
TIGR, USA

TIGR, USA

Sanger Institute, UK

TIGR, USA

. Craig Venter Institute, USA

. Craig Venter Institute, USA

. Craig Venter Institute, USA

. Craig Venter Institute, USA

. Craig Venter Institute, USA

. Craig Venter Institute, USA

. Craig Venter Institute, USA

. Craig Venter Institute, USA

. Craig Venter Institute, USA

. Craig Venter Institute, USA

. Craig Venter Institute, USA

. Craig Venter Institute, USA

. Craig Venter Institute, USA

South China Agricultural University, China
University of Wisconsin-Madison, USA
TIGR, USA

Arizona State University, USA

e o o G S G G G G G G S S
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I. Einleitung

Pathogene E. coli Stimme sind weltweit die Ausloser von relativ harmlosen
Durchfallerkrankungen (Reisedurchfall) (Nataro & Kaper, 1998) bis hin zu schwerwiegenden,
z. T. todlichen Infektionen (E. coli O157:H7, Himolytisch Urdmisches Syndrom (Goldwater,
2007)). Eingeteilt werden diese Stamme anhand ihres infektiosen Potentials bzw. des
Krankheitsbildes in die folgenden verschiedenen Gruppen (Kaper et al., 2004):

e EHEC enterohdmorrhagische E. coli

¢ EPEC enteropathogene E. coli

e ETEC enterotoxische E. coli

e EIEC enteroinvasive E. coli

e EAEC enteroaggregative E. coli

e DAEC diffus adhirente E. coli

e UPEC uropathogene E. coli

e SEPEC Sepsis auslosende E. coli

e MENEC Meningitis auslosende E. coli
Faktoren, die zum Ausbruch der jeweiligen Infektionen fiihren, konnen in ganz
unterschiedlichen Bereichen der Zelle lokalisiert sein. Eine schematische Darstellung der
einzelnen Virulenzfaktoren ist in Abbildung 2 dargestellt. FEinerseits konnen die
verantwortlichen Gene im Genom lokalisiert sein, wo sie hdufig in groBler Anzahl in so
genannten Pathogenititsinseln (PAI) (Hacker et al., 1997; Hacker & Kaper, 2000) auftreten
(z.B. E. coli pathogenicity Island I-V von E. coli 536 [UPEC] [Dobrindt et al., 2002]). Sie
konnen andererseits auch extrachromosomal auf Plasmiden kodiert sein (z.B. Gene fiir das
Hamolysin von E. coli O157:H7 [EHEC] oder den enteroaggregativen Mechanismus von E.
coli 042 [EAEC]) bzw. durch Bakteriophagen iibertragen werden (Shiga toxin von E. coli
O157:H7). Weitere Gene, die fiir die Bildung einer Kapsel und des Oberflichenantigens

kodieren, tragen ebenfalls zum virulenten Potential eines Stammes bei.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf den E. coli Sicherheitsstimmen, die im nichsten

Abschnitt ausfiithrlich beschrieben werden.

13



I. Einleitung

Chromosom

Plasmid

Oberfldchenantigen

Abbildung 2 Auftreten verschiedener Virulenzfaktoren in der Zelle

Virulenzfaktoren von E. coli Stimmen konnen chromosomal kodiert vorliegen, meist in so genannten
Pathogenititsinseln (PAI). Des Weiteren konnen sie extrachromosomal auf Plasmiden oder auch Phagen kodiert
sein. Eine grofle Rolle bei einer Infektion spielt ebenfalls das Vorhandensein einer Kapsel sowie des
Oberfldachenantigens (nach Blum et al., 1995).

1.2 E. coli Sicherheitsstimme

Zu den heutigen Sicherheits- bzw. Laborstimmen zdhlen nach dem deutschen
Gentechnikrecht die Stimme E. coli K-12 und dessen Derivate, E. coli B und dessen Derivate
sowie E. coli ATCC 9637 (W) und NCIB 8743 (W). Die Zentrale Kommission fiir
Biologische Sicherheit (ZKBS, http://www.bvl.bund.de/) hat in jiingerer Zeit auch den E. coli
C Stamm fiir unbedenklich erkldart. All diese Stamme und deren Derivate gelten als
Risikogruppe 1 Organismen, da sie den menschlichen Darm nicht besiedeln konnen und somit
als absolut ungeféhrlich anzusehen sind. Ein weiterer Vorteil ist die leichte Kultivierbarkeit
von E. coli (unter optimalen Bedingungen erreicht man Generationszeiten von 20 min), sowie
die Moglichkeit der gezielten genetischen Manipulation. Auf Grund all dieser Eigenschaften
gelten die E. coli Sicherheitsstimme als Prototypen sicherer biologischer Vehikel und werden
standardmiBig in vielen molekularbiologischen Labors und Firmen weltweit genutzt, von der
einfachen Klonierungsreaktion bis hin zum genetisch optimierten industriellen
Produktionsstamm.

Aufgrund ihrer einfachen Handhabung wurden die E. coli Stimme nach ihrer Entdeckung zu
einem beliebten Forschungsobjekt. Doch zu weltweiter Bekanntheit fithrten erst die

biochemischen und genetischen Untersuchungen von Lederberg und Tatum (Tatum &

14



I. Einleitung

Lederberg, 1947) sowie die Studien an den spezifischen Phagen durch Max Delbriick,
Salvador Luria und Alfred Day Hershey.

Lederberg und Tatum suchten ein Bakterium fiir ihre geplanten Studien und wurden in der
Stammsammlung der Stanford Universitét fiindig. Escherichia coli K-12, im Jahre 1922 von
Dr. Blair aus einer Stuhlprobe eines genesenden Diphtherie-Patienten isoliert, wurde ihr
Forschungsobjekt. Es stellte sich heraus, dass der E. coli K-12 Stamm ein sehr geeignetes
Bakterium war, da es sehr leicht zu kultivieren und fiir Mensch und Tier ungefihrlich war. Sie
kreierten Mutanten mittels UV und Rontgenstrahlen, die sie dann auf verschiedene
Gendefekte hin untersuchten. Mittlerweile gibt es ca. 7000 verschiedene K-12 Mutanten in
der Stammsammlung der Universitit Yale. In einer Studie von Bachmann et al. (1972) wurde
versucht, die Abstammung der einzelnen Derivate zu aufzukldren. Die Menge an
verschiedenen E. coli K-12 Varianten wird hier sehr eindrucksvoll geschildert.

Die Herkunft der drei anderen E. coli Sicherheitsstamm Linien (B, C und W) konnte im
Vergleich zum E. coli K-12 Stamm hingegen weniger prizise rekonstruiert werden.
Escherichia coli B Stimme wurden zu Beginn zur Untersuchung und Beschreibung ihrer
Phagen, der T-Phagen, verwendet. Da das Hauptaugenmerk dieser Studien die Phagen und
nicht das Bakterium selbst war, wurde der Ursprung des Wirts nicht beschrieben. Ein Artikel
von Abedon (2000) versucht, der Herkunft der T-Phagen und ihres Wirts auf den Grund zu
gehen, kommt aber auch zu keinem klaren Ergebnis.

Im Fall der E. coli C Stimme gestaltet sich die Aufklarung der Herkunft ebenfalls
problematische. Die Referenzen der Stammsammlungen (DSMZ/ ATCC) verweisen auf einen
Artikel von Robert Sinsheimer (Sinsheimer, 1959), der sich mit der Isolierung von
Bakteriophagen des Typs ®x174 beschiftigte, dessen Wirt der Escherichia coli Stamm C ist.
Aber auch dieser Autor beschiftigt sich mehr mit der Beschreibung der Phagen als dem
Ursprung des Bakteriums, daher bleiben Ort und Zeit der erstmaligen Isolierung unbekannt.
Der E. coli Stamm W erhielt seinen Namen von seinem Entdecker, Selman A. Waksman, der
1943 den Nobelpreis fiir die Entdeckung des Streptomycins erhielt. Dieser erforschte anfangs
Bodenbakterien (Waksman, 1925; Waksman & Martin, 1939), weswegen eine Isolierung des
E. coli W Stammes aus einer Bodenprobe sehr nahe liegt. In einem Artikel iiber verschiedene
biochemische Stoffwechselwege von E. coli Stimmen (Diaz et al., 2001) wird erwihnt, dass
Waksman diesen Stamm seinerzeit aus einer Bodenprobe eines Friedhofs isoliert hat,
genauere Orts- und Zeitangaben liegen allerdings nicht vor.

Die Isolierung und Beschreibung der E. coli Sicherheitsstimme erfolgte somit in einem

Zeitraum zwischen 1920 und ca. 1950. Auf deren Bestimmung als Sicherheitsstimme einigte
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man sich allerdings erst Jahre spidter. In den 70er Jahren erkannten Forscher das Potential,
jedoch auch die Gefahren der neuen Moglichkeiten in der Molekularbiologie. Durch die neu
entwickelten Techniken zur genetischen Modifikation war es moglich Organismen zu
verdndern, sowohl in positiver, als auch in negativer Hinsicht. Eine Reihe fiihrender Forscher
der Molekularbiologie veranstaltete deshalb die Konferenz von Asilomar (1975), um tiiber
ethische Grundsitze ihrer Arbeiten zu diskutieren. Auf dieser Konferenz wurde auch dariiber
beraten, welche Organismen fiir die Forschung geeignet seien. Es wurden, unter anderem
apathogene Derivate von E. coli als zweckmiBig erachtet (Berg et al., 1975). Seither gelten
diese Stimme als biologische Sicherheitsstimme. International ist diese Regelung aber nicht
einheitlich. In Deutschland befasst sich die bereits genannte Zentrale Kommission fiir
Biologische Sicherheit mit dieser Regelung (§5 Absatz 6 Gentechnik —Sicherheitsverordnung
[1995]). Die dort vermerkten E. coli Sicherheitsstimme besitzen unterschiedliche
Eigenschaften und werden deshalb auch fiir unterschiedliche Zwecke genutzt.

Die K-12 Derivate, die am zahlreichsten sind und am héufigsten Verwendung finden, werden
hauptsichlich fiir einfache Klonierungsreaktionen verwendet. Die B Stimme, insbesondere
die BL21 Derivate, eignen sich hervorragend zur Expression von Proteinen, da zwei
zelleigene Proteasen (lon [Cytoplasma] / ompT [Periplasma]) durch Mutationen abgeschaltet
wurden. Nahezu alle kommerziellen Expressionsstimme basieren auf einem Derivat von E.
coli BL21.

Der einzige bekannte kommerzielle Vertreter der W Stimme ist Machl, ein Stamm im
Sortiment von Invitrogen (USA). Die W Derivate sind bekannt als die am schnellsten
wachsenden Sicherheitsstimme und ermoglichen somit ein Klon-Screening innerhalb von nur
acht Stunden nach Ausplattieren der transformierten Zellen (nach Angaben des Herstellers).
Die E. coli C Stamme wurden von der ZKBS erst nachtriglich in die Risikogruppe 1
Organsimen iibernommen (1998), nachdem die Firma Stratagene die kompetenten Zellen
ABLE C und ABLE K anbot. Diese Stimme eignen sich hervorragend fiir die Expression von
Proteinen, die fiir den Wirt E. coli moglicherweise toxisch sind. Erreicht wird dies durch eine
4-10 fache Reduktion der Plasmidkopienzahl im Vergleich zu herkommlichen Stammen. Dies
erhoht die Chancen der Zelle, die Auswirkungen der Expression des Toxins zu iiberstehen.
Die Sicherheitsstimme finden aber nicht nur im kleinen Labormaf3stab Verwendung, sondern
werden auch in der industriellen Produktion weltweit verwendet. Sie eignen sich zur
Herstellung von Enzymen (z. B. die gidngigen Restriktionsenzyme), Aminosduren (Livshits,
1996; Zhang et al., 2007), Vitaminen (Lee et al., 1999) und Chemikalien (Maeda et al.,

2007). Die Moglichkeit der gezielten genetischen Manipulation macht die Sicherheitsstimme
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zu den bakteriellen ,,Arbeitstieren* der Industrie. Um die Effizienz noch weiter zu verbessern,
arbeitet im Moment die Gruppe um Frederick Blattner, die 1997 auch das erste E. coli Genom
veroffentlichten (Blattner er al., 1997), an einer Reduktion des Genoms. Alle Gene fiir
nichtessentielle biochemische Funktionen sollen durch Vergleiche mit anderen E. coli
Genomen detektiert werden, um sie anschlieBend abzuschalten bzw. dauerhaft aus dem
Genom zu entfernen (Kolisnychenko et al., 2002; Posfai et al., 2006; Sharma et al., 2007).
Dadurch soll eine neue Generation von optimierten E. coli Sicherheits- bzw. Laborstimmen

sowie Produktionsstimmen kreiert werden.

I.3 Differenzierungs- und Identifizierungsmethoden

Die vorhandenen Differenzierungs- und Identifizierungsmethoden fiir E. coli
Sicherheitsstimme lassen sich in mehrere Gruppen einteilen: Zunichst wurden verschiedene
auf PCR basierende Methoden beschrieben, die einerseits eine Einteilung in die
phylogenetische Gruppe ermoglichen (Clermont et al., 2000; Herzer et al., 1990) sowie
andererseits einen Fingerprint durch spezifische Bandenmuster anhand von repetetiven
Elementen im Genom erzeugen (z.B. ERIC- oder REP-PCR [Versalovic et al., 1991]). Diese
Methoden erlauben allerdings nur eine grobe Klassifizierung, werden aber in vielen
Veroffentlichungen beschrieben (Corvec et al., 2007; Orsi et al., 2007; Zhang et al., 2002)
und auch routineméfig in Forschungseinrichtungen zur Charakterisierung einer Reihe von
Organismen (hauptséchlich fiir Vertreter der Familie der Enterobacteriacea) angewandt.

Ferner gibt es noch andere Methoden, um einen Sicherheitsstamm zuverldssig zu
identifizieren. Diese sind auf drei verschiedene Systeme beschrinkt. Zum einen die
Identifizierung mittels Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE). Diese Technik ermdoglicht die
Identifizierung anhand eines stammspezifischen Restriktionsmusters. Durch die pulsierende
Richtungsidnderung der am Gel angelegten elektrischen Spannung ist es moglich, Fragmente
bis zu einer GroBe von bis zu 5 Mb aufzutrennen (im Vergleich zu einem Agarosegel mit
einem Auflosungsvermoégen von ca 10 kb). Somit kann das gesamte, mit einem
Restriktionsenzym geschnittene Genom (z. B. Xbal, Fermentas, Deutschland) aufgetrennt
werden. Nahezu alle Genome unterschiedlicher Stamme zeigen ein individuelles
Restriktionsmuster. Eine weitere Methode zur Identifizierung ist eine PCR mit
stammspezifischen Primern. Diese wurden allerdings bisher nur fiir die K-12 Stdmme sowie
B und BL21 Stimme entwickelt und publiziert. Des Weiteren besteht noch die Moglichkeit,

Stamme anhand ihrer Reaktion auf die Infektion mit Bakteriophagen zu untersuchen. Der
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Phage U3 infiziert und lysiert spezifisch nur E. coli K-12 Stamme. Ein weiterer Phage,
®x174, ist spezifisch fir die E. coli C Stimme. All diese Methoden wurden vom
Unterausschuss Methodenentwicklung der Arbeitsgemeinschaft Gentechnik von Bund und
Lindern verdffentlicht und basieren z. T. auf den Resultaten von neueren
Forschungsergebnissen (Blum et al., 1995; Kuhnert et al., 1995; Schneider et al., 2000).
Obwohl durch diese Methoden die grole Mehrheit der Sicherheitsstimme erkannt werden
konnen, gibt es noch keine Methode, mittels der auch die W Stamme und deren Derivate
identifiziert werden konnen. Zudem sind die geschilderten Methoden sehr zeitaufwendig
(PFGE, Phagennachweise, bis zu 48 h) oder sie basieren lediglich auf dem Vorhandensein
eines einzelnen Gens oder einer Mutation (PCR). Die Identifizierung einzelner Stamme ist
nur durch PFEGE gewihrleistet. Allerdings fehlt es hier, anders als bei dem pathogenen
Vertreter E. coli O157:H7, an einer Referenzdatenbank, die alle moglichen
Restriktionsmuster beinhaltet (http://www.cdc.gov/pulsenet/).

Zusammenfassend kann man schlussfolgern, dass diese Methoden nicht ausreichen, einen
Organismus, der mittlerweile zum Standardwerkzeug in allen molekularbiologischen Labors
und Firmen z#hlt, nachzuweisen und zu identifizieren. Die genetischen Unterschiede der

einzelnen Stimme sind noch zu wenig aufgeklirt.

1.4  Subtraktive Hybridisierung und Mikroarray-Technologie

Die Kombination von subtraktiver Hybridisierung und Mikroarray Technologie ergidnzen sich
ausgezeichnet zur Entwicklung neuer Identifizierungssysteme fiir Mikroorganismen. Eine
schematische Darstellung der notwendigen Arbeitschritte ist in Abbildung 3 dargestellt.

Die verschiedenen Techniken zur subtraktiven Hybrisidisierung ganzer Genome (Akopyants
et al., 1998; Wassill et al., 1998; Zwirglmaier et al., 2001) ermoglichen das Aufspiiren von
Unterschieden im Erbmaterial zweier nahverwandter Organismen. Die Anwendung dieser
Techniken ist sinnvoll, falls noch keine Genomsequenzen der Organismen vorliegen, man
aber an einer schnellen Unterscheidungs- bzw. Identifizierungsmethode anhand spezifischer
DNS Fragmente arbeitet (Bae er al., 2005; Brandt & Alatossava, 2003; Dick et al., 2005;
Hepworth et al., 2007; Parsons et al., 2003). Zusétzlich ermoglichen diese Techniken das
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Abbildung 3:  Schematische Darstellung der einzelnen Arbeitsschritte

Zunichst werden spezifische DNS Fragmente der einzelnen Stimme durch subtraktive Hybridisierung detektiert.
Die Unterschiede der einzelnen verwendeten Techniken sind in den drei Schemata dargestellt.

Die MaSH (Zwirglmaier et al., 2001) wird in den Kavitidten einer Mikrotiterplatte durchgefiihrt. Bereiche mit
hoher Sequenzkomplimentaritit hybridisieren mit der immobilisierten Subtraktor-DNS (S-DNS) in den
Kavitdten der Mikrotiterplatte, wihrend Fragmente, die spezifisch fiir die Tester-DNS (T-DNS) sind, im
Uberstand verbleiben. Die Anreicherung stammspezifischer Fragmente erreicht man durch eine Amplifizierung
der Fragmente im Uberstand.

Bei der Biotin-Streptavidin-Methode (Wassill et al., 1998) erfolgt die Hybridisierung in einem ERG, die S-DNS
muss vor der Reaktion mit Biotin markiert werden. Die Bereiche der T-DNS mit hoher Sequenzsimilaritét
hybridisieren mit der modifizierten S-DNS, und die Hybride kdnnen nach der Reaktion an Streptavidin-
beschichtete Magnetpartikel gebunden werden. Diese werden mit einem Magneten entfernt. Die restliche Losung
enthilt wiederum T-DNS spezifische Fragmente, die durch eine PCR amplifiziert werden kénnen.

Die ,,Genome subtraction* (Akopyants ef al., 1998) folgt einem anderen Prinzip. Die T-DNS wird mit zwei
unterschiedlichen Linkern ligiert, die S-DNS bleibt unmodifiziert. Zunidchst werden 2 unabhidngige
Hybridisierungen gestartet, die in einem zweiten Schritt gemischt werden. Hierbei konnen T-DNS Hybride
entstehen, die mit 2 unterschiedlichen Linkern versehen sind. Diese sollten vorwiegend T-DNS spezifisch sein.
Die Anreicherung spezifischer Fragmente wird durch eine PCR erzielt, wobei bevorzugt die Fragmente mit 2
unterschiedlichen Linkern amplifiziert werden. Fragmente mit identischen Linkern am 3“und 5°Ende werden
unterdriickt.

Alle detektierten Fragmente konnen nun als Sonden auf einen Mikroarray aufgebracht werden, der mit
fluoreszenzmarkierter chromosomaler DNS hybridisiert wird. Nach einem stringenten Waschschritt, welcher
unspezifische Bindungen entfernt, konnen die Chips ausgewertet werden. Nach der Analyse kann man einzelne
Staimme einwandfrei identifizieren.
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Aufspiiren von Pathogenititsfaktoren bzw. ganzer Pathogenititsinseln durch einen Vergleich
der Genome von pathogenen und apathogenen Stdmmen (Janke et al., 2000; Sorsa et al.,
2004).

Alle veroffentlichten Methoden arbeiten grundsétzlich nach dem gleichen Prinzip. Die zu
vergleichenden Genome werden mit einem Restriktionsenzym fragmentiert und mit
unterschiedlichen Linker-Oligonukleotiden ligiert, die eine spezifische Reamplifikation nach
erfolgter Hybridisierung ermoglichen. Die Methoden unterscheiden sich allerdings in ihrer
Plattform, einerseits erfolgt die Hybridisierung in Losung (Akopyants et al., 1998; Wassill et
al., 1998), andererseits in Mikroplatten mit einer fest gebundenen Phase (Zwirglmaier et al.,
2001) (siehe Abbildung 3). Unterschiede in den Protokollen gibt es zusitzlich in der Dauer
der Hybridisierung und der benotigten Ausgangsmenge an Erbmaterial.

Die detektierten spezifischen DNS-Fragmente konnen anschlieBend zum Sondendesign
verwendet werden, um einen Mikroarray zur Identifikation verschiedener Mikroorganismen
zu entwickeln. Die Mikroarray-Technologie erfreut sich zunehmender Beliebtheit, da sie die
Moglichkeit bietet, die Reaktion einer groBen Anzahl an Sonden in einem einzigen
Experiment zu untersuchen und somit einen sehr hohen Durchsatz zu ermoéglichen.

Die meisten Anwender nutzen das Mikroarray-Format zur Untersuchung der Genexpression
(Schramm et al., 2007; Veit et al., 2007). Hierfiir wird Gesamt-RNS isoliert, durch reverse
Transkription in ¢cDNS umgeschrieben, markiert, und zur Hybridisierung eingesetzt. Die
Signale der spezifischen Gensonden lassen eine Identifizierung der exprimierten Gene zu. Des
Weiteren werden Mikroarrays zur vergleichenden Analyse verschiedener Genome (CGH,
Comparative Genome Hybridisation) (Dobrindt et al., 2003; Fukiya et al., 2004; Willenbrock
et al., 2006) verwendet, indem man die DNS-Fragmente der einzelnen Open Reading Frames
(ORF) eines Genoms auf einem Chip immobilisiert, chromosomale DNS verschiedener
Stamme markiert und hybridisiert. Die Signale, welche durch die Hybridisierung der
markierten DNS an die Sonden entstehen, ermdglichen eine Aussage iiber die Prid- oder
Absenz eines Gens in einem getesteten Stamm. Gleiches gilt fiir die Untersuchung von
Virulenzfaktoren eines Stammes, die durch spezifische Sonden detektiert werden konnen
(Anjum et al., 2007; Ballmer et al, 2007; Hamelin et al, 2006). Eine weitere
Anwendungsmoglichkeit dieser Technik ist die phylogenetische Analyse von bestimmten
Organismengruppen oder Habitaten (Lehner et al., 2005; Loy et al., 2005). Dafiir werden
spezifische Sonden auf 16S-rDNS Ebene entwickelt, die eine Identifizierung bis auf
Speziesebene ermoglichen. Fiir diese Methode ist die Markierung eines 16S-rDNS PCR
Produkts notig.
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Die Mikroarray-Technik eignet sich allerdings auch hervorragend zur Identifizierung
einzelner nahverwandter Bakterienstimme, in denen eine Unterscheidung auf 16S-rDNS

Basis nicht moglich ist.

1.5 Ziele der Studie

In dieser Arbeit sollte eine neue Identifizierungsmethode fiir Escherichia coli Sicherheits- und
Laborstaimme entwickelt werden. Die Detektion spezifischer DNS-Fragmente einzelner
Stamme erfolgt durch verschiedene subtraktive Hybridisierungstechniken. Anhand der
erhaltenen Ergebnisse sollte ein Mikroarray entwickelt werden, der einen schnellen und vor
allem verldsslichen Nachweis dieser Stimme bzw. eine Unterscheidungsmoglichkeit von
wildtyp- bzw. pathogenen Stimmen erlaubt. Ferner lassen die Ergebnisse aus subtraktiver
Hybridisierung und Virulenzfaktorscreening durch PCR und Mikroarray eine Reevaluierung
des Risikopotentials dieser Stimme zu. Die Stamme wurden aufgrund der in Kapitel 1.2
erklarten Eigenschaften zu den ,Arbeitstieren” der Wissenschaft erkldart, und deren
Ungefihrlichkeit ebenfalls durch verschiedene Methoden von der ZKBS {iberpriift. Es bleibt
dennoch ein gewisses Restrisiko aufgrund des Vorhandenseins partieller oder inaktivierter
Virulenzfaktoren, die jederzeit wieder aktiviert werden konnen.

Die neu entwickelte Methode sollte eine sehr einfache, aber zuverldssige Identifikation durch

DNS-Hybridisierung ermoglichen.

22



II. Material und Methoden

II Material und Methoden

I1.1 Escherichia coli Stamme

In dieser Arbeit wurden 41 verschiedene Escherichia coli Sicherheitsstimme, 10 pathogene
Stamme sowie 10 uncharakterisierte Isolate von Lebensmittelproben verwendet, die von
unterschiedlichen Quellen erhalten wurden. Zusitzlich wurde auch der probiotische Stamm E.
coli Nissle 1917 (Mutaflor, ArdeyPharm GmbH, Deutschland) untersucht. Die Anzucht
erfolgte in Luria Bertani (LB) Medium bei 37 °C. Einige Stimme (ABLE C, ABLE K,
Vektortragende Stimme wie z. B. TOP 10 pHis17btubA, Machl pCR 2.1, BL21 pLysS sowie
C41 pHisl7btubA) benétigten zusitzlich die Zugabe verschiedener Antibiotika (je nach
Vektor bzw. kodierter Resistenz Ampicillin, Tetracyclin, Kanamycin oder Chloramphenicol,
nach Angaben der jeweiligen Hersteller). Alle Stamme sowie deren Herkunft sind in Tabelle

2 aufgelistet.

I1.2 Extraktion und Aufreinigung chromosomaler DNS

Chromosomale DNS der einzelnen E. coli Stimme wurde wie bereits beschrieben (Bauer et
al., 2007) oder mit dem DNeasy Tissue-Kit nach Angaben des Herstellers (Qiagen GmbH,
Deutschland) extrahiert und bei -20 °C gelagert, fiir PCR-Reaktionen wurde ein 1:100 (ca. 10

ng/ ul) verdiinntes Aliquot verwendet.
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Tabelle 2 In dieser Arbeit verwendete E. coli Sicherheitsstimme
E. coli K-12 Stimme E. coli C Stamme
MG 1655 (1) C DSM 13127
W 3110 @))] ABLE C Stratagene, USA
XL1 Blue @))] ABLE K Stratagene, USA
DHS o D E. coli W Stimme
HB 101 (1) W DSM 1116 (ATCC 9637)
TOP F’ (1) W-mutant DSM 2607 (NCIB 8743)
TOP 10 Invitrogen, USA Mach 1 Invitrogen, USA
EN 99 €))] Pathogene E. coli Stimme
BMH (D EHEC
WKG6 (1) O157:H7 EDL 933 (D
5K () EAEC
C600 (1) 042 (1)
LE392 (D ETEC
J53 (1) H10407 ()
678-54 (D EPEC
DHI1 (1) E2348/69 (D
E.coli 35 () EIEC
M15 Qiagen, Deutschland EDL1284 @))]
W3350 2) UPEC
JM 83 2) 536 (1)
W3350 2) J96 (1)
AN92 3) CFT073 3)
AN260 3) MENEC
TH2 Takara THE3034 (1)
DSM492 3) Sepsis
DE NovaBlue Novagen, Deutschland RS218 @))
M28 2) Weitere
E. coli B Stamme Nissle 1917 3)
B DSM 613 uncharakterisierte Isolate
B @)) 1: Schwein, Kot (@)
B/r DSM 500 2: Rind, Kot )
Bs-1 DSM 501 3: Rind, Organe 4)
BL21 (1) 4: Hund, Kot “4)
BL21 pLys Invitrogen, USA 5: Rind, Kot 4)
C41 Miroux & Walker, 1996 6: Schwein, Milch 4)
7: Rind, Kot @
8: Schwein, Kot @)
9: Schwein, Kot “4)
10: Schwein, Kot “4)

(1) Dr. Ulrich Dobrindt, Universitiat Wiirzburg
(2) Dr. Wolfgang Schwarz, TU Miinchen

(3) Dr. Soren Schubert, Pettenkofer Institut Miinchen

(4) Dr. Ulrich Busch, Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit
DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Deutschland

ATCC: American Type Culture Collection, USA
NCIB: National Collection of Industrial Bacteria, UK
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I1.3

Polymerase-Ketten-Reaktion

Zur spezifischen Vervielfiltigung von DNS-Fragmenten wurde die Polymerase-Ketten-

Reaktion eingesetzt (Saiki et al., 1988). Ein Standardprogramm ist in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3 Standard PCR Programm
Reaktion Temperatur in °C Zeit in Min Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 94 3 1
Denaturierung 94 0,5
Annealing X 0,5 35
Elongation 72 y
Finale Elongation 72 10 1

x ist abhiingig von der Schmelztemperatur des verwendeten Primerpaares
y ist die Elongationszeit abhéngig von der Gro8e des PCR-Fragments (ca. 1000b/ min)

PCR-Reaktionen wurden vorwiegend mit dem Ex-Taq System (Takara Shuzo Co., Japan)

nach Angaben des Herstellers in einem Volumen von 50 upl durchgefiihrt. Unterschiedliche

Anwendungen erforderten allerdings die Verwendung weiterer Systeme bzw. Programme:

Klonscreening: Um die Insertion eines DNS-Fragments in einem Vektor nach
erfolgter Klonierungsreaktion (siehe Kapitel 1.7, Seite 28) zu iiberpriifen, wurde die
PCR mit dem Bioline System (Bioline, UK) und vektorspezifischen Primern (siehe
Tabelle 9, Seite 89 im Anhang) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Da intakte
Zellen als  Ausgangsmaterial verwendet wurden, musste der initiale
Denaturierungsschritt auf 10 min erhoht werden.

ERIC-(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) PCR: Diese Reaktion wurde
nach dem Protokoll von Casarez et al. (2007) durchgefiihrt, welches zur
spezifischeren Amplifikation die Verwendung einer ,Hot-Start“ Polymerase
(Segenetic, Deutschland) sowie BSA beinhaltete.

Multiplex-PCR: Die wiéhrend dieser Arbeit entwickelte Multiplex-PCR zur
Bestimmung der E. coli Sicherheitsstamm Linien wurde nach dem Protokoll von
Bauer et al. (2007) ebenfalls mit BSA im Reaktionsansatz, durchgefiihrt (Bauer et al.,
2007)

,» Two-Step-Gene-Walking*: Diese Methode ermoglicht die Charakterisierung

flankierender Regionen eines bekannten Fragments mittels eines speziellen PCR-
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Programms und nur einem spezifischen Primer. Die Methode wurde exakt nach dem

Protokoll von Pilhofer et al. (2007) durchgefiihrt.

I1.4 DNS Modifizierung

Die extrahierte chromosomale DNS wurde vor der subtraktiven Hybridisierung noch

enzymatisch behandelt.

11.4.1 Restriktionsverdau chromosomaler DNS

Der Restriktionsverdau von 5 ug DNS fiir die Mikroplatten Ausschlusshybridisierung und die
subtraktive Hybridisierung mit Biotin wurde mit dem Enzym Bspl431 (Fermentas,
Deutschland) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Dieses erzeugt einen 3”~ GATC-
Uberhang an den Schnittstellen.

Fiir die ,,Genome Subtraction* (Akopyants et al., 1998) wurde das Enzym Rsal (Fermentas,
Deutschland) eingesetzt, welches keinen Uberhang erzeugt.

Beide Restriktionsenzyme liefern geschnittene DNS im GroBenbereich von ca. 100-1500 bp.
Diese kurzen DNS-Fragmente eignen sich besser zur Hybridisierung als grofere Fragmente

und ermdoglichen eine einfache Reamplifikation durch PCR.

I1.4.2 Ligation mit T4 DNS Ligase

Die verdaute DNS wurde ohne Aufreinigung zur Ligation eingesetzt. Dabei wurden
verschiedene Linker an die Schnittstellen ligiert, um eine Amplifikation der Fragmente durch
PCR zu ermoglichen. Hierfiir wurde die T4 DNS Ligase (Roche, Schweiz) nach dem
Protokoll von Zwirglmaier et al. (2001) bzw. Akopyants et al. (1998) verwendet. Die
unterschiedlichen Linker-Oligonukleotide sind in Tabelle 9 (Seite 89 im Anhang) angegeben.

II.S Subtraktive Hybridisierungsmethoden

Um eine moglichst hohe Ausbeute an spezifischen DNS-Fragmenten zu erhalten, wurden
verschiedene veroffentlichte subtraktive Hybridisierungsmethoden angewendet und

gegebenenfalls modifiziert.
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I1.5.1 Mikrotiterplatten-Ausschlusshybridisierung (MaSH)

Bei der MaSH erfolgt die Hybridisierung in einer Kavitdt einer Mikrotiterplatte. Die
Subtraktor-DNS (S-DNS) wird in einer Kavitit immobilisiert, und die zu untersuchende
Tester-DNS (T-DNS) dagegen hybridisiert. Bereiche mit hoher Sequenzsimilaritit bleiben
somit in der Kavitit gebunden, wihrend sich im Uberstand die stammspezifischen Fragmente
anreichern. Der Uberstand wird abgenommen, aufgereinigt und mit den linkerspezifischen
Primern reamplifiziert. Die Methode ermdglicht einen relativ hohen Durchsatz in sehr kurzer
Zeit bei gleichzeitig recht geringen -eingesetzten DNS-Mengen. Eine schematische
Darstellung der Methode ist in Abbildung 3 (Seite 19) gezeigt.

Das Protokoll von Zwirglmaier et al. (2001) wurde mit den bereits beschriebenen

Anderungen (Bauer et al., 2007) durchgefiihrt.

I1.5.2 Biotin-Streptavidin-Methode

Die subtraktive Hybridisierung mit Biotin markierter DNS und die anschlieende
Anreicherung spezifischer Fragmente folgen prinzipiell dem Schema der MaSH. Die
Hybridisierung findet aber in einem ERG in einem Thermocycler statt. Die S-DNS wird vor
der Hybridisierung in einer PCR mit Biotin markiert (sieche Kapitel 1I.14.1, Seite 31). Es
bilden sich wiederum Hybride aus den Fragmenten mit hoher Sequenzsimilaritdt von S-und
T-DNS. Diese Hybride werden nach der Hybridisierung an Streptavidin-beschichtete
Magnetpartikel gebunden und kénnen durch den Einsatz eines Magneten entfernt werden. Die
stammspezifischen Fragmente der T-DNS verbleiben in der Losung und konnen durch PCR
mit linkerspezifischen Primern amplifiziert werden. Eine schematische Darstellung der
Methode ist in Abbildung 3 (Seite 19) gezeigt. Diese Methode erforderte die hochsten DNS-
Mengen und die langsten Hybridiserungszeiten.

Die subtraktive Hybridisierung mit Biotin und Streptavidin beschichteten Magnetpartikeln
wurde nach dem Protokoll von Wassill et al. (1998) mit den beschriebenen Anderungen von

Bauer et al. (2008) durchgefiihrt.

I11.5.3 ,,Genome subtraction‘

Die von Akopyants et al. (1998) vorgestellte Methode ist eine auf PCR basierende subtraktive
Hybridisierung. Die Hybridisierung findet in einem ERG in einem Thermocycler oder im

Wasserbad statt. Hier wird zunidchst die T-DNS mit zwei verschiedenen Linker-
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Oligonukleotiden verkniipft (Adatl und Adat2, siehe Tabelle 9, Seite 89 im Anhang), welche
wiederum aus 2 verschiedenen Teilen zusammengesetzt sind. Der 5°-Bereich ist jeweils
identisch, der 3"-Bereich ist unterschiedlich. Es werden zwei unabhiingige Hybridisierungen
gestartet, mit fragmentierter S-DNS und T-DNS Adatl sowie S-DNS und T-DNS Adat2. Es
bilden sich Hybride aus den Bereichen mit hoher Sequenzsimilaritidt von S-und T-DNS. Die
beiden Reaktionen werden nach ca. 90 min miteinander gemischt, und es wird nochmals
fragmentierte S-DNS zugegeben, um weitere dhnliche Fragmente an die S-DNS zu binden. In
dieser zweiten Reaktion konnen sich nun T-DNS Hybride bilden, die jeweils einen Adatl-
und einen Adat2-Linker tragen. Diese konnten wihrend der ersten Hybridisierung aufgrund
von Sequenzunterschieden nicht an die S-DNS binden und sind somit potentiell spezifisch fiir
den Tester-Stamm. Nach der zweiten Hybridisierung wird die Reaktion gestoppt, und die
Anreicherung der spezifischen Fragmente erfolgt durch eine anschlieBende PCR. Zur
Amplifikation werden Primer verwendet, die am Adatl- und Adat2-Linker binden, somit
werden bevorzugt Fragmente mit beiden Linkern exponentiell amplifiziert. Eine schematische
Darstellung der Methode findet sich in Abbildung 3 (Seite 19).

Die ,,Genome subtraction® wurde nach dem Protokoll von Akopyants et al. (1998)

durchgefiihrt, einzig die Hybridisierungstemperatur wurde auf 55°C erniedrigt.

I1.6 Aufreinigung der PCR-Produkte

Die subtrahierte DNS wurde nach der Hybridisierung mittels PCR amplifiziert und das
erhaltene Produkt mit einem kommerziell erhéltlichen Aufreinigungskit (QiaQuick PCR
Purification Kt, Qiagen, Deutschland oder AccuPrep PCR Purification Kt, Bioneer, UK) nach

Angaben des Herstellers von Enzymen, Salzen und Oligonukleotiden befreit

I1.7 Klonierung

Die aufgereinigten PCR-Produkte wurden mit Hilfe des TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen,
USA) in den Vektor pCR 2.1 oder pCR 1I kloniert. Als Empfanger des Vektors dienten E. coli
TOP10 (K-12 Stamm) oder E. coli Machl (W Stamm) Zellen. Die Reaktion erfolgte nach
Angaben des Herstellers.
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II.8 Klonscreening

Die erhaltenen Klone mussten auf die eingebaute DNS im Vektor hin iiberpriift werden.
Kolonien, die eine Insertion im Vektor hatten, wurden zufillig ausgewihlt und in 100 pl LB-
Ampicilin (50 pg/ ml) fiir mindestens 1 h bei 37 °C inkubiert. Die anschlielende Screening-
PCR (siehe Kapitel II.3, Seite 25) wurde mit einem Pipettierroboter mit integriertem
Thermocycler MWG RoboSeq2404 SE, MWG Biotech AG, Deutschland) durchgefiihrt. Dies
ermoglichte ein Klonscreening mit hoher Durchsatzrate. Die erhaltenen PCR-Fragmente
wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert.

Klone mit unterschiedlich groen eingebauten Fragmenten wurden ausgewdhlt, in 5 ml LB-
Amp bei 37 °C fiir 16 h inkubiert. AnschlieBend wurde eine Plasmid-Isolierung durchgefiihrt
(siehe Kapitel I1.9).

I1.9 Plasmidaufreinigung

Die Aufreinigung wurde mit dem Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Deutschland) oder
wahlweise mit dem AccuPrep Plasmid Extraction Kit (Bioneer, UK) nach dem Protokoll des

Herstellers durchgefiihrt.

I1.10 Sequenzierung

Die Sequenzierreaktion, mit den Insertionen der extrahierten Plasmide als Matrize, wurde mit
dem Sequitherm Excel II DNA Sequencing Kit (66cm, Epicentre, UK) nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Die Reaktion wurde durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese in
einem LI-COR Global IR? 4200 (LI-COR Biosciences, Deutschland) System aufgetrennt. Die
Sequenzauswertung erfolgte mit der Sequenzanalyse-Software e-Seq (LI-COR Biosciences,

Deutschland).

IL.11 Sequenzanalyse und Entwicklung von spezifischen Primern

Die erhaltenen Sequenzen wurden einer BLAST (Basic Local Alignment Tool) (Altschul et
al., 1997) Analyse unterzogen. Zunichst wurde die Ahnlichkeit auf Nukleotidebene
untersucht (blastn). Falls dies zu keinem Ergebnis fiihrte, wurden auch Ahnlichkeiten auf

Proteinebene iiberpriift (tblastx).

29



II. Material und Methoden

Sequenzen, die nahezu identisch auch im Genom des Subtraktorstammes (E. coli K-12
MG1655 bzw. W3110) vorhanden sind, wurden als unspezifisch definiert und die
dazugehorigen Klone wurden nicht weiter untersucht. Alle weiteren Sequenzen wurden einer
genaueren Analyse unterzogen. Fiir diese DNS-Fragmente wurden spezifische Primer
entwickelt und an einer Auswahl an Stimmen getestet. Die Ergebnisse der PCR-
Untersuchung sind in Tabelle 8 (Seite 85 im Anhang), die Sequenzen und
Schmelztemperaturen der verwendeten Oligonukleotide sowie die Fragmentgroe des PCR-

Produktes in Tabelle 9 (Seite 89 im Anhang) aufgelistet.

I1.12 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Die Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) erméglicht das Auftrennen hochmolekularer DNS-
Fragmente durch ein stidndiges Umpolen des elektrischen Feldes. Im Vergleich zu der
herkommlichen Agarose-Gelelektrophorese, welche ein Auftrennen von Fragmentgroflen bis
max. 10 kb ermoglicht, kann man mit einer PEGE-Apparatur Fragmentgroflen bis zu 5 Mb
deutlich auftrennen. Die Methode eignet sich zur Unterscheidung von Mikroorganismen
durch ein spezifisches Restriktionsmuster sowie zur Genomgroé3enbestimmung.

Zur Differenzierung verschiedener E. coli Sicherheitsstimme wurde die jeweilige DNS aus in
Agarose gegossenen Zellen extrahiert und mit einem Restriktionsenzym geschnitten. Der
Verdau wurde mit der PFGE aufgetrennt und ergab ein spezifisches Restriktionsmuster.

Die Methode basierte auf einem Protokoll der Landesarbeitsgruppe Gentechnik (www.lag-
gentechnik.de) und wurde leicht modifiziert. Das dort verwendete Restriktionsenzym wurde
durch Xbal (Fermentas, Deutschland) ersetzt. Dadurch entstanden Fragmente mit einer Grof3e
im Bereich von 500 kb bis 100 bp. Die Elektrophoreseparameter in einem CHEF-DR III
PFGE System (BioRad, Deutschland) waren wie folgt: Laufzeit 22 h, Switch time 2-50 s,
Spannung 6 V bei einer Temperatur von 14 °C.

Die GenomgroBenbestimmung erfolgte nach einem Protokoll von Bergthorrson und Ochman
(1995; 1998), welche die GroBen der Genome der gesamten Escherichia coli Reference
(ECOR) Kollektion mit ihrer Methode bestimmt haben. Es wurde ein Restriktionsenzym (I-
Ceul, New England Biolabs, Deutschland) verwendet, welches spezifisch in der 23S-rDNS
schneidet. Im Fall von E. coli, welches 7 rDNS Operons besitzt, entstehen somit 7 definierte
Fragmente im Bereich von 2,5 Mb bis 40 kb. Um diese addquat aufzutrennen, sind

mindestens zwei PFGE-Liufe mit unterschiedlichen Konditionen nétig.
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I1.13 Southern Blot

Southern Blot Hybridisierung wurde verwendet, um die durch PFGE erhaltenen Fragmente zu
verifizieren.

Die DNS-Fragmente aus den PFGE Gelen wurden, nach Vorbehandlung mit 0,2 M HCI und
Neutralisierungspuffer (Sambrook & Russel, 2001), mit dem Posi Blot Apparat (Stratagene,
USA) nach Angaben des Hersteller auf eine Nylon Membran (PALL, UK) iibertragen. Alle
weiteren Hybridisierungs- und Detektionsschritte erfolgten nach dem Protokoll von
Sambrook und Russel (2001).

Fiir die Hybridisierung wurden DIG-markierte Sonden (Roche, Schweiz) verwendet. Zum
einen wurde ein Fragment der 16S-rDNS hybridisert, zum anderen ein Fragment des F-

Plasmids. Die Sondenherstellung ist in Kapitel I1.14.1 (Seite 31) beschrieben.

I1.14 DNS-Markierung

I1.14.1  Markierung mit DIG bzw. Biotin

Die DNS-Markierung mit DIG dUTP (fiir Southern Blot) (Roche, Schweiz) bzw. Biotin
dUTP (fiir subtraktive Hybridisierung nach der Biotin-Streptavidin-Methode) (Roche,
Schweiz) erfolgte mittels einer-PCR Reaktion. Es wurden die Standardprogramme mit den
primerspezifischen Konditionen gewihlt. Der verwendete dNTP Mix hatte eine 2,5 mM
Konzentration jedes Nukleotids, wobei die markierten dUTPs im Verhiltnis 1:3 mit den

unmarkierten dTTPs gemischt wurden.

I1.14.2 Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen

Fiir die Mikroarray-Hybridisierung wurden die Fluoreszenzfarbstoffe Cy3 dUTP bzw. CyS5
dUTP (GE Healthcare, USA) eingesetzt. Die Markierung von chromosomaler DNS basierte
auf einem Protokoll der Universitdat von Wisconsin (http://www.genome.wisc.edu/resources/

protocols/genomiclabeling.htm). Bei dieser Methode wird die chromosomale DNS zunichst
durch ein Restriktionsenzym (Bsp1431, Fermentas, Deutschland) fragmentiert (ca. 100-1500
bp) und aufgereinigt. Die eigentliche Markierung erfolgt durch das Klenow-Fragment,
welches in einer Random Prime Reaktion die eingesetzte DNS vervielfacht und dabei die
markierten Nukleotide einbaut. Nach einem Aufreinigungsschritt wird die markierte DNS in

10 pl HyOpeingt gelost und bei -20°C gelagert.
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Die Methode wurde wie beschrieben angewendet, lediglich die Reaktionszeit wurde auf 16 h
verlangert und die Aufreinigung der markierten DNS erfolgte nicht in einem Siulchen,
sondern durch eine Ethanolfillung (Sambrook & Russel, 2001).

Pro Reaktion wurden wie im Protokoll beschrieben ca. 5 ug DNS eingesetzt. Diese Menge

eignete sich fiir 4-5 Hybridisierungsreaktionen.

I1.15 Herstellung des Mikroarrays

I1.15.1 Herstellung der Sonden

Alle spezifische PCR-Produkte (siehe Tabelle 8, Seite 85 im Anhang) wurden mit dem
Qiagen PCR Purification Kit (Qiagen, Deutschland) bzw. AccuPrep PCR Purification Kit
(Bioneer, UK) nach Anleitung der Hersteller aufgereinigt, in einer Vakuumzentrifuge
getrocknet und in 50 pul 50% DMSO gelost. Die Konzentration der PCR-Produkte sollte 100-
200 ng/ul betragen und gegebenenfalls eingestellt werden. Vierzig ul dieser Losung wurden
in 384 well Platten pipettiert und bei -20 °C gelagert, bis sie zum Spotten der Chips

verwendet wurden.

I1.15.2 Herstellung des Chips

Die verwendeten Chips (Corning GAPS II coated slides) wurden mit dem GMS Arrayer 417
(Affymetrix, USA) bei Raumtemperatur und 45% Luftfeuchtigkeit gespottet. Die
Programmierung erfolgte nach Angaben des Herstellers, die Waschzeit der Nadeln betrug 5 s
und Trockenzeit 20 s, um eine vollstindige Entfernung der Waschfliissigkeit (HyOgest) zu
gewihrleisten. Die Sonden wurden mit 5 ,,Hits per Dot* aufgetragen, um eine ausreichende
Menge an DNS auf dem Chip zu immobilisieren. Nach dem Spotting-Vorgang wurden die
Chips zum Rehydratisieren der DNS fiir ca. 3 s in Wasserdampf gehalten und anschlieBend
fir ca. 3 s auf eine Heizplatte (ca. 80 °C) gelegt. Die fertigen Chips wurden bis zur
Verwendung trocken und dunkel gelagert.

Die 384 well Platten wurden nach dem Schema der Anleitung belegt. Das erhaltene Muster
auf dem Array ist in Abbildung 22 (Seite 57) dargestellt.

Die Kopplung der DNS-Fragmente an die silanisierte Glasoberfliche erfolgt lediglich durch
eine elektrostatische Bindung zwischen der Amino-Gruppe des Silans und der Phosphat-
Gruppe des DNS-Riickgrats, da die verwendeten Sonden keinerlei Modifizierung (z. B.
Aminomodifier) hatten.
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I1.16 Mikroarray-Hybridisierung

I1.16.1 Prihybridisierung

Die Oberfliche der Mikroarrays wurde vor der Hybridisierung inaktiviert, um das
Hintergrundrauschen zu reduzieren. Die Objekttriger wurden fiir 10 min bei 42 °C in der
Prahybridisierungslosung (5x SSC, 0,1% SDS, 0,1 mg/ml BSA) inkubiert, anschlieBend in
0,1x SSC und H,Oreinst gewaschen und in einer Minizentrifuge getrocknet. Diese

Vorbehandlung sollte direkt vor der eigentlichen Hybridisierung stattfinden.

I1.16.2 Hybridisierung und stringentes Waschen

Die Mixtur des Hybridisierungspuffers wurde abgeleitet von einem Protokoll der Universitét
von Wisconsin (www.genome.wisc.edu/resources/protocols/spottedarrayhybridization.htm),
jedoch stark verdndert. Letztendlich bestand der Puffer aus 0,5x Sigma PerfectHyb Plus
(Sigma, Deutschland), 25% Formamid und 200 ng/ul fragmentierter Heringssperma-DNS.
Ein Chip wurde mit jeweils zwei unterschiedlich markierten (Cy3 bzw. Cy5 dUTP) gDNS
hybridisiert. Dafiir wurden 25 pl Puffer mit je 2,5 ul markierter DNS gemischt und bei 94 °C
fiir 10 min denaturiert. Der Hybridisierungsmix wurde sofort auf 4 °C abgekiihlt und auf ein
Deckglas ([24x50 mm], VWR International, Deutschland) pipettiert. Der Array wurde
anschliefend auf dem Deckglas platziert, umgedreht und in eine Hybridisierungskammer
gelegt, die mit insgesamt 100 ul H,O befeuchtet wurde um eine Austrocknung des Arrays zu
verhindern. Die Hybridisierung erfolgte bei 42 °C fiir 16-20 h.

Das stringente Waschen des Arrays wurde in einer Slide Washing Station (Adva Wash,
Implen, Deutschland) durchgefiihrt, welche absolut reproduzierbare Bedingungen fiir jeden
Array in jedem Waschschritt ermoglicht. Die Reihenfolge der Waschpuffer war wie folgt:

(1) 2x 2x SSC/0,1% SDS fiir 2,5 min bei 50 °C; (2) 0,1x SSC/ 0,1% SDS fiir 10 min mit
pulsierendem Fliissigkeitsnachschub; (3) 0,1x SSC fir 5 Min mit pulsierendem
Fliissigkeitsnachschub und (4) 0,05x SSC fiir 10 s. Der Chip wurde anschlieend in einer
Minizentrifuge fiir 10 s. getrocknet und sofort ausgewertet (siche Kapitel 11.17).

Die ausgewerteten Arrays wurden im Dunkeln bei 20 °C fiir weitere Analysen gelagert.
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I1.17 Datenauswertung

I1.17.1 Quantifizierung der Signalintensitiiten

Die hybridisierten Mikroarrays wurden in einem GMS 418 Array Scanner (Affymetrix, USA)
mit den jeweiligen Wellenlidngen fiir Cy3 (548 nm) und CyS5 (647 nm) bei 100% Laser Power
und 60-80% Laser gain gescannt. Die Auswertung der Signalintensitdten erfolgte mit der
Software Imagene 4.0 (Biodiscovery Inc., USA). Ein Raster, welches jeden Spot erfasst,
wurde fiir den Chip entworfen. Fiir die Berechnung der Mittelwerte wurden die Einstellungen
»dignal intensity min 10% / max 95%* gewihlt. Die Hintergrundfliche, welche die Spots
umgibt, wurde durch die Parameter ,background buffer 4,5 und ,,background width* 10
festgelegt.

I1.17.2 Normalisierung der Daten

Die erhaltenen Intensitidten wurden nach der Methode von Loy ef al. (2002) ausgewertet und
verglichen. Zundchst wurde das Signal-Hintergrund-Verhiltnis bestimmt. Dazu wurde

folgende Formel verwendet:

T = [Ip - (In-Inzp)] X Iprs™

Ip entspricht der durchschnittlichen Signalintensitit der jeweiligen Sonde, Iy der
durchschnittlichen Signalintensitdt der Negativkontrolle (50% DMSO), Inig dem
Hintergrundrauschen der Negativkontrolle und Ip; 3 dem Hintergrundrauschen der jeweiligen
Sonde.

Anschlieend wurde der erhaltene T-Wert mit Hilfe der Positivkontrolle (16S rDNS) mit der

folgenden Formel normalisiert:

R =T x {[I16s — (In-InLp)] X Ligsin™}™

Ii6s entspricht der durchschnittlichen Signalintensitdt der Positivkontrolle (16S rDNS), Iy
entspricht der durchschnittlichen Signalintensitit der jeweiligen Sonde, Inyg dem
Hintergrundrauschen um die jeweilige Sonde und I;¢s1 g dem Hintergrundrauschen um die

Positivkontrolle. Die Positivkontrolle erhilt somit einen Wert von 1,0.
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IIT Ergebnisse

III.1 Fingerprint-Methoden zur Unterscheidung von Escherichia coli

Stiammen

III.1.1 Bestimmung der phylogenetischen Gruppe

Eine grobe Einteilung der Escherichia coli Stimme erfolgte durch die phylogenetische
Gruppierung mit der von Clermont et. al. (2000) beschriebenen Triplex PCR-Methode. Die
verschiedenen E. coli Isolate konnen in die 4 phylogenetischen Gruppen A, B1, B2 und D
eingeteilt werden, wobei A und B1 ausschlieBlich apathogene Vertreter enthilt und die
potentiell pathogenen Stamme in die Gruppen B2 und D fallen.

Diese Methode wurde auf die zu untersuchenden Sicherheitsstimme angewandt, mit dem
Ergebnis, dass alle getesteten E. coli K-12, B und C Stdmme in die Gruppe A fallen und die
W Stimme in Gruppe B1. Somit sind alle untersuchten Sicherheitsstimme in den Gruppen
der apathogenen E. coli Staimme. Abbildung 4 zeigt die PCR Ergebnisse fiir je einen Stamm
der 4 Linien sowie einen pathogenen Vertreter (E.coli O157:H7), welcher der Gruppe D
zugeordnet werden kann. In Abbildung 5 ist ein Organigramm zur Auswertung der Triplex

PCR abgebildet.

III.1.2  Unterscheidung von Sicherheitsstimmen durch ERIC-PCR

Eine Fingerprintmethode zur Unterscheidung von E. coli Stimmen ist die ERIC
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) -PCR (Versalovic et al., 1991). Dabei
werden spezifische Primer auf hochkonservierte, sich wiederholende intergenische Regionen
gelegt. Da die Anordnung der Gene im Genom einzelner Stamme oft sehr unterschiedlich ist,
erhélt man in der PCR ein Muster aus verschieden grof3en Fragmenten, die eine Einzelstamm-
identifizierung ermoglichen sollen. In dieser Reaktion wurden die Primer ERIC1 und ERIC2
(siehe Tabelle 9, Seite 89 im Anhang) verwendet, das PCR-Programm sowie der PCR Ansatz
wurden dem Protokoll von Casarez et al. (2007) entnommen. Die Ergebnisse der Reaktion

von einer Auswahl an Stammen sind in Abbildung 6 undAbbildung 7 (Seite 37) dargestellt.
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Abbildung 4 Bestimmung der phylogenetischen Gruppe

Die Einteilung der E. coli Sicherheitsstimme in die jeweilige phylogenetische Gruppe (A, Bl, B2 und D)
erfolgte nach der von Clermont et al. (2000) beschriebenen Multiplex PCR-Methode durch die Amplifikation der
Fragmente yjaA, chuA und TSPE4.C2. Das Gelbild zeigt die Ergebnisse fiir die Staimme E. coli K-12 MG16555
(1), E. coli B (2), E. coli C (3), E. coli W (4) sowie einen pathogenen Vertreter (E. coli O157:H7, [5]).
(M1=100bp ladder, Invitrogen; M2=1 kb ladder, Invitrogen). Die Auswertung erfolgte nach dem von Clermont

et al.. entworfenen Organigramm (Abbildung 5). E. coli K-12, B und C fallen somit in die phylogenetische
Gruppe A, E. coli W hingegen in die Gruppe B1.

yiaA TspE4.C2

Abbildung 5 Schema zur Bestimmung der phylogenetischen Gruppe

Das Organigramm zeigt die einfache Einteilung in die phylogenetische Gruppe anhand der Triplex PCR
Methode (Clermont et. al., 2000).
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Abbildung 6  ERIC-PCR ausgewihlter Escherichia coli K-12 Stimme

Ergebnisse einer ERIC-PCR verschiedener E. coli K-12 Stimme. Die erhaltenen Muster weisen leichte
Unterschiede auf, speziell die Bahnen 5 und 6 sind im Bereich iiber 700 bp unterschiedlich. Belegung der
Bahnen: M: 1 kb ladder, Invitrogen; 1: E. coli K-12 MG1655, 2: E. coli K-12 XL1 Blue, 3: E. coli K-12 W3110,
4: E. coli K-12 DH1, 5: E. coli K-12 TOP10, 6: E. coli K-12 TH2.
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Abbildung 7  ERIC-PCR verschiedener E. coli B, C, W sowie 4 pathogener Stimme

Weitere Ergebnisse einer ERIC-PCR verschiedener E. coli B, C und W Stamme sowie 4 pathogener Vertreter.
Die verschiedenen Gruppen zeigen durchaus sichtbare Unterschiede, eine einfache Identifizierung hingegen ist
nicht gewihrleistet. Das Muster der E. coli C (13, 14) Stimme ist nahezu identisch zu dem der E. coli K-12
Stamme. Belegung der Bahnen: M1: 100bp ladder, Invitrogen, 7: E. coli BL21, 8: E. coli B, 9: E. coli BL21
pLysS, 10: E. coli C41, 11: E. coli W, 12: E. coli W-Mutante, 13: E. coli C, 14: ABLE C, 15: E. coli 196
(UPEC), 16: E. coli IHE3034 (MENEC), 17: E. coli H10407 (ETEC) 18: E. coli RS218 (Sepsis), M2: 1 kb
ladder, Invitrogen
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Diese auf PCR basierende Fingerprintmethode eignet sich durch die hohe Ahnlichkeit der
erhaltenen Bandenmuster nur bedingt zum Nachweis und zur Identifizierung von E. coli

Sicherheitsstimmen.

III.1.3 Unterscheidung der Sicherheitsstimme durch
Pulsfeldgelektrophorese

III.1.3.a Erstellung eines Fingerprints fiir verschiedene E. coli

Sicherheitsstimme

Zundchst wurden von jeder Linie (K-12, B, C und W) zufillig je zwei Vertreter ausgesucht,
deren chromosomale DNS mit dem Restriktionsenzym Xbal fragmentiert und auf ein
Pulsfeldgel geladen wurde. Die Ergebnisse sind in Abbildung 8 dargestellt.

Die Muster innerhalb einer Linie dhneln sich sehr stark, wohingegen sich die anderen Linien
klar abgrenzen lassen. Doch auch innerhalb der einzelnen Linien lassen sich einzelne Stamme
anhand individueller Fragmente unterscheiden. Die Methode wurde im Folgenden noch auf
weitere Sicherheitsstimme angewandt, die Ergebnisse sind in Abbildung 9 undAbbildung 10
(Seite 40) dargestellt. In Abbildung 9 kann man erkennen, dass sich die E. coli K-12 Stimme
anhand der hochmolekularen Fragmente (ab 450 kb) in 3 verschieden Gruppen einteilen
lassen. Allerdings wird die Einzelstamm-identifizierung hier schon erschwert. Stamm 7 (K-12
C600) und 8 (K-12 DHI1) weisen ein nahezu identisches Bandenmuster auf, ebenso wie
Stamm 5 (K-12 HB 101) und 10 (TH2).

Weitere Sicherheitsstimme der anderen Linien wurden ebenfalls untersucht, die Ergebnisse

sind in Abbildung 10 dargestellt.
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610 kb ——»

«—— 450 kb

225 kb

Abbildung 8 PFGE Fingerprint von verschiedenen E. coli Sicherheitsstimmen

Xbal Verdau chromosomaler DNS von verschiedenen E. coli Sicherheitsstimmen. Die Auftrennung erfolgte in
einem 1%igen Gel mit den folgenden Laufkonditionen: Laufzeit 22 h, Switch time 2-50 s, Spannung 6 V,
Temperatur 14 °C. Bahnbelegung: M: S. cerevisiae Chromosomen (Bio-Rad, Deutschland), 1: E. coli K-12
MG1655, 2: E. coli K-12 TOP10, 3: E. coli B, 4: E. coli BL21, 5: E. coli W, 6: E. coli W-Mutante, 7: E. coli C,
8: ABLE C (Stratagene). Die unterschiedlichen Linien K-12, B, C und W konnen sehr gut differenziert werden,
einzelne Banden ermoglichen eine Einzelstammidentifizierung bei dieser Auswahl an Stémmen.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

«——585 kb
450 kb —»

225 kb ——» <«—— 194 kb

Abbildung 9 PFGE Fingerprint von E. coli K-12 Staimmen

Xbal Verdau chromosmaler DNS weiterer E. coli K-12 Stimme. Anhand der Banden im hochmolekularen
Bereich kann man 3 Gruppen erkennen, mit je einer, zwei bzw. drei Banden. Eine Identifizierung einzelner
Stamme ist nicht moglich. Die Auftrennung erfolgte in einem 1%igen Gel mit den folgenden Laufkonditionen:
Laufzeit 22 h, Switch time 2-50 s Spannung 6 V, Temperatur 14 °C. Bahnbelegung: M1: S. cerevisiae
Chromosomen (Bio-Rad, Deutschland), 1: E. coli K-12 MG1655, 2: E. coli K-12 XL1 Blue, 3: E. coli K-12
DH5a, 4: E. coli K-12 W3110, 5: E. coli K-12 HB101, 6: E. coli K-12 TOP F’, 7: E. coli K-12 C600, 8: E. coli
K-12 DH1, 9: E. coli K-12 TOP 10, 10: E. coli K-12 TH2, M2: Lambda ladder (Bio-Rad, Deutschland).
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610 kb —>|
_ «——450kb

285 kb—»
«—— 225 kb

Abbildung 10 PFGE Fingerprint weiterer E. coli Sicherheitsstimme

Xbal Verdau chromosomaler DNS weiterer E. coli Sicherheitsstimme. Das Bild dient dem Vergleich von E. coli
B, C und W Derivaten. Eine Einzelstammidentifizierung scheint in einigen Fillen moglich, besonders die
einzelnen E. coli C (5, 6, 7) Stimme lassen sich sehr gut unterscheiden. Die Auftrennung erfolgte in einem
1%igen Gel mit den folgenden Laufkonditionen: Laufzeit 22 h, Switch time 2-50 s, Spannung 6 V, Temperatur
14 °C. Bahnbelegung: M: S. cerevisiae Chromosomen (Bio-Rad, Deutschland), 1: E. coli B, 2: E. coli B/t, 3: E.
coli BL21, 4: E. coli C41 (BL21 Derivat), 5 E. coli C, 6: ABLE C (Stratagene, USA), 7: ABLE K (Stratagene,
USA), 8: E. coli W-Mutante, 9: E. coli W.

Die Abbildungen zeigen deutlich, dass eine Identifizierung von E. coli Sicherheitsstimmen
mit dieser Methode moglich ist. Eine Identifizierung bis auf Stammebene ist jedoch nicht in

allen Fillen eindeutig.

III.1.3.b GenomgroBenbestimmung verschiedener E. coli
Sicherheitsstimme

Durch die Verwendung eines speziellen Restriktionsenzyms (I-Ceul), das nur in einem
hochkonservierten Bereich der 23S-rDNS schneidet, ist es moglich, die Genomgroflen mittels
Pulsfeld Gelelektrophorese abzuschitzen. Untersuchungen an einer Reihe von E. coli
Stammen haben gezeigt, dass sich deren Genome um bis zu 1 Mb unterscheiden konnen
(Bergthorsson & Ochman, 1995; Bergthorsson & Ochman, 1998). Die DNS einer Auswahl an
E. coli Sicherheitsstimmen wurde mit diesem Enzym verdaut und auf ein Pulsfeldgel geladen.
Um eine gute Auflosung der Fragmentgrofen in den hoch- und niedermolekularen Bereichen
zu gewibhrleisten, sind mindestens zwei Laufe mit unterschiedlichen Parametern nétig. Alle
durchgefiihrten Gelelektrophoresen sind in Abbildung 11-Abbildung 14 (Seite 41-42)
dargestellt.
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MI'l 2 3 4 5 6 7 8 M2
-~ «—3,13Mb
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Abbildung 11 PFGE-Auftrennung 1.1 zur Genomgroéfenbestimmung

I-Ceul-Verdaute chromosomale DNS verschiedener E. coli Sicherheitsstimme. Dieser PFGE-Lauf dient nur der
GroBenbestimmung der hochmolekularen Bande. Laufkonditionen: Laufzeit 120 h, Switch Time 10-18 min,
Spannung 1,8 V, Temperatur 14 °C. Bahnbelegung: M1: S. cerevisiae Chromosomen (Bio-Rad, Deutschland), 1:
E. coli K-12 MG 1655, 2: E. coli K-12 TOP10, 3: E. coli B, 4: E. coli BL21, 5: E. coli C, 6: E. coli ABLE C, 7:
E. coli W-Mutante, 8: E. coli Machl, M2: H. wingeii Chromosomen (Bio-Rad, Deutschland).

M 1 2 3 4 5 6 7 8

520 kb—»,

131 kb—»,
93 kb——»

41 kb——»]

Abbildung 12 PFGE-Auftrennung 1.2 zur Genomgrofienbestimmung

I-Ceul-Verdaute chromosomale DNS verschiedener E. coli Sicherheitsstimme. Dieser PFGE-Lauf dient der
GroBenbestimmung der 6 niedermolekularen Banden. Der rote Pfeil markiert eine zusétzliche Bande im ABLE C
Stamm, die zunichst als zusitzliches rDNS Operon eingestuft wurde. Laufkonditionen: Laufzeit 40 h, Switch
Time 10-70 s, Spannung 5,8 V, Temperatur 14 °C. Bahnbelegung: M: S. cerevisiae Chromosomen (Bio-Rad,
Deutschland), 1: E. coli K-12 MG 1655, 2: E. coli K-12 TOP10, 3: E. coli B, 4: E. coli BL21, 5: E. coli C, 6:
ABLE C, 7: E. coli W-Mutante, 8: E. coli Machl.
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Abbildung 13 PFGE-Auftrennung 2.1 zur Genomgrofienbestimmung

I-Ceul-Verdaute chromosomale DNS verschiedener E. coli Sicherheitsstimme. Dieser PFGE-Lauf dient nur der
GrofBenbestimmung der hochmolekularen Bande. Laufkonditionen: Laufzeit 120 h, Switch Time 10-18 min,
Spannung 1,8 V, Temperatur 14 °C. Bahnbelegung: M1: S. cerevisiae Chromosomen (Bio-Rad, Deutschland), 1:
E. coli K-12 W3110, 2: E. coli K-12 HB101, 3: E. coli K-12 TOP F~, 4: E. coli K-12 C600, 5: E. coli K-12 DH1,
6: E. coli K-12 TH2, 7: E. coli C41 (BL21 Derivat), 8: E. coli ABLE C, 9: E. coli ABLE K, M2: H. wingeii
Chromosomen (Bio-Rad, Deutschland).

— “- «—— 1,05 Mb

131 kb——>»
93 kb——|

—

_‘ - — e -

Abbildung 14 PFGE-Auftrennung 2.2 zur Genomgroéfenbestimmung

I-Ceul-Verdaute chromosomale DNS verschiedener E. coli Sicherheitsstimme. Dieser PFGE-Lauf dient der
GroBenbestimmung der 6 niedermolekularen Banden: Der rote Pfeil markiert die zusitzlichen Banden in den
ABLE Stimmen, E. coli K-12 TOP F” (3) und E. coli K-12 W3110 (1, sehr schwach) Laufkonditionen: Laufzeit
40 h, Switch Time 10-70 s, Spannung 5,8 V, Temperatur 14 °C. Bahnbelegung: M: Lambda Ladder (Bio-Rad,
Deutschland), 1: E. coli K-12 W3110, 2: E. coli K-12 HB101, 3: E. coli K-12 TOP F, 4: E. coli K-12 C600, 5:
E. coli K-12 DH1, 6: E. coli K-12 TH2, 7: E. coli C41 (BL21 Derivat), 8: E. coli ABLE C, 9: E. coli ABLE K.
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Der Lauf iiber 120 h dient einzig der Auflosung der hochmolekularen Bande. Alle anderen
Fragmentgrofen konnen mit dem Lauf iiber 40 h aufgetrennt werden. Interessant ist die
zusitzliche Bande in dem kommerziellen C Stamm ABLE C von Stratagene (sieche Abbildung
12, Seite 41, roter Pfeil). Zunidchst wurde vermutet, dass es sich moglicherweise um ein
zusitzliches rDNS-Operon handeln konnte. Weitere Sicherheitsstimme wurden mit dieser
Methode untersucht, die Ergebnisse sind in Abbildung 13 undAbbildung 14 (Seite 42)
gezeigt. Die zusitzliche Bande ist wieder im Restriktionsmuster der Stratagene Stamme
sichtbar, eine vergleichbare ist aber auch im Muster des E. coli K-12 TOP F’-Stammes
deutlich zu erkennen, und sehr schwach auch im Muster des E. coli K-12 Stammes W3110.
Da das Genom dieses Stammes bereits komplett sequenziert wurde (Hayashi et al., 2006),
konnte ein zusitzliches rDNS-Operon ausgeschlossen werden. Die Genotypen der Stratagene-
Stamme sowie der TOP F’-Stamm weisen die Prisenz des F-Plasmids auf, somit wurde durch
Southern Blot Hybridisierung iiberpriift, ob es sich moglicherweise um dieses Plasmid
handeln konnte.

I-Ceul verdaute chromosomale DNS verschiedener Stimme wurde auf eine Nylonmembran
tibertragen und mit 2 Sonden hybridisiert. Zum einen wurde eine Sonde, die einen Teil der
16S-rDNS beinhaltete, generiert, zum anderen eine Sonde auf die Transferregion des F-
Plasmids. Das Gelbild sowie die Hybridisierungen sind in Abbildung 15 dargestellt. Die
zusitzliche Bande konnte in den Stratagene-Stammen eindeutig dem F-Plasmid zugeordnet

werden.

16S-rDNS
16S-rIDNS—>
16S-rDNS —»

Abbildung 15  Southern Blot Hybridisierung

In Teil A der Abbildung ist der PFGE-Lauf eines I-Ceul Verdaus zu sehen. Die Banden, die jeweils ein partielles
rDNS-Operon beinhalten, sind markiert. Die zusitzliche Bande ist mit einem roten Pfeil markiert. Teil B zeigt
die Hybridisierung mit einer Sonde auf die 16S-rDNS, Teil C zeigt die Hybridisierung mit einer F-Plasmid
spezifischen Sonde. Hier gibt nur die zusitzliche Bande ein Signal und konnte somit als dieses Plasmid
identifiziert werden. Bahnbelegung: 1: E. coli C41, 2: E. coli ABLE C, 3: E. coli ABLE K. Laufkonditionen:
Laufzeit 24 h, Switch Time 6-120 s, Spannung 6 V, Temperatur 14 °C. Hybridisierungskonditionen: Temperatur
37 °C, Formamidgehalt im Hybridisierungspuffer 50%.
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Tatsdchlich weist der Genotyp des E. coli K12 W3110-Stammes keine Prdsenz des F-
Plasmids auf (www.dsmz.de). Die Ergebnisse der Southern Hybridisierung sowie des
Mikroarray (siehe Tabelle 10, Seite 94 im Anhang) sind jedoch eindeutig. Der Stamm wurde
nicht von einer offiziellen Stammsammlung gekauft, sondern von Dr. Ulrich Dobrindt
(Universitidt Wiirzburg) erhalten. Moglicherweise wurde das F-Plasmid dort von dem Stamm
aufgenommen.

Da ein zusitzliches rDNS Operon nun definitiv ausgeschlossen werden konnte, wurden die
restlichen Banden aus den PFGE Liufen dazu verwendet, die Genomgro3en der einzelnen
Stamme abzuschitzen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 aufgelistet. Die ermittelten Gro3en

unterscheiden sich um bis zu 600 kb.

Tabelle 4 GenomgroBen unterschiedlicher E. coli Sicherheitsstimme

Stamm/ Fragment (Mb) 1 2 3 4 5 6 7 "(Fl\(/)[ts)l

K-12 MG1655 249 0,697 0,657 052 0,131 0,093 0,041 4,629

K-12 TOP 10 2,77 0,724 0,590 0,52 0,131 0,093 0,041 ca.4,87
K-12 W3110 249 0,698 0,658 0,52 0,131 0,093 0,041 4,646

K-12 HB101 2,7 0,698 0,658 0,52 0,131 0,093 0,041 ca.4,71
K-12 TOP F* 2,78 0,698 0,590 0,52 0,131 0,093 0,041 ca.4,85
K-12 C600 2,75 0,698 0,658 052 0,131 0,093 0,041 ca.4,89
K-12 DH1 2,75 0,698 0,658 052 0,131 0,093 0,041 ca.4,89
K-12 TH2 2,75 0,698 0,658 052 0,131 0,093 0,041 ca.4,89
B 2,50 0,751 0,681 0,57 0,137 0,095 0,041 ca.4,78
BL21 244 0,681 0,657 054 0,131 0,095 0,041 ca.4,59
C41 2,50 0,681 0,657 054 0,131 0,095 0,041 ca.4,65
C 2,50 0,681 0,600 0,54 0,131 0,093 0,041 ca.4,59
ABLE C 2,70 0,697 0,610 0,56 0,148 0,094 0,041 ca.4,85
ABLE K 2,70 0,697 0,610 056 0,140 0,094 0,041 ca.4,84
W-Mutant 2,83 0,830 0,657 054 0,160 0,093 0,041 ca.517
Machl 2,83 0,830 0,657 054 0,160 0,093 0,041 ca.517

Die Genomgroflen wurden anhand der einzelnen Fragmentgroen der PFGE Liufe 1-4 abgeschitzt. Einerseits
wurden die aufgetragenen Marker zur Abschitzung herangezogen, andererseits die bekannten Fragmentgrofen
der beiden komplett sequenzierten Stimme E. coli K-12 MG1655 und W3110.

II1.1.4 Genomanalyse durch subtraktive Hybridisierung

Die bereits in der Einleitung beschriebenen subtraktiven Hybridisierungsmethoden wurden
zur Unterscheidung der E. coli Sicherheitsstimme verwendet. E. coli K-12 MG1655 bzw.
W3110 wurden jeweils als Subtraktor-Stamm verwendet, da die Verfiigbarkeit der kompletten
Genomsequenzen die Sequenzauswertung erleichterte. Es wurden von jeder Linie der
Sicherheitsstimme einige Vertreter ausgesucht, fiir die spezifische Sequenzen erhalten
werden sollten. Nach subtraktiver Hybridisierung wurde die aufgereinigte, hochamplifizierte

DNS in einen TOPO-Vector kloniert und mit den vektorspezifischen Primern M13for und
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MI13rev sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen wurden einer BLAST-Analyse unterzogen
(blastn, tblastx), um deren Spezifitit zu untersuchen. Falls die erhaltene Sequenz keinerlei
Ubereinstimmung mit dem Genom von E. coli K12 MG1655 bzw. W3110 aufzeigte, wurde
anhand von spezifischen Primern die Anwesenheit dieses Fragments in den anderen Stimmen
tiberpriift. Mit Hilfe der verschiedenen Methoden gelang es, 62 spezifische PCR-Fragmente
zu erhalten, die fiir den Aufbau des Chips verwendet wurden. Alle durch subtraktive
Hybridisierung detektierten spezifischen DNS-Fragmente sind in Tabelle 8 (Seite 85 im
Anhang) hervorgehoben, die zugehorigen Primerpaare sowie Annealing-Temperaturen und
Fragmentgrofle sind in Tabelle 9 (Seite 89 im Anhang) aufgelistet.

Eine grobe Charakterisierung der detektierten Fragmente ist in Abbildung 16 dargestellt.

Transportmechanismen
5%

bekannt o

Mobile genetische Elemente/ o ;C;"" o DNS o
Phagen/Plasmide RCp]lkd'ElOT‘l/T ran S?(l‘llptl()n/
Translation/Modifizierung/

29% .
Regulation
10%

Virulenzassozierte Gene
15%

Stoffwechselgene
18%

hypothetische Proteine
16%

Abbildung 16 Charakterisierung der spezifischen DNS-Fragmente

Alle durch subtraktive Hybridisierung erhaltenen spezifischen DNS-Fragmente wurden anhand einer BLAST-
Analyse in verschiedene funktionelle Kategorien eingeteilt.

II1.2 Entwicklung eines auf PCR basierenden Schnellnachweises

Mittels der detektierten spezifischen DNS-Fragmente war es moglich, einen auf PCR
basierenden Schnellnachweis der einzelnen E. coli Sicherheitsstammlinien zu entwickeln. Ein
derartiger Nachweis fiir E. coli K-12 Stimme wurde 1996 von Kuhnert et al. (1996)
veroffentlicht. Diese Multiplex-PCR ist jedoch nicht in der Lage, auch die weiteren als
Sicherheitsstamm definierten E. coli Linien zu identifizieren. Das spezifische PCR-Produkt
fiir K-12 Stimme, eine IS5-Insertion im rfb50-Gen, wurde in die neu entwickelte Methode
integriert. Des Weiteren wurde ein E. coli B (und Derivate) spezifisches PCR-Produkt (224)
mit keinerlei Ubereinstimmung zu bekannten Sequenzen in den Datenbanken, zwei E. coli C

spezifische (rtlA, Tn7) PCR-Produkte sowie ein E. coli W spezifisches Produkt (P27) in der
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neu entwickelten Multiplex-PCR verwendet. Das Fragment des Ribitoloperons (r#/A) in den
C-Stammen wire alleine fiir eine Differenzierung nicht ausreichend gewesen, da die DNS
eines pathogenen Stammes (E. coli IHE 3034) ebenfalls ein entsprechendes Amplifikat
erzeugte. Deshalb wurde ein weiteres PCR-Produkt, welches fiir eine Transposase kodiert
(Tn7), mit in die Methode integriert. Das E. coli W spezifische Fragment kodiert fiir ein
Bakteriophagen Protein (P27).

Bei Anwendung dieser neuen Nachweismethode erhélt man in einer einzigen PCR-Reaktion
Linien-spezifische PCR-Produkte, die einen eindeutigen Nachweis der jeweiligen E. coli
Sicherheitsstimme ermdoglichen. Die Methode wurde an einer umfangreichen, breit gestreuten
Auswahl von E. coli Stimmen getestet und als geeignet und spezifisch angesehen (Bauer et
al., 2007). Das Ergebnis einer Multiplex-PCR auf verschiedene Sicherheitsstimme ist in

Abbildung 17 dargestellt.

st
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Abbildung 17 Neu entwickelte Multiplex-PCR Methode zur Identifizierung der E. coli
Sicherheitsstammlinien

Das Gelbild zeigt die moglichen Resultate der neu entwickelten Multiplex-PCR zur Differenzierung der 4
verschiedenen E. coli Sicherheitsstammlinien K-12, B, C und W. Zur Identifizierung von E. coli K-12 Stimmen
wurden die spezifischen Primer von Kuhnert et al. (1996) iibernommen. E. coli B Stimme und deren Derivate
konnen durch ein 847 bp groes PCR-Produkt identifiziert werden, welches als E. coli B spezifische Sequenz
beschrieben wurde, da es keinerlei Ubereinstimmung zu anderen Sequenzen in den Datenbanken zeigte. E. coli
C Stimme und Derivate konnen anhand von 2 spezifischen Fragmenten erkannt werden. Zum einen ein
Fragment, das fiir die Verarbeitung von Ribitol als C-Quelle kodiert (756 bp), zum anderen eine E. coli C
spezifische Transposase (333 bp). Die Identifizierung der E. coli W Stimme und sidmtlicher Derivate erfolgt
durch die spezifische Amplifikation eines Fragments, das fiir ein Phagenprotein kodiert (232 bp). Bahnbelegung:
MI1: 1 kb ladder (Invitrogen, USA), 1: E. coli K-12 MG1655, 2: E. coli B, 3: E. coli C, 4: E. coli W, M2: 100 bp
ladder (Invitrogen, USA).
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I1L.3 Uberpriifung der E. coli Sicherheitsstiimme auf das

Vorhandensein von Virulenzfaktoren

II1.3.1 PCR mit spezifischen Primern auf Virulenzfaktoren

Das Vorhandensein einer Auswahl géingiger Virulenzfaktoren wurde durch PCR mit
spezifischen Primern fiir unterschiedliche Gene iiberpriift. Die meisten Primer wurden von
Dr. Soren Schubert (Pettenkofer Institut, Miinchen, siehe Tabelle 9, Seite 89) zur Verfiigung
gestellt. Es wurden 26 Primerpaare getestet. Positive Ergebnisse wurden nur fiir type I
Fimbriae (fimH, alle getesteten Stdmme) und outer membrane protease ompT (E. coli K-12
und E. coli B) erhalten. Die PCR mit den Yersiniabactin (fyuA) spezifischen Primern ergab
ein unspezifisches, zu gro3es PCR Produkt, ebenso mit dem Primerpaar fiir die Pap-fimbriae
papA. Als Positivkontrollen fiir die PCR wurde die DNS von verschiedenen pathogenen E.
coli Staimmen eingesetzt (erhalten von Dr. Ulrich Dobrindt, Universitit Wiirzburg).

Es wurden jeweils der Wildtyp- bzw. Herkunftsstamm und ein kommerziell erwerblicher
Sicherheitsstamm auf Virulenzfaktoren getestet, E. coli C und dessen Derivat ABLE C
(Stratagene). Die gesamten Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tabelle 6 (Seite 78 im

Anhang) dargestellt.

II1.3.2 Mikroarray-Screening

Parallel zu dieser Untersuchung wurden in Kooperation mit Dr. Soren Schubert (Pettenkofer
Institut, Miinchen) und Dr. Ulrich Dobrindt (Infektionsbiologie, Wiirzburg) 7 verschiedene
Sicherheitsstimme (E. coli K-12 MG1655, B, BL21, C, ABLE C, W und Machl) mit einem
neu entwickelten Oligonukleotid-Mikroarray auf das Vorhandensein von verschiedensten
virulenzassoziierten Genen hin iiberpriift. Der Chip beinhaltete 170 Sonden fiir
virulenzassoziierte Gene, 6 fiir apathogene E. coli Isolate und 8 Kontrollsonden. Fiir jedes
Gen wurden 2 Sonden entwickelt, somit wurden 88 Gene iiberpriift.

Alle Stamme aufler E. coli BL21 zeigten spezifische Hybridisierungssignale fiir mindestens
eine der Sonden fiir apathogene E. coli Isolate. E. coli K-12 gab, in Ubereinstimmung mit der
PCR zur Bestimmung der phylogenetischen Gruppe (siehe Kapitel III.1.1, Seite 35) ein
positives Signal fiir die yjaA-Sonde (Clermont et. al, 2000). Weitere positive Signale fiir E.
coli K-12 und E. coli B wurden bei der Sonde fiir ein Prophagen-Antigen (Ag43) detektiert,
dessen Sequenz in den Genomen von E. coli K-12 sowie E. coli CFT073 (UPEC) enthalten
ist.
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Einzig die beiden E. coli W Stdmme zeigten weitere positive Signale, zum einen fiir einen
Virulenzfaktor, der mit Infektionen im Urogenitaltrakt in Verbindung gebracht wird (p761,
p763), und zum anderen fiir das Gen einer Lipase aus dem Genom von E. coli CFT073.

Eine Liste mit den Namen der getesteten Sonden und der Hybridisierungsergebnisse fiir die
Sicherheitsstimme ist in Tabelle 7 (Seite 79, Anhang) aufgefiihrt.

Die Mikroarrays wurden von der Firma Scienion (Deutschland) nach den Angaben von Dr.
Soren Schubert und Dr. Ulrich Dobrindt angefertigt. Die Hybridisierung der einzelnen
Stamme erfolgte ebenfalls bei Scienion. Die ausgewerteten Daten wurden uns

freundlicherweise von Dr. Ulrich Dobrindt zur Verfiigung gestellt.

I11.3.3 Charakterisierung flankierender DNS-Abschnitte

Durch subtraktive Hybridisierung wurden zwei Fragmente einer Pathogenititsinsel
(Escherichia coli strain BEN2908 pathogenicity Island EPI-I [Chouikha et al., 2006]) in E.
coli B detektiert (sieche Abbildung 18). Die Insel enthilt einerseits Gene, die zur Aufnahme
und Abbau diverser Kohlenhydrate dienen (in der Region 5 abwiirts), und andererseits eine
Reihe von Virulenzfaktoren (vom 3 “Ende aufwirts), die zur Infektion von Vogeln beitragen.
Durch die Verwendung spezifischer Primer (EPI 1/EPI 2, siehe Tabelle 9 im Anhang) konnte
ein Teil (EPI 1) ebenfalls in E. coli BL21 Stimmen nachgewiesen werden (siehe Tabelle 8 im
Anhang). Die detektierten Fragmente befinden sich jeweils am 5 bzw. am 3" Ende der
Pathogenititsinsel (sieche Abbildung 18).

Durch die kiirzlich beschriebene ,, Two-Step-Gene-Walking* Methode (Pilhofer et al., 2007)
wurde in dem E. coli B Stamm ein flankierender Bereich sequenziert. Vom EPI 2 Fragment
aus konnten ca. 1000 bp in 5° Richtung, somit in Richtung des Zentrums der Insel,
sequenziert werden. Die erhaltene Sequenz war nahezu identisch zu der veroffentlichten. Die

enthaltenen Gene kodieren fiir hypothetische Proteine mit unbekannter Funktion.

48



III. Ergebnisse

— 4_
E.coliB —_—
‘5
E. coli strain L/ oL
BEN2908 5’ o 3
pathogenicity island EPI-I
53237 bp

Abbildung 18 E. coli Pathogenitiitsinsel EPI-I (Stamm BEN2908 [APEC])

Zwei Fragmente dieser 46 kb groB3en Pathogenititsinsel des Stammes BEN2908 (APEC) wurden in subtraktiven
Hybridisierungsexperimenten in E. coli B Stimmen nachgewiesen. Das EPI 1 Fragment (57) wurde in E. coli B
sowie BL21 Stammen durch die anschlieBende PCR Analyse nachgewiesen, das EPI 2 Fragment (3”) konnte nur
noch in E. coli B Stimmen detektiert werden (beide grau hinterlegt). Durch die ,,Two-Step-Gene-Walking*
Methode (Pilhofer et al., 2007) war es moglich, 1000 bp aufwirts des EPI2 Fragments zu sequenzieren (siche
schwarzer Pfeil). Die erhaltene Sequenz zeigte hohe Ubereinstimmung mit der Pathogenititsinsel EPI-I.

II1.4 Entwicklung des Mikroarray-Chips

I11.4.1 Evaluierung der Sonden

Die durch subtraktive Hybridisierung und Literaturrecherche zusammengetragene Auswahl an
spezifischen Primern wurde nun dazu benutzt, einen Mikroarray aufzubauen. Alle in Tabelle
8 (Seite 85 im Anhang) aufgelisteten PCR-Produkte wurden aufgereinigt, getrocknet und in
50% DMSO als Spotting Puffer gelost. Danach wurden alle PCR-Produkte auf einen Chip
aufgetragen und mit einer Auswahl an Stimmen (je 2 E. coli K-12, B, C und W Stdmme
sowie die pathogenen Stimme E. coli O157:H7, E. coli 042, E. coli CFT073 und dem
probiotischen =~ Stamm E. coli Nissle 1917) getestet, um die optimalen
Hybridisierungskonditionen zu ermitteln. Dazu wurden verschieden
Pufferzusammensetzungen, unterschiedliche DNS-Markierungsmethoden sowie
unterschiedliche Formamidkonzentrationen iiberpriift. Die optimalen Ergebnisse wurden mit
einem kommerziell erhiltlichen Hybridsierungspuffer (Sigma PerfectHyb) und einer
Formamidkonzentration von 25% bei einer Hybridisierungstemperatur von 42 °C erhalten.
Als effizienteste Markierungsmethode stellte sich der Einbau der markierten Nukleotide mit
dem Klenow-Fragment und Random Hexamers dar. Die mittels Imagene (Biodiscovery Inc.
USA) erhaltenen Signalintensititen wurden nach der Formel von Loy et al. (2002)

normalisiert (siche Kapitel I11.17.2, Seite 34).
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Die erhaltenen Werte wurden anhand der Sonden, welche positive Signale zeigen sollten, und
der Sonden die keine Signale zeigen sollten in positive und negative Signale unterteilt, um
den Grenzwert der positiven Hybridisierungssignale zu bestimmen und somit auch die
entwickelten Sonden auf ihre Spezifitét hin zu iiberpriifen. Die Bestimmung des Grenzwertes
fiir positive Signalintensititen erfolgte graphisch durch das gegenseitige Auftragen aller
positiven und negativen Werte. Der Schnittpunkt beider Kurven markiert den Grenzwert.

Einige Sonden, die in einer PCR durchaus zur Unterscheidung benutzt werden konnten,
mussten verworfen werden, um keine falsch positiven oder falsch negativen Signale zu
erhalten. Zwei Beispiele sind in Abbildung 20 undAbbildung 21 dargestellt. Alle spezifischen
PCR-Produkte, sind in Tabelle 8 (Seite 85 im Anhang) aufgelistet. Die Produkte, die nicht als

Sonden verwendet wurden, sind separat aufgefiihrt.

Bestimmung des Grenzwertes fiir positive Hybridisierungssignale
180
160 1
140 -
% 120
= oo o° °
"g 100 g° o © 0% s >
Py
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E 30 - o ® ° ° o
&
o ,jf
40 4 &
20 -
0 ‘ 8 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1 1,1 1,2 1,3
normalisierte Signalintensitét
o Signal ¢ Kein Signal

Abbildung 19 Bestimmung des Grenzwertes fiir positive Hybridisierungssignale

Um den Grenzwert fiir ein positives Hybridisierungssignal festzulegen, wurden alle generierten PCR-Produkte
als Sonden gespottet und mit markierter DNS einer Auswahl an Stdimmen (je 2 K-12,2 B, 2 C und 2 W Stimme)
hybridisiert. Die erhaltenen Signale wurden mit den Ergebnissen der PCR und, falls vorhanden, den bekannten
Genomsequenzen dieser Stimme verglichen, in positiv und negativ aufgeteilt und in dieser Abbildung
gegeneinander aufgetragen. Die x-Werte stehen fiir die normalisierten Signalintensititen, die y-Werte fiir die
Anzahl an aufgetragenen Werten Die 2 Kurven schneiden sich bei einem Wert von ca. 0,09. Der Grenzwert fiir
ein postives Hybridisierungssignal wurde um 0,01 erhoht um falsch positive Signale zu vermeiden. Der
Grenzwert wurde somit auf 0,1 festgelegt.
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Abbildung 20  Beispiel einer unspezifischen Sonde

Das Gelbild zeigt die spezifische Amplifikation eines PCR Produktes (hyproedl) in einem E. coli B Stamm, alle
anderen getesteten Stimme sind negativ. Bahnbelegung: M: 1 kb ladder, (Invitrogen, USA), 1: E. coli K-12
MGI1655, 2: E. coli B, 3: E. coli C, 4: E. coli W. Setzt man dieses Produkt allerdings als Sonde auf dem
Mikroarray ein, geben alle getesteten Stimme ein unspezifisches Signal, das oberhalb des ermittelten

Grenzwertes liegt (rote Linie).
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Abbildung 21  Beispiel einer unspezifischen Sonde

Das Gelbild zeigt die spezifische Amplifikation eines Fragments (lipo) in E. coli B und C Stimmen.
Bahnbelegung: M: 1 kb ladder, (Invitrogen, USA), 1: E. coli K-12 MG1655, 2: E. coli B, 3: E .coli C, 4: E. coli
W. Die Hybridisierung dieses Fragments auf dem Mikroarray zeigt allerdings in keinem der getesteten Stimme
ein Signal (rote Linie entspricht Detektionsgrenze fiir positive Signale).
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Um eine moglichst einfache Auswertung der Hybridisierung zu ermoglichen, wurde ein
neuartiges Design des Mikroarrays entwickelt. Die Stimme konnen nach der Hybridisierung
auf dem Chip sehr einfach durch das erscheinen der einzelnen Buchstaben (,,K*, ,,B, ,,C* und
»W*, durch spezifische Hybridisierungssignale) erkannt werden. Die Auswertung kann somit
rein visuell, ohne komplizierte Datenauswertung, erfolgen. Das Design des neu entwickelten
Chips sowie einige Hybridisierungsergebnisse sind in den Abbildung 22A-F (Seite 57)
dargestellt (siehe auch [Bauer et al., 2008]). Die Auswahl an Sonden, die eine eindeutige und
verlidssliche Identifizierung ermoglichen, ist im ndchsten Abschnitt fiir die jeweiligen Stimme
beschrieben. Eine Ubersicht findet sich in Tabelle 5 (Seite 59).

Jeder Buchstabe enthilt als ersten Spot ein 16S-rDNS Fragment, welches als Positivkontrolle
verwendet wird. Zusitzlich wurden noch weitere Positivkontrollen integriert, zum einen ein
Fragment einer ATP abhingigen Protease (lon), zum anderen ein Fragment der typel fimbriae
(fimH), die jeweils 3 mal auf dem Chip vorhanden sind (siehe Abbildung 22A, Seite 57 und
Tabelle 5, Seite 59). Das fiir die type I Fimbriae (fimH) kodierende Gen wurde urspriinglich
als Marker fiir extraintestinale Infektionen verwendet (Johnson & Stell, 2000). Von dieser
Verwendung sollte man jedoch absehen, da dieses Gen in nahezu jedem E. coli Stamm (auf3er
E. coli K-12 TOP F’, K-12 TOP10, K-12 678-54 und IHE3034, wie sich in den
Hybridisierungen herausstellte) zu finden ist. Die restlichen DNS-Fragmente, welche die
einzelnen Buchstaben bilden, sind spezifische PCR-Produkte. Fiir eine eindeutige
Identifizierung eines E. coli Sicherheitsstammes miissen alle Spots eines Buchstabens ein

Signal geben (siche Abbildung 22, Seite 57).

I11.4.2 Identifizierung von E. coli K-12 Stimmen

Die Identifizierung von E. coli K-12 Stimmen beruht auf PCR-Fragmenten, die alle durch
Literaturrecherche bzw. in silico Analysen der zuginglichen E. coli Genome
zusammengetragen wurden. Entsprechend des oben geschilderten Auswertungskonzeptes
wird beim Nachweis von K-12 Stimmen durch positive Hybridisierungssignale der Buchstabe
,K* visualisiert. Das schematische ,,K* besteht aus 10 verschiedenen DNS-Fragmenten, 9
davon sind bakterielle Insertionselemente (IS1 bis IS5, IS50, IS150 und IS186 [yi87]). Um
das ,,K“-Schema zu vervollstindigen, wurde ein weiteres DNS-Fragment, welches fiir eine
UDP-galactopyranose mutase (glf) kodiert, eingebaut. Diese 10 Sonden erméglichten die
einwandfreie Identifizierung von 28 verschiedenen E. coli K-12 Derivaten. Zusétzlich wurden

weitere DNS-Fragmente auf dem Chip platziert, die teilweise eine Identifizierung auf
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Stammebene gestatteten. Die Selektion beruhte auf den unterschiedlichen Genotypen der E.
coli K-12 Derivate. Es wurden Gene ausgesucht, die in einigen K-12 Derivaten fehlten und
somit deren Abgrenzung oder Identifizierung ermoglichten (gpt, hsdS, ara, mcrA, gplit, arg,
glf, yffs, int und tn10).

Nicht alle verwendeten Positivkontrollen ergaben ein positives Signal. Einige K-12 Derivate
(K-12 67-854, K-12 TOP10 sowie K-12 TOP F’) reagierten negativ auf die fimH Sonde, was
vermuten ldsst, dass dieses Gen aus dem Genom entfernt wurde. Da alle weiteren
Positivkontrollen jedoch spezifisch reagierten, war eine Auswertung des Chips trotzdem

moglich.

I11.4.3 Identifizierung von E. coli B Stimmen

E. coli B Stamme konnen nach dem o.g. Visualisierungskonzept durch ein schematisches ,,B*
identifiziert werden. Es wurden 13 DNS-Fragmente, die allesamt durch subtraktive
Hybridisierung gefunden wurden, verwendet. Diese beinhalten Gene fiir verschiedene
metabolische Abbauwege (GALA, vioA), Transkription (HEL), Regulation (REPRESS),
verschiedene Transport- und Sekretionssysteme (CABC, TYPII) sowie hypothetische
Proteine mit unbekannter Funktion (893HP, 21_1) als auch génzlich unbekannte Fragmente
mit keinerlei Ubereinstimmung in den Datenbanken (224, 914SPEC).

Diese Sondenselektion ermoglichte die einwandfreie Identifizierung aller getesteten E. coli B
Stamme und deren Derivate. Weitere Sonden ermoglichen zusétzlich die Unterscheidung von
E. coli B und BL21 Stammen. Drei Sonden - im Chip-layout "unterhalb" des schematischen
B plaziert - sind spezifisch fiir E. coli B. In BL21 Stdmmen sind die korrespondierenden
Gene nicht vorhanden. Diese Fragmente kodieren fiir ein Protein eines Bakteriophagen (GS8),
ein hypothetisches Protein (EPI2) sowie ein mogliches Invasin (PUINV). Wihrend den
Hybridisierungen stellte sich zusétzlich heraus, dass E. coli B Stimme ompT positiv sind, E.

coli BL21 Stimme hingegen negativ.

I11.4.4 Identifizierung von E. coli C Stammen

Das ,,C“-Schema beinhaltet 9 verschiedene Sonden, die ebenfalls alle durch subtraktive
Hybridisierung von E. coli C gegen E. coli K-12 Stimmen gefunden wurden. Diese DNS-
Fragmente kodieren fiir mobile genetische Elemente (NIS, W824), hypothetische Proteine mit
unbekannter Funktion (310706), sowie Gene fiir unterschiedliche Abbauwege oder Strukturen
(CRT, W826, pcoD, rtl, PRP).
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Es stellte sich heraus, dass sich 2 dieser Fragmente (pcoD, PRP) auf einem
virulenzassozierten Plasmid eines E. coli Stammes befinden, der speziell Vogel infizieren
kann (E. coli APEC 01, [Johnson et al., 2007]). Das Vorhandensein weiterer Gene dieses
Plasmids in den E. coli C Stimmen wurde durch spezifische PCR Primer iiberpriift (Johnson
et al., 2006). Es konnten jedoch keine weiteren Fragmente nachgewiesen werden. Zur
Unterscheidung des urspriinglichen E. coli C Stammes von den kommerziellen Derivaten
ABLE C und ABLE K (Stratagene, USA) dienen die IS5 Fragmente im ,,K* Schema sowie
die Sonden zur Detektion des F-Plasmids, die alle positiv fiir die ABLE Stamme und negativ

fiir den E. coli C Stamm sind.

I11.4.5 Identifizierung von E. coli W Stimmen

Das ,,W*“-Schema zur Identifizierung der E.coli W Stamme beinhaltet 11 verschiedene DNS-
Fragmente, die wiederum durch subtraktive Hybridisierung gegen E. coli K-12 Stimme
detektiert wurden. Da nicht geniigend Fragmente gefunden wurden, die ausschlieflich
spezifisch fiir die E. coli W Derivate sind, wurde ein Teil des Schemas mit DNS-Fragmenten
besetzt, die nicht in E. coli K-12 Stimmen, aber in allen anderen Sicherheitsstammlinien
prasent sind (Non-K-12 Sonden). Diese Fragmente kodieren fiir Enzyme verschiedener
Abbauwege (PAI, aga), ein hypothetisches Adhdsin (B1134) und ein Protein eines
Bakteriophagen (Q). Die weiteren Sonden sind spezifisch fiir alle E. coli W Derivate. Sie sind
gegen Gene gerichtet, die fiir Proteine eines Bakteriophagen (T3443, SAMPS), ein Protein fiir
die Verankerung des Flagellums (FLAGO02), ein hypothetisches Protein mit unbekannter
Funktion (2.2) sowie einer Penicillin-Acylase (Pac) kodieren. Diese Selektion an Sonden
ermOglichte die einwandfreie Identifizierung aller untersuchten E. coli W Stimme. Zur
Differenzierung der W-Stimme von dem kommerziell erhiltlichen Stamm Machl
(Invitrogen, USA) konnten wiederum die IS5 Sonden des ,,K* Schemas hinzugezogen werden
(Machl positiv), ebenso wie eine Reihe von DNS-Fragmenten, die dieser kommerzielle
Stamm nicht mehr besitzt. Es handelt sich um 3 verschieden hypothetische Proteine mit
unbekannter Funktion (21_9, 1306 und 1310), sowie ein Teil des E. coli W spezifischen
kryptischen Plasmids pRK?2.

Weitere Genfragmente, die fiir den 4-Hydroxyphenylacetat Stoffwechselweg (hpaB/hpaD)
kodieren, sind in den Stimmen E. coli B, C sowie den beiden W Stimmen ATCC 9637 und
DSM 2607 vorhanden, aber nicht im Mach1 Stamm.
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II1.4.6 Nachweis von Fremd-DNS in E. coli Sicherheitsstimmen

Der neu entwickelte Mikroarray beinhaltet zusitzlich Sonden, die eine Detektion von
gingigen Virulenzfaktoren ermdoglicht. Dadurch konnen einerseits die pathogenen E. coli
Vertreter klar von Sicherheitsstimmen abgegrenzt werden, andererseits ist ein Einbau dieser
Gene in Sicherheitsstimmen nachweisbar. Die Auswahl besteht aus Genen, die fiir
unterschiedliche Fimbrien (papA, sfa, focG), Eisenaufnahmesysteme (iron, fyuA),
Kapselproteinen (kpsll, kpsIIl), diverse Rezeptoren (aerJ, PAI 111, tir) und Toxine (hlyA, cnf,
sa, stx) kodieren. Zusitzlich wurden noch 4 Fragmente des Colibactin Biosynthese Clusters
(pks-left, pks-right, pks ORF6, pksORF17) auf den Chip aufgebracht.

Keiner der getesteten pathogenen E.coli Stimme zeigte nach der Hybridisierung einen
vollstindigen Buchstaben (K, B, C oder W), sondern nur ein diffuses Muster an Signalen auf
dem gesamten Chip und die Signale der Virulenzfaktoren (sieche Abbildung 22F).

Zusitzlich zu den Virulenzfaktoren wurden auch plasmidspezifische Sonden (pLysS, traF,
traT, traE, bla, cam) verwendet, die die Einschleusung der entsprechenden Fremd-DNS in E.
coli Sicherheitsstimmen eindeutig nachweisen konnen. Das traE Gen wurde urspriinglich als
Virulenzfaktor in Verbindung mit extraintestinalen Infektionen beschrieben (Bekal et al.,
2003), da sich die Gensequenz allerdings auch auf dem F-Plasmid befindet, sollte von einer

weiteren Verwendung dieses Gens als Marker abgesehen werden
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D1
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E2

Abbildung 22  Schematische Darstellung des Arrays sowie einiger Hybridisierungsergebnisse
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Abbildung 21: Schematische Darstellung des Mikroarray sowie einige Hybridisierungsergebnisse

Element A-F: Die Elemente A-F zeigen schematisch den Aufbau des Mikroarrays sowie eine Auswahl an
Hybridisierungsergebnissen verschiedener E. coli Sicherheitsstimme sowie eines pathogenen E. coli Stammes.
Die Unterschiede zwischen den einzelnen Stimmen sind jeweils umrahmt.

Element A: Schematische Darstellung des Array Musters. Die Belegung der einzelnen Sonden kann anhand des
Rasters der Tabelle 5 entnommen werden. Schwarze Kreise stehen fiir Positivkontrollen, graue Kreise zeigen die
Sonden der jeweiligen Buchstaben der Sicherheitsstammlinien K, B, C und W. Die weillen Kreise stehen fiir
weitere Sonden, die in den meisten Fillen eine Identifizierung bis auf Stammebene ermdglichen, sowie eine
Auswahl an Sonden fiir gingige Virulenzfaktoren (A22-A32, B21-B30, C22/23/31/32) und plasmidspezifischen
Sonden (D21-24). Die verwendeten Negativkontrollen befinden sich in den Feldern E21-22.

Element B1: Charakteristisches E. coli K-12 Hybridisierungsergebnis (E. coli K-12 MG1655): Alle Sonden des
,,K“-Schemas zeigen ein deutliches positives Signal. Die Sonden im Rahmen unterhalb des ,, K*“’s (G1-5, H1-5)
konnen zur Differenzierung einiger E. coli K-12 Derivate verwendet werden.

Element B2: Weiteres E. coli K-12 (E. coli K-12 WK6) Hybridisierungsergebnis: Alle Sonden des ,,K*“-
Schemas zeigen wieder ein positives Signal, alle eingerahmten Signale verdeutlichen die Unterschiede zwischen
den beiden E. coli K-12 Stimmen. Dieser Stamm zeigt zusétzlich noch positive Signale fiir die Antibiotika-
Resistenzgene fiir Ampicillin und Chloramphenicol (D22-24) sowie das F-Plasmid (D21, C31).

Element C1: Charakteristisches E. coli C Hybridisierungsergebnis (E. coli C): Alle Sonden des ,,C*-Schemas
zeigen deutlich positive Signale, die eingerahmten Signale unterhalb des ,,C*’s sind spezifisch fiir E. coli C und
B Stimme (G7-8, H7-8). Die Sonden G7-G8 zeigen zusitzlich auch ein Signal in den urspriinglichen E. coli W
Stammen. Der Rahmen auf der rechten Seite zeigt die Signale der Sonden, die als Non-K-12 spezifisch
eingeordnet wurden und somit bei allen C, B und W Stdmmen positive Signale zeigen (BCDE17).

Element C2: Weiteres E. coli C (ABLE C, Stratagene) Hybridisierungsergebnis: Alle Sonden des ,,C*“-Schemas
zeigen wieder deutliche Signale. Eine Unterscheidung der beiden E. coli C Stimme kann anhand der Signale
einiger IS-Elemente im ,,K“-Schema erfolgen (C1, B2, C2 sowie HS5) und durch die F-Plasmid spezifischen
Sonden (D21, C31).

Element D1: Charakteristisches E. coli B (E. coli B) Hybridisierungsergebnis: Alle Sonden des ,,B“-Schemas
zeigen positive Signale. Die eingerahmten Signale der Sonden unterhalb des ,,B*s sind spezifisch fiir E. coli B
(G11-G13). Der Rahmen auf der rechten Seite zeigt wiederum die als Non-K-12 spezifisch eingeordneten
Sonden (BCDE17).

Element D2: Weiteres E. coli B (E. coli BL21 pLysS) Hybridisierungsergebnis: Die Sonden des ,,B“-Schemas
zeigen wieder alle ein positives Signal. Die als ausschlieBlich E. coli B deklarierten Sonden unterhalb des
Schemas zeigen keine Signale (G11-G13). Das Plasmid pLysS kann durch 2 spezifische Signale eindeutig
erkannt werden (D21, D24). Ein weiterer Unterschied ist das Signal der ompT Sonde (B21): E. coli B Stimme
zeigen ein deutlich positives Signal, E. coli BL21 Stamme hingegen sind negativ.

Element E1: Charakteristisches E. coli W (E. coli W) Hybridisierungsergebnis: Alle Sonden des ,,W*“-Schemas
zeigen ein positives Signal, die Sonden unterhalb des ,,W*’s sowie die Sonden G7-G8 geben nur bei den E. coli
W Staimmen ATCC 9637 und DSM 2607 ein Signal, aber nicht bei dem kommerziell erwerblichen Stamm
Mach1 (G17-18, H17-18).

Element E2: Weiteres E. coli W (Machl pCR2.1) Hybridisierungsergebnis: Alle Sonden des ,,W*“-Schemas
zeigen ein positives Signal. Die Unterscheidung dieses Stammes von seinem Ursprungsstamm erfolgt durch IS-
Element spezifische Sonden im ,,K“-Schema (C1, B2, C2 sowie H5). Der Stamm wurde mit dem TOPO Vektor
pCR2.1 transformiert, der durch seine plasmidkodierte Antibiotikaresistenz nachgewiesen werden kann (D23).
Element F: Diffuses Hybridisierungsergebnis (E. coli J96): Alle pathogenen oder Wildtypstimme zeigen ein
diffuses Hybrdisierungsergebnisse mit vereinzelten Signalen iiber den gesamten Chip verteilt. Keiner der
sicherheitsstammspezifischen Buchstaben erscheint komplett. Die spezifischen Sonden der Virulenzfaktoren
zeigen deutliche Signale (Rahmen auf der rechten Seite)
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Tabelle 5 Alle verwendeten Sonden und deren Spezifitit
P'  Abkiirzung BLAST Ergebnis mit hochster Sequenziibereinstimmung K-12 B C W Accession number
Al 16S-rDNA  16S-rRNA gene + + + o+ NC_000913
B1 IS1 insertion sequence IS1 + + + - U91745.1
Cl 182 insertion sequence IS2 + + o o 54398625
D1 1S3 insertion sequence IS3 + + + o+ MS55511
El  gltF gltBDF operon gltF gene + -+ - M74162
B2 IS5 insertion sequence IS5 + - e e JO1734
C2 ISL insertion sequence: IS5I in wbbL gene + - e e U00096
A3 yi83 insertion sequence element IS186 + + e - X03123.1
D3 IS4 insertion sequence 1S4 + + - - JO1733
E4 IS150 insertion element IS150 + + -+ X07037
A7 16S-rDNA  16S-rRNA gene + + + o+ NC_000913
B7 w824 insertion sequence: [S1222 - -+ ] - EU250022
C7 W826 putative dicarboxylate-binding periplasmic protein - -+ ] - EU250023
D7  pcoD copper resistance protein - -+ - DQ517526
E7 rnD ribitol dehydrogenase, ribitol kinase - -+ ] - AY005817
A8 PRP putative transcriptional regulator - -+ - EU250024
E8 310706 hypothetical protein - -+ ] - EU250025
A9 CRT Reverse transcriptase like protein - -+ - D37918
E9 NIS truncated transposase - -+ - EU250026
All 16S-rDNA  16S-rRNA gene + + + o+ NC_000913
B11 893HP intergenic region - + | - - EU250027?
utative MFS superfamily hexuronate transporter;
Cll EPI Similar to c4495 I;rom E. 3c/oli CFT073 ’ S| |- - EUZ5008
D11 TYPI hypothetical type II secretion protein - + | - - EU250029
El11l REVTRA transposon: retron EC86 - + | - - EU250030
. synthesis of dTDP-4-amino-4,6-dideoxyglucose (dTDP-
A2 viod viosamine) R N S VAR
C12 21_1 hypothetical protein - + | - - EU250031
E12 CABC putative ATP binding protein of ABC transporter - + | - - EU250032
Al13 224 strain B- and derivatives-specific genomic sequence - + | - - EF121002
B13 GALA putative 2-keto-3-deoxygalactokinase - + | - - EU250033
C13 REPRESS  repressor protein - + | - - EU250034
D13 HEL helicase related protein - + | - - EU250035
E13 914SPEC Putative fimbrial protein - + | - - EU250036
H13 maoA copper amine oxidase + + -+ L47571
A17 16S-tDNA  16S-rRNA gene + + o+ + NC_000913
hosphopantetheine-binding,
BI7 PAL %A])p-degendent epimerase/g dehydratase i R B NZ_AAWWO1000001
Cl17 Bl1134 putative adhesin - + + | + AE005174
DI7 agaF pts dependent N-acetyl- galactosamine- i + o+ |4+ AF228498
and galactosamine ITA component
E17 Q bacteriophage protein Q - + o+ |+ EU250037
D18 P27 phage-related tail fiber protein gene - - - |+ EF121000
Al19 22 hypothetical protein - - -+ EU250038
B19 T3443 putative bacteriophage tail protein - + EU250039
C19 SAMPS unknown DNA fragment, no similarity - - -+ EU250040
D19 FLAGO02 Lateral flagellar hook protein (FIgE-like) - - - |+ EU250041
E19 pac pac gene for penicillin G acylase - - -+ X04114
Gl gpt guanine-hypoxanthine phosphoribosyltransferase . + + o+ U00096
Hl argF CP4-6 prophage; ornithine carbamoyltransferase 2, chain F . e + + U00096
G2 hsds specificity gene of EcoK restriction enzyme ° + - - V00288
H2 glf Galf synthesis pathway protein ° - - - ECU09876
G3 araA L-arabinose isomerase ° + U00096
H3  yffs CPZ-55 prophage; predicted protein ° - - - NP_416945
G4 mcra methyl cytosine restriction enzyme ° - - - 719104
H4  int CPZ-55 prophage; predicted integrase ° - - - U00096

Fortsetzung niichste Seite
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P'  Abkiirzung BLAST Ergebnis mit hochster Sequenziibereinstimmung K-12 B C W Accession number
. lit gene encoding a bacteriophage T4
G>  gplit lateg gene expresfion blockir?g p%otein (gplit) * - - M19634
H5 tnl0 transposon Tn10 . - e e AYS528506
G7  hpaB component B of the 4HPA-hydroxylase - + + o 737980
H7 OXIDO putative oxidoreductase - + + - EU250042
G8  hpaD homoprotocatechuate dyoxygenase - + + o 737980
H8 ACOA putative acetyl-CoA:acetoacetyl-CoA transferase - + + - EU250043
G9  fimH minor component of type 1 fimbriae ° + + o+ NC_000913
H9 LON ATP-dependent protease + + + o+ L20572
putative membrane protein precursor, host specificity
Gl GS8 protein i ¢ - - EU250044
G12 EPI2 similar to hypothetical protein c3665 from E. coli CFT073 - e - - EU250045
G13 PUINV putative invasin - e - + EU250046
G17 21.9 hypothetical protein - - - e EU250047
H17 1306 s;;r(l)l}z;r) to hypothetical protein VV1862 (Vibrio vulnificus i . e EU250048
G18 1310 hypothetical protein - - - e EU250049
H18 prk2 cryptic plasmid pRK2 - - - e AY 639886
G19 fimH minor component of type 1 fimbriae ° + + o+ NC_000913
H19 LON ATP-dependent protease + + + o+ L20572
A21 16S-rDNA  16S-rRNA gene + + + o+ NC_000913
olyketide biosynthesis gene cluster,
A22 pks left Eac)t/eriophage ir)itegrase,ghypothetical protein i D AM229678
. polyketide biosynthesis gene cluster,
A23 pks right 1S1400 transposase A+B i D AM229678
A24 pks ORF 6 polyketide biosypthesis gene cluster, i o AM229678
putative polyketide synthase
colibactin polyketide biosynthesis gene cluster, putative
A25 pks ORF 17 hybrid polgke)t/ide—non—rinsomal pgeptide synthert)ase i D AM229678
A28 PAIII hemin receptor precursor - - - - AJ586887
A29 fyua Similar to FyuA precursor (Yersinia pestis) - - - - AE014075
A30 iroN siderophore receptor IroN - - - - AJ586887
A3l sfa F1C periplasmic chaperone - - - - AJ586887
A32 papA PapA protein - - - - NC_004431
B21 sat secreted autotransporter toxin (sar) gene - - - - AF289092
B22 ompT outer membrane protein 3b (a) + e - - NC_000913
B23 aerJ ferric aerobactin receptor precusor IutA - - - - AJ586888
B24 tir hypothetical protein, intimin receptor - - - - NC_004431
B25 bma M-agglutinin subunit (bmaE) - - - - M15677
B26 kpsll polysialic acid transport protein KpsM protein - - - - AJ586888
B27 kpslll capsule transport protein KpsT - - - - AF007777
B29 focG F1C minor fimbrial subunit protein G precusor - - - - AJ586887
B30 cnf cnfl gene for cytotoxic necrotizing factor 1 - - - - X70670
C22 hlya Plasmid-DNA for EHEC-hemolysin operon - - - - X86087
C23 stx Shiga toxin A-subunit - - - - AJ251325
C31 traT Plasmid F genomic DNA ° e o o AP001918
C32 eagg Plasmid pCVD 432 DNA - - - - X81423
D21 plys Plasmid pLysS genomic DNA ° e o o www.embl-hamburg.de
D22 traE Plasmid F genomic DNA . e o o AP001918
D23 cam Plasmid pLysS genomic DNA ° e o o www.embl-hamburg.de
D24 bla Plasmid pCR 2.1, Invitrogen . e o o www.invitrogen.com
E21 btubA Prosthecobacter dejongeii BtubA - - - - AY186783
E22 DMSO negative control - - - - -
D32 fimH minor component of type 1 fimbriae ° + + o+ NC_000913
E32 LON ATP-dependent protease + + + o+ L20572

"Position der einzelnen Sonden auf dem Chip (nach Abbildung 22A)

Rahmen zeigen die DNS Fragmente, die zur Bildung der Buchstaben verwendet wurden
+ steht fiir ein positives Hybridisierungssignal

- steht fiir ein negatives Hybridisierungssignal

o zeigt die Moglichkeit, durch diese Sonde einzelne Derivate zu unterscheiden

60



IV. Diskussion

IV Diskussion

IV.1 Evaluierung der bisherigen Identifizierungsmethoden fiir
Escherichia coli Sicherheitsstimme

Es wurden nahezu alle empfohlenen Methoden fiir die Identifizierung von E. coli
Sicherheitsstimmen getestet (auBler den Nachweisen durch Bakteriophagen), mit teils sehr
unterschiedlichen Ergebnissen.

Die Einteilung in die phylogenetische Gruppe erlaubt keinerlei Stammidentifizierung und gilt
nur als grobe Charakterisierung der Stdamme. Immerhin ermdglicht die Methode laut
Entwickler eine schnelle Unterscheidung von pathogenen und apathogenen Stammen, die sich
auf unterschiedliche Gruppen verteilt haben (pathogene Varianten kommen nur in den
Gruppen B2 und D vor, alle anderen Stdimme fallen in die Gruppen A und B1 [Clermont e?
al., 2000]). Die chromosomale DNS der E. coli K-12 sowie E. coli W Stidmme bildete
zumindest eines der in der Triplex PCR beschriebenen Fragmente, welche aber nicht auf eine
dieser Linien beschrinkt sind. Die eingesetzte DNS der E. coli B und C Stamme erzuegte
iiberhaupt kein Amplifikat, was einen Nachweis natiirlich unmoglich macht (siehe Abschnitt
IL1.1).

Die Erstellung eines auf PCR basierenden Fingerprints durch ERIC-PCR ermdéglicht eine
Differenzierung der einzelnen Sicherheitsstamm Linien K-12, B, C und W anhand
spezifischer Bandenmuster im Agarosegel. Eine Einzelstammidentifizierung ist auch dadurch
nicht moglich. Die Methode erwies sich auBerdem problematisch hinsichtlich ihrer
Reproduzierbarkeit, diese Schwachstelle wurde auch schon von anderen Autoren beschrieben
(Chulain et al., 2006; France et al., 2005). Ein weiterer Nachteil ist die Notwendigkeit eines
oder mehrerer Referenzstimme, die jeweils in einer Untersuchung mit verwendet werden
miissen, um eine Identifizierung zu ermdglichen.

Die Pulsfeld Gelektrophorese (PFGE) lieferte von den empfohlenen Methoden mit Abstand
die besten Ergebnisse, in vielen Fillen war sogar eine Identifizierung bis auf Stammebene
moglich. Auch die Reproduzierbarkeit war absolut gegeben. Zu bemingeln ist allerdings
ebenfalls die Notwendigkeit eines Referenzstammes, der in jedem Lauf mit untersucht werden
muss. Dieses Problem konnte durch eine Referenzdatenbank und die Standardisierung der
Methode schnell gelost werden. So miisste das gesamte Protokoll vereinheitlicht werden, um
alle verschiedenen Restriktionsmuster zu protokollieren und zu speichern, so dass jederzeit
eine groe Datenbank zur Identifizierung des jeweiligen Stammes zur Verfiigung stehen
wiirde. Eine solche Datenbank wird bereits fiir die Identifizierung von E. coli O157:H7
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Staimmen verwendet (http://www.cdc.gov/pulsenet/), da PFGE fiir diesen Stamm die
standardisierte Nachweismethode ist. Trotz der guten Ergebnisse, die mit dieser Technik
erzielt wurden, gibt es doch einige Nachteile. Die gesamte Prozedur ist sehr zeitaufwendig,
fiir ein gutes Ergebnis sind mindestens 48 h nétig. Es wurde ein Protokoll beschrieben,
welches einen Nachweis innerhalb von 24 h erlaubt (beginnend mit einer bewachsenen
Kultur) (Gautom, 1997), da allerdings bei dem in dieser Arbeit verwendeten Protokoll alleine
der Lauf des Gels 22 h gedauert hat, diirfte das Auflosungsvermoégen der Methode von
Gautom et al. (1997) reduziert sein,. Die Interpretation der Ergebnisse ist ein weiterer Punkt,
der noch kritisch betrachtet werden muss. Die Identifizierung ist lediglich aufgrund eines
Musters im Gel moglich, das mit sehr viel Akribie ausgewertet werden muss, um ein
verlidssliches Ergebnis zu liefern. Ferner erhidlt man keinerlei Informationen dariiber, worin
die genetischen Unterschiede der einzelnen Stimme eigentlich liegen.

Die publizierten auf PCR basierenden Nachweismethoden sind jeweils nur auf eine Linie der
Sicherheitsstimme zugeschnitten (K-12 bzw. B/BL21, [www.lag-gentechnik.de]), alle
anderen werden nicht erfasst. Der Vorteil wire Schnelligkeit sowie Spezifitit, der Nachteil ist
natiirlich das zu geringe Spektrum.

Diese Methoden erlauben somit keinen schnellen und gleichzeitig akkuraten Nachweis dieser
Organismen, der aufgrund ihrer Bedeutung in der Forschung sowie der Industrie jedoch

unbedingt ermoglicht werden muss.

IV.2 Vergleich der subtraktiven Hybridisierungsmethoden

Die drei verwendeten und bereits beschriebenen subtraktiven Hybrdisierungsmethoden waren
sehr unterschiedlich hinsichtlich ihrer Effizienz. Unter Verwendung der MaSH, die schon zur
Unterscheidung von Xanthomonaden, Listerien und Laktokokken und Legionellen (Mehlen,
2004; Zwirglmaier et al., 2001) erfolgreich eingesetzt wurde, waren ca. 10-20% der
erhaltenen Fragmente einer Reaktion spezifisch fiir den untersuchten Stamm. Dieser Umstand
erforderte ein sehr aufwendiges Klonscreening und intensive Sequenzanalyse zur Detektion
von Unterschieden in den Genomen.

Der Reaktionsablauf einer ,,Genome subtraction®, welche zur Unterscheidung von
Helicobacter pylori und E. coli Stammen (Akopyants et al., 1998; Sorsa et al., 2004)
verwendet wurde, ergab oft keinerlei Ergebnis bzw. kein Amplifkat nach einer
Hybridisierung. Im Falle einer erfolgreichen Reaktion, waren spezifische Banden im Gel
sichtbar, lieBen sich aber oft aus bisher unerkldrlichen Griinden nicht klonieren. In einigen

Féllen konnte die Reaktion allerdings ohne Probleme durchgefiihrt werden. Hier war sehr
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auffillig, dass immer wieder identische Fragmente gefunden wurden, sodass die Ausbeute an
spezifischen Fragmenten bei ca. 30% lag und somit etwas hoher als bei der MaSH.

Die Biotin-Streptavidin Methode, entwickelt zur Differenzierung von Laktokokken und
Streptokokken (Wassill et al., 1998), lieferte mit Abstand die besten Ergebnisse. Die Effizienz
lag bei bis zu 50% spezifischer DNS Fragmente pro Hybridisierung.

Die Ursachen dieser eklatanten Unterschiede in der Effizienz konnen durch verschiedene
Besonderheiten der jeweiligen Protokolle erklért werden.

Zunachst unterscheidet sich die eingesetzte Menge an Subtraktor-DNS. In einer MaSH
werden pro Kavitidt der Mikrotiterplatte ca. 1 pg S-DNS immobilisiert und somit in die
subtraktive Hybridisierung eingesetzt, bei einer ,,Genome subtraction waren es ca. 600 ng S-
DNS, in der Biotin-Streptavidin Methode hingegen ca. 10 ug S-DNS pro Reaktion.

Ein weiteres Merkmal der einzelnen Protokolle waren die verschieden langen
Hybridisierungszeiten. Mit 1,5 h Hybrdisierungszeit war die MaSH mit Abstand die
schnellste Methode, die ,,Genome subtraction* benétigt ca. 18 h und die zeitaufwendigste war
hingegen die Biotin-Streptavidin Methode mit 48 h Hybridisierungszeit.

Zusammenfassend ldsst sich schlussfolgern, dass die material- und zeitaufwendigste Methode
auch die besten FErgebnisse lieferte. Durch den hohen Uberschuss an S-DNS in der
Hybridisierungslosung und der langen Hybridisierungszeiten wurden die Bereiche der Tester-
DNS mit hoher Sequenzsimilaritit am effektivsten entfernt. Obwohl alle Methoden in den
jeweiligen Veroffentlichungen sehr gute Resultate lieferten, lag die Besonderheit in dieser
Studie in der groBen Ahnlichkeit der einzelnen Stimme. Die MaSH sowie die ,,Genome
subtraction* scheinen nicht sensitiv genug zur effizienten Detektion der Unterschiede in sehr
nahverwandten Stimmen, obwohl sich die Genomgré8en der einzelnen Stimme teilweise bis
zu 600 kb unterscheiden. Dies konnte allerdings auch das Resultat diverser Duplikationen
sein.

In Zukunft konnten neu entwickelten Sequenziermethoden (z. B.454 Sequencer, Roche,
Schweiz), die es erlauben, komplette bakterielle Genome in 1-2 Wochen zu entschliisseln, die
subtraktiven Hybridisierungen ablosen. So wire es moglich, zwei nahverwandte Stimme
genauestens zu vergleichen und spezifische DNS Fragmente zu detektieren. Der Vorteil der
subtraktiven Hybridisierung liegt allerdings in der Fihigkeit, viele verschiedene Stimme
parallel wesentlich kostengiinstiger und innerhalb kiirzester Zeit zu untersuchen, wodurch ein

deutlich hoherer Durchsatz moglich ist.
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IV.3 Virulenzfaktorscreening

Das umfassende Virulenzfaktorscreening, das in Abschnitt III.3 beschrieben wurde, bestitigt
in jeder Hinsicht die Ungefédhrlichkeit und somit auch die gute Auswahl der E. coli
Sicherheitsstimme. Die Selektion der iiberpriiften Gene, einerseits durch PCR-Screening,
andererseits durch ein umfangreiches Mikroarray-Screening, umfasst alle bekannten E. coli
Gruppen (EHEC, EPEC, ETEC, EIEC, EAEC, DAEC, UPEC, SEPEC und MENEC) und
kann somit als sehr zuverldssig angesehen werden. Dennoch kann eine Aufnahme von
Virulenzfaktoren, gerade bei E. coli, nicht ausgeschlossen werden (im Labor) und sollte
gerade wihrend eines Experiments regelméaBig iiberpriift werden.

Die subtraktive Hybridisierung ergab im Gegensatz zum Virulenzfaktorscreening einige
Anhaltspunkte fiir Virulenzfaktoren (siehe Abbildung 16), die aber moglicherweise nicht
funktionell sind. Zwar wurden mehrere Fragmente eines virulenzassozierten Plasmids eines E.
coli Stammes, der vor allem Vogel infiziert (E. coli APEC 01[Johnson et al., 2006]), in den E.
coli C Stimmen gefunden, aber ein PCR-Screening mit den beschriebenen, auf dieses Plasmid
gerichteten Primern blieb ohne weitere Ergebnisse. Interessant ist auch die Pridsenz von Typll
(in E. coli B Stimmen) sowie Typlll (in E. coli C Stammen) Sekretionssystemen, die in
vielen Studien als hochrangige Virulenzfaktoren beschrieben wurden (Mecsas & Strauss,
1996; Stuber er al., 2003). Des Weiteren wurden einzelne Gene mit virulentem Potential
gefunden, die in nahezu allen Stimmen auler den K-12 Stimmen vorkommen, zum einen ein
Gen kodierend fiir ein Adhidsin (B1134), zum anderen ein Gen kodierend fiir ein Invasin
(PUINV). Die Funktionalitét dieser Gene wurde jedoch nicht experimentell iiberpriift. Die E.
coli W Stimme tragen zusitzlich noch ein Gen, welches fiir ein Makrophagentoxin kodiert
(1309).

Die vielleicht interessanteste Entdeckung ist jedoch ein Fragment einer Pathogenititsinsel
(EPI-1, [Chouikha et al., 2006]) in E. coli B sowie BL21 Stammen (EPI). Diese Insel wurde in
einem E. coli Stamm (BEN 2908) beschrieben, der Vogel infizieren kann. Mit Hilfe der neuen
,»Two Step Gene Walking Method* (Pilhofer et al., 2007) konnten weitere 1000 bp der Insel
sequenziert werden. Die enthaltenen Gene kodieren ausschlieBlich fiir hypothetische Proteine
mit unbekannter Funktion, liegen allerdings in dem Bereich der Insel der zum pathogenen
Potential des APEC Stammes beitrdgt. Daher ist nicht auszuschlieBen, dass der E. coli B
Stamm die gesamte Insel triagt. Weitere Sequenzieransitze wurden nicht unternommen, da das
Genom dieses Stammes und des BL21 Stammes, in dem nur ein Teil der Insel nachgewiesen
wurde (EPI), im Moment sequenziert werden (sieche Tabelle 1). Sobald die Sequenz komplett

veroffentlicht wird, wird sich aufkldaren ob der E. coli B Stamm dieses virulente Potential hat.
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Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass, obwohl einige Pathogenitétsfaktoren nachgewiesen
werden konnten, die Stimme trotzdem weiterhin als ungeféhrlich gelten konnen. Denn E. coli
Stamme bendtigen, um wirklich krankheitserregendes Potential zu besitzen, eine gewisse
Mindestanzahl verschiedener Faktoren. Ein einzelnes Gen alleine ist dafiir nicht ausreichend
(Bower et al., 2005; Seed & Hultgren, 2005). Da auch in den ca. 80 Jahren der intensiven
Nutzung dieser Stiamme keinerlei Komplikationen beschrieben wurden, wird die

Unbedenklichkeit dieser Organismen unterstiitzt.

V4 Sondenevaluierung

Wie in Abschnitt I11.4.1 beschrieben, eigneten sich nicht alle spezifischen-PCR Produkte zur
Hybridisierung auf dem Mikroarray.

Ein positives Hybridisierungssignal durch die markierte chromosomale DNS eines Stammes,
welche in der PCR Untersuchung kein Amplifikat zeigte, ldsst sich einfach erklidren. Die
Sequenz des verwendeten Fragments hat im Bereich der Primerbindungsstellen zu viele
Unterschiede, um vervielfiltigt zu werden, die Sequenzsimilaritdt das gesamten Fragments
hingegen ist ausreichend, um auf dem Chip unter den verwendeten Konditionen zu
hybridisieren (z. B. die in Abbildung 20 (Seite 51) verwendete Sonde hyproedl).

WeBhalb ein spezifisches PCR-Produkt in der Hybridisierung mit der zur Amplifikation
verwendeten chromosomalen DNS allerdings kein Signal zeigt (z. B. die in Abbildung 21
verwendete Sonde lipo), bleibt offen. Zur Aufklirung dieses Phinomens wurden die Lingen
und die % GC Gehalte aller verwendeten Polynukleotidsonden iiberpriift (sieche Tabelle 8 fiir
den GC Gehalt und Tabelle 9 fiir die Lange). Es galt herauszufinden, ob die stringenten
Hybridisierungs- und Waschkonditionen fiir ein Ablosen der Zielsequenz von der Sonde
verantwortlich waren. Die evaluierten Sonden auf dem Chip, die unter den verwendeten
Konditionen spezifische Signale durch Hybridisierung zeigten, haben einen GC-Gehalt von
34 (vioA) bis 63% (argF). Zum Vergleich haben die unspezifischen Sonden einen GC-Gehalt
von 33 (Tn7) bis 56 % (vgr) und liegen somit im gleichen Rahmen. Die Linge der evaluierten
Sonden liegt zwischen 227 (kpsIl) bis 3140 bp (papA), die der ausgeschlossenen Sonden
zwischen 151 (Cspec) und 3387 bp (1309). Somit finden sich auch hier keine groflen
Unterschiede. Es konnte keinerlei Korrelation zwischen Linge und GC-Gehalt und der
Spezifitit einer Sonde festgestellt werden.

Da zur Hybridisierung fragmentierte chromosomale DNS eingesetzt wurde, konnte man

allerdings darauf schliefen, dass die Zielsequenz aus einem sehr kurzen Fragment besteht (im

65



IV. Diskussion

Vergleich zur Sonde). Das konnte unter den verwendeten Hybridisierungsbedingungen zu

einer Ablosung von der Sonde fiihren.

IV.5 Neu entwickelte Identifizierungsmethoden fiir E. coli
Sicherheitsstimme

Die bisherigen empfohlenen Identifizierungsmethoden fiir E. coli Sicherheitsstimme sind,
wie in Abschnitt 1.3 und III.1 bereits beschrieben, nicht ausreichend, um einen einfachen,
schnellen und vor allem verlédsslichen Nachweis zu ermoglichen.

Zunichst wurde, basierend auf den Ergebnissen der subtraktiven Hybridisierung, ein
Schnelltest entwickelt, der durch eine einzige PCR die Identifizierung eines
Sicherheitsstammes ermoglicht (Bauer et al., 2007). Eine vergleichbare Methode, jedoch
limitiert auf E. coli K-12 Stimme, wurde bereits 1996 von Kuhnert et. al. verdffentlicht. Das
neue Protokoll ermdglicht den Nachweis aller als Sicherheitsstamm deklarierten E. coli
Stamme mittels spezifischen Primern, die kombiniert in einer einzigen Reaktion verwendet
werden konnen. Da diese neue Methode auch auf intakte Zellen angewendet werden kann,
ermOglicht sie einen Nachweis innerhalb von nur ca. 3 Stunden. Sie bietet allerdings lediglich
einen groben, aber dennoch spezifischen Nachweis, basierend auf je 1-2 spezifischen PCR-
Fragmenten.

Das Hauptziel jedoch war es, einen komplexen Mikroarray zu entwickeln, der eine
verlissliche, einfache und vor allem akkurate Identifizierung von E. coli Sicherheitsstimmen
zuldsst (Bauer er al., 2008). Zum Aufbau des Chips wurden spezifische PCR-Produkte als
Sonden verwendet. Die chromosomale DNS der untersuchten E. coli Stimme wurde vor einer
fluoreszenzmarkierung lediglich fragmentiert, somit musste keine PCR vorgeschaltet werden.
Dieser neu entwickelte Chip ermdéglicht in den meisten Féllen eine Identifizierung bis auf
Stammebene. Einige E. coli K-12 Derivate konnen anhand spezifischer Sonden unterschieden
werden. Ferner ermdoglicht der Chip die Unterscheidung von E. coli B und BL21 Stdmmen, C
und ABLE C sowie W und Machl. Somit konnen die jeweiligen Ursprungsstimme von den
kommerziell erwerblichen Sicherheitsstimmen eindeutig unterschieden werden.

Zusitzlich wurden Sonden integriert, die die Erkennung eines Plasmids erlauben. Dafiir
wurden plasmid-kodierte Antibiotika-Resistenzgene sowie weitere plasmidspezifische
Fragmente verwendet. Letztlich wurde noch eine Selektion an gingigen Virulenzfaktoren
eingegliedert, die es ermoglichen soll, wihrend eines Experiments oder wéhrend der

Lagerung den Stamm auf die Aufnahme dieser Faktoren regelméBig tiberpriifen zu konnen.
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Der Chip wurde an einer umfangreichen Auswahl an Stdammen getestet. Insgesamt wurden 40
verschiedene E. coli Sicherheitsstimme, 10 pathogene Vertreter, 10 uncharakterisierte Isolate
sowie der probiotische Stamm E. coli Nissle 1917 (Mutaflor, ArdeyPharm, Deutschland)
untersucht, mit dem Ergebnis, dass alle Sicherheitsstimme als solche einwandfrei
identifiziert, und alle anderen klar abgegrenzt werden konnten.

Ermoglicht wurde die einfache und verlissliche Identifizierung durch ein neuartiges Konzept,
dass, dhnlich dem Mehrfachsondenkonzept (Behr et al., 2000), eine Selektion an Sonden fiir
die einwandfreie Erkennung eines Stammes bendtigt. Es wurden jedoch keine hierarchischen
Sonden gewihlt, vielmehr wurde die Anordnung der Sonden so ausgewdhlt, dass die
Identifizierung aufgrund der Buchstaben der einzelnen E. coli Sicherheitsstammlinien
moglich ist. Dieses neuartige Design, sowie die vorherige Selektion und Evaluierung der
Sonden ermoglicht eine schnelle und dennoch verlédssliche Auswertung des Chips ohne
komplizierte und aufwendige Signalquantifizierung. Sie erfolgt rein visuell. Fiir eine
verldssliche Identifizierung miissen alle Punkte eines Buchstabens ein eindeutiges
Hybridisierungssignal zeigen.

Im Fall von E. coli K-12 Stimmen, mit mehr als 7000 dokumentierten Mutanten, ist es nicht
auszuschlieBen, dass auch eine Mutation eines der Gene des ,,K* Schemas auf dem Chip
erfolgt ist. Durch die Verwendung von Polynukleotidsonden ist es jedoch moglich, auch
inaktive Gene mit einzelnen Deletionen oder Insertionen nachzuweisen, da vereinzelte nicht
iibereinstimmende Basen trotzdem eine Hybridisierung zulassen (z. B. lon-protease in E. coli
B Stimmen: das Gen ist inaktiv (siehe 1.2), die Hybridisierung hingegen positiv [siehe
Abbildung 22]). Falls eines dieser Gene jedoch vollstindig deletiert wurde, wird der
Buchstabe nicht mehr komplett erscheinen, was zu einer falsch negativen Identifizierung
fiihren konnte. In dieser Arbeit wurde kein solcher Stamm entdeckt oder verwendet, eine
Identifizierung wire aber dennoch moglich. Die meisten Sonden wurden durch subtraktive
Hybridisierung gegen K-12 Stamme generiert, da also nahezu alle weiteren Sonden des Chips
(auBer den Positivkontrollen sowie den plasmidspezifischen Sonden) nicht mit E. coli K-12
Stammen hybridisieren, sind keine weiteren positiven Signale zu erwarten (sieche Abbildung
22B). Alle anderen getesteten Stimme zeigen entweder einen kompletten Buchstaben (B, C
oder W) oder ein diffuses Muster iiber den ganzen Chip (siehe Abbildung 22F und Tabelle 10
im Anhang).

Bei den E. coli B, C und W Stammen besteht die Gefahr der moglichen falsch negativen

Identifizierung nicht, da weit weniger Mutationen in diesen Stimmen vorhanden sind.
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IV. Diskussion

Die Zusammensetzung des Chips sollte ohnehin als Prototyp dienen, der die Potentiale der
Methode zeigt, und sehr einfach an jeweilige Experimente angepasst werden kann. Die
Konstellation der Sonden, die fiir die einzelnen Buchstaben stehen, kann direkt iibernommen
werden. Alle weiteren Bereiche sind ohne grolen Aufwand erweiterbar. Falls man weitere
Fragmente in einem Experiment nachweisen mochte, konnen diese sehr einfach hergestellt
und in die Methode mit aufgenommen werden. Die relativ geringe Anzahl an verwendeten
Sonden macht den neu entwickelten Chip zusitzlich kostengiinstig, da alles in eigener Arbeit
hergestellt werden kann und nichts zur Produktion au3er Haus gegeben werden muss.

Fiir zukiinftige Arbeiten, gerade mit E. coli, kann man sich ein weitaus komplexeres Muster
des Chips vorstellen: Alle verschiedenen Varianten der pathogenen E. coli Stimme tragen
jeweils spezifische Namen (EPEC, ETEC, EHEC, EAEC, UPEC; MENEC, STEC). Der Chip
konnte somit durch spezifische Sonden erweitert werden, und z.B. die Buchstaben P (EPEC),
T (ETEC), H (EHEC) usw. bilden. Somit konnte ein globaler E. coli Chip entwickelt werden,
mit dem durch einfaches Ablesen der Buchstaben alle moglichen Pathovare und Varianten zu

identifizieren sind.
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V Zusammenfassung

Escherichia coli Sicherheitsstimme sind durch ihre Ungeféhrlichkeit sowie der Moglichkeit
zur gezielten Modifikation zu den ,,Arbeitstieren* der Wissenschaft wie auch der Industrie
geworden. Die empfohlenen Methoden, um diese Stimme einwandfrei nachzuweisen wurden
in dieser Arbeit tiberpriift, mit dem Ergebnis, dass sie einerseits zu langwierig und ungenau
sind und andererseits nicht das notige Spektrum besitzen, um alle Sicherheitsstimme exakt zu
unterscheiden.

Verschiedene subtraktive Hybridisierungsmethoden wurden verwendet, um spezifische
Fragmente fiir die verschieden Linien der E. coli Sicherheitsstimme (K-12, B, C und W) zu
finden. Diese Abschnitte im Genom der einzelnen Stimme wurden verwendet, um zunichst
einen auf PCR basierenden Schnelltest zu entwickeln, der durch eine einzige Reaktion einen
akkuraten und vor allem schnellen Nachweis von E. coli Sicherheitsstimmen ermdglicht.
Diese Methode beschrinkt sich allerdings lediglich auf die Identifizierung der einzelnen
Linien (K-12, B, C und W).

Um einen genaueren und komplexeren Nachweis zu ermdoglichen, wurden die spezifischen
PCR-Fragmente zur Entwicklung eines Mikroarrays verwendet. Nach sorgfiltiger
Evaluierung der Polynukleotidsonden wurde ein neuartiger Aufbau des Chips entwickelt, der
einen sehr einfachen und schnellen, aber dennoch zuverldssigen Nachweis bietet. Dafiir
wurden die Sonden auf dem Chip so angeordnet, dass sie nach der Hybridisierung eines
Sicherheitsstammes der jeweilige Buchstabe der Linie (K, B, C oder W) erscheint.
Zusitzliche Sonden ermoglichen in den meisten Fillen eine Identifizierung bis auf
Stammebene. Dariiber hinaus ist der Nachweis verschiedener Plasmide sowie einer Auswahl
gingiger Virulenzfaktoren gewéhrleistet.

Somit bietet diese neue Methode die Moglichkeit des Monitorings der Stimme wihrend
laufender Experimente oder die Uberpriifung der Reinheit eines Stammes vor einem
geplanten Experiment.

In Kooperation mit Dr. Soren Schubert und Dr. Ulrich Dobrindt wurden die
Sicherheitsstimme in einem Nebenprojekt zudem auf die Pridsenz verschiedenster
Virulenzfaktoren hin iiberpriift. In einem PCR basierten Screening sowie einer Untersuchung
durch einen komplexen Mikroarray konnte kein pathogenes Potential nachgewiesen werden,
lediglich vereinzelte Gene, die isoliert keinerlei krankheitserregende Wirkung haben. In den
subtraktiven Hybridisierungen wurden ebenfalls vereinzelt virulenzassoziierte Gene

gefunden, zusammenfassend konnen die Stamme aber als ungefihrlich beschrieben werden.
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VII Anhang

Tabelle 6 Virulenzfaktorscreening durch spezifische PCR Primer
Gen  Beschreibung G(;‘;ge K12 B BI2l C ABéJE w Mu‘t’znte
EAgg enteroaggregative mechanism 589 - - - - - - -
hlyA hemolysin 1500 - - - - - R _
ikl type I Fimbriae s65 (e e e e e e
aerJ iutA, siderophore 250 - - - - - - _
focG fimbriae 300 - - - - - - _
cnf cytotoxic necrotizing factor 450 - - - - - - -
papA Pap-fimbriae 711 - ~1200 - - ~1200 - -
bma M-fimbriae 250 - - - - - - -
kpsIl capsule 250 - - - - - - -
kpsIIl capsule 300 - - - - - - -
traT serum resistance 250 - - - -+ ] - ;
rfc O-antigen polymerase 700 - - - - - - -
esp E.coli secreted protein 300 - - - - - - -
tir intimin receptor 341 - - - - - - -
PAITII  pathogenicity island III E.coli 536 639 - - - - - - -
iroN siderophore 2000 - - - - - - -
SruA yersiniabactin 639  ~900 ~900 ~900 ~900 ~900 ~700 ~700
ompT outer membrane protein 702 _ - - - - -
left colibactin polyketide 1785 - - - - - - .
right colibactin polyketide 1373 - - - - - - _
6 colibactin polyketide 2265 - - - - - - -
17 colibactin polyketide 2382 - - - - - - -
sfa S-Fimbriae 359 - - - - - - -
sat secreted auto transporter toxin 565 - - - - - - -
tir intimin receptor 341 - - - - - - -
stx shigatoxin 307 - - - - - - -

+ steht fiir ein Amplifikat der richtigen GroBe (zusitzlich grau hinterlegt)

Zahlen geben die Grof3e eines erhaltenen, unspezifischen Amplifikats an (im Vergleich zur angegebenen

Fragmentgrofe der Positivkontrolle).
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Tabelle 7 Virulenzfaktorscreening durch Mikroarray Hybridisierung
Name Accession number Zielbereich der Sonde Pathotyp Marker K-12 B BL21 W  Machl ABLE C
MG1655 K

aah_1 AJ304444_1 AIDA heptosyltransferase Aah DAEC -2 -2 9 2 0 -3 -1
aah_2 AJ304444_2 AIDA heptosyltransferase Aah DAEC -4 4 -4 1 1 -1 -1
aidA_1 X65022_1 aidA (AIDA autotransporter) DAEC 35 75 162 11 42 146 9

aidA_2 X65022_2 aidA (AIDA autotransporter) DAEC -5 3 3 0 2 15 3

aafl_1 ECU12894_1 aggregative adherence fimbriae I EAEC 1 0 -6 -3 -1 4 -1
aafl_2 ECU12894_2 aggregative adherence fimbriae I EAEC 3 3 17 0 5 0 0

aaf2_1 AF012835_1 aggregative adherence fimbriae 11 EAEC 0 -3 -6 3 0 6 2
aaf2_2 AF012835_2 aggregative adherence fimbriae 11 EAEC 6 40 93 1 7 65 37
aggR 1 732523 _1 aggR (regulator of AAF/T) EAEC -1 -8 -1 -3 0 -1 0

aggR 2 7325232 aggR (regulator of AAF/T) EAEC -2 -4 0 1 -3 -6 -3
east-1 L11241 enteroaggregative heat-stable enterotoxin 1 EAEC 12 6 20 2 0 44 4

pet_1 AF056581_1 pet (plasmid-encoded toxin, autotransporter) EAEC -3 3 -3 -1 -2 -7 1

pet_2 AF056581_2 pet (plasmid-encoded toxin, autotransporter) EAEC 0 0 10 -1 -1 5 3

pic_1 AF097644_1 pic (serine protease, autotransporter) EAEC -4 -2 -5 2 -3 -8 -3
pic_2 AF(097644_2 pic (serine protease, autotransporter) EAEC -7 -1 -2 1 1 -10 -2
clbA_1 AM229678_1 colibactin polyketide ECOR B2 -1 -3 -6 5 -1 -10 2
clbA_2 AM229678_2 colibactin polyketide ECOR B2 1 2 -7 -1 2 8 0

clbB_1 AM229678_1 colibactin polyketide ECOR B2 -1 0 0 0 0 -10 -2
clbB_2 AM?229678_2 colibactin polyketide ECOR B2 1 7 36 2 4 52 28
cIbC_1 AM?229678_1 colibactin polyketide ECOR B2 5 3 24 -1 4 5 4

clbC_2 AM?229678_2 colibactin polyketide ECOR B2 -2 7 15 1 0 10 1

clbD_1 AM229678_1 colibactin polyketide ECOR B2 3 2 3 -1 0 -6 0

clbD_2 AM?229678_2 colibactin polyketide ECOR B2 4 13 90 2 0 25 15
clbE_1 AM229678_1 colibactin polyketide ECOR B2 0 1 0 2 -1 -7 1

clbE_2 AM229678_2 colibactin polyketide ECOR B2 -2 4 98 3 1 10 2

cIbF_1 AM229678_1 colibactin polyketide ECOR B2 12 20 89 6 2 63 26
clbF_2 AM?229678_2 colibactin polyketide ECOR B2 3 4 58 7 14 12 8

clbG_1 AM229678_1 colibactin polyketide ECOR B2 34 31 153 14 28 109 67
clbG_2 AM229678_2 colibactin polyketide ECOR B2 17 17 103 10 17 57 35
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clbH_1 AM229678_1 colibactin polyketide ECOR B2 0 1 18 2 0 34 7
clbH_2 AM229678_2 colibactin polyketide ECOR B2 11 21 76 23 16 70 37
clbl_1 AM?229678_1 colibactin polyketide ECOR B2 -1 -2 0 -4 0 0 -5
clbl_2 AM?229678_2 colibactin polyketide ECOR B2 2 4 12 13 4 5 0
clbJ_1 AM?229678_1 colibactin polyketide ECOR B2 -1 6 17 5 3 11 0
clbJ_2 AM?229678_2 colibactin polyketide ECOR B2 -2 3 -1 2 -1 -1 -1
clbK_1 AM229678_1 colibactin polyketide ECOR B2 -2 4 6 2 0 -1 3
clbK_2 AM?229678_2 colibactin polyketide ECOR B2 0 32 76 6 2 62 5
clblL_1 AM229678_1 colibactin polyketide ECOR B2 8 54 124 7 26 76 35
clbL_2 AM229678_2 colibactin polyketide ECOR B2 41 77 183 63 61 191 77
cIbM_1 AM229678_1 colibactin polyketide ECOR B2 29 56 126 16 22 117 57
clbM_2 AM?229678_2 colibactin polyketide ECOR B2 0 0 -1 -1 0 -1 1
cIbN_1 AM?229678_1 colibactin polyketide ECOR B2 0 -13 1 2 0 6 0
clbN_2 AM?229678_2 colibactin polyketide ECOR B2 2 -4 -1 6 1 7 0
clbO_1 AM229678_1 colibactin polyketide ECOR B2 -3 6 59 1 1 6 1
clbO_2 AM229678_2 colibactin polyketide ECOR B2 -6 7 12 0 0 2 0
clbP_1 AM229678_1 colibactin polyketide ECOR B2 3 34 285 5 1 21 6
clbP_2 AM?229678_2 colibactin polyketide ECOR B2 -2 0 -3 0 -4 2 -1
clbQ_1 AM?229678_1 colibactin polyketide ECOR B2 -4 0 -13 -1 -3 82 2
clbQ_2 AM229678_2 colibactin polyketide ECOR B2 27 122 345 55 38 189 95
efal_1 AF159462_1 EHEC factor for adherence EHEC -3 1 -6 0 1 -9 1
efal_2 AF159462_2 EHEC factor for adherence EHEC -2 0 -5 -1 0 -3 0
L0025_1 AF071034_1 eaeA EHEC -7 -3 -11 2 0 -4 3
L0025_2 AF071034_2 eaeA EHEC 73 110 297 85 67 271 98
L0035_1 AF071034_1 escV EHEC 5 7 71 5 2 17 8
L0035_2 AF071034_2 escV EHEC 49 42 175 13 29 157 60
sfpA_1 AJ131667_1 Escherichia coli plasmid pSFO157 EHEC -2 3 -20 -4 -2 -12 -2
stpA_2 AJ131667_2 Escherichia coli plasmid pSFO157 EHEC -6 -2 0 -2 0 3 9
stx1A_1 NP_288673_1 Shiga toxin EHEC 8 27 92 13 10 18 6
stx1A_2 NP_288673_2 Shiga toxin EHEC -6 -5 -4 5 -1 -3 -6
stx1B_1 NP_288672_1 Shiga toxin EHEC 0 6 29 6 2 0 2
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stx1B_2 NP_288672_2 Shiga toxin EHEC 30 40 106 20 20 91 11
stx2A_1 NP_286976_1 Shiga toxin EHEC 0 3 1 9 4 10 4
Stx2A_2 NP_286976_2 Shiga toxin EHEC 8 17 20 10 17 37 12
stx2B_1 NP_286977_1 Shiga toxin EHEC 222 212 751 227 162 484 200
stx2B_2 NP_286977_2 Shiga toxin EHEC 0 1 4 2 -3 4 -1
stx2fA_1 AJ270998_1 Shiga toxin EHEC -3 -6 -10 -1 0 -8 -3
stx2fA_2 AJ270998 2 Shiga toxin EHEC -3 4 12 1 0 -5 0
ureC_1 NP_286680_1 putative urease structural subunit C EHEC 8 42 140 12 20 107 36
ureC_2 NP_286680_2 putative urease structural subunit C EHEC 6 107 189 7 42 200 74
invE_1 AF348706_1 invE (virB, ipaR) EIEC 0 2 21 0 1 -1 0
invE_2 AF348706_2 invE (virB, ipaR) EIEC -2 -4 -12 -2 -1 -5 0
ipaH_1 SHFIPAHZ _1 ipaH EIEC 0 4 2 2 -1 2 0
ipaH_2 SHFIPAHZ_2 ipaH EIEC -3 -4 -9 0 -1 -6 -3
bfpB_1 768186_1 bfpB (bundle forming pilus subunit) EPEC 96 4 8 5 0 -3 6
bfpB_2 768186_2 bfpB (bundle forming pilus subunit) EPEC 9 32 80 8 1 60 18
ler_1 AF200363_1 Ler EPEC -2 11 31 4 2 4 -1
ler_2 AF200363_2 Ler EPEC 0 7 29 2 0 8 15
perA_1 748561 _1 Per (plasmid-encoded regulator) EPEC -3 -4 -10 -6 2 -8 -3
perA_2 Z48561_2 Per (plasmid-encoded regulator) EPEC -4 -6 -5 2 0 -12 -2
ItA_1 K01995_1 ItA (toxA) ETEC -1 -3 -10 -1 4 -10 2
ItA_2 K01995_2 ItA (toxA) ETEC -4 -1 -15 1 0 -9 -3
ItB_1 ECOELT_1 ItB (toxB) ETEC -2 3 -16 70 61 -5 0
1tB_2 ECOELT _2 ItB (toxB) ETEC 1 -2 -8 2 0 -3 -1
stl_1 M29255_1 heat stable toxin I ETEC 1 3 9 -1 1 -5 -1
stl_2 M29255_2 heat stable toxin I ETEC -4 4 -9 1 -1 3 2
stla_1 AY342057_1 heat stable toxin I ETEC 0 -1 -8 1 -1 -8 -2
stla_2 AY342057_2 heat stable toxin I ETEC -1 0 4 2 -1 12 1
stlb_1 AY342059_1 heat stable toxin I ETEC 1 3 -2 3 1 2
stlb_2 AY342059_2 heat stable toxin I ETEC 1 4 3 3 1 -4 2
aufA_1 NC_008563_1 aufA ExPEC -4 -1 -4 3 -1 -4 2
aufA_2 NC_008563_2 aufA ExPEC 0 2 1 0 0 2 0
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c2165_1 AEO014075_1 c2165 ExPEC -4 0 2 0 0 -8 2
c2165_2 AE014075_2 c2165 ExPEC 23 68 141 51 30 175 85
¢2398_1 AEO014075_1 AEO016762_0_Tir_c2398 EXPEC -2 0 4 3 2 -2 1
c2398_2 AEO014075_2 AE016762_0_Tir_c2398 ExPEC -1 -1 -9 0 0 3 -2
¢2400_1 AEO014075_1 AEO016762_0_Tir_c2400 ExPEC -3 -5 -1 -1 0 2 -1
¢2400_2 AEO014075_2 AEO016762_0_Tir_c2400 ExPEC -6 -1 -2 0 -1 -10 0
c3607 (r6)_1 AF447814_1 ¢3607 (r6) UPEC CFT073 ExPEC -5 6 -9 5 2 6 -1
c3607 (r6)_2 AF447814_2 ¢3607 (r6) UPEC CFT073 ExPEC 17 51 171 10 23 122 56
c4836_1 AE014075_1 putative lipase ExPEC -3 6 -3 13775 12162 3 2
c4836_2 AE014075_2 putative lipase ExPEC 6 32 159 23997 20713 98 5
c4968_1 AEO014075_1 yjaA (c4968) ExXPEC 180 -1 -2 3 -1 -2 -2
c4968_2 AEO014075_2 yjaA (c4968) ExPEC 4946 12 27 32 4 51 3
c5382_1 AEO014075_1 c5382 EXPEC 71 148 294 92 102 166 121
c5382_2 AEO014075_2 c5382 EXPEC 49 106 243 59 92 169 106
cdiA_1 DQ100454_1 cdiAB (contact-dependent growth inhibition) ExPEC 0 31 107 8 8 56 7
cdiA_2 DQ100454_2 cdiAB (contact-dependent growth inhibition) ExPEC 4 10 119 3 6 23 1
cdiB_1 DQ100454_1 cdiAB (contact-dependent growth inhibition) ExPEC -2 13 27 3 2 22 8
cdiB_2 DQ100454_2 cdiAB (contact-dependent growth inhibition) ExPEC 5 75 195 3 24 120 51
CFT073_1 Ecoli_0009_1 Ag43 (flu) variable domain CFT073 ExXPEC 17268 24742 32 28 41 59 35
CFT073_2 Ecoli_0009_2 Ag43 (flu) variable domain CFT073 ExPEC 16776 21361 256 66 77 299 141
CFT073_1 Ecoli_0010_1 Ag43 (flu) variable domain CFT073 ExPEC 4 46 21 8 52 67 54
CFT073_2 Ecoli_0010_2 Ag43 (flu) variable domain CFT073 ExPEC 0 6 99 3 4 70 6
chuA_1 NC_004431_1 chuA (hemin receptor) ExPEC -2 6 4 1 3 -6 2
chuA_2 NC_004431_2 chuA (hemin receptor) ExPEC -4 19 41 3 0 13 10
fyuA_1 NC_003143_1 yersiniabactin receptor / HPI ExPEC 47 58 156 61 29 130 68
fyuA_2 NC_003143_2 yersiniabactin receptor / HPI ExPEC 1 44 24 5 4 124 11
hek_1 AJ494981_1 hek (agglutinin, adhesin) ExPEC 1 3 8 0 0 -3 6
hek_2 AJ494981_2 hek (agglutinin, adhesin) ExPEC 0 9 0 -2 -8 -1
hlyA_1 AJ494981_1 alpha-hemolysin ExPEC -4 -3 -21 0 0 -3 -5
hlyA_2 AJ494981_2 alpha-hemolysin ExPEC 0 3 20 6 0 16 5
iroN_1 AY205565_1 salmochelin ExPEC 12 12 80 18 14 60 22
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iroN_2 AY205565_iroN_2  salmochelin ExPEC 69 79 229 142 52 172 78
irp2_1 Ecoli_0005_1 yersiniabactin biosynthesis / HPI ExPEC 1 41 141 1 2 60 35
irp2_2 Ecoli_0005_2 yersiniabactin biosynthesis / HPI ExPEC -3 0 8 3 0 -4 -1
iucA_1 NC_004431_1 aerobactin biosynthesis ExPEC -5 7 6 -1 1 -1 2
iucA_2 NC_004431_2 aerobactin biosynthesis ExPEC -5 0 -4 0 -1 -6 0
modD_1 NC_004431_1 modD ExPEC -1 6 15 -1 0 -1 3
modD_2 NC_004431_2 modD ExPEC -1 8 62 2 0 6 4
orf4_1 AJ494981_1 putative membrane protein ExPEC -1 4 1 2 0 0 3
orf4_2 AJ494981_2 putative membrane protein ExPEC -4 -2 -3 1 0 -8 2
p761_1 p761_1 p761_ORF5p706SPL00373 ExPEC -1 24 99 28723 26329 17 3
p761_2 p761_2 p761_ORF5p706SPL0O0373 ExPEC 4 71 157 16511 15258 81 42
p763_1 p763_1 p763_ORF3p666SPL0O0395-ORF4 ExPEC 6 48 148 [ 31271 26659 | 125 8
p763_2 p763_2 p763_ORF3p666SPL0O0395-ORF4 ExPEC 4 58 179 [ 36814 31181 134 4
p776_1 p776_1 p776_ORF4p666SPL00395-ORFS5 ExPEC -1 8 7 8 32 15 19
p776_2 p776_2 p776_ORF4p666SPL00395-ORF5 ExPEC 0 10 7 4 3 19 2
PAIIII536 ORF36_1 X16664_1 put. hemin receptor ExPEC -1 3 16 3 1 1 0
PAIIII536 ORF36_2 X16664_2 put. hemin receptor ExPEC -6 -4 -17 -2 0 -5 0
papF_1 AE016771_1 P fimbriae ExPEC -6 0 -8 0 0 -7 -1
papF_2 AEO016771_2 P fimbriae ExPEC -4 -1 -9 -3 0 -6 -1
papG_1 AE016771_1 P fimbriae ExPEC -3 3 -8 1 0 0 -3
papG_2 AE016771_2 P fimbriae ExPEC 0 0 4 3 0 -11 -1
prrA_1 U85771_1 PrrA ExPEC 0 3 17 -1 1 8 0
prrA_2 U85771_2 PrrA ExPEC 3 38 90 7 17 77 31
sfaB_1 X16664_1 S-/FIC fimbriae ExPEC 15 42 3 3 37 9
sfaB_2 X16664_2 S-/FIC fimbriae ExPEC -1 1 14 -1 2 30 4
SPL00386_1 Ecoli_0004_1 SPL00386 (SSH fragment of JS299) ExPEC 67 154 33 28 149 61
SPL00386_2 Ecoli_0004_2 SPL00386 (SSH fragment of JS299) ExPEC 17 48 109 23 30 73 39
usp_1 AB056440_1 usp (uropathogen-specific protein) ExPEC 5 8 25 1 0 12 6
usp_2 AB056440_2 usp (uropathogen-specific protein) ExPEC 3 47 20 5 5 12 22
MG1655_1 Ecoli_0012_1 Ag43 (flu) variable domain MG1655 non-pathogenic E. coli | 29665 49 145 3 2 4 5
MG1655_2 Ecoli_0012_2 Ag43 (flu) variable domain MG1657 non-pathogenic E. coli | 27166 24744 162 5 4 71 32
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SPLO00135_1 Ecoli_0007_1 SPL00135 (SSH fragment of HE300) non-pathogenic E. coli 6 23 78 142 120 197 846
SPL00135_2 Ecoli_0007_2 SPL00135 (SSH fragment of HE300) non-pathogenic E. coli 0 4 14 18997 16444 33459 23142
SPL00345_1 Ecoli_0008_1 SPL00345 (SSH fragment of JS299) non-pathogenic E. coli -6 -3 -11 1 0 -5 0
SPL00345_2 Ecoli_0008_2 SPL00345 (SSH fragment of JS299) non-pathogenic E. coli 0 0 -11 0 1 4 0
cdtB-1_1 U03293_1 cytolethal distending toxin I pathogenic E. coli -1 -3 -4 0 -2 2 1
cdtB-1_2 U03293_2 cytolethal distending toxin I pathogenic E. coli 1 1 0 -1 0 -4 -3
cdtB-11_1 U04208_1 cytolethal distending toxin II pathogenic E. coli -5 -2 6 0 -2 2 -3
cdtB-1I_2 U04208_2 cytolethal distending toxin II pathogenic E. coli -1 -2 -18 0 3 -3 5
cdtB-1I1_1 U89305_1 cytolethal distending toxin IIT pathogenic E. coli -5 0 13 3 4 -9 0
cdtB-1IT_2 U89305_2 cytolethal distending toxin III pathogenic E. coli -1 1 8 2 0 -4 0
cdtB-IV_1 AY162217_1 cytolethal distending toxin IV pathogenic E. coli 2 21 91 9 5 57 32
cdtB-IV_2 AY162217_2 cytolethal distending toxin IV pathogenic E. coli -3 1 9 6 0 6 3
enfl_1 U42629_1 cytotoxic necrotizing factor 1 pathogenic E. coli -3 2 13 5 1 -5 1
cnfl_2 U42629_2 cytotoxic necrotizing factor 1 pathogenic E. coli -2 -2 -10 -2 -1 -13 2
cnf2 u01097 cytotoxic necrotizing factor type 2 pathogenic E. coli 0 10 56 5 2 37 18
iutA_1 AJ586888_1 aerobactin receptor pathogenic E. coli -3 1 -5 2 -2 -5 0
iutA_2 AJ586888_2 aerobactin receptor pathogenic E. coli 0 12 14 1 1 10 2
mobB_1 Ecoli_0006_1 mobB_ECOR31 pathogenic E. coli 16 46 155 33 10 85 37
mobB_2 Ecoli_0006_2 mobB_ECOR31 pathogenic E. coli 5 74 159 6 22 97 9
EDL933_1 Ecoli_0011_1 Ag43 (flu) variable domain EDL933 pathogenic E. coli 4 83 36 4 5 12 27
EDL933_2 Ecoli_0011_2 Ag43 (flu) variable domain EDL935 pathogenic E. coli 0 6 3 0 -1 6 1
ActB ActB actin, beta control 5 2 15 6 3 96 4
LTP4 LTP4 control -1 0 0 1 0 7 -1
LTP6 LTP6 control 0 6 30 4 3 17 29
PRKase PRKase control 0 1 2 0 -1 0 -1
rbcl rbcl control -1 21 0 -3 -2 4 1
RCA RCA control 0 1 92 0 0 20 0
XCP2 XCP2 control -3 3 -8 2 0 -7 0
H,O H,O control 1 1 0 2 0 -2 0

Alle Werte >999 stehen fiir ein positives Signal (zusitzlich grau hinterlegt)
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Tabelle 8 Ergebnisse des PCR Screenings aller verwendeten Primer
Abkiirzung BLAST-Ergebnis mit hochster Sequenziibereinstimmung % GC MI((.,;II 6255 ‘:](3-;%0 B BL21 C ABCLE w Machl
16S 16S rRNA 54
IS1 insertion element 53
1S2 insertion element 53
1S3 insertion element 50
gltf E. coli gitBDF operon gltF gene (involved in nitrogen-regulated gene expression) 40
IS5 insertion element 5 52
K12 ISL is5 in rfb50 gene 52
Vji83 IS186/1S421 transposase 52
IS4 insertion element 54
IS150 insertion element 44
insertion sequence: 1S1222, E. coli fliA gene for sigma F factor, fliC pseudogene
W824 . 57
for flagellin
W826 putative dicarboxylate-binding periplasmic protein, shigella 46
PCOD APEC plasmid 46
Escherichia coli ribitol dehydrogenase (rfID), ribitol kinase (r¢/K), and ribitol
rtla 51
transporter (rbtT) genes
PRP putative transcriptional regulator, APEC plasmid 46
310706 ECs1339, E. coli plasmid pC15-1a 49
CRT reverse transcriptase like protein, strain C (published) 52
NIS truncated transposase 48
893hp intergenic region 46
EPI hexuronate transporter, pathogenicity island EPI-I 42
TYPII typllI secretion system 55
REVTRA E. coli reverse transcriptase, retron EC86 46
vioa E. coli O?-specific lipopolysaccharide biosynthesis gene cluster, nucleotide sugar 34
transaminase
211 hypothetical protein, t-rna, patho island V E. coli 536 44
CABC putative ATP binding protein of ABC transporter 45
224 non-coding region 46
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.. T, . R K-12 K-12 ABLE
Abkiirzung BLAST-Ergebnis mit hochster Sequenziibereinstimmung % GC MG1655 W3110 B BL21 C C w Machl
GALA putative 2-keto-3-deoxygalactokinase 51
REPRESS repressor protein, shigella 39
HEL helicase salmonella 52
914 SPEC  putative fimbrial protein 46
maoA tyramine oxidase, copper-requiring, maoA 51
PAI Putative saframycin Mx1 synthetase B 53
B1134 putative adhesin 51
aga N-acetylgalactosamine-specific PTS system enzyme IIC component 53
q Phage protein Q 54
P27 E. coli strain W phage-related tail fiber protein gene 48
2.210/19 hypothetical protein 63
T3443 hypothetical protein, putative phage 56
SAMPS5S putative bacteriophage protein 48
FLAGO02 E. coli 042 Flag-2 locus 57
pac coli pac gene for penicillin G acylase 48
gpt guanine-hypoxanthine phosphoribosyltransferase 52
argF CP4-6 prophage; ornithine carbamoyltransferase 2, chain F 63
hsdS type I restriction modification DNA specificity domain 40
glf UDP-galactopyranose mutase, FAD/NAD(P)-binding 36
ara L-arabinose isomerase 55
yifs CPZ-55 prophage; predicted protein 50
mcrA el4 prophage; 5-methylcytosine-specific restriction endonuclease B 38
intZ CPZ-55 prophage; predicted integrase 54
gplit E. coli 1it gene encoding a bacteriophage T4 late gene expression blocking protein 39
tn10 right  tn10 transposon 40
hpa E. coli (ATCC 11105) hpaA, hpaB, hpaC genes for 4-hydroxyphenylacetic 53

hydroxylase
OXIDO putative oxidoreductase 54
hpc E. coli (ATCC 11105) hpaA, hpaB, hpaC genes for 4-hydroxyphenylacetic hydroxylase 55
ACOA putative acetyl-CoA:acetoacetyl-CoA transferase 50
LON DNA-binding ATP-dependent protease 52
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Abkiirzung BLAST-Ergebnis mit hochster Sequenziibereinstimmung % GC MG1655 W3110 B BL21 C C W Machl
GS8 putative phage tail fiber protein 51 - -
EPI2 similar to hypothetical protein ¢3665 from E. coli CFT073, patho-island EPI-I 47 - -
PUINV putatve invasin 53 - -
21.9 hypothetical protein 44 - -
1306 similarity to hypothetical protein (Vibrio vulnificus YJ016) 40 - -
1310 hypothetical protein 58 - -
prk2 cryptic plasmid prk2, W-strains, published 42 - -
pLys plasmid plys 54 - -
traE F-Plasmid 47 - -
cam chloramphenicol resistance pLysS 47 - - - - - - - -
bla ampicillin resistance pCR2.1, pHis17 50 - - - - - - - -
btubA Prosthecobacter dejongeii btubA 55 - - - - - - - -
Spezifische PCR Produkte, die nicht als Sonden auf dem Chip verwendet wurden:
K-12LR IS5 insertion rfb50+ flanking region 52
yjaA conserved hypothetical protein 45
vgr unknown, similar to Vgr proteins e.g. VgrE protein 56
JIxA hypothetical protein 44
typ3 putative type III secretion apparatus protein 46
hyproeEDL hypothetical protein 51
gs21 Bacteriophage L.-413C (auch Phage Q) 52
rmsb restriction modification system 47
b828 ABC transporter related 44
- E. coli ribitol dehydrogenase (r#ID), ribitol kinase (rfIK), and ribitol transporter 53

(rbtT) genes

ctrans insertion sequence: ISEhe3 42
tn7 E. coli strain C Tn7-like transposase gene 33
Cspec transposase, yersinia plasmid 56
colpla psiB, 100 pct identical to gp:AB021078_43[PsiB of plasmid Collb-P9 56
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Abkiirzung BLAST-Ergebnis mit hochster Sequenziibereinstimmung % GC MG1655 W3110 B BL21 C C W Machl
hspro probable host specificity protein 51 - -

TspE4.C2  unknown 54 - -
test no similarity 50 - -
psp putative structural protein, APEC plasmid 44 - -
uti hypothetical protein, bacteriophage CUS-3 provirus 54 - -
yagm CP4-6 prophage; predicted protein 35 - -
ydf Hypothetical protein ydfR 48 < <
de phage 51 - -
20_2 no similarity 48 - -
FimUsh1 putative fimbrial chaperone protein precursor 42 - -
1309 putative macrophage toxin 53 - -
ecb E. coli B specific sequence 40 - -
lipo Lipocalin family protein 40 - -
fimush putative fimbrial chaperone protein precursor 42 - -
hydrat915  2-keto-4-pentenoate hydratase 58 - -

+ steht fiir ein Amplifikat der richtigen GroBe (zusétzlich grau hinterlegt)
>< steht fiir ein Amplifikat das entweder groier oder kleiner ist
Alle durch subtraktive Hybridisierung gefundenen Fragmente sind Fett markiert.
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Tabelle 9 Oligonukleotidsequenzen, Schmelztemperaturen (Ty;), FragmentgroBen und Referenzen
Name Vorwirtsprimer Ty Name Riickwértsprimer Ty Frgfﬁlgznt Referenzen
Ludwig,
616Valt AGAGTTTGATYMTGGCTCAG 55.2 Univ1390 GACGGGCGGTGTGTACAA 52.4 1363 personliche
Mitteilung
IS1_F GATGGTGTTTTTGAGGTGCTCC 60.3 ISI_R TTATTGATAGTGTTTTATGTTCAGATAATGCC 60.5 668 Diese Arbeit
IS2_F CCTATATTTCCAGACATCTGTTATCAC 60.4 IS2_R AACCAGTATCACTTAAATAAGTGATAGTC 62.2 1240 Diese Arbeit
IS3_F CGCTTCGCGAAGTATGTCGC 61.4 IS3_R ACTCACATGACAAAAACAGTATCAACC 60.4 250 Diese Arbeit
gltF_F ATGTTTTTCAAAAAGAACCTCACAACAGC 61.0 gltF_R TTATAAATACTGAACGCTGATAGTGACGTTAC  63.1 705 Diese Arbeit
IS5Fnew TGCGAATAAGCGGGGAAATTCTTC 61.0 IS5Rnew GGAAGGTGCGAACAAGTCCC 61.4 1146 Diese Arbeit
K12ISL CGCGATGGAAGATGCTCTGTA 59.8 K12R ATCCTGCGCACCAATCAACAA 57.9 928 Kuhnert, 2000
yi81_3F CCGATGAATTACTCTCACGATAAC 59.3 yi81_3R TTCTTCTTTTCGGATCCGGCAC 60.3 1076 Diese Arbeit
IS4_F TTAAGCAACTGACTGGCTCTTTTTC 59.7 IS4_R CAGGCTCTTGATCTGGTATCC 59.8 1272 Diese Arbeit
IS150_F GACGATGAAATGGAATAGCCCC 60.3 IS150_R ACCCCAAAAAGTTGGACAGTTAAAC 59.7 1369 Diese Arbeit
W_8 2 4F GCCGAAGCTGGGGTACC 60.0 W_8_2 4R GCGACCGGTGGAAAGTGC 60.5 577 Diese Arbeit
W826_F TAAAAGTATCCGCTGGCATTATC 57.1 W826_R TTACTTAGCTGCCTGAATATC 54.0 922 Diese Arbeit
PCOD_F GGCGCCCAGAATGATAATCGCAACA 64.6 PCOD_R GGGCGTGGCGCTGGCTACACTT 67.7 456 Johnson, 2007
rtlIA_F ATGATGAATCACTCTGTGCCC 57.9 rtlA_R CCTTACAGATCGACACTGCC 59.4 715 Diese Arbeit
prpF TCACGTGGGTCCCTCTCC 60.5 prpR AGGACGCTGAACACCCTAAAC 59.8 355 Diese Arbeit
310706_6_F AGCACATCTTGTGGTCAGGC 594 310706_6_R TATGGCGCAGATACGCTTC 56.7 289 Diese Arbeit
C_rt_F GCCGGAGGAGTATGGCCC 62.8 C_rt_R CGCCGCATCGCTGACAGC 62.8 917 Diese Arbeit
NisI_F TTACTACTGCCGCAAGACTTCC 60.3 NisI_R2 GCAGCTACGCACCGAAGTTC 614 215 Diese Arbeit
893hp_F TCTCTATTCCACCATCATTATTCTC 58.1 893hp_R TGTATCTCGCGATTTTTTTTTGTAACTTT 58.2 210 Diese Arbeit
EPI_F GATCATTTATTACATCCGGTGGGG 61.0 EPI_R AGCCCATGCTGGCTCTGCC 63.1 758 Diese Arbeit
typll_F CGGGCAGGTTTTACCCTGC 61.0 typll_R CAGCGCCTCAAGCCCCTG 62.8 174 Diese Arbeit
913revtra_ F  TAAAGGGCAGAAGATTAGCCAGTC 61.0 913revtra_ R  CATCAGGAAAATGGTTTTGTAAGTGAATC 61.0 340 Diese Arbeit
vioA_F ATGAACGATAAAACTATTCCAGTAACGC 60.7 vioA_R ACACTATTGGCTATTGGTAGATTATCAAC 61.0 969 Diese Arbeit
21_1_F GATCCAAAAGCAAAAACCCGCC 60.6 21_1_R CAAAAGGCTGGAGCTGATTGAC 60.3 208 Diese Arbeit
Cabc_F TGTACCCAATGGAAGATGGCGTG 62.4 Cabc_R CGGCAGGCGTATGGTTTGC 61.0 411 Diese Arbeit
224 224

(() 6 09)22_ 4 F AGGTAATCGAAATCCCAGGAGC 60.3 (() 6 09)22_ 4 R ATCTACGTTTAGTTAACGAGGTTAGC 60.1 232 Bauer, 2007
gala_F GGTATGCCAGTGCTGATAGGC 61.8 gala_R ATCACGTAGCAAACTGGATGCC 60.3 312 Diese Arbeit
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repressF GAATCTCTAAAAGTACACTCGCCAC 61.3 repressR GTTATTTCGCCATCAATACTTATTACCC 60.7 295 Diese Arbeit
hel_F CGGACGTACAGAATAGCCGA 504  hel R CCTGCCGGGTTTGTCACC 60.5 512 Diese Arbeit
9l4specF  GATCAAGATACAGGTATAACATACCC 60.1  9l4specR  TAAATGATGTCGTGTTGCCTGGC 60.6 174 Diese Arbeit
gﬁ}i"? ACTTATCTTTCTTCAGCGCCCC 60.3 gﬁ’Aﬁ GGCCCACGCACCAGTACC 62.8 475 Diese Arbeit
PAL F GTTATCAGAAGGCTTATGC 532 PALR TTCCACACCGTTTTCGACC 567 757 Diese Arbeit
BIl 34F  GATCACTGATGTCGCAGATGGT 603 Bll 34R  ATGGTTTTCGCACCCATTGCC 598 1185 Diese Arbeit
agaF CGCTTAACCCTTCGCGCTCC 63.5  agaR CGGCTGGAGTCCGCTGC 624 382 Diese Arbeit
Phage QF  CTTCGCGAAAACATGGTGAAGTC 606 Phage QR CCCATGAAGCGGGCGGGC 651 529 Diese Arbeit
P27 F TTAAACACTCGCCACGTTATACC 589 P27 R ATGACCGGGGAACTGAAAATCC 603 804 Bauer, 2007
2210/19 F TCCAGTGCGATCACCCGTGAC 651 2210/19 R CCGTTACTGGCGTTTAACGCCC 640 366 Diese Arbeit
P (3443 F  GATGATGGTGCTGGGATTGTAC 603 P (3443 R CGGACAGGGATTCATCCACC 614 342 Diese Arbeit
gz(s)?émlg)S_lO GATCCTCAAAACAGAGGACGGC 62.1 gZ(S)Zmes_lo CCAGTTGGGTAATCTTTCGCCC 621 607 Diese Arbeit
Flag02_Fnew GCGTAAACTTTGCCATCGTCATC 606 Flag)2 R  GCAGGCCAGCAGCAGCC 624 445 Diese Arbeit
Pac_F AAGCTTCGTTGCTAGTATC 524  Pac R TTATCTCTGAACGTGCAAC 524 2556 Diese Arbeit
opt_F CGATGGGCAATTTATCGAGT 552 gptR GCGACTCCTTTTTCTCAACG 573 368 Diese Arbeit
argF F AGGCGTTTAACGAGATGACGC 598  argF R CTCTGCCCACTTCTCTTTGG 504 244 Diese Arbeit
hsdSF TACGTGAGGCTTTTTTACCCCC 603  hsdSR GAGGGGTGGGTTATCGCC 60.5 1324 Diese Arbeit
olf F TTGATAAAGAGCGGCAGATATCAC 593  elf R TGGTTCTGGTTTGTTTGGTGCC 603 1012 Diese Arbeit
araA_F CGATAACATGCGTGAAGTGGC 598  araA R GTGTTTTCACCGTGTCGATGC 59.8 660 Diese Arbeit
yifs_F TTACGAAATCAAAATTTGCGACATCCTC 607  eutB_R CATTTCCTTCCTGAATGCGGTA 585 918 Diese Arbeit
merA_F GGAATTGAACTGAAAGCTGAGTGTTC 616  mcrA R AATCGGTTTATATTAACGTAAAGCATCTC 50.6 749 Diese Arbeit
eutAF TTCCCTCAGGAAGAATCGATGA 584 intZ_R GTTCTAGAGGATTGCCGTTACC 603 1330 Diese Arbeit
oplitF ATGCGCTCACCAATTTGTCATC 584  gplitR AGTTACTGGTAAGACGTGAAATATC 58.1 846 Diese Arbeit
tetA_F CCTTTTTTATCGCTGCGTTGC 579  mlOR TTCTGCCCCGAATTACACTTAAAAC 597 3072 Diese Arbeit
hpa_F GATCGTCATTTGCCGACC 560  hpa R CAGCACGTTATCCATCACC 567 297 Diese Arbeit
oxidoF CTATGGCGCGATTCTTCGTTAT 584 oxidoR ATCTTATACAGCGAGATAGACAGC 593 776 Diese Arbeit
hpcF TTCCGAAATGGGGAGTC 528  hpcR AGTGCGGCATAAAACGTCC 567 857 Diese Arbeit
AcoA_F GGTGCGATTTCAATTAATTCAACGCC 616 AcoA R  ATCAGTACGGTAACGTCAACGTC 60.6 268 Diese Arbeit
JonF GTTCTGAACGCATTGAAATCCCC 60.6  lonR2 CGCCGCCCAGCGCCATAC 651 1445 Diese Arbeit
GS_B.8F  CTGATATATAGGGGTGTTATTGATATGC 607 GS_B.8R  CAGCACACCTGAGATTTTTACTGC 61.0 847 Diese Arbeit
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EPL2F CCGATAACGGCAGACTGACAC 61.8  EPL2R GTTACATCAGTATACGCAATACAGATAC 60.7 261 Diese Arbeit
puinv_F GACTGAACTAACTTTCAAACCGGC 61.0  puinv_R CAAGCGGCCCGGCAACAAAC 63.5 492 Diese Arbeit
21 9F GCGGTCTGTTCAATGTGACCC 61.8 21 9R TACAGCCCAACCAGCAGAAAC 598 210 Diese Arbeit
1306_F CGGTAGAGAAGCTCACCAGC 614 1306 R CTCTGCCGCTTATCCAGATATTC 60.6 676 Diese Arbeit
1310_F GGCTGGCATGGCGGTAC 60.0  1310_R ATGAGCTTCTCAATACGGTAAAGAC 597 158 Diese Arbeit
pRK2F CGACTTCACTAGCAATGATAAGATC 597  pRK2R AGATAAGAGAGGAACGGTTGATAC 593 740 Diese Arbeit
pks- pks- Nougayrede,
D dlef]  AATCAACCCAGCTGCAAATC 552 D ety CACCCCCATCATTAAAAACG 552 1785 2008

pks- AGCCGTATCCTGCTCAAAAC 573  Pks- TCGGTATGTCCGGTTAAAGC 573 1373 Nougayrede,
islandright. 1 islandright.2 2007

gkls ORES- 1 CTGTCTTGGTCGCGTAGTG 62.9 gkzs ORFS- 1 CAGTTCGGGTATGTGTGGA 573 2265 12\1(;)(1)18gayrede,
pks ORF17- pks Nougayrede,
b1 CCTCGCTAAAGAAGGTGACG 634 Orpi718s ACCGTTGACTGTGATGGACA 573 2382 5005
ORF36-PAI ORF36-PAI

11- ATCTGGATCCGGCACTCGTCA 655 1l ACGGTAATATTCAGCGCCATA 559 639 *
536.362.for 536.1021.rev

fyuA‘logo'fo CTACGACATGCCGACAATGCC 61.8 iyuA‘1709're TGCTTCCCGCGCCATAACGTG 63.7 609 *
iroN.28.for  CTAACTGTGCTCCTGGTTGGGTTGA 64.6 ‘VrON'2053're TGACGCCGACATTAAGACGCAGATT 63.0 2001 *

sfa 1 CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 66.4  sfa2 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA 63.0 359 Johnson, 2000
PapA f ATGGCAGTGGTGTCTTTTGGTG 60.6  PapCr ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA 59.7 3140 Johnson, 2001
sat.498 for ~ CCCGGCAGAGACCAACCCTAC 65.7  sat.1083.rev  AAGATAATACCACCGCTACCA 559 565 *

ompT_F CTGACAACATAAATGCGGACA 559  ompT_R AACCCGATTCCATGCGCCTTC 61.8 702 *

aerJF GGCTGGACATCATGGGAACTGG 64.0  aerJR CGTCGGGAACGGGTAGAATCG 63.7 260 Johnson, 2001
tirF GCCCAGTCTATTTCTGCTAAAGA 589  tirR GGCAACAATATGTATAATATCCT 53.5 341 *

bmaE f ATGGCGCTAACTTGCCATGCTG 62.1  bmaE AGGGGGACATATAGCCCCCTTC 64.0 462 *

kpsII f GCGCATTTGCTGATACTGTTG 579  kpslIt CATCCAGACGATAAGCATGAGCA 60.6 227 *

KpslIII TCCTCTTGCTACTATTCCCCCT 60.3  Kpslllr AGGCGTATCCATCCCTCCTAAC 62.1 347 *

FocG f CAGCACAGGCAGTGGATACGA 61.8  FocGr GAATGTCGCCTGCCCATTGCT 61.8 321 *

enfl AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG 61.0  cnf2 CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT 613 450 g(l)’ggman’
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HLY A 1 GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG 584 HLY A4 TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA 58.4 1508 Schmitt, 1995
stx_F CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG 598  stx R CACCAGACAATGTAACCGCTG 59.8 307 Schmitt, 1996
TraT f GGTGTGGTGCGATGAGCACAG 63.7  TraTr CACGGTTCAGCCATCCCTGAG 63.7 247 Johnson, 2000
EAgg2 CAATGTATAGAAATCCGCTGTT 547  EAggl CTGGCGAAAGACTGTATCAT 552 589 Schmitt, 1995
pLysS_for ~ GTCACTATGGCGTGCTGCTA 594  pLysS_rev  CGCTCACTGCTTGTCACACT 594 410 Diese Arbeit
traE_F CACGGTGCCCGTTTAAGTACC 61.8  traE R CGTCTGTTTCCCCGAAATTATCC 60.6 504 Diese Arbeit
camF_pLys CGCCGCCCAGCGCCATAC 65.1 camR_pLys GAGAAAAAAATCACTGGATATACCACC 60.4 600 Diese Arbeit
bla_pcr2.IF  TATTCAACATTTCCGTGTCGCCC 60.6  bla_pcr2.IR CTTAATCAGTGAGGCACCTATCTC 61.0 801 Diese Arbeit
Pilhofer,
PdjF ig?gg?g CATATGAAGGTCAACAACACCAT o o pair TAGCTAGAATTCTTAGCGGCGGCGATCCACC 708 1376 personliche
Mitteilung
KI12L TTCCCACGGACATGAAGACTACA 60.6  KI2R ATCCTGCGCACCAATCAACAA 57.9 1644 Kuhnert, 1996
yjaA_F TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 594 yjaA_R ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 57.9 171 g(l)%romom’
ver_F2 GTGGCACAGGCGTGGGC 624  vgr R2 CTGCGCGTGGATGTAGACC 61.0 229 Diese Arbeit
fIxA_F2 GATTTTTCTTCTCAAGTTCCTTGTTC 585  flIxA_Rnew AGTTGTGTTTCCAGTAGGGTG 579 244 Diese Arbeit
typlll_F2 (C}ATCATTACTGGCATTAACAATATAAAAAG 602 typIl_R2 TCAGAGAATTAACAGCACAAGAACC 59.7 200 Diese Arbeit
hyproed F TGAACGCTTCGCCGCTGC 60.5  hyproed_R CATATCGACAGCGTATTTGGTCC 60.6 420 Diese Arbeit
GS_B_2IF  ACTTTAGGCGCTTTCTTCTGC 579 GS_B_2IR CTGGCCGACACGATGGC 60.0 71427 Diese Arbeit
RMS_F ACAGCATTGCAACGAATTAATCC 571  RMS_R GAGAACGACAGCGGCTAC 582 448 Diese Arbeit
B.8 2 8 F GATTCTATTGACAGCGGAAC 552  B_8.2 8 R2 CAATTATAATTTTCTGCTGGTTTC 542 272 Diese Arbeit
rtl_F TACACACTACCCGCCGCC 60.5 rtl R ACCACCAGAGAACAGGTGGC 614 475 Diese Arbeit
CtransF AGAAAGCTTTTTCCAGTTGTTGAAAC 585  CtransR CGCCACGGATAATCTAGAC 567 163 Diese Arbeit
(gn;)060407 ééTCTTTTTTATGAATGTGATCCTGAAATT 60.5 (gn;)060407 ACCCGGCGAGATTCGTATATTTC 60.6 278 Diese Arbeit
CspecF2 CAAGCGGCAGTTCGGCTAC 61.0  CspecR2 CACCCGCTCATTTCGGTGC 61.0 151 Diese Arbeit
19:13 ColPlas_ 5 A TACCGTGATGAAAACTGAACTGAC 61.6 19;3 ColPlas_ 1 GCTCAGCGAAATCCGGEC 61.0 569 Diese Arbeit
Hspro_F AGCAGTAAGGGGCATACCC 58.8 Hspro_R TCAACGGATACTGATGCC 53.7 3366 Diese Arbeit
TspE4C2_F  GAGTAATGTCGGGGCATTCA 573  TspEAC2_R CGCGCCAACAAAGTATTACG 573 92 Clermont 2000
test_F2 GATCACGTTTCATCCAGAGGATG 60.6  test R2 TTTAAATCATCAGGAAAGGACACCC 597 275 Diese Arbeit
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psp_F GTCAGGTGGTCTGTAGCAACC 61.8  psp_R CTGACAATGCTGGCTCAAATTATTCC 61.6 520 Diese Arbeit
UTI8Y_F CATCTCATTGCTGCTGCTTGAC 60.3  UTI8Y R CGGCAGTTCTCAGGCTCAG 61.0 154 Diese Arbeit
yagM_F ATGCCAGACTAACAAATAAATC 52.8  yagM_R GCCCGGCATCAAAGTAATAA 552 427 Diese Arbeit
ydfr_F GGTAACTTTAGCGTTACGGGAC 60.3  ydfr R GGAAACACTTACCGGGGCC 61.0 947 Diese Arbeit
DE3_F CTTCCGGCTCGTATAATGTG 573  DE3_R GCCTGAACGGTTGTATTGTC 573 www.lag-
gentechnik.de
20 2F GTGCGGCAGTGGAAAAACGC 614  20_2R GATCAACGTCGCATCAACCAGC 62.1 234 Diese Arbeit
FimUsh F  TTGATATCATCAATAGTAAAAGGGCCG 60.4  FimUsh R  GGAATAAATGCTGGGCTTCTAAACTAT 60.4 423 Diese Arbeit
1309_F TTGCTGATACTGGCGTGGATTTTTC 613 1309 R AGTACAGTGTGTCTGACAGACC 603 3387 Diese Arbeit
ECB_F CACTACCCGTGTTATTCCAT 552  ECB_R GCATCAGGTGCAACATACAT 55.2 www.lag-
gentechnik.de
lipoca_F CGAAAAACAAATGGAGCGAGAGC 60.6  lipoca_R GCCTCCCCAAAGGCTGGT 60.5 298 Diese Arbeit
FimUsh2 ' ATTAACTCCGCGTATTAAGGCAACC 613  FimUsh2 R GATCATTGCTTAAAAACCGTGGATTAAAATA 602 177 Diese Arbeit
hydrat_F GATCACCTGGAAAACTTTGTCC 584  hydrat R GATCAACACCCAGCTGTTGC 594 460 Diese Arbeit
Primer fiir subtraktive Hybridisierung::
S1 CGCCAGGGAACACCCAGTCACGAC 69.5  S2 GATCGTCGTGACTGGGTGTTCCCTGGCG 72.4 f(‘)’g{glmaler’
Pl AGGGGATAACCAATTCACACACCA 610 P2 GATCTGGTGTGTGAATTGGTTATCCCCT 65.1 g(‘)’g;glmaler’
M13 for TGTAAAACGACGGCCAGT 537  MI3rev CAGGAAACAGCTATGACC 53.7 ZIWCV(‘)";’V“mg
Adatl CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGG o oo CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGC >75.
CCGCCCGGGCAGGT : GGCCGAGGT 0
Andl_blunt ACCTGCCCGG 360 And2 blunt ACCTCGGCCG 36.0 ‘1*91‘9081’3’“5’
Adatlnest ~ AGCGGCCGCCCGGGCAGGT 733 Adat2nest ~ AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT 67.6
T7 CTAATACGACTCACTATAGGG
Primer fiir Two Step Gene Walking:
EPI2upl ATCCAGCCGGAACTGGTAAGC 63.5  EP2up2 TCCCGGGAGCCATATCGTATC 63.3 Diese Arbeit
EPI2up3 CACTGGCAAATCAGGTGATAAAACC 60.1  EPL2up4 AGTCATGACGATGACACTGGC 62.7 Diese Arbeit
EPI2up5 CACCGGAGATCCGTCCCC 64.2  Epi2up6 TTGTGACAGCTACCAGTGCC 62.0 Diese Arbeit

93



VIII. Anhang

Tabelle 10 Hybridisierungsergebnisse aller untersuchten Staimme
E. coli K-12 Stimme
n g % ®©
E é E E § : N e V] = § E- ® = E % n R § §
O Iz © 8B © z 2 ¥ 4 8@ m o ® g B = o2 = Z 7z @
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a S 89 g8 82 ¢ 9 g9 a9 g g9 g9 9 g d E g g8 8= o o o9 o
P! Abkirzung W 2 2 M 2 0 o P o R @
Al 16S rDNA normalisierte Positivkontrolle
B1 ISI1
Cl IS2
D1 1S3
El  gltF
B2 IS5
C2 ISL
A3 yi83
D3 1S4
E4  1S150
A7 16S rDNA normalisierte Positivkontrolle
B7 W824 0,02 0,02 0,03 0,03 004 003 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01 005 001 0,03 006 004 003 001 0,03 005 0,01 0,01 0,02
C7 W826 0,02 0,04 0,04 004 008 0,03 004 0,02 002 0,02 0,01 0,05 0,02 0,03 - 0,05 0,03 0,01 0,07 0,08 0,01 0,02 0,05
D7  pcoD 0,02 0,02 0,04 0,03 004 0,02 0,02 002 0,02 002 0,01 004 002 0,02 002 0,03 003 001 0,04 005 0,02 001 0,02
E7 riD 0,03 0,05 0,06 0,07 008 0,04 0,05 0,02 0,04 003 0,03 005 0,03 003 004 0,03 004 0,02 0,09 - 0,03 0,02 0,06
A8 PRP 0,01 0,01 0,03 0,01 - 0,02 0,04 0,02 002 0,04 001 0,04 0,02 002 0,04 007 002 0,01 0,04 0,03 001 0,01 0,01
E8 310706 0,01 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 0,01 0,01 002 0,01 0,01 003 001 0,02 002 001 0,02 001 0,03 005 0,01 0,01 0,02
A9 CRT 0,04 0,06 0,07 0,07 0,08 0,06 0,06 0,08 0,06 0,04 0,04 006 003 0,05 003 0,10 0,04 0,04 0,09 023 0,04 0,01 0,09
E9 NIS 0,01 0,01 0,03 0,01 0,02 0,02 0,01 0,01 002 0,01 0,01 003 002 0,01 0,01 001 002 001 003 004 0,01 0,01 0,01
All 16S rDNA normalisierte Positivkontrolle
B11 893HP 0,00 0,04 0,04 0,05 005 003 0,02 006 0,04 003 0,04 003 004 0,01 003 0,02 004 002 0,05 0,04 0,03 001 0,08
Cl1 EPI 0,02 0,01 0,03 0,01 003 002 0,02 002 002 002 001 004 002 0,01 002 002 004 001 0,02 005 0,02 001 0,02
D11 TYPI 0,02 0,03 0,03 0,00 004 0,03 0,02 004 0,04 004 0,04 003 004 0,01 003 0,02 003 002 0,02 0,03 0,03 001 0,06

Ell REVTRA 0,01 0,01 002 001 002 002 001 001 0,01 002 001 002 001 001 001 001 002 001 002 0,03 001 001 0,02
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E. coli K-12 Stamme
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A12  vioA 0,01 0,00 0,02 001 002 001 000 001 001 002 000 003 002 001 001 001 002 001 002 003 001 001 0,02
c12 211 0,00 0,02 0,04 006 006 003 003 003 002 002 003 005 004 004 003 003 004 002 009 003 003 001 0,05
E12 CABC 0,01 001 003 001 002 002 001 001 001 002 001 002 002 002 001 001 002 001 002 002 001 001 0,02
Al3 224 0,01 001 003 001 002 001 000 001 001 002 001 002 002 001 002 001 002 000 003 003 001 001 001
BI3 GALA 0,01 001 003 003 003 002 002 002 002 002 001 004 002 003 002 001 003 002 004 005 002 001 0,02
C13 REPRESS 0,01 001 002 000 001 001 000 001 001 001 001 002 002 001 001 001 002 000 002 003 001 001 0,01
D13 HEL 0,01 003 005 006 009 004 005 004 003 003 003 006 004 001 004 002 006 004 006 011 0,04 001 005
E13 914SPEC 0,01 005 0,08 008 007 004 002 006 005 004 005 003 004 003 001 002 004 002 006 003 005 001 0,07
HI3  maoA 0,06 [0;23" 0,08 [0,1970,22" 0,09 0,09 [0;26 10,26 0,140,28 0,17 10,251 0,05 0,06 0,09 [0;1270,13" 0,02 0,02 [0;24 0,06 [0,36"
Al17 16S rDNA normalisierte Positivkontrolle
B17 PAI 0,00 0,05 0,06 002 03" 0,07 007 006 005 003 006 009 008 001 006 003 009 007 0,08 0,09 0,02 0,08
C17 BI1134 0,02 002 003 000 007 003 003 002 003 003 002 002 004 002 003 002 004 0,02 0,09 0,04 0,01 0,04
D17 agaF 0,01 002 0,03 000 003 002 001 002 002 001 001 003 002 001 002 001 002 001 002 005 003 001 0,02
E17 Q 009 [0:101 0,08 0,01 [0:24T0ATTO2T0;12770,107 0.05 [0;10770;12770,107 0.01 [O1ET 0.04 [O;11T0,09770,10770,15770;127 0.02 [0,17]
DI8 P27 0,02 001 003 005 003 006 001 002 002 001 002 004 003 004 002 001 003 002 005 004 003 001 0,03
A19 2210/19 0,04 0,04 007 007 J0512" 0,05 007 004 006 003 004 007 006 002 0,07 003 006 005 0,08 [0:46" 0,06 001 0,07
B19 T3443 0,02 0,02 005 004 005 004 003 003 003 002 002 004 003 002 004 001 004 003 005 008 004 001 0,04
Cl19 SAMP5 0,00 0,01 0,02 000 004 0,02 002 001 002 001 001 007 002 004 003 002 002 001 002 005 002 001 0,01
D19 FLAG02 0,01 001 003 005 004 003 003 002 002 001 001 008 003 009 003 001 003 002 004 005 002 001 0,02
E19 pac 0,01 003 005 009 005 004 002 004 004 002 004 005 004 004 003 002 004 003 006 007 008 001 0,06
Gl gpt 0,05 0,09 0,02 0,04
H1  argF 0,08
G2 hsds
H2  glf
G3  araA
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H3  yffs 0,04 0,03 0,04 0,03 0,03 0,04 008 005 0,07 0,04 0,05
G4  mera 0,02 0,180,421 0,03 [0:36" 0,01
H4  int 0,02 003 003 006 0,03 0,06 10,03 0,04
G5  gplit 0,01 [0;19770,28 0,02 (05327 0,01 0,02 0,03
H5 nl0 0,02 002 001 003 003 002 0,02 0,03 0,02 003 005 002 002 0,02
G7  hpaB 0,01 0,02 001 003 002 002 002 001 003 001 004 006 002 002 0,02
H7 OXIDO 0,04 004 005 005 006 005 003 004 006 004 007 [0,20] 0,05 004 0,07
G8  hpaD 0,01 0,02 001 005 002 007 002 002 002 001 004 004 001 001 0,02
H8 ACOA 0,02 0,02 001 002 002 001 0,03 0,04 0,02
G9  fimH 0,03 0,07
H9 LON
GIl GS8 0,01 0,03 0,06 0,02 0,07 0,09 0,07
GI2 EPI2 0,01 002 004 005 003 002 001 001 004 003 002 002 004 002 002 001 003 002 004 003 003 001 0,04
G13 PUINV 0,02 002 003 003 003 002 002 002 002 002 002 003 004 002 002 001 002 002 005 004 002 001 003
G17 21.9 0,01 fOiI1" 0,03 000 002 0,02 003 0181 0,02 0,05 [01" 0,06 002 001 004 002 005 007 003 003 005 002 001
H17 1306 0,02 001 003 003 003 003 001 002 003 002 003 004 003 001 002 001 003 002 004 003 002 001 0,02
GI8 1310 0,00 002 003 003 006 002 003 003 003 002 002 005 003 002 003 002 003 002 006 005 003 001 0,02
h18  prk2 0,01 001 003 002 003 002 001 001 001 001 001 003 002 002 001 002 002 001 0,03 0,01 0,01 001
G19 fimH
H19 LON
A21 16S rDNA normalisierte Positivkontrolle
A22  pks left 0,02 003 004 004 001 003 000 002 002 002 002 005 003 002 002 002 003 002 003 003 002 001 0,02

A23  pks right 0,01 0,02 0,03 0,04 001 0,02 0,01 0,01 0,02 0,02 0,01 003 002 0,01 002 001 002 0,01 0,02 0,03 0,01 0,01 0,01

A24 pks ORF 6 0,04 0,08 0,08 0,07 001 0,03 0,00 006 005 004 0,07 0,09 0,07 007 0,04 005 006 0,06 0,04 006 0,05 0,02 0,06

A25 pksORF17 0,03 0,04 0,05 005 0,01 0,05 000 004 003 003 0,04 009 005 007 0,04 004 0,04 004 003 004 003 002 0,04
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E. coli K-12 Stamme

]

m .15 E‘ (=] - L ()] o < =) g

: 2z 5 253 8 g s 2 . % g 3 z 5t = 3 5 2

S % & 2 E € § & =z ¥ & 8 @ g £ Z E mw EE S 2 %2 Z

g 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 g8 8 g9 g & 8 g9 8z a3 8 9 9
P! Abkiirzung M w0 w0 M M M M0 0 M M w0 a0 M 0 w2 M e MR a0 M
A28 PAII 0,01 0,03 004 002 001 003 000 003 003 002 002 004 003 002 001 002 003 002 003 004 002 001 0,02
A29  fyua 0,04 007 005 004 004 005 001 005 005 003 005 007 006 003 004 004 005 004 003 005 004 003 0,05
A30 iroN 0,03 006 005 004 002 003 001 004 005 002 005 006 005 001 003 004 006 003 003 004 005 002 0,05
A3l sfa 0,01 0,02 003 001 001 001 000 001 002 002 001 003 002 001 002 001 002 001 002 003 001 001 001
A32 papA 0,01 0,01 003 0,00 001 001 000 001 001 001 000 002 001 001 001 00l 002 001 002 002 001 000 0,00
B21 sat 0,01 0,03 004 001 002 002 000 002 002 001 001 002 002 001 001 002 002 001 002 003 002 001 001
B22 ompT
B23 aerJ 0,01 002 002 002 001 001 001 001 002 001 001 003 002 001 002 002 002 001 002 003 001 001 001
B24 iir 0,01 001 003 001 001 001 000 001 001 001 001 002 002 001 001 001 002 001 002 003 001 001 001
B25 bma 0,03 008 004 007 001 001 000 008 001 005 008 002 008 001 003 005 004 003 002 002 006 002 0,06
B26 kpsil 0,01 0,01 003 000 001 001 000 000 001 001 000 002 001 001 001 00l 002 000 002 002 001 000 0,00
B27  kpslll 0,01 001 003 001 001 001 000 001 001 001 001 002 002 001 001 001 002 000 001 002 001 001 001
B29 focG 0,01 0,01 003 0,00 001 001 000 000 001 001 000 002 002 001 001 001 002 000 002 002 001 001 001
B30 cnf 0,01 001 002 000 001 001 000 001 001 001 000 002 001 001 001 001 002 001 002 002 001 000 0,00
C22  hlya 0,01 0,01 003 001 001 001 000 001 001 002 001 002 002 001 001 002 002 001 002 002 001 001 001
C23  six 0,01 0,01 003 001 001 002 000 001 001 001 001 002 002 001 001 001 002 001 002 003 001 001 001
C31  traT 0,01 0,02 0,03 [0,57] 0,01 [6;17" 0,00 [0,5170,35 0,01 001 003 002 0,01 [O;E270:30" 0,03 0,01 002 007 001 001 001
C32 eagg 0,01 001 002 001 001 001 000 001 001 001 000 002 002 001 001 002 002 001 002 002 001 000 001
D21 plys 0,02 0,03 000 005 003 0,02 0,03 002 002 002 001 002 004 002 002 003 001 007 005 002 002 0,02
D22 traE 0,08 0,01 0,05 0,997 0,01 [0;227 0,01 0,01 0,01 003 004 0,01 01270337 0,02 001 002 007 001 001 0,01
D23 cam 0,01 001 003 002 001 003 001 002 0,02 001 003 002 001 001 002 002 001 002 003 001 001 001
D24 bla 0,02 003 005 005 001 002 000 0,03 0,02 0,03 006 004 004 002 003 003 0,02 0,05 0,02 001 0,02
E21 bbb 0,03 005 003 007 002 005 002 005 009 002 003 006 004 005 003 003 003 0,02 0,04 0,02 001 001
E22 DMSO 0,01 0,00 003 0,00 001 001 000 001 001 001 000 002 001 001 001 001 002 000 002 003 001 000 0,00
D32 fimH 0,05 0,02 0,03
E32 LON
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Pathogene
E. coli K-12 Stimme E. coli C Stimme E. coli W Stamme E. coli B Stamme Stimme,
N =
2 B g = 2 = =
> g = @) M &8 =Y =S _ 2 ~
- = = = = = - % = E = S
ﬁ g ﬁ = = E ﬁ a 5 3 — — S N g
1 .. P : P =) ) : | = = w - - < <+ -8 < —
P° Abkirzung ¢ @ 4 4 O < < E B 5 o o @A QA @ @ O v o & =
Al 16S rDNA normalisierte Positivkontrolle
Bl ISI
Cl 182
DI 1S3
El  glF 0,01 002 004 001 002 001 001 004 001 002 0,02 0,05 0,02 0,05
B2 IS5 0,02 0,03 0,02 0,03 0,09 0,04 [0311 0,03 0,07 0,02
C2  ISL 0,01 0,03 0,04 0,04 0,05 0,02 0,08 0,02
A3 yi83 0,07 0,05
D3 IS4 0,05 0,06 0,07 0,05 0,04 0,08
E4 18150 0,02 002 0,03 0,06 0,06 (1,01
A7 16S rDNA normalisierte Positivkontrolle
B7 W84 0,01 0,01 0,02 0,02 004 003 001 003 002 002 003 001 002 0,02 0,04 0,03 0,07
C7 W86 0,02 0,02 0,04 F016° 0,04 020 001 004 003 002 004 002 002 0,02 0,04 0,02
D7 pcoD 0,01 0,02 0,02 0,01 002 004 001 003 003 002 004 004 002 0,02 0,08 0,03
E7 D 0,02 0,02 0,04 0,04 0,05 [0,101 0,03 006 007 004 007 003 003 0,04 0,04 0,04
A8  PRP 0,01 0,08 0,01 0,05 003 006 001 002 003 003 003 009 001 0,02 0,02 0,02
E8 310706 0,01 0,01 0,01 0,01 002 003 001 002 002 001 003 001 002 0,02 0,07
A9 CRT 0,02 005 0,08 0,05 007 007 002 004 007 002 005 005 005 0,02
E9  NIS 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 002 001 001 002 001 003 001 002 0,02 0,03
All 16S rDNA normalisierte Positivkontrolle
Bll 893HP 0,03 001 0,05 0,02 0,09 0,05 0,09 0,04 03161 0,02
Cll EPI 0,02 0,01 0,00 0,01 0,02 0,02 0,02 0,04 0,02 0,03
DIl TYPI 0,02 0,01 0,00 0,02 0,02 0,04 0,05 [0;1470,20"
Ell REVIRA 00l 0,00 001 0,01 0,03 0,01 0,04 0,02 0,03
A12  vioA 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,03 0,01 0,02
C12 21_1 0,01 0,02 0,07 0,02 0,10 0,03 0,04 0,07 [0;12]
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E. coli K-12 Stamme

E. coli C Stamme

E. coli W Stamme E. coli B Stimme

- E

2 2 : & 2 S
> g T O M g & g = =
& = = E X Z oy 2
s &g 2 2 g 5 2 S e

P'  Abkirzung & @ o 2 % = & 2 a 2 S

E12 CABC 0,01 001 0,01 001 003 0,02 0,01 0,02 0,02

Al3 224 0,01 0,00 0,01 0,01 0,02 0,02

BI13 GALA 001 001 0,02 0,01 0,06 0,02

C13 REPRESS 0,01 0,00 0,00 0,01 0,02 0,02

D13 HEL 0,04 0,02 0,04 0,03 0,04 0,04

E13 914SPEC 003 001 0,08 0,01 0,04 0,02

H13  maoA 01 0,08 0,00 0,01 002 0,01

Al17 16S rDNA normalisierte Positivkontrolle

B17 PAI 0,07 0,03 0,08

C17 B1134 0,02 001 001

D17 agaF 0,02 001 0,00

El7 Q 0,107 0,03 0,01

D18 P27 0,02 0,01 0,04 0,02 006 0,03 0,05 0,04 0,02

A19 2210/19 006 002 0,06 0,05 [0;15" 0,05 0,06 0,05 0,06 003 006 003 001 0,09

B19 T3443 0,03 001 0,04 0,02 006 0,03 0,03 0,03 0,04 002 004 002 001 0,04

Cl19 SAMP5 0,01 0,01 0,00 0,02 0,02 002 0,03 0,02 JOi 0,04 003 002 001 0,06

D19 FLAGO2 0,02 0,01 0,03 0,01 0,07 0,01 0,03 0,03 0,04 005 003 001 001 0,10

E19 pac 0,04 001 0,06 0,04 0,09 0,04 0,05 0,08 0,03

H1 argF 0,04

G2 hsds 0,03 0,03 0,04 0,03 0,02 0,04

H2  glf 0,01 002 0,03 0,01 001 002 001 001 001 001 003 001

G3  araA 051 042 051 _

H3  yffs 0,03 0,03 0,05 0,09 005 0,07 0,05 006 007 004 005 003 005 006 003 002 0,02

G4  mera 0,01 JO3B3Y 0,00 0,02 0,01 0,03 0,01 002 002 001 002 003 001 003 001 001 0,02

H4  int 0,02 002 0,02 0,04 0,04 004 0,02 003 005 0,02 003 002 003 003 002 002 0,09

Pathogene
Stamme,

0157:H7 EDL 933
0407

0,02
0,02
0,03
0,02
0,06
0,02
0,07

0,03
0,03
0,04
0,05
0,04

0,07

0,04
0,04
0,04
0,03

0,03
0,05
0,03

0,03
0,02
0,02
0,02

0,04 - 0,02

0,06 0,06
0,04 0,03
0,04 0,01

0,05

0,05 0,03
0,03 0,01 0,04

0,05 0,02 [0,237
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E. coli K-12 Stamme

Pathogene
E. coli C Stamme E. coli W Stamme E. coli B Stamme Stamme,
en
3 R
— 3 i
7 g & 9 B g
34 )] = Q > B ~
= S g & g e 2
SR s E 5 & ] 8 = = 5 o 2
D - : S = < 2 = = = = = s 5
M O < < 2 B 5 @o @m @ 4 @ @m O v © o =
0,01 0,02 0,01 0,00 0,01 001 001 001 001 001 003 000 001 001 0,03 001 0,03
0,01 0,03 0,01 0,03 0,01 0,04 0,03 0,02 0,02 0,03 0,02 0,100
0,01 0,04 0,02 0,07
0,05 0,05 0,05 0,05 0,09 0,06 0,04 0,701
0.02 05121 [0:2070;127 0.03 0,02 0.06

0,01

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,00

0,01

0,00
0,03
0,02
0,01
0,03
0,03
0,01

0,01
0,02

0,02 0,02
0,05 0,03

0,01

0,02
0,02
0,01

0,02 0,04
0,05 0,02
0,08 0,04
0,03 0,02

&
=
=
=
P'  Abkiirzung 4
G5  gplit 0,00
H5 tl0 0,01
G7  hpaB 0,01
H7  OXIDO 0,04
G8  hpaD 0,01
H8 ACOA 0,01
GY  fimH
H9 LON
Gl11 GS8 0,01
G12 EPI2 0,01
G13 PUINV 0,02
G17 21.9 0,03
H17 1306 0,01
G18 1310 0,02
h18  prk2 0,01
G19 fimH
H19 LON
A21 16S rDNA
A22  pks left 0,01
A23  pks right 0,01
A24 pksORF6 0,04
A25 pksORF17 0,04
A28 PAIIII 0,02
A29  fyua 0,03
A30 iroN 0,04
A31  sfa 0,01

0,01
0,01
0,03
0,03
0,01
0,02
0,01
0,01

0,00
0,01
0,00
0,00
0,00
0,03
0,02
0,00

0,01
0,06
0,04
0,03
0,01
0,04
0,04
0,01

0,03 0,04
0,07 .
0,06

0,04 0,05
0,03 0,04
0,05 [0;12"

0,03 0,08
0,02 0,03

0,01 0,02 0,03

0,03

0,03
0,01
0,06
0,03
0,02
0,05
0,04
0,01

0,02

0,04
0,02
0,03
0,06
0,03
0,03
0,03
0,02

0,04
0,03
0,07
0,06
0,03
0,06
0,05
0,02

0,01
0,01
0,04
0,03
0,02
0,03
0,03
0,01

0,02
0,03
0,02
0,07
0,04
0,05
0,06
0,02

0,01
0,01
0,04
0,03
0,02
0,04
0,05
0,01

0,02
0,01
0,05
0,05
0,02
0,04
0,03
0,01

0,04
0,04
0,07
0,06
0,04
0,04
0,04
0,03

0,02
0,01
0,04
0,03
0,01
0,03
0,02
0,00

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,02
0,01

0,01
0,04
0,01
0,06
0,03
0,08
0,02
0,02

0,04 0,02 0,05
0,03 0,04 0,02

0,05 [0,HT0,161

0,06 0,02 0,07
0,06 0,04 0,10
0,06 0,04 0,05
0,06 0,03 0,05
0,05 [0:2350,57]
0,06 0,03 0,06
0,05 0,01 0,03
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Pathogene
E. coli K-12 Stimme E. coli C Stamme E. coli W Stamme E. coli B Stamme Stamme,
en
- S 5
N =

2 B o - 2 5 S

> 2 = (&) ¥ 8 2 o i 2 ~
= 2 & = - = - = = = = S
4 a o S o e § 2B . ~ T~ h o =
P! Abkirzung 2 o 2 2 2 2 5 2 2 =2 £ =2 =2 3 3 53 & &
A32  papA 0,01 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 0,00 001 001 001 001 001 000 003 000 001 002 0,07 001 0,02
B2l sat 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,04 0,02 002 003 002 002 002 000 004 001 002 001 0,04 0,02 0,03
B22  ompT S 011 0,14 034 0,00 0,03 0,09 0,01 0,02 0,02 JORTNORTNOEN038Y 0,03 0,00 001 0,02 F0330 0,02 0,03
B23  aer] 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,01 0,02 002 001 001 002 002 003 000 001 0,02 0,03 0,02 0,03
B24 iir 0,01 0,00 0,00 0,01 0,01 0,02 0,01 001 002 001 001 001 001 003 000 001 0,02 0,04 0,01 0,02
B25 bma 0,01 0,02 0,00 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 001 001 001 001 001 003 001 001 0,04 0,03 0,01 o300
B26  kpsil 0,01 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,00 0,01 001 004 005 008 0,10 006 008 003 029 0,03 0,06 0,02
B27  kpslll 0,01 0,00 0,00 0,01 0,02 0,01 0,00 0,01 001 001 001 001 001 003 000 001 002 0,03 0,01 0,02
B29  focG 0,01 0,00 0,00 0,01 0,01 0,02 0,00 0,02 001 001 002 000 001 003 000 001 002 0,04 0,01 0,02
B30 cnf 0,01 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 001 001 001 001 001 003 000 001 002 0,03 0,01 0,02
C22  hlya 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02 002 001 002 001 001 003 001 001 0,04 0,01 0,02
C23  six 0,01 0,00 0,00 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02 002 001 002 001 001 003 000 001 0,03 0,02 0,02
C31  traT 0,01 0,01 0,00 0,01 [022171,07 0,01 0,02 0,02 001 002 001 001 003 001 001 003 0,06 0,04
C32  eagg 0,01 0,00 0,00 0,01 0,01 0,02 0,00 0,01 001 001 001 001 000 003 000 001 0,01 0,03 0,09 0,02
D21 plys 0,01 0,02 0,02 0,01 0,05 0,03 0,03 0,01 004 002 006 001 000 003 F028 0,01 0,01 0,00 0,01 0,05
D22  traE 0,01 0,01 0,01 0,01 034 1,17 0,01 0,02 003 001 002 001 001 003 001 001 0,03 0,05 [0,3170,92"
D23  cam 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,02 0,02 002 001 002 001 001 003 F2N 0,01 0,04 0,03 0,09 0,04
D24  bla 0,02 0,01 0,00 0,01 0,04 0,04 0,01 0,05 007 0,02 0,05 002 002 004 003 001 0,05 0,03 0,08
E21  btubb 0,03 0,02 0,02 0,02 0,03 0,07 0,02 0,06 005 002 007 001 004 005 001 001 0,04 0,03 0,06
E22 DMSO 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 001 001 001 000 001 002 000 001 0,03 0,03 0,01 0,01

E32 LON
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Pathogene Stiimme, Nissle 1917

uncharakterisierte Isolate (LGL, Dr. Busch)

L

s 3 g 3 :

o) A o S -] o

& = E 2 & =
1 .. N =) s = = »n -2
P' Abkirmung @ @A 2 2 C B 2 Z 1. 2 3 4 5 6 1 8 9 10
Al 16S rDNA normalisierte Positivkontrolle
Bl ISl
clr 1s2
DI 1S3
El  gltF 0,03 0,04 0,03 0,02 0,01
B2 IS5 0,09 0,05 . 0,09
Cc2  ISL 0,08 0,04 0,07
A3 yi83 0,05 0,06 0,09 0,02 0,03 0,02
D3 IS4 0,07
E4 18150 0,04 0,03 0,01 0,01 0,02 0,04 0,01
AT 16S rDNA normalisierte Positivkontrolle
B7  W824 0,08 0,01 002 0,02 0,04 001 004 004 002 001 003 001 004 0,01
C7  W826 0,06 0,03 0,02 0,02 F0:467| 0,02 [0,1670,39 0,09 0,01 0,06 0,02
D7 pcoD 0,07 0,02 0,02 0,02 0,04 0,03 0,05 004 002 002 0,03 0,05 0,02
E7  rilD 0,12 043 035 005 003 003 005 0,07 0,04 005 006 007 002 003 002 007 0,03
A8  PRP 0,03 0,08 007 002 004 002 0,02 0,07 0,08
E8 310706 0,05 0,02 0,02 0,01 0,05 0,03
A9 CRT 0,09 0,04 [0,247021"
E9  NIS 0,05 001 0,02 000 002 008 005 0,01

normalisierte Positivkontrolle

BIl 893HP 0,08 [0,33" 0,02 0,03 0,04 003 002 001 002 006 004 002
Cll EPI 0,01 0,05 0,04 0,01 0,03 001 001 001 002 001 007 002
DIl TYPI 0,04 0,02 0,04 0,04 002 001 000 002 000 004 0,03
Ell REVTRA 0,04 0,02 001 0,03 001 001 003 005 001 006 001
Al2  vioA 0,02 001 002 001 001 002 001 0,03 0,02 001 004 001 001 001 001 001 003 001
cl12 21_1 0,04 0,04 0,04 0,05 016" 0,02 0,02 017 0,02 0,05 0,107 0,03 0,02 0,00 0,07 002 005 0,03
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Pathogene Stamme, Nissle 1917 uncharakterisierte Isolate (LGL, Dr. Busch)

o~

g 2 o 3 2

® — = S ) o

& = = 2 8 7
1 . o~ A £ & = w4
P' Abkirmung @ F 2 2 © B 2 Z 1 2 3 4 5 6 1 8 9 10
El2 CABC 0,02 003 0,02 001 001 002 001 0,04 0,02 001 003 001 001 000 002 001 005 0,01
Al3 224 0,02 002 0,03 001 001 002 001 0,02 0,01 0,01 004 001 001 000 001 000 006 0,01
BI3 GALA 006 047 035 0,17 036 020 017 091 0,02 0,04 0,04 001 001 001 002 001 005 001
C13 REPRESS 005 002 003 001 001 001 002 0,02 0,02 0,01 004 001 001 003 005 000 003 0,02
D13 HEL 0,05 [0,5870,4970,52" 0,04 0,03 0,02. 0,07 003 0,04 001 002 002 004 0,02 016 0,02
E13 914SPEC 001 002 003 002 006 004 0,01 0,03 0,02 004 002 001 002 003 001 004 001
HI3  maoA 0,02 002 005 001 000 006 001 0,02 P01 0,01 0,05 003 0,02 006 0,05 [0;10] 0,06 0,05
Al17 16S rDNA normalisierte Positivkontrolle
B17 PAI 0,03 0,02 0,02 0,06 0,01 0,03 001 0,01 1 0,03 017" 0,09
Cl7 B1134 0,09 | 0,05 001 004 001 002 0,08 0,01 0,09 0,02
D17 agaF 0,09 001 003 001 002 005 009 008 007 0,01
El7 Q 0,04 .0,01 0,03 0,01 0,01 0,01
DI8 P27 _02 0,04 0,03 0,01 0,01 004 001 001 001 003 0,01 0,01
A19  2.210/19 0,05 0,09 0,05 002 0,02 004 007 005 0,04
B19 T3443 0,03 001 003 001 001 007 J0513] 0,02 0,06 0,02
C19 SAMP5 0,01 0,03 0,03 001 001 001 001 002 0,08 0,02 004 001 001 002 003 002 009 0,02
D19 FLAG02 JO30Y 0,09 0,02 003 003 001 0,03 0,01 004 001 001 001 003 0,01
E19 pac 0,01 0,02 003 005 004 0,02 0,05 0,01 0,08 0,04 0,03
Gl gpt 0,08
HI  argF 0,08 0,09 0,05 0,06 005 006 0,05
G2 hsds 0,02 0,05 0,02 004 003 002 001 001 001 005 002
H2  glf 0,05 0,06 004 001 001 001 001 0,02 0,02 001 002 001 001 000 001 000 003 0,01
G3  araA h 1047 027 0,14 045 0,14 027 0,12 032 006 011
H3  yffs 0,06 005 0,03 0,08 0,08 0,06 006 009 002 002 002 002 005 0,04
G4  mera 0,03 003 0,05 001 001 001 001 005 0,02 001 003 001 004 001 001 001 004 001
H4  int 0Z0M0%1N0E5" 0,03 0,01 0,02 0,04 J036N 0,04 004 005 007 0,02 001 003 001 004 003
G5  gplit 0,02 002 0,04 001 001 002 001 003 0,02 001 003 001 001 000 001 000 003 0,01

Fortsetzung nichste Seite

103



VIII. Anhang

Pathogene Stamme, Nissle 1917 uncharakterisierte Isolate (LGL, Dr. Busch)

< - =

& £ 2 = 3

=) @ - = IS i
P! Abkiirzung a = B Z f:’é Z 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
H5 tnl0 0,01 0,03 0
G7  hpaB 0,02 0,02
H7  OXIDO
G8  hpaD 0,09 0,08 0,01 0,01
H8 ACOA
G9  fimH
H9 LON
GI1 GS8 0,06 0,02 0,03 0,01 0,01 0,05 0,01
GI2 EPI2 0,02. 0,04 0,08 0,06 0,04 0,02 0,01 0,01 0,03 0,01
G13 PUINV 0,09 0,06 0,03 0,04 0,03 0,02 0,07 0,01 0,05 0,04
G17 21.9 0,06 0,05 0,05 0,01 0,04 0,01 0,01 0,02 0,04 0,02- 0,01
H17 1306 0,02 0,03 0,03 0,02 0,02 0,03 0,01 . 0,03 0,01 0,03 0,01 0,01 0,01 002 0,01 0,04 0,01
G18 1310 0,01 0,04 0,01 0,01 0,02 0,06 0,01
h18  prk2 0,01 0,05 0,04 0,01 0,02 0,01 0,01
G19 fimH 0,04 . 0,03 0,04
HI19 LON 0,06 0,03 0,08
A21 16S rDNA normalisierte Positivkontrolle
A22  pks left 0,06 0,04 0,03 0,05 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01 0,04 0,01

A23  pks right 0,04
A24 pksORF6 0,07
A25 pksORF 17 0,04

0,02 0,05 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 0,08 0,01
0,08 0,06 0,05 0,03 0,02 0,03 002 0,07 0,02
0,06 0,05 0,08 0,05 0,03 0,02 0,03 002 005 0,02

A28 PAIII 0,04 0,04r 0,03 [0;127 0,01 [0,117 0,01 005 0,02
A29  fyua 0,05 0,06 0,06 004 0,06 002 002 003 006 003
A30 iroN 0,05 0,06 0,06 006 003 0,02 024 0,02 0,02 004 002
A3l sfa 0,02 0,03 002 004 001 001 001 001 001 004 001
A32  papA 0,02 0,02 001 003 001 001 000 002 000 004 001
B21 sar 0,03 0,05 0,02 0,01 001 004 001 001 001 001 000 005 001
B22  ompT 104270211 0,04 [0;257 0,05 (0,17 0,13 0,01 0,10 0,07

Fortsetzung nichste Seite
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VIII. Anhang

Pathogene Stimme, Nissle 1917

L
: 3 z 2 2
® — s < ) o
> = E B ox %
1 .. N a =2 b3 [ %) 2
P! Abkirung @ @ @ & O & ¥ Z
B23  aer] 0,03 0,03 0,04 001 . 0,07 0,02
B24 tir 0,01 0,08 0,07 0,04 0,02
B25 bma 0,02 0,02 003 001 001 0,06
B26  kpsll 0,01 0,01 007 0,02
B27  kpslll 0,02 0,01 0,07 0,1
B29  focG 0,01 0,06 0,06 0,04 0,06 0,03
B30 cnf 0,01 0,01 0,01
C22  hlya 0,02 002 002 001 001 001 001 0,02
C23  stx 0,02 002 002 001 001 002 001 0,02
C31  traT 0,04 [0,4070,2570:43" 0,01 0,04 [0,68] 0,03
C32  eagg 001 0,02 003 001 001 008 001 0,02
D21 plys 0,04 0,08 005 003 003 002 004 0,08
D22  traE 0,02 [0;3870,200;,21" 0,01 0,09 [0;51] 0,03
D23  cam 0,02 0,02 003 001 001 001 001 0,04
D24  bla 0,06 004 0,06 002 002 002 003 0,09
E21  btubb 0,06 003 0,02 002 002 003 0,02 [0;10]
E22 DMSO 0,01 001 0,01 001 000 001 000 0,01
E32 LON

uncharakterisierte Isolate (LGL, Dr. Busch)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

10

0,03 0,01 0,07 0,01 0,04
0,02 0,01 0,01 0,00 0,03
0,10 0,04 0,01 0,07 0,04
0,01 0,01 0,01 0,00 0,03
0,02 0,01 0,01 0,01 0,04
0,02 0,01 0,01 0,00 0,04
0,02 0,01 0,01 0,00 0,04
0,02 0,01 003 0,01 0,01 0,01 0,04
0,02 0,01 003 0,01 0,01 0,01 0,04
[0;1870,14" 0,03 0,01 0,05 0,01 0,08
0,02 0,01 003 0,01 0,01 0,00 0,04
0,05 0,04 007 003 0,02 0,04 0,06
F0;12770,10° 0,04 001 0,06 008 0,06 001 012"
0,03 0,09 008 001 003 001 009 001 007
044 079 018 004 0,13 031 019 037 0,13
0,04 0,04 005 003 002 001 002 001 005
0,02 0,01 003 001 001 000 001 000 0,04

0,07 0,04

0,01
0,03
0,01
0,01
0,01
0,01

0,02
0,03
0,03
0,03
0,02
0,03

0,01
0,02
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,04
0,01
0,02

0,00
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,01
0,05
0,00
0,02

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,04
0,01
0,01
0,01
0,01
0,09
0,06

P! steht fiir die Position auf dem Chip (nach Abbildung 22A)
Alle Werte iiber 0,1 stehen fiir positive Hybridisierungssignale (grau hinterlegt)
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