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Einleitung

1 Einleitung

Aviare pathogene E. coli (APEC) verursachen unterschiedliche Krankheitsbilder, wovon alle
Wirtschaftsgeflliigelarten betroffen sind (Huhn, Pute, Ente und Gans) (179). Bei einer
Infektion erkranken die Tiere je nach Alter an Entziindungen von Luftsack, Herzbeutel,
Bauchfell, Eileiter, Bindegewebe, Auge, Hirnhauten, Gelenken, Knochenmark, Dottersack,
und nach einer Primérinfektion mit dem Turkey-Rhinotracheitis-Virus auch am sog. ,Swollen
Head Syndrome” (12, 58). Am bedeutendsten ist jedoch die Infektion des Respirationstraktes
bei 2 bis 12 Wochen alten Tieren, haufig gefolgt von einer perakut oder akut verlaufenden
Septikdmie, die sich durch eine hohe Morbiditdt und Letalitit auszeichnet. Die
Infektionskrankheit ist fur starke wirtschaftliche Verluste in der Gefligelindutrie
verantwortlich, da die Bekampfung des Erregers durch unterschiedliche Faktoren nach wie
vor erschwert ist. Eine erfolgreiche serotypenibergreifende Impfung ist bisher nicht
gelungen, da der Erreger keine Kreuzimmunitat hervorruft, sodass heutzutage
stallspezifische Vakzinen fast ausschlie3lich zum Einsatz kommen. Andererseits hat der
unsachgemafle Einsatz von Antibiotika vermehrt zu Multiresistenzen gefihrt und die
Therapie bei APEC-Ausbriichen erschwert.

Zahlreiche Untersuchungen konnten bisher viele Mechanismen Uber die Entstehung dieser
facettenreichen Infektionskrankheit erklaren, die unter Feldbedingungen ublicherweise mit
hoher Morbiditat und geringer Mortalitat verlauft (139). Einige Schritte in der Pathogenese
bleiben jedoch ungeklart und der Erklarungsbedarf ist enorm gestiegen, da Studien zur
Verwandtschaft zwischen extraintestinal pathogenen E. coli (EXPEC) keine eindeutige
Differenzierung der APEC zu anderen humanen pathogenen E. coli ergaben und somit der
potenzielle Zoonosecharakter des Erregers feststeht (124, 131).

Die Studie von Li et al. (2005) (102) trug dazu bei, Naheres Uber die Faktoren, die an der
Pathogenese der APEC-Infektionskrankheit beteiligt sind, zu erfahren. Hierflr wurden tber
2000 Mutanten eines hoch pathogenen Feldisolates, des Stammes IMT5155 durch
»Sighature-tagged Transposon Mutagenesis” (STM) kreiert und im Hihnerinfektionsmodell
geprift. Die Ergebnisse der Sequenzdatenanalyse der Transposoninsertionsstelle von Uber
20 attenuierten Mutanten mit Defekten in Genen aus unterschiedlichen Bereichen und mit
unbekannten Funktionen sind bereits dokumentiert (102).

Um die Sequenzanalyse der durch die STM zahlreich entstandenen Mutanten zu erleichtern,
wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Genbibliothek des Stammes IMT5155 konstruiert.
Weiterhin sollte eine weitere attenuierte STM-Mutante, M12A09, charakterisiert werden. Bei
dieser wurde, wie bei den bereits beschriebenen Mutanten angenommen, dass die zufallige
Insertion eines Transposons einen fir die Auspragung der APEC-Infektionskrankheit
essentiellen Genlocus inaktiviert hat. In dieser Arbeit sollte beschrieben werden, wie die
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Transposoninsertionsstelle bei M12A09 identifiziert und die Mutante geno- und phéanotypisch
mit unterschiedlichen Methoden néher charakterisiert wurde. Die Grundlage dafiir sollten
sowohl konventionelle als auch moderne molekular biologische Techniken bilden, die eine
Charakterisierung des Erregers in sowie ex vivo erlauben, um eventuelle Zusammenhange
zwischen diesen Bereichen aufzudecken. Die Arbeit soll zum besseren Verstandnis der
Pathogenese der APEC-Infektionskrankheit beitragen und mogliche Angriffspunkte bei der
Bekampfung der Erkrankung liefern.
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2 Schrifttum

2.1  Allgemeines zu Infektionen mit avidr pathogenen E. coli (APEC)

2.1.1 Symptome, Ubertragung und Prophylaxe

Infektionen mit aviar pathogenen E. coli (APEC) rufen einen Krankheitskomplex hervor, der
Uberwiegend bei Huhnern und Puten, aber auch bei anderem Gefligel beschrieben wird.
Damit assoziiert werden zahlreiche Erscheinungsbilder, wie Aerosacculitis, Pericarditis,
Perihepatitis, Peritonitis, Omphalitis, ,Swollen Head Syndrom® (SHS), Granulomatose,
Salpingitis, Synovitis, Cellulitis oder Septikémie u.a. (12). Am schwerwiegendsten verlauft die
Septikamie, die sich dann entwickeln kann, wenn die Erreger nach Infektion des Luftsackes,
vermutlich in den Gasaustauschregionen der Lunge, in die Blutbahn gelangen (143) und eine
systemische Infektion mit Ubergreifenden Entzindungen in den inneren Organen
hervorrufen.

Die Erregeriibertragung geschieht tiberwiegend aerogen Uber die Einatmung von mit Féazes
kontaminierten Staubpartikeln (32, 58) sowie hach dem Eindringen des Erregers durch die
verschmutzte Schale von Eiern (12). Priméarinfektionen mit Viren (Newcastle Disease Virus,
Infektiése Bronchitis Virus, Turkey Rhinotracheitis Virus) oder Mykoplasmen und schlechte
Haltungsbedingungen (hohe Ammoniakkonzentrationen in der Stallluft, Staub, ungeeignete
Luftfeuchtigkeit, schlechte Ventilation, hohe Haltungsdichte) begtinstigen den Ausbruch und
die Verbreitung der Infektionskrankheit (32, 196).

In der Wirtschaft verursachen Infektionen mit APEC hohe Verluste durch die mit der
Krankheit einhergehenden Produktions- und Leistungsabfélle, Tierkorperbeanstandungen
sowie hohe Morbiditats- und Mortalitatsraten (12, 58, 122). Am stérksten betroffen sind
Huhner, Puten und Enten im Alter zwischen 4 und 12 Wochen (93). Die Erkrankung des
Respirationstraktes  fuhrt bei 4-9 Wochen alten Tieren zu  verminderten
Wachstumszunahmen und gestorter Futterungseffizienz mit Mortalitatsraten von bis zu 20%
(32).

Mit APEC-Ausbriichen werden hauptsachlich die Serogruppen O1, O2 und O78 (14, 24, 152,
179) assoziiert, jedoch variieren diese Zuordnungen je nach Lokalisation, und viele der
isolierten Erreger lassen sich nur schwer oder gar nicht serotypisieren (12, 152, 153). Weder
Virulenz noch Schutz gegen diese Erkrankung korrelieren mit O- und K-Serum-Agglutininen
(71). Somit sind es hauptséachlich die klinischen sowie pathologischen Symptome einerseits,
sowie phano- und genotypische Merkmale des extraintestinal isolierten Erregers
andererseits, die zu einer ldentifizierung eines APEC fiihren (12, 29, 40).
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Zahlreiche Vakzinierungsversuche gegen aviér pathogene E. coli sind dokumentiert worden.
Allerdings wird Kreuzimmunitat Ublicherweise nicht unter E. coli Serotypen des Gefligels
beobachtet, ein Zustand, der die Entwicklung von effektiven Protektiva gegen die APEC-
Infektion deutlich erschwert (7, 28). Unter anderem wurden Impfstoffe mit E. coli-Bakterinen
als Grundlage (28) oder multivalente Pilusvakzinen (59) fur die subkutane Applikation
getestet. Diese gewahrleisteten einen Schutz gegen homologe Stdmme. In Puten konnte
eine Lebendvakzine nach intratrachealer oder intramuskularer Applikation im Gegensatz zu
hitze- oder formalininaktivierten Impfstoffen eine protektive Immunitat hervorrufen (7). Eine
patentierte Temperatur-sensitive Mutante von E. coli wurde genutzt, um Huhner erfolgreich
zu impfen, allerdings ist ihre Sicherheit unter Feldbedingungen wegen der hohen
Reversionsraten zweifelhaft (126). Derzeit kommen fast ausschliel3lich bestandsspezifische
Vakzinen zum Einsatz, da es kaum gute Alternativen auf dem Markt gibt.

In einer Studie von Kariyawasam et al. (2004) wurden drei isogene Deletionsmutanten des
hoch virulenten APEC-Stammes EC99 (078) mit Defekten in Genen des zentralen
Stoffwechsels (galE, purA, und aroA) und auf ihre Protektivitdt hin untersucht (84). Die
Ergebnisse weisen darauf hin, dass AgalE-, ApurA- und AaroA-Mutanten sicher sind und
eine moderate Immunitdt gegen APEC-Infektionen hervorrufen, allerdings ist der Schutz
serovarspezifisch. Immunisierungsversuche mit den zuckerbindenden Domanen der
Adhasine von Typ 1-Fimbrien, FimH156 und PapGll, riefen nach intramuskulérer Injektion
eine starke IgG-Immunantwort in Hilhnern hervor. Allerdings konnten nach einem Challenge
mit dem Wildtyp keine protektiven Eigenschaften registriert werden (190, 191).
Fusionsproteine des Serumresistenz-Proteins Iss werden derzeit nach ihrem Potenzial als
Vakzine untersucht, nachdem vorlaufige Studien darauf hindeuten, dass deren subkutane
Applikation die durch APEC hervorgerufenen Lasionen vermindert (106). Ein effektiver
Serotypen-Ubergreifender Schutz gegen APEC-Infektionen ist bisher jedoch nicht identifiziert
worden.

2.1.2 Virulenzmerkmale und Verwandtschaft mit anderen extraintestinal pathogenen E. coli
(ExPEC)

Seit den ersten Studien Uber Pathomechanismen von APEC in den 60er und 70er Jahren
(175, 177) haben viele Autoren mit neuen Erkenntnissen dazu beigetragen, das Verstandnis
Uber die Entstehung und Verbreitung dieser Krankheit zu erweitern. Moderne Molekulare
Techniken ermdglichten die Identifizierung von ganzen Genbereichen, die eine
Differenzierung zwischen dem Genom eines APEC und dem eines apathogenen
kommensalen E. coli ermdglichten. So flhrten Brown und Curtiss bereits 1996 eine
genomische Subtraktion zwischen dem APEC A7122 (O78:K80:H9) und dem E. coli K-12
Stamm A289 durch und identifizierten im pathogenen Stamm 12 virulenzassoziierte
Regionen (17). Stocki et al. (2002) verwendeten die Methode der ,Suppression Subtractive
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Hybridization* (SSH) und subtrahierten das Genom des apathogenen E. coli K12-Stammes
MG1655 von zwei APEC-Stammen (181). Sie fanden 62 Fragmente, die typisch flr die
aviaren Stdmme waren und konnten in einem Vergleich mit einer Stammsammlung 9 dieser
Fragmente den aviar pathogenen E. coli zuordnen. Zahlreiche Virulenzfaktoren, die zum
Auslésen der Krankheit beitragen, sind bisher erkannt und sowohl in als auch ex vivo
untersucht worden. Dazu zahlen Adhéasine, wie F- und P-Fimbrien, Curli und das
Temperatur-sensitive Hamagglutinin  (Tsh); Eisen-akquirierende Systeme, wie das
Enterobactin, das Aerobactin und das Yersiniabactin; Hamolysine, wie das HIyE und das
Tsh; Anti-Wirtsabwehrsysteme, wie das Iss-Protein; Lipopolysaccharide (LPS), die K1-
Kapsel und die Produktion von Colicin V; invasive Determinanten, wie das IbeA, sowie
mehrere Toxine (Hitzestabiles Toxin, Zyto-/Verotoxin, Flagellatoxin und vakuolisierendes-
autotransporter Toxin) (9, 15, 35, 37, 38, 56, 70, 112, 124, 129, 130, 144, 152, 185, 195,
199). Die Préasenz grol3er Konjugationsplasmide und der Gene (iss, tsh, cvaA/B, iutA, iroN,
und sitA, u.a.), die sie beherbergen, wird viel starker mit E. coli-lIsolaten, die aus krankem
Gefligel stammen, als mit solchen aus Fézes gesunder Tiere assoziiert (80, 81, 129, 130,
141, 152, 153, 158, 171). Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass ColV-Plasmide
aviaren und kommensalen E. coli Virulenz verleihen und in Féllen extraintestinaler,
menschlicher Krankheiten involviert sind (1, 37, 170, 171). Aktuell wird Uber Faktoren, die
maoglicherweise zur Virulenz der APEC beitragen, berichtet. Solche sind beispielsweise
afimbriale Plasmid-kodierte Adhasine; putative Regulatoren und Transporter, involviert in der
Akquirierung von unterschiedlichen Metallionen, wie yjjQ, sitABCD, mntH und feoB; bor,
welches in der Serumresistenz involviert sein konnte (101, 107, 152, 157, 159, 180). Die
Rolle dieser und langer bekannter Virulenzfaktoren in der Pathogenese der APEC-
Infektionen ist jedoch in manchen Fallen immer noch unklar und umstritten, und wiederum
nicht alle Schritte der Erkrankung lassen sich mit den bisher identifizierten Faktoren erklaren
(12, 32, 34, 40, 136). Ein definierter, eindeutiger Pathotyp, also ein bestimmter Satz von
Virulenzfaktoren, der eine Gruppe von Erregern mit der Eigenschaft der APEC Krankheit
auszuldsen assoziiert, konnte bis heute fur die aviar pathogenen E. coli nicht etabliert
werden (153).

Viele Serotypen unter den APEC kommen bei anderen extraintestinal pathogenen E. coli
(EXPEC) in Zusammenhang mit menschlichen Krankheiten vor, wie Neugeborenen-
Meningitis und Harnwegsinfektionen (77, 78, 152). Die Genome eines reprasentativen
APEC-Stammes APEC O1 (0O1:K1:H7, Acc. No. CP000468) und dreier humaner
uropathogener E. coli (UPEC) Stamme wurden in einer Studie miteinander verglichen, bei
der nur 4,5% des APEC-Genoms nicht in anderen EXPEC Stammen identifiziert werden
konnten. Die Anwendung des ,Multilocus Sequence Typing“ (MLST) zur phylogenetischen
Typisierung zeigte, dass manche humane ExPEC Genome mehr Ahnlichkeiten mit dem
APEC _O1-Stamm (O1:K1:H7) als mit anderen menschlichen EXPEC und apathogenen
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E. coli besalRen (79). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine genetische Grundlage
fur die Einteilung in wirts- oder syndromspezifische Pathotypen innerhalb der EXPEC-Gruppe
nicht vorhanden ist.

Die Verteilung bestimmter virulenzassoziierter Gene auf APEC, UPEC und
Neugeborenenmeningitis verursachende E. coli (NMEC) wurde analysiert, mit dem Ergebnis,
dass die meisten chromosomal lokalisierten Gene in allen Stammen weit verbreitet sind (41).
Gene, die auf dem ColV-Plasmid lokalisiert sind (tsh, iucD, iroN, cvi/cva, iss und traT)
zeigten bei APEC eine hdhere Pravalenz, wodurch eine Funktion als Donor von ColV-
virulenzassoziierten Faktoren flr andere EXPEC in Betracht kommt. Analysen Uber die
Zugehdrigkeit von EXPEC-Stammen zu O-Gruppen oder ihre Zuordnung zu den Gruppen der
E. coli Referenzstammsammlung (ECOR) fir die Einteilung in die als klonale
Populationsgruppen bezeichneten Gruppen A, B1, B2 und D, erlaubten keine klare
Unterscheidung zwischen diesen Pathotypen (124, 131). In diesen Studien, die die
Verwandtschaft von extraintestinalen pathogenen E. coli (EXPEC) untersuchen, wird
postuliert, dass Geflilgel moglicherweise als Ubertrager oder sogar als Reservoir fiir E. coli
dient, die in der Lage sind, Neugeborenenmeningitis und Harnwegsinfekte beim Menschen
hervorzurufen, wodurch der potenzielle Charakter eines Zoonoseerregers fir APEC in Frage
kommt .

2.2 Erreger-Wirt-Interaktion und Relevanz von sog. ,Housekeeping“-Genen fir die
Pathogenitat von Mikroorganismen

2.2.1 Einleitung

Krankheit ist nur ein Ergebnis der vielen mdglichen, wenn ein Mikro- und ein
Wirtsorganismus zusammengebracht werden. Erreger-Wirt-Interaktionen konnen von
Eliminierung des Erregers, Kolonisierung, Kommensalismus Uber den Zustand der Latenz
bis hin zum Tode des Wirtes reichen (21). Die Begriffe ,Virulenz* und ,Pathogenitat” sind
nicht eindeutig definiert. Friher sah man diese als intrinsische Eigenschaften an, obwohl sie
schon immer weder als unvariabel noch als absolut erkannt wurden. Bail und Rosenow
(1907) haben Anfang des 20.Jahrhunderts unabh&ngig voneinander die Theorie der
Aggressine und Viruline als mikrobielle Produkte aufgestellt, die dem Erreger die Besiedlung
des Wirtes erlauben. Rosenows Virulin war eine aus virulenten Pneumokokken extrahierte
Substanz, die avirulenten Pneumokokken virulente Eigenschaften verlieh, wenn sie mit
diesen vermischt wurde (156). Smith (1913) postulierte, dass Pathogene mit ,defensiven”
und ,offensiven” Funktionen ausgestattet sind, die sie von nicht-Pathogenen unterscheiden.
So sah er den Diphterie-Erreger als offensiv an, weil er die Mucosa des Wirtes schadigen
und sich so ausbreiten kann, wahrend Tuberkulose-Erreger primar defensiv sind und im
Wirtsgewebe persistieren (178). Zinsser (1914) klassifizierte Mikroorganismen etwas
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differenzierter in drei Gruppen: (i) pure Saprophyten, die sich nicht in lebenden Geweben
ansiedeln konnen; (ii) pure Parasiten, die sich leicht in normalen Wirten ansiedeln kdnnen
und (iii) Halb-Parasiten mit geringer Invasivitat, die nur unter gewissen Bedingungen eine
Infektion hervorrufen kdnnen (203). Ford (1927) definierte Virulenz als Infektisitat oder die
Fahigkeit eines Mikroorganismus sich innerhalb des Kdrpers zu vermehren und unterschied
sie von Toxizitat, die von toxischen Organismen hervorgeht (50). Die Terminologie wurde
noch komplexer, als man annahm, dass Virulenz abhangig von untereinander unabhéngigen
Variablen ist, wie Aggressivitat, Invasivitat, Infektivitéat, Toxigenitat und Kommunikabilitét
(193). Mitte des 20. Jahrhunderts war die Idee, dass Virulenz alleine vom Erreger ausgeht,
weitestgehend veraltet und man definierte Virulenz im Kontext zur Erreger-Wirt-Interaktion
neu (193). Hoeprich fuhrte 1983 den Begriff der Hypersensitivitat ein, die vom Wirt ausgeht
und ihn far manche Mikrooganismen empféanglich macht, womit er Virulenz mit der
Wirtsantwort in Verbindung brachte (68). Mit dem Fortschritt der Technologie konnten
molekulare Unterschiede zwischen pathogenen Mikroorganismen und Kommensalen
aufgedeckt werden, die ersteren die Ansiedlung im Wirt erlauben (47). 1988 erklarte Falkow
mit seinen ,molekularen Koch’schen Postulaten®, dass bakterielle Pathogenitat auf der
Existenz von Genen basiert, die fiir das Auslésen einer Krankheit verantwortlich sind (42).

Die Stabilitdt des mikrobiellen Genoms befindet sich standig unter dem Einfluss von
horizontalem Gentransfer, Rekombination und DNS-Schadigungen. Mechanismen fur eine
schnelle Variation des Genoms und dessen Adaptation sind Voraussetzungen fiur die
mikrobielle Fitness und das Uberleben in sich rasch verandernden Kompartimenten. Das
Verstandnis der mikrobiellen Pathogenitat, des horizontalen Gentransfers und der DNS-
Reparatur-Mechanismen erfordert daher eine interdisziplindre Herangehensweise von
Molekularbiologie, Genomik und bakterieller Physiologie, um die Balance zwischen zellularer
Fitness zum Uberleben und zur Krankheitsentstehung zu begreifen (186).

Unter Laborbedingungen lasst sich die komplexe Interaktion zwischen Mikroorganismen und
ihren Wirten nur begrenzt untersuchen. Es ist mdglich das Verhalten von Bakterien in
verschiedenen aus Lebewesen gewonnenen Medien wie Blut, Serum oder Zellen zu
analysieren, wie sie auf die Zufuhr von bestimmten Zusatzen oder auf Reize (Temperatur-,
pH-, Osmolaritdtsanderungen, etc.) reagieren und wie sie zum Beispiel in Makrophagen
eindringen und Uberleben (18, 52, 116, 119, 120, 133). Solche Untersuchungen haben in
grolem Mal3e dazu beigetragen, das Verstandnis der Virulenz von Mikroorganismen zu
erweitern. Einen genaueren Blick in die Prozesse, die wahrend einer Infektion stattfinden und
die Dynamik einer Krankheit determinieren, unter Berlcksichtigung der Erreger-Wirt
Interaktion, erlaubt jedoch nur das Tiermodell als selektives Medium oder als Surrogat dafir
die Zellkultur (26, 43). Vor einigen Jahren wurden diese Medien dazu benutzt, die Interaktion
zwischen Wirt und Krankheitserreger durch makro- und mikroskopische Veranderungen zu
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untersuchen. Mittlerweile ist es mdglich, die Genexpression von Mikroorganismen wahrend
der Infektion von Tieren oder Zellen qualitativ und quantitativ zu analysieren. Damit sind
ganz neue Ebenen in der Analyse der Pathogenitat eines Erregers einsehbar geworden.

Die Fahigkeit eines Pathogens, eine Krankheit in einem Wirt hervorzurufen, also seine
Pathogenitat, hangt von der Fitness und Virulenz desselben ab, wobei mit Fithess der Grad
der Anpassung an einen von auflen gegebenen Zustand gemeint ist. Mikrobielle
Pathogenitat lasst sich als Eigenschaft definieren, die die Ausbreitung und Persistenz in
Nischen des Wirtsorganismus ermdoglicht, die fir Kommensale unzuganglich sind (43). Nach
dem Eindringen in einen Wirtsorganismus missen durch Fitness zahlreiche Barrieren, in
erster Linie das Immunsystem, Uberschritten werden, und der mikrobielle Stoffwechsel an
unterschiedliche Kompartimente angepasst werden, damit ein Erreger seine Virulenz, also
sein Potenzial Morbiditat oder gar Mortalitdt auszulésen, austiben kann. Fitness und Virulenz
interagieren in einer komplexen Weise miteinander, sind aber nicht unbedingt miteinander
verknUpft. Virulenzfaktoren, die dem Bakterium die Adhasion an Zellen und deren Invasion
ermdglichen, kdénnen zu dessen Fitness beitragen; auf der anderen Seite muss ein
Bakterium seinen Stoffwechselbedarf decken kdnnen, damit die Auspragung von Virulenz
zustande kommit.

Seit der Entwicklung von Techniken, die das Verhalten von pathogenen Mikroorganismen
in vivo charakterisieren, wird deutlich, dass nicht nur Virulenzfaktoren per se, sondern auch
solche, die den Erreger-Stoffwechsel (sog. ,Housekeeping“-Gene) koordinieren, fiur die
Auspragung ihrer Pathogenitat erforderlich sind. Somit ist Pathogenitat multifaktorieller Natur
und dadurch komplexer als lange Zeit angenommen.

2.2.2 Molekulare Techniken fir den Nachweis von essentiellen Genen fir Virulenz, Vitalitat
und Fitness von Mikroorganismen

2.2.2.1 IVET/RIVET und DFI

Die ,/n Vivo Expression Technology” (IVET) basiert auf dem Prinzip einer Promotorfalle und
dient dazu, Gene zu detektieren, die in vivo im Gegensatz zu in vitro-Labormedien eine
erhbhte Expression zeigen. Das System besteht aus zwei Komponenten: (i) einerseits aus
dem Erreger von Interesse, der einen Defekt in einem fir das Wachstum in einem
bestimmten Medium essentiellen Gen [essential growth factor (egf)] tragt, und andererseits
(i) aus einem Plasmid, welches die Promotorfalle beherbergt, die aus dem an ein
Reportergen gekoppelten egf-Gen besteht (147). Bakterielle DNS wird nach dem
Zufallsprinzip in diese Promotorfalle kloniert und in das Chromosom des egf-mutierten
Stammes integriert. Promotoren, die dann speziell wahrend eines Infektionsversuches
aktiviert werden, konnen durch die Expression des egf-Gens identifiziert werden, was zu
einer Komplementierung der Mutante und somit zu deren Vermehrung im untersuchten
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Medium fuhrt. Durch Vermehrung ausgezeichnete Mikroorganismen werden anschliel3end
reisoliert und auf die Expression des Reportergens unter Laborbedingungen utberprift. Die
ersten IVET-Ansatze benutzten zu diesem Zweck auxotrophe und antibiotische
Selektionsmarkergene (109, 134) (Abb. 1).

Partiell _
verdaute In IWVET Wektor klonieren;
DNS auf Apurd Stamm

ba oriR6K

()
./

I-> ." N X Iy

W/ ApurA

EBakterielles Chromosom

l Integration

bla + :
= =X . ApurA

£

Poolwvon chromosomalen Genfusionen
l In den \Wirtsorganismus einfihren

Abb. 1. Schematische Darstellung der IVET Methode mit auxotropher (Purin-) Selektion unter
Benutzung des lacZ als Reportergen, modifiziert (109).

Eine andere Methode, die auch nach dem Prinzip der Promotorfalle funktioniert, ist die
,Differential Fluorescence Induction* (DFI). DFI dient zur schnellen ldentifizierung von
bakteriellen Genen mit unterschiedlicher Genexpression in  unterschiedlichen
Gewebskompartimenten des Wirtes. Das griine Fluoreszenz-Protein (GFP) der Quallenart
Aequoriae victoria wird als Selektionsmarker im ,Fluorescence Activated Cell Sorter”
(FACS), einem Zellsortiergerat verwendet. Das gfp-Gen wird in eine Promotor-Genbank
eines Pathogens stromabwaérts (downstream) des Promotors platziert. So kdnnen Klone, die
eine aktive Genfusion beherbergen, von solchen, die kein GFP exprimieren, in Tiermodellen
oder nach der Infektion von Zellen getrennt werden. Durch sequentielles Aussortieren von
Zellen in in vivo- und in vitro-Ansétzen erhalt man jene Bakterien, die ausschlie3lich in vivo
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fluoreszieren. Urspringlich wurde DFI fur die Isolierung von saureinduzierbaren Genen in S.
enterica Serovar Typhimurium benutzt (187).

Resolvase-IVET (RIVET) benutzt genetische Rekombination als Marker-Aktivitat und
bendtigt die Uberpriifung von im Wirt induzierten Promotoren, nachdem Bakterien aus dem
Gewebe des Wirtes reisoliert worden sind. Der Vorteil liegt hier darin, dass im Gegensatz zu
IVET auch vortbergehend oder schwach aktivierte Promotoren detektiert werden kénnen
(20).

Ziel dieser Techniken ist es, sowohl Virulenzgene, als auch Gene, die fir das Wachstum in
Wirtsgeweben noétig sind, zu identifizieren. Solche Gene konnen z. B. als Ziele bei der
Entwicklung von Antiinfektiva hilfreich sein (109, 172, 173).

Heithoff et al. (1997) fuhrten eine Studie mit dieser Technik bei Salmonella Typhimurium
durch (65). Sie fanden Uber 100 Gene, die eine Rolle in der Auspragung der Virulenz dieses
Bakteriums in vivo spielen, wie im Mausemodell untersucht,. Bei Betrachtung der in vivo-
Induktionsprofile konnten folgende Schlussfolgerungen gezogen werden: (i) viele in vivo-
induzierte Gene dienen als Regulatoren, die die Sensitivitdt und Starke der in vivo-Antwort
verstarken; (ii) viele metabolische Gene sind direkt an der Virulenz beteiligt; (iii) einige in vivo
induzierte Gene kodieren Funktionen, die denen von weit evolvierten pro- und
eukaryontischen Pathogenen &ahneln; und schlie3lich (iv) stellt die Umgebung im Wirt ein
kompliziertes Medium dar, in dem ein Pathogen mit einer koordinierten Expression von
Genen mit metabolischer und virulenter Funktion reagiert. In einer Studie mit
Klebsiella pneumoniae fand man 20 in vivo induzierte (ivi) Gene, von denen 5 bereits als
Virulenzfaktoren bekannt sind, wéahrend weitere 5 mit charakterisierten Funktionen in der
Regulation und dem Transport von Na&hrstoffen, Biosynthese von Isoprenoiden und
Proteinfaltung involviert sind. Weiteren 10 Sequenzen konnte keine bekannte Funktion
zugeordnet werden (95).

Smith et al. (2001) applizierten IVET bei S. suis, dem Erreger von Meningitis, Septikamie,
Arthritis und plétzlichem Tod in jungen Schweinen. lhr Ziel war herauszufinden, welche Gene
unter Eisen-limitierenden Konditionen in vitro und nach experimenteller Infektion von Ferkeln
exprimiert werden. Zu diesem Zweck haben sie chromosomale DNS-Fragmente von S. suis
in Plasmide vor ein promotorloses Erythromycin-Gen kloniert. AnschlieRend benutzten sie
diese Genbank fir die Selektion von Bakterien, bei denen die Erythromycin-Resistenz unter
Eisen-limitierenden Bedingungen aktiviert wurde. Zusatzlich wurden Bakterien selektiert, die
nach der Infektion von Ferkeln unter Erythromycin-Behandlung reisoliert werden konnten
(174). Interessanterweise waren 4 der in vitro isolierten Gene identisch mit 4 Genen der aus
den Ferkeln gewonnenen Bakterien, die in die Produktion von Kapsel, oxidativer
Stressantwort und putativen Transportern involviert sind. Auch hier konnte bestétigt werden,
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dass die Expression von manchen Genen in vivo von Eisen reguliert wird, da die meisten
Bakterien Eisen fur ihr Wachstum bendtigen und dieses Metallion nicht in hohen
Konzentrationen im Wirt frei zur Verfigung steht (137). Es ist bereits bekannt, dass
Mikroorganismen, insbesondere Pathogene, eine Vielzahl von Eisen-akquirierenden
Mechanismen besitzen, um Eisen aus ihrer Umgebung zu erhalten, da die durchschnittliche
Eisenkonzentration im Wirt 10°-fach geringer als fiir das bakterielle Wachstum nétig ist (194).

2222 STM

Die von Hensel et al. 1995 konzipierte ,Signature Tagged Mutagenese” ist ein System,
welches nach dem Prinzip der negativen Selektion attenuierte Mutanten nach deren
Passagierung im Wirt detektiert (66). Ein virulenter Wildtypstamm wird durch zufallige
Insertionen eines Transposons mutagenisiert und eine Vielzahl von Mutanten wird dabei
generiert. Diese tragen eine Antibiotikumresistenz und einen ,tag" (kurze Nukleotidsequenz)
an das Transposon gekoppelt und lassen sich somit eindeutig voneinander differenzieren
und identifizieren. Durch gleichzeitige Inokulation von Mutantenpools und Wildtyp werden
deutlich weniger Tiere gebraucht als im eine-Mutante-ein-Tier-Modell. Mittels DNS-DNS-
Hybridisierung wird abschlieRend ein Vergleich zwischen inokulierter und aus den Organen
der Versuchstiere reisolierter DNS der Mutanten gezogen. Ein fehlendes Signal im Output-
Pool dient als Hinweis auf eine Insertion des Transposons in einem Gen, welches fir die
Auspragung der Virulenz des Mikroorganismus direkt oder indirekt essentiell ist (Abb. 2).
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Abb. 2. Schematische Darstellung der STM, modifiziert (100).
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Ein Nachteil dieser Technik ist, dass in vitro essentielle Gene von vornherein aussortiert
werden, da solche Mutationen in der Regel zu einem Wachstumsdefekt filhren. Solche Gene
werden von IVET/RIVET und DFI detektiert.

Seit Mitte der 90er Jahre sind eine Vielzahl an pathogenen Mikroorganismen, darunter
Bakterien, Viren und Pilze mit der STM analysiert worden. Polissi et al. (1998) untersuchten
einen der wichtigsten Erreger von Pneumonien beim Menschen, S. pneumoniae, in
Mauseinfektionsmodellen fur Pneumonie und Septikdmie und fanden 126 Gene, die
virulenzassoziiert sind (142). Diese wurden nach ihrer Funktion klassifiziert, wobei unter den
Genen mit bekannter Funktion solche mit einer Rolle im Stoffwechsel des Bakteriums die
groflite Gruppe bildeten. Die Mehrheit der Mutanten mit defekten Genen des Stoffwechsels,
Transport und der DNS-Modifizierung zeigten in beiden Infektionsmodellen eine
Attenuierung. Ihre Ergebnisse zeigen die multifaktorielle Natur der Virulenz dieses Erregers
und, dass zusatzlich zu den fur bestimmte Schritte in der Pathogenese nétigen Genen, auch
solche erforderlich sind, die es dem Bakterium ermdglichen, sich an die unterschiedlichen
Kompartimente des Wirtsorganismus zu adaptieren, darin zu wachsen und sich zu
vermehren.

Eine vergleichende Studie mit Pasteurella multocida im Mause- und Huhnerinfektionsmodell
ergab, dass 5 von 15 STM-Mutanten in beiden Infektionsmodellen attenuiert waren (63).
Darunter befand sich zum Beispiel eine Mutante mit einem Defekt in der Purin-Biosynthese.
Erstaunlicherweise handelte es sich bei den restlichen 10 Genen nicht nur um Virulenzgene,
von denen man vermuten konnte, dass sie wirtsspezifisch seien, sondern auch um strikte
.Housekeeping“-Gene, wie das pyrF, welches in der Biosynthese der Pyrimidine involviert ist.
Diese pyrFMutante war nur im Huhnerinfektionsmodell attenuiert, vermutlich weil im
Mauseorganismus ausreichende Substrate fur die Pyrimidinsynthese zur Verfiigung stehen.
Dieses Beispiel verdeutlicht, dass die Essentialitit eines Gens, hier des pyrF Gens, in
Zusammenhang mit der Verfligbarkeit von Substraten, in diesem Fall Orotidin-5’-Phosphat,
im Wirtsorganismus steht.

Eine an Proteus mirabilis durchgefiihrte STM ergab eine Reihe von Mutanten mit Defekten in
Genen des bakteriellen Stoffwechsels mit Attenuierungen unterschiedlichen Grades (19). All
diese Mutanten wurden unter néahrstoffarmen Wachstumsbedingungen Kkultiviert, um zu
untersuchen, ob diese Gene moglicherweise eine (ber ihre metabolische Funktion
hinausreichende Rolle in der Virulenz spielen oder deshalb essentiell sind, weil der Erreger
auf nahrstofflimitierende Wachstumsbedingungen im Wirt trifft. Eine Mutante mit einem
Defekt in der Serin-Biosynthese (serC-Gen) zeigte keinerlei Beeintrachtigung des
Wachstums in Minimalmedium A, war aber im Tierversuch attenuiert. Eine zusatzliche
Funktion wahrend der Zellteilung wird vermutet, da dies bereits fur Salmonella enterica serC-
Mutanten beschrieben worden ist (125). Eine weitere Mutante in dieser Studie wies eine
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Transposon-Insertion in aroG auf, ein Gen, welches die 3-Deoxy-d-Arabinoheptulosonat-7-
Phosphat (DAHP)-Synthase kodiert, ein Enzym der Aminosaurebiosynthese. Es gibt drei
Isoenzyme fur DAHP-Synthasen, AroF, AroG, und AroH, die auf niedrige Konzentrationen an
Tyrosin, Phenylalanin und Tryptophan entsprechend reagieren, wobei sie in
unterschiedlichem MalRe zur Gesamtaktivitit an DAHP beitragen. 80% dieser Aktivitat
werden von AroG erfillt, wahrend AroF und AroH 20, bzw. 1% (bernehmen. Bei der
Wachstumsanalyse der aroG-Mutante in Minimalmedium zeigte diese ein normales
Wachstum, was darauf hindeutet, dass die anderen Isoenzyme ihre Aktivitdt erhéhen und
den Mangel an AroG vollkommen kompensieren kdnnen. Dies war allerdings in vivo nicht der
Fall, wo die Mutante durch eine signifikante Attenuierung im Kompetitionstest gegen den
Wildtypstamm Wachstums auffiel. Die Anpassung der Genexpression an das
Wachstumsmedium scheint in vivo von Mechanismen beeinflusst zu sein, die in vitro nicht
imitierbar sind.

2.2.2.3 GAMBIT

Genomische Sequenzierprojekte sind bereits an einer Vielzahl von Mikroorganismen
durchgefuhrt worden und deren Ergebnisse stehen in offentlichen Datenbanken zur
Verfugung. Diese Informationen bieten die Mdoglichkeit der funktionellen Analyse des
Genoms und eine Vergleichsbasis fir Organismen, die noch nicht sequenziert worden sind.

Akerley et al. konzipierten 1998 die Methode GAMBIT, die diese Vorteile zur gezielten
Mutagenese von bestimmten genomischen Regionen ausnutzt und beschrieben sie anhand
des Beispiels an Haemophilus influenzae und S. pneumoniae. Mit GAMBIT (Genomic
Analysis and Mapping By Invitro Transposition) ist es moglich mittels PCR, in vitro
Transposon Mutagenese, Transformation und Ermittlung des genetischen Fingerabdrucks an
der Transposoninsertionsstelle essentielle Gene zu identifizieren bzw. deren Essentialitat in
vivo zu Uberprifen (4).

Im Wesentlichen lasst sich die Methode in drei Hauptschritte teilen. Zunachst werden
chromosomale DNS oder groBe PCR Produkte eines Pathogens mit einem Transposon
in vitro mutagenisiert und anschlieBend durch Transformation und Rekombination in das
Genom reintegriert. AbschlieBend erfolgen die Selektion von Rekombinanten mit einer
Antibiotikumsresistenz in Selektivmedien (definiertes Medium oder Tiermodell) und die
Analyse der mutierten Genbereiche (Abb. 3).
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Abb. 3. Schematische Darstellung von GAMBIT modifiziert nach Akerley et al. (4).

Mit dieser Methode analysierten Akerley etal. (1998) 5 genomische Bereiche von
H. influenzae und zwei von S. pneumoniae. Sie identifizierten Gene, die fur bereits als
essentiell geltende Enzyme fir die Vitalitdt anderer Mikroorganismen kodieren, wie die
Thymilidat-Kinase (150) und Phosphatidylglycerol:Prolipoprotein-Diacylglyceryl-Transferase
von E. coli, und bestatigten somit ihre Essentialitdt auch fir S. pneumoniae (53). In einer
anderen Studie konnte mit dieser Methode die Relevanz von Prolyl-, Isoleucyl- und Aspartyl-
tRNS-Synthetase, Enzyme des Aminosaurehaushalts, fir die Vitalitat von Vibrio cholerae
bestétigt werden (83). Wong et al. (2000) verglichen drei putativ essentielle Gene von
H. influenzae mit den Homologen in Pseudomonas aeruginosa und konnten bestétigen, dass
eines dieser Gene auch fir die Vitalitat von P. aeruginosa unentbehrlich ist, aber nicht fir
E. coli (197). Die Essentialitdit mancher Gene und deren Produkte variiert von Spezies zu
Spezies, vermutlich auch weil sie unterschiedliche Funktionen erfillen.

2.2.2.4 \VIAT

Die in vivo induzierte Antigen Technologie (IVIAT) wurde erstmals von Handfield et al. (1999)
beschrieben. Urspriinglich wurde diese Methode in der Humanmedizin bei dem Erreger der
juvenilen Periodontitis Actinobacillus actinomycetemcomitans angewandt. Nach Anzucht des
Pathogens in Labormedien werden ganze Zellen und Proteinextrakte mit Seren von
rekonvaleszenten Patienten inkubiert und die entstandenen Antigen-Antikorperkomplexe
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eliminiert. Die im Serum verbleibenden Antikérper werden im darauf folgenden Schritt mit
einer genomischen Expressions-Genbank hybridisiert, um speziell invivo exprimierte
Antigene zu detektieren (61) (Abb. 4).

Hang et al. (2003) adsorbierten die gepoolten Seren von 10 an Cholera erkrankten Patienten
mit einer Labor-Kultur von ElI Tor Vibrio cholerae O1. AnschlieRend wurden die
aufgereinigten Seren mit einer induzierbaren Expressions-Genbank dieses Stammes
hybridisiert (62). Sie isolierten 38 positive Klone, die Gene enthielten, die u. a. Pili,
Zellmembran Proteine, Chemotaxis- und Motilitats-Proteine, ein Quorum sensing-Protein und
vier hypothetische Proteine kodieren. RIVET und STM wurden bereits an diesem Erreger
durchgefiihrt, mit dem Nachteil, dass sie Tiermodelle benutzten, welche méglicherweise die
Identifizierung von Genen, die einzig im nattrlichen Wirt Mensch exprimiert werden, nicht
erlauben.
2y Anreicherung von Ak, die spexifisch
1y Herstellung einer gegen Ag gerichtet sind, die wahrend
Expressionsgenbank der Infekiion produziert werden

YAY L e 3

J— ™ Gepoolte Seren won Patienten <=
— > Y =
/!
/

DMS-Fragmente s /Keim ¥on Interesse
Protein-Expressionsvektor Mehrere Adsorptions- In vifro anzlchten
/ schritte mit ganzen Zellen
und Zelllysaten
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Fragments und Trans-

formation von £ coli 3) Hybridisierung der Expressionsgenbank Y Y ‘? —

' o Y
(o o) « Y
\g Angereicherte Adsorbierte Ak
\ [ 1 A-Ak sliminiersan

} 4) Klone identifizieren,
{ die IVIA-Ak binden

v

Plasmide isolieren

v

Inserts sequenzieren

v

5) Spezifitat fir in vivo Expression bestatigen

Abb. 4. Schematische Darstellung von IVIAT, modifiziert (154). Die funf Hauptschritte des Systems
werden hervorgehoben.

Eine an Vibrio vulnificus, dem opportunistischen Erreger von Septikdmie bei
immunsupprimierten Menschen durchgefiihrte Studie identifizierte 12 in vivo exprimierte
Gene, von denen zwei in der Synthese von Purinen (purH) und Pyrimidinen (pyrH) involviert
sind (89). Die Konstruktion von purH- und pyrH-Deletionsmutanten und deren Uberpriifung in
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HeLa Zellen und Mauseinfektionsmodellen bestatigte, dass diese Gene stark
virulenzassoziiert sind. In einem IVIAT-Versuch mit dem humanpathogenen Erreger von
Diarrhoe und Hamolytisch Ur&mischem Syndrom (HUS) E. coli O157:H7 konnten 223 in vivo
exprimierte Gene isoliert werden, von denen Uber die Halfte (53%) in der Biosynthese und im
Stoffwechsel des Erregers involviert sind (76).

2.2.25 SCOTS

Diese Technik fangt transkribierte Sequenzen auf, indem denaturierte und biotinylierte
chromosomale DNS aus Laborkulturen mit der aus einem Infektionsversuch gewonnenen
cDNS (umgesetzte mMRNS in DNS) eines Erregers hybridisiert wird. AnschlieRend werden die
Hybride an Streptavidin-beschichtete magnetische Beads gekoppelt und somit die in vivo
erzeugten Transkripte des Pathogens aufgefangen. Die mittels SCOTS erhaltene cDNS
kann anschlieBend auch quantitativ mittels Microarray oder gPCR analysiert werden. Die
Methode detektiert im Gegensatz zur STM Gene, die in vivo Uberexprimiert werden, woraus
aber der Riickschluss nicht resultiert, dass sie unbedingt essentiell fir das Uberleben des
Erregers sind. Somit ergénzen sich beide Methoden in dieser Hinsicht.

Ursprunglich wurde die Methode von Clark-Curtiss (1997) fir die Anwendung an
Mycobacterium tuberculosis beschrieben (57). In einer Studie am opportunistischen Erreger
von Lungenentziindung in immunsupprimierten Menschen, Mycobacterium avium, wurden
54 cDNS-Molekile isoliert, die 46 Gene reprasentieren, die wahrend der Infektion von
humanen Makrophagen zu verschiedenen Zeitpunkten exprimiert werden (69). Diese stellen
Enzyme vieler biosynthetischer Pfade (Pyrimidine, Mycobactin und Polyketide) des
intermediaren Stoffwechsels, Energiestoffwechsels (Tricarbonsdurezyklus) und Stickstoff-
Stoffwechsels, und Gene, die Regulator- und hypothetische Proteine kodieren, dar.

Eine an Actinobacillus pleuropneumoniae durchgefiihrte SCOTS-Studie identifizierte 46
in vivo Uberexprimierte Gene, von denen 22 den bakteriellen Stoffwechsel koordinieren (11).
Streptococcus suis ruft bei Schweinen unter anderem Meningitiden hervor und ist bereits als
Zoonoseerreger anerkannt (105). Mit SCOTS erhielt man fur diesen Erreger 28 Gene, die
speziell wahrend der Interaktion mit porzinen mikrovaskularen Gehirnendothelzellen
exprimiert werden (48). Die Mehrheit dieser Gene sind ,Housekeeping“-Gene und keine
Virulenzgene im engeren Sinne. Faucher et al. (2006) untersuchten das Transkriptom von
Salmonella Typhi, dem Erreger des Typhus, innerhalb von menschlichen Makrophagen mit
SCOTS und anschlieRender quantitativer Analyse zu drei verschiedenen Zeitpunkten der
Infektion (45). Sie fanden ca. 300 Gene, die zu jedem Zeitpunkt hochreguliert waren, von
denen aber nur 117 gleichbleibend lUberexprimiert wurden. Diese Ergebnisse signalisieren,
dass die Uberexpression mancher Gene nur zu definierten Zeitpunkten der Internalisierung
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stattfindet und spiegeln die Relevanz der Koordination von Neukombinationen in der
Genexpression wahrend der Erreger-Wirt Interaktion wider.

2.2.3 Rolle von ,Housekeeping“-Genen fir die Auspragung der APEC-Infektion beim
Geflugel

Im Jahr 2003 applizierten Dozois et al. (36) die Technik SCOTS (Selective Capture of
Transcribed  Sequences) auf den APEC-Stamm x7122 (O78:K80:H9), um
pathogenspezifische (nicht-E. coli-spezifische) cDNS aufzufangen und machten so einen
wichtigen Schritt in der Charakterisierung der Erreger-Wirt-Interaktion. Nach der Infektion
von Hiuhnern wurde aus den Geweben des Pericards und der Luftsdcke RNS isoliert.
Pathogenspezifische Transkripte beinhalteten Gene involviert in Adhasion, Eisentransport,
Lipopolysaccharid (LPS)-Synthese, Plasmidreplikation und Konjugation, und schlief3lich
Genprodukte mit unbekannter Funktion. Nach der Anreicherung und trotz dreifacher
Blockierung fiir die Isolierung pathogenspezifischer Sequenzen stellte sich heraus, dass ein
Drittel der Transkripte sowohl im APEC- als auch im E. coli K12-Genom prasent sind. Diese
stellen konservierte Gene des Stoffwechsels (Folsaure-, Aminosaure-, Nukleinséure-, LPS-
Synthese), Zellwachstums, der Stressantwort oder Regulation und Gene von unbekannter
Funktion dar. Da sich mit Hilfe von SCOTS pathogenspezifische von nicht
pathogenspezifischen Transkripten trennen lassen, dies aber in diesem Fall nicht méglich
war, liegt die Vermutung nahe, dass solche konservierten Gene in vivo wahrend der Infektion
in hohen Mengen exprimiert werden und von grof3er Relevanz fir die bakterielle Fitness
und/oder deren volle Virulenz sind.

Li et al. konnten im Jahr 2005 mit Hilfe der ,Signature tagged Mutagenese® (STM) in einem
eigens flr diese Studie etablierten Huhnerinfektionsmodell 28 Gene identifizieren, die fur die
Entstehung der APEC-Infektion in Hiihnern nétig sind (102). Fir diesen Versuch wurde der
hoch pathogene APEC-Stamm IMT5155 (02:K1:H5) durch zuféllige Insertionen des
Minitransposons mini-Tn5km2 (Tn) mutagenisiert. Diese Mutanten wurden in Pools in 5
Wochen alte Huhner intratracheal inokuliert und nach 48 und 72 h aus den Milzen der Tiere
reisoliert. Mittels DNS-DNS-Hybridisierung wurden die DNS der inokulierten (input) Mutanten
und die der reisolierten (output) miteinander verglichen. Mutanten mit schwachem oder gar
keinem Output-Signal wurden anschlieend einem in vivo-Kompetitionstest unterzogen.
Hierfiir sind jeweils 1 x 10® CFU aus Kulturen der einzelnen Mutanten und des Wildtyps
zusammen in Hadhner inokuliert worden, um die Kompetitionsfahigkeit um Nahrstoffe der
Stamme zu Uberprifen. Mutanten, die, nach diesem ersten Filtern zu urteilen, eine
Attenuierung erfahren hatten, wurden fir weitere Analysen ausgesucht. Mittels arbitrary PCR
und anschlieBender Sequenzdatenanalyse der PCR-Produkte fand man 28 Gene, die in der
Produktion von Lipopolysacchariden (LPS, waaW und waal) und extrazellularen
Polysacchariden (wcak, kpsM und kpsS) involviert sind, zwei Gene, die am Eisentransport
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beteiligt sind (sitB und chuA), einige membranassoziierte und periplasmatische Proteine
(sbmA, mppA, narK) sowie metabolische Enzyme [tktA, carP und pyrD (Daten hier erstmals
publiziert)], die im Vitaminstoffwechsel eine indirekte Rolle spielen, und putative Proteine mit
unbekannter Funktion.

Diese Studien weisen auf die Vielféaltigkeit von virulenzassoziierten Genen und die starke
Prasenz von ,Housekeeping“-Genen innerhalb dieser Gruppe von Faktoren hin, die fir das
Ausldsen der APEC-Infektion beim Gefliigel erforderlich sind.

2.3 De novo Biosynthese der Pyrimidine und die essentielle Rolle der daran
beteiligten Gene in der Virulenz von Mikroorganismen

2.3.1 Allgemeines

Purine und Pyrimidine sind Bestandteile der Ribonukleotide, die wiederum an fast allen
biochemischen Reaktionen beteiligt sind. Nukleotide sind Vorlaufer von DNS und RNS und
dienen sowohl als Stoffwechsel-Regulatoren (cAMP) als auch als Teil aktivierter
Zwischenstufen in anabolischen Prozessen, wie in der Glykogen-Biosynthese (123). Adenin-
Nukleotide, insbesondere ATP, spielen im mikrobiellen Stoffwechsel eine herausragende
Rolle. AulRerdem sind sie Bestandteil von Coenzymen, wie NAD(H), FAD und CoA.

Phosphoribosylpyrophosphat (PRPP) kommt als Zwischenprodukt in mindestens
10 enzymatischen Reaktionen in E. coli vor, darunter auch die Purin- und Pyrimidin-
Nukleotidbiosynthese. Wahrend der exponentiellen Wachstumsphase von E. coli in Glucose-
Minimalmedium werden 80% des vorhandenen PRPP in die Nukleotidbiosynthese investiert.
Die Synthese von PRPP wird von der PRPP-Synthase katalysiert und von ADP allosterisch
inhibiert (182).

Pyrimidine kdnnen neu oder aus der Wiederverwertung von Nukleotiden, Nukleosiden und
Nukleobasen Uber den sog. ,salvage” Pathway synthetisiert werden. Die de novo Synthese
der Pyrimidine umfasst sechs Schritte zur Synthese von Uridin-Monophosphat (UMP), dem
Vorlaufermolekl aller Pyrimidine, und ist in nahezu allen untersuchten Spezies vorhanden,
mit Ausnahme von einigen Parasiten, wie Giardia lamblia (104) und Trichomonas vaginalis
(67). In E. coli und Salmonella Typhimurium sind die Gene der Pyrimidin-Biosynthese
ubiquitar auf dem Chromosom verteilt und werden einzeln Uber unterschiedliche
Mechanismen reguliert, wahrend in Bacillus subtilis die pyr-Gene in einer 12 kb grof3en
chromosomalen Region als einziges Operon gruppiert sind und als polycystronische mRNS
transkribiert werden (22, 60, 88, 145). Die Organisation der pyr Gene von Bacillus subtilis
ahnelt dadurch eher der von Tieren oder Hefen, bei denen zwar weniger Gene an der

18



Schrifttum

Pyrimidin-Biosynthese beteiligt sind, dafir deren enzymatische Komplexitat viel héher ist.
Hier bilden sich sog. Cluster-Gene, die multifunktionelle Enzyme kodieren (30).

Die Vorlaufer der de novo Biosynthese der Pyrimidine sind Carbamoylphosphat, Aspartat
und PRPP. Glutamin und HCO?® bilden die Ausgangsstoffe, aus denen Carbamoylphosphat
von dem Enzym Carbamolyphosphat-Synthetase (CPSase EC 6.3.5.5) synthetisiert wird.
Danach geschieht die Verschmelzung von Aspartat und Carbamoylphosphat, katalysiert
durch das Enzym Aspartat-Transcarbamoylase (ATCase EC 2.1.3.2). Das resultierende
Carbamoylaspartat wird vom Enzym Dihydroorotase (DHOase EC 3.5.2.3) zyklisiert,
wodurch 4,5 Dihydroorotat entsteht. Die Oxidation durch die Dihydroorotat-Dehydrogenase
(DHODH EC 1.3.3.1) fuhrt zu Orotat, welches von der Orotat-Phosphoribosyltransferase
(OPRTase EC 2.4.2.10) an PRPP gebunden wird. Das entstandene Orotidinmonophosphat
wird von Orotidin-5’-Phosphat-Decarboxylase (EC 4.1.1.23) decarboxyliert und daraus
resultiert Uritidin-Monophosphat (UMP). UMP dient als Ausgangsmolekll flr weitere
Pyrimidin-Nukleotide, wie UDP, UDP-Glucose, UTP, CTP und deren Derivate (Abb. 5).

Die  allosterische  Regulation der  Pyrimidin-Biosynthese von  E.coli und
Salmonella Typhimurium geschieht an drei Stellen: (i) die CPSase wird von UMP inhibiert
und von Ornithin stimuliert; (ii) die ACTase wird vom Endprodukt der Biosynthese, CTP,
inhibiert; und (iii) die CTP- Synthetase wird in vivo von UTP stimuliert und von hohen
Konzentrationen an CTP inhibiert (127).

Dieser Pfad ist universell in allen bisher untersuchten Eu- und Prokaryonten, jedoch sind die
Herkunft des Carbamoylphosphats fir die Pyrimidinsynthese, die Regulation und die
Zusammensetzung der Gene, die die Enzyme fur die Biosynthese kodieren, unterschiedlich
(123). In Bakterien kodieren acht unterschiedliche Gene (carAB, pyrBl, pyrC-pyrF) sechs
unabhangige Enzyme. Dabei kommt der Carbamoylphosphat-Synthetase (von carAB
kodiert) eine besondere Bedeutung zu, da ab dem Schritt zwei unterschiedliche
Biosynthesepfade  eingeschlagen  werden  kdnnen: die  Arginin- oder die
Pyrimidinbiosynthese. Das Expressionsprofil von carAB reflektiert die Schlusselrolle und
doppelte Funktion der CPSase, da ihre Transkription von Arginin-, Pyrimidin- und Purin-
abhangigen Mechanismen inhibiert wird (31). Makoff und Radford (1978) klassifizierten
Mikroorganismen nach deren enzymatischer Organisation in drei Klassen:
(i) Mikroorganismen, die eine Carbamoylphosphat-Synthetase (CPSase) besitzen, die den
gesamten Pool an Pyrimidinen und Arginin liefert, wie E. coli und Salmonella Typhimurium;
(i) solche, die getrennte Enzyme fur die Synthese von Pyrimidinen und Arginin besitzen, wie
Bacillus subtilis; und (iii) schlie3lich gibt es gram positive Bakterien, wie Lactobacillus und
Enterococcus spp., die gar kein Enzym besitzen, einen essentiellen Bedarf an Arginin haben
und Carbamoylphosphat aus dem Abbau von Arginin oder Citrullin beziehen (111).
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Abb. 5. Enzymatischer Ablauf der de novo Biosynthese der Pyrimidine. Der universelle Weg umfasst
sechs Schritte bis zur Synthese von UMP, dem Vorlaufer aller Pyrimidine, aus http://metacyc.org.

2.3.2 Essentielle Rolle der einzelnen Gene der de novo Biosynthese der Pyrimidine

Durch Mutation des carAB-Operons in Salmonella Typhimurium erhielt man bereits
attenuierte Mutanten mit einer protektiven Wirkung in Mausen, wobei der Attenuierungsgrad
und die Uberexpression des intakten Operons in vivo, anhand von IVET ermittelt, als Folge
der niedrigen Verfigbarkeit an Pyrimidinen im Wirt interpretiert wird (46, 109). Kwaga et al.
(1994) konstruierten eine carAB Tranposon-Deletionsmutante EC751 vom virulenten APEC-
Stamm EC317 (O1) und verifizierten ihren Attenuierungsgrad und ihre Stabilitdt im
Eintagskiken-Modell von Lafont et al. (94) und in sieben Wochen alten Puten (92). Sie
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verabreichten Suspensionen mit 5 x 102 CFU an vier Wochen alte Puten iiber den oralen
Applikationsweg. Zwei Wochen nach der Immunisierung sensibilisierten sie die Puten mit
dem hamorrhagischen Enteritis-Virus A (HEV-A) und eine Woche darauf fihrten sie einen
Challenge Uber den intratrachealen Applikationsweg mit dem Wildtypstamm durch. Sie
konnten nachweisen, dass die Tiere durch Immunisierung mit den lebenden auxotrophen
carAB Mutanten vor einer Infektion mit dem Wildtyp-Stamm geschitzt wurden.

Toxoplasma gondii, ein ubiquitarer Parasit, der angeborene Missbildungen und die todliche
Toxoplasma-Enzephalitis verursacht, besitzt einen intakten Enzymsatz fir die de novo
Biosynthese von Pyrimidinen, kann aber nur begrenzt Uber den ,salvage* Pathway
Pyrimidine synthetisieren. Eine weitere Besonderheit ist, dass dieser Parasit zu den
Organismen mit zwei Carbamoylphosphat-Synthetasen (CPSI und CPSII) gehort. In einem
Versuch haben Wissenschaftler die CPSIlI von T. gondii mutagenisiert und auxotrophe
Mutanten erhalten, die in Abwesenheit von Uracil Zellen zwar penetrieren, sich aber darin
nicht mehr vermehren kénnen (51). Die Mutanten wurden im letalen Toxoplasmose-
Mausemodell getestet. Tiere, die 10%-10" Trachyzoiten intraperitoneal appliziert bekamen,
lebten nach 12 Monaten ohne Anzeichen einer persistierenden Infektion, wahrend
10 Parasiten des Wildtypstammen im selben Modell zum Tod der Méause bereits in ca. 9
Tagen fuhrten. Weiterhin konnte mit den auxotrophen Mutanten eine belastbare Langzeit-
Immunitat in Mausen induziert werden.

Listeria monocytogenes ist ein Pathogen, welches sich im Zytosol von eukaryontischen
Zellen vermehrt (108) und Meningitis, Meningoenzephalitis oder Septikédmie in
immunsupprimierten Menschen und Tieren hervorruft. In einer Studie von Klarsfeld et al.
(1994) wurde eine Genbank von Tn917-/lac Mutanten eines L. monocytogenes Stammes
nach lacZ-Genfusionen mit einer hoheren Expression in einer Makrophagen-ahnlichen
Zelllinie im Vergleich zu néhrstoffreichem Medium untersucht (91). Von den funf Genen mit
einer 100-fachen Induktion in Zellen waren drei (purH, purD und pyrE) in der Nukleotid-
Biosynthese involviert, entsprechend der hohen Ahnlichkeiten der Ergebnisse der
Sequenzdatenanalyse mit den Datenbanken anderer sequenzierter Bakterien und
Wachstumsanalysen in supplementiertem Minimalmedium. Die entsprechenden Mutanten
waren nicht in ihrem intrazellularen Wachstum, ihrer Ausbreitung von Zelle zu Zelle oder in
ihrer Virulenz in M&ausen beeintrachtigt. Dies konnte darin begrindet sein, dass die
zytosolische Konzentration an Nukleotiden in der makrophagenéhnlichen Zelllinie und im
Wirt ausreichend fur die Vermehrung von diesem Erreger ist oder dass L. monocytogenes
Uber andere Mechanismen verfugt, um ihren Nukleotidbedarf zu decken.

Thymin-auxotrophe Mutanten von Legionella pneumophila vermehren sich nicht innerhalb
der Vakuolen in menschlichen Monozyten (121), und S. Typhimurium carAB-Mutanten sind
stark attenuiert, wobei das carAB-Operon invivo stark Uberexprimiert wird (109).
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Shigella flexnerii Thymin-auxotrophe Mutanten wiederum sind stark attenuiert und in ihrem
intrazellularen  Wachstum  inhibiert  (132), wahrend Transposon-Mutanten von
Francisella tularensis mit Insertionen in carA oder pyrD keine phanotypischen
Veranderungen beziglich Internalisierung und Replikation in Makrophagen aufweisen (110),
sodass unterschiedliche Pathogene scheinbar verschiedene Wachstumsanforderungen
sogar im selben Kompartiment zeigen.

In einem IVIAT-Ansatz an Vibrio vulnificus konnte eine pyrH-Insertionsmutante isoliert
werden, die im Mauseinfektionsmodell attenuiert war (89). pyrH kodiert die UMP-Kinase, die
die Phosphorylierung von UMP zu UDP Kkatalysiert (127). Das Gen gehért zu den
konserviertesten in allen bisher untersuchten bakteriellen Genomen und besitzt keinen
Gegenpart im eukaryontischen Genom (16), eine gute Vorraussetzung fur die Entwicklung
von antimikrobiellen Therapeutika. Die UMP-Kinase dient als Sensor fur den vorhandenen
Pyrimidin-Spiegel im Wachstumsmedium und reguliert direkt den Pyrimidin-spezifischen
CarP1 Promotor der Carbamoylphosphat-Synthetase (kodiert vom carAB-Operon) in den
ersten Stufen der de novo Pyrimidin-Synthese (88). In einer Folgestudie wurde die Funktion
von pyrH wahrend infektioser Prozesse weiter charakterisiert (97). Da die Mutation des pyrH
sich als letal fur V. wvulnificus erwies, wurden gezielt Aminosdurereste des Gens
mutagenisiert. Arg-62 and Asp-77, beide in die Substratbindung von UMP involviert, wurden
auf Grund vergleichender Analysen mit dem pyrH von E. coli dafir ausgewahlt. Die
zytotoxische Wirkung auf HelLa-Zellen und die LDs, in Mausen der entstandenen Mutante
wurden Uberprift mit dem Ergebnis, dass, verglichen mit dem Wildtyp, die Zytotoxizitat auf
unter 40% herabgesetzt und die LDsq 26-fach erhéht war, obwohl verifiziert werden konnte,
dass der Stamm trotz Mutation in der Lage war, in den Blutkreislauf der Versuchstiere zu
gelangen. Der Wildtyp-Stamm scheint eine unempfindlichere Replikation in Mausen zu
haben. Die Ergebnisse zeigen, dass diese Mutante fir die Herstellung einer Lebendvakzine
geeignet ist, da sie invasiv genug ist, eine protektive Immunitat hervorzurufen, und eine
kontrollierte Replikation im Wirt besitzt.

Der attenuierende Effekt von Mutationen in Genen des Purin- und Pyrimidin-Haushalts
wurde bereits auch fur pathogene Pilze, wie Cryptococcus neoformans (140, 151) und
Candida albicans (44, 90, 167) beschrieben. Der Pilz Histoplasma capsulatum ist der Erreger
der Histoplasmose, einer Infektionskrankheit von Menschen, Hunden und Katzen, bei der
vorwiegend die Lunge befallen wird. In einer Studie wurden UV- und gezielte Mutagenese
des URA5-Gens von H. capsulatum durchgefihrt, welches bei niederen Eukaryonten analog
zum pyrE—=Gen in Prokaryonten, die Orotat-Phosphoribosyltransferase (OPRTase) kodiert
(149). Die Fahigkeit der entstandenen Mutanten murine Makrophagen-ahnliche, humane
monozytare Zelllinien und Mause zu infizieren, wurde analysiert. Es zeigte sich, dass das
URAS5-Gen essentiell fur die Virulenz von H. capsulatum sowohl in beiden Zelllinien als auch
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im Mauseinfektionsmodell ist, und, dass entweder die Wiedereinfihrung des URA5 per
Transformation oder die exogene Zufuhr von Uracil wahrend des Zellversuches nétig sind,
um die volle Virulenz wiederherzustellen.
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Versuchstiere und embryonierte Hihnereier

3 Versuchstiere und embryonierte Hihnereier

3.1 SPF-Huhner und embryonierte SPF-Hihnereier

Fur die Tierversuche wurden 5 Wochen alte SPF-Hihner der Rasse White Leghorn von der
Firma Lohmann Tierzucht GmbH aus Cuxhaven, Deutschland bezogen.

Alle Experimente wurden an weiblichen Tieren unter der Genehmigung fir Versuche an
lebenden Wirbeltieren mit dem Aktenzeichen G 0212/01 durchgefihrt.

Fur den Huhnerembryonen-Letalitatstest (,Chicken Embryo Lethality Assay“) wurden
embryonierte SPF-Hlhnereier ebenfalls von der Fa. Lohmann Tierzucht GmbH bezogen. Es
handelte sich hierbei um hochstens eine Woche alte, befruchtete, in der Form und
Schalenbeschaffenheit homogene Eier aus einer einzigen Charge.
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4 Material

4.1 Verwendete Bakterienstamme und Plasmide

Die verwendeten Bakterienstamme und Plasmide sind in Tab. 1 aufgelistet. Der untersuchte
Stamm M12A09 ist eine mittels ,Signature Tagged Transposon Mutagenesis‘ (STM)
generierte Mutante des avidr pathogenen E. coli Wildtyp-Stammes IMT5155 (100). Dieses
APEC-Feldisolat wurde im Jahr 2001 aus den inneren Organen einer 4 Wochen alten
Legehenne in Cuxhaven, Deutschland gewonnen, die klinische Symptome und typische
Organlasionen der APEC-Infektionskrankheit zeigte. Es ist beweglich, gehdrt dem Serotyp
02:K1:H5 an und tragt nach Ergebnissen von DNS-DNS-Hybridisierung und PCR die
Virulenzgene fyuA, irp2, tsh, fimC, iss, iucD, vat, traT, cvi/cva, ompA, chuA, ibeA, sitD, gimB
und JjroN. Weiterhin zahlt dieser Stamm zu den reprasentativsten klonalen Linien in
Deutschland (38). Mit der STM, bei der speziell gekennzeichnete DNS-Sequenzen an einen
Mutagenese-Vektor (mini-Tn5Km2) gekoppelt werden, ist der zuvor im Infektionsversuch
ausgewahlte, hoch virulente APEC-Stamm IMT5155 durch zuféllige Transposoninsertionen
mutagenisiert worden (102). Die auf diese Weise in grof3en Mengen hergestellten
Zufallsmutanten tragen einen einzigartigen ,signature-tag“ (kurze Nukleotidsequenz),
gekoppelt an das Minitransposon-Tn5Km2 als Erkennungsmerkmal an der Mutationsstelle.

Dadurch sind sie eindeutig identifizierbar und von anderen Mutanten differenzierbar.

Stamm/Plasmid

Relevante Eigenschaften

APEC IMT5155Nal’ (102)

02 :K1:H5; fyuA, irp2, tsh, iucD, fimC, iss, ompA, vat, traT,
cvi/eva, chuA, ibeA, sitD, gimB, iroN

APEC IMT5155::pACYC184

APEC IMT5155Nal" transformiert mit dem Plasmid
pACYC184; Tc"Cm'

APEC IMT5155::pCR2.1-TOPO®

APEC IMT5155Nal’ transformiert mit pCR2.1-TOPO®

APEC IMT 5104

O8:H-; crlA, mat, ompA

M12A09*

STM-generierte Mutante vom Stamm IMT5155Nal’ mit Tn-
Insertion im Gen pyrD

M12A09::pCR2.1-TOPO®

M12A09 transformiert mit pCR2.1—TOPO®

M12A09::pCR2.1-
TOPO®(pyrDKlonl)

M12A09 transformiert mit pCR2.1—TOPO®:pyrDKIon1

M12A09::pCR2.1-
TOPO®(pyrDKlon2)

M12A09 transformiert mit pCR2.1—TOPO®:pyrDKIon2

M12A09::pACYC184

M12A09 transformiert mit pACYC184

M12A09::pACYC184(pyrDKlon2)

M212A09 transformiert mit pACYC184:pyrDKlon2

E. coli DH5a?

F®80dlacZ A(lacZYA-argF)U169 recAlendAl
hsdR17(rkmg+)SupE44 A- thi-1 gyrA relAl

E. coli K12 MG1655°

OR:H48:K-; F- lambda- ilvG- rfb-50 rph-1
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Stamm/Plasmid Relevante Eigenschaften

UPEC CFT073* 06:K2:H1; menschlicher Erreger von Pyelonephritis, Cystitis
und UTIs (urinary tract infections)

pUC185 High-copy Klonierungsvektor (Amp', ColE1-ori)

pCR2.1-TOPO®® High-copy Klonierungsvektor mit Polylinker im /acZ, pUC und
f1 Ori (Amp', Kan")

pCR2.1-TOPO®(pyrDKlonl) pCR2.1-TOPO® mit pyrDKlon1-Insert

pCR2.1—TOPO®(pyrDKIon2) pCR2.1-TOPO® mit pyrDKlon2-Insert

pACYC184’ Low-copy Klonierungsvektor (Tc', Cm', rep:p15A)

pACYC184:(pyrDKlon2) PACYC184 mit pyrDKlon2 Insert

Tab. 1. Verwendete Bakterienstamme und Plasmide und deren relevanten Eigenschaften,
Bezugsquellen und GenBank Accession numbers:

Lvon G. Li generierte STM-Mutante (102), Untersuchungsdaten hier erstmals publiziert;

% Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) Nr. 6897;

® Acc. No. U00096;

* Acc. No. AE014075;

®DSMZ Nr. 3424;

® Invitrogen GmbH, Karlsruhe;

" DSMZ Nr. 4439,

Nach Etablierung eines geeigneten Huhner-Infektionsmodells fir den Stamm IMT5155
wurde jeweils ein Tier mit einem Pool von 96 verschiedenen Mutanten infiziert, um in vivo zu
prufen, ob eine Mutante eine vitalititsmindernde Veradnderung durch die Tn-Insertion
erfahren hatte (100, 102). Hat eine solche Attenuierung stattgefunden, ist die entsprechende
Mutante im Tier nicht mehr lebensfahig und konnte somit nach Abschluss des
Infektionsversuches nicht mehr aus den Organen des Huhns isoliert werden. Dieser Effekt
wurde mittels vergleichender DNS-DNS-Hybridisierung mit ,signature tag“-DNS-Sonden fir
die einzelnen Mutanten zwischen dem Input- und dem Output-Pool uberprift (100, 102).
Nach dieser ersten Uberpriifung wurde mit potenziell attenuierten Kandidaten ein in vivo-
Kompetitionstest durchgefuhrt. Vier Huhner im Alter von 5 Wochen wurden mit ca.
1 x 108 CFU einer Bakteriensuspension aus Wildtyp und Mutante im Verhaltnis 1:1
intratracheal infiziert und 48 h spéater euthanasiert. Die Milz, Nieren, Herz, Leber und Lungen
wurden entnommen, gewogen, homogenisiert und auf Selektivmedien ausgestrichen, um die
Keimzahl der einzelnen Stdmme zu bestimmen. AbschlieRend wurde ein Kompetitionsindex
durch Division des Output-Verhaltnisses (Mutante/Wildtyp) durch das Input-Verhaltnis
(Mutante/Wildtyp) kalkuliert (100, 102). Eine Verdrangung der Mutante durch den Wildtyp um
das 10-fache galt dabei als leichte, eine um das 100-fache als moderate und eine um mehr
als das 100-fache als starke Attenuierung. Auf Grund dieser Ergebnisse wurden Mutanten
fur weitere Untersuchungen ausgesucht, die eine Schwéche gegeniber dem Wildtyp
besitzen (100, 102).
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Nach diesem Prinzip wurde die attenuierte Mutante M12A09 als Untersuchungsgegenstand

fur die vorliegende Arbeit ausgewahlt.

4.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Brutschrénke
Elektrophoresekammern
Film

Filmkassetten
Fluorometer
Rotor-Stator-Homogenisator
Hybridisierungsofen
Kihlzentrifuge
Objekttrager

pH-Meter

Photo-Kamera
Photospektrometer
Pipetten

Rontgenfilme
Schittelinkubator
Spannungsgerat
Sterilwerkbank
Thermocycler
Tischzentrifuge

Transilluminator

Ultrazentrifuge
UV-Tisch
Vortexer
Waage
Warmeschrank

Wasserbader

Heraeus, Typ B6060

AGS, Hybaid, MWG

Polaroid Polapan 665PN ISO 80/20°

Kodak BioMax Cassette

Hoefer DyNA QuantTM 200

Ultra Turrax® T25

Hybaid

Sigma 3K30

Roth 76 x 26 mm

Knick 766 Calimatic

Polaroid MP4+ Instant Camera System
Amersham Pharmacia Biotech Ultraspec R 3000 pro
Eppendorf Research

Kodak X-OMAT AR

New Brunswick Scientific, C 24 Incubator Shaker
Hybaid PS 250

Steag Laminarflow-ProzeRRtechnik

Perkin EImer GeneAmp PCR System 2400
Eppendorf Centrifuge 5415D

Herolab, E. A. S. Y. 429K, ICU-1, Video-Graphik
Printer UP 890 CE

Beckman L8-60M Ultracentrifuge, Class H
Biometra Tl 1

IKA MS2 Minishaker

Sartorius LA 235S und BP 2100

WTC Binder

Julabo, Th. Karow GmbH

4.3 Kits, Enzyme, Marker, Nahrmedien und Lésungen

4.3.1 Verwendete Kits

Folgende Kits wurden von den nachstehenden Firmen bezogen:

Agarose Gel DNA Extraction Kit

Roche Applied Science GmbH, Mannheim
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Gigapack Il XL Packaging Extract
High Pure PCR Product Purification Kit
High Pure Plasmid Isolation Kit
MasterPureTM Genomic DNA Purification Kit
PCR Probe Synthesis Kit

QIAGEN Plasmid Midi Kit
Restriktionsenzyme

RNeasy Midi Kit

SuperCos 1 Cosmid Vector Kit

SV Total RNA Isolation

TOPO TA Cloning Kit

Stratagene, Heidelberg

Roche Applied Science GmbH, Mannheim
Roche Applied Science GmbH, Mannheim
Epicentre, Biozym, Hessisch Oldendorf
Roche Applied Science GmbH, Mannheim
QIAGEN GmbH, Hilden

New England BioLabs GmbH

QIAGEN GmbH, Hilden

Stratagene, Heidelberg

Promega GmbH, Mannheim

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Weitere organische und anorganische Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:

Invitrogen GmbH, Karlsruhe; Promega GmbH, Mannheim; Rapidozym GmbH, Berlin; Roth

GmbH & Co., Karlsruhe; Sigma, Deisenhofen sowie Stratagene, Heidelberg.

4.3.2 Enzyme und Marker

Restriktionsendonukleasen, T4 Ligase, CIAP alkalische Phosphatase aus Kalberdarm,

RNase-freie DNase |, wurden, soweit nicht anders vermerkt, von der Firma New England

Biolabs in Frankfurt a. M. bezogen. Die verwendeten 100bp-, 1kb- und A Hindlll-Marker und

der Lambda Ladder PFG-Marker fur die Agarose-Gelelektrophorese stammen von Invitrogen

GmbH, Karlsruhe. Ihr Einsatz erfolgte nach Angaben des Herstellers.

4.3.3 Nahrmedien

Folgende Medien wurden nach dieser Beschreibung angefertigt:

-LB-Medium (Luria Broth) NacCl 5,00 g/l
Pankreatisches Pepton 10,00 g/
(Casein)
Hefeextrakt 5,00 g/l
pH 7,0+-0,2
autoklaviert bei 121°C, 15 min
-LB-Agar (Luria Bertani) NacCl 5,00 g/l
Pankreatisches Pepton 10,00 g/I
(Casein)
Hefeextrakt 5,00 g/l
1 N NaOH 1,00 ml
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-Blutagar (Néhragar I)

-Minimal Medium 9 mit Glucose

als Kohlenstoffquelle (M9+)

-5 x M9 Salze

-Huhner-Serum

Agar

Pankreatisches Pepton

(Fleisch)

Pankreatisches Pepton

(Gelatine)

Pankreatisches Pepton

(Casein)
Eiwei3hydrolysat
Hefeextrakt

NaCl

Agar

5 x M9 Salze

1 M MgSo4
steril filtrierte 20%ige
Glucose

1 M CaCl2

Na2HPO4.7H20
KH2PO4

NacCl

NH4CI

15,00 g/l
pH 7,0+-0,2
autoklaviert bei 121°C, 15 min

5,00 g/l

5,00 g/l

5,00 g/l

3,50 g/l

3,50 g/l

5,00 g/l

10,00 g/l

pH 7,0+-0,2

autoklaviert bei 121°C, 15 min
abkihlen auf 45-50°C,
anschlieBend Zugabe von 5%

defibriniertem Schafblut

200 ml

auf 980 ml
A. bidest
2ml

20 ml

0,10 ml

64,00 g/l

15,00 g/l

2,50 g/l

5,00 g/l

autoklaviert bei 121°C, 15 min

Wurde von der Fa. Invitrogen Wurde zur Inaktivierung des

GmbH, Karlsruhe, bezogen.

Komplements 30 min bei 56°C

erhitzt.
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4.3.4 LOsungen

4.3.4.1 Loésungen fir die Agarose-Gelelektrophorese

Folgende Losungen wurden nach dieser Beschreibung angefertigt:

-TBE-Puffer Stammldsung (10 x konz.) Tris
Bosaure
EDTA-Lsg.
pH 8,00 eingestellt
mit NaOH

-Stop-Losung Formamid
EDTA-Lsg.
pH 8,00

Bromphenolblau

Xylencyanol FF
A. bidest

-Agarose Agarose

-Ethidiumbromidlésung 1%

4.3.4.2 Losungen fir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

890 mM
890 mM
500 mM

500 mM

107,82 g
55,03 g
18,62 g

auf 100 ml
davon 40 ml|
auf 1000 ml

A. bidest

9,50 ml
0,40 ml

5,00 mg

5,00 mg
0,100 ml

1,00-1,50 g
auf 100 ml
1x TBE

Folgende Reagenzien wurden in den entsprechenden Konzentrationen von der Firma

Rapidozym GmbH, Berlin bezogen:

-10 x PCR buffer Tris-HCI, pH 8,4
KCI

-Taq DNA Polymerase

-MgClI2

-dNTP Nukleotid Mix: dATP, dCTP,
dGTP, dTTP
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4.3.4.3 Losungen fir die DNS-DNS-Hybridisierung

Die Zusammensetzung der folgenden Reagenzien wurde nach Anweisungen des ,DIG

Application Manual for Filter Hybridization“ von der Firma Roche Applied Science GmbH aus

Mannheim durchgefihrt:

-Maleinsaure-Puffer

-Blocking Reagenz Stock
Solution (BRSS), 10 x konz.

-SDS (10%ig)

-SSC (20 x)

-Hybridisierungspuffer

-Stringenz |

Maleinséaure (100 mM)
NaCl (150 mM)
pH 7,50 eingestellt mit NaOH

Blocking Reagenz

SDS

Na-Citrat
NacCl

SSC (5 x)

BRSS (1%)
N-Laurylsarcosine (0,1%)
SDS (0,02%)

SSC (2 )
SDS (0,1%)

1M 100 ml
1M 150 ml
auf 1000 ml

A. bidest

10% 10,00 g
auf 100 ml

Maleinsaurepuffer
Erhitzen auf 56°C,
autoklavieren

Lagerung bei 4°C

10% 20,009
auf 200 ml

A. bidest

300 mM 88,23 g/l
3M 175,23 g/l
pH 7,0

20 x 12,50 ml
10 x 5,00 ml
10% 1,00 ml
10% 0,10 ml
auf 50 ml

A. bidest

20 x 40,00 ml
10% 4,00 ml
auf 400 ml

A. bidest
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-Stringenz I

-Waschpuffer |

-Blocking Solution (1 x)

-Detektionspuffer

-Stripping-Puffer

SSC (0,1 %)
SDS (0,1%)

Maleinsaurepuffer
TweenR 20

BRSS

Tris (100 mM)
NaCl (100 mM)

20 x 2,00 ml

10% 4,00 ml

auf 400 ml

A. bidest

100 ml

0,3% 0,30 ml
10 x 10,00 ml

auf 100 ml

Maleinsaurepuffer

pH 9,5 eingestellt mit HCI

NaOH (0,2 M)
SDS (0,1%)

iM 10,00 ml
iM 10,00 ml
auf 100 ml

A. bidest

3M 33,3 ml
10% 5,00 ml
auf 500 ml

A. bidest

Das Anti Dig-AP-Konjugat sowie die CSPD®-Lésung wurden ebenfalls nach den Angaben

des ,DIG Application Manual for Filter Hybridization" entsprechend verdinnt und eingesetzt.

4.3.4.4 Sonstige L6sungen

Weitere Losungen wurden nach folgenden Angaben zusammengesetzt:

-1xXTE

-1x PBS
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Tris

EDTA

NaCl

10 mM 121g
0,5 mM 0,372 g
auf 500 ml

A. bidest

mit HCI (2 M) auf pH 8,0 titrieren

auf 1000 ml

A. bidest

autoklaviert bei 121°C, 15 min

140 mM
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-CTAB/NaCl-Lésung

-ESP-Puffer

-Denaturierungslésung

-Neutralisationslésung

4.4  Oligonukleotid-Primer und DNS-Sonden

KCI
NaPO x 2 H20
KHPO

CTAB
NaCl

EDTA
Sarcosyl
pH 9,5

Proteinase K

NaOH

NaCl

Tris-HCI
NacCl

10 mM
6,4 mM
2 mM

10%

0,7M

500 mM

3,4 mM

0,5N

15M

05M
3M

4.4.1 Oligonukleotid-Primer fir die PCR-Amplifikation

auf 1000 ml
A. bidest
autoklaviert bei 121°C, 15 min

109
100 ml
autoklaviert bei 121°C, 15min

18,62 g
1,00 g

auf 100 ml
A. bidest
1,80 mg/ml

20 g/l
87,66 gl
autoklaviert bei 121°C, 15 min

60,57 g/l

175,32 g/l

pH 7,5

autoklaviert bei 121°C, 15 min

Die in Tab. 2 aufgelisteten Oligonukleotid-Primer wurden von den Firmen Eurogentec Kdlin,
Deutschland und MWG Biotech, Ebersberg synthetisiert.
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Primer Primersequenz (5’ — 3’) Genvorlage/ Position im | Referenz
Ziel Gen
(bezogen
auf Start-
sequenz)
M12A09 s ACTACGCCGTGTTACAGGA Produkt der 76 - 93 diese
Arbi-PCR Arbeit
(pyrD von
APEC_01h
M12A09 as CGTCATAAGGGGCTTTTTTT s. M12A09 s 380 - 400 diese
Arbeit
AERA s CCTGATCCAGATGATGATGCTC iucD 961 - 977 (73)
AERA as ACAAAAAGTTCTATCGCTTCC iucD 1039 - 1059 (73)
Arbi-1 GGCCACGCGTCGACTAGTAC(N)10GATAT | Flankierende (100)
Sequenz des
mini-Th5Km2
Arbi-2 GGCCACGCGTCGACTAGTAC(N)10GATAT s. Arbi 1 (200)
Arbi-3 GGCCACGCGTCGACTAGTAC(N)10GATAT s. Arbi 1 (100)
Arbi-4 GGCCACGCGTCGACTAGTAC s. Arbi 1 (200)
Arbi-5 GGCCACGCGTCGACTAGTAC(N)10GATAT s. Arbi 1 (100)
carPRT s TCCGATTGCAGAACAGCTC carP von 86 - 104 diese
APEC_O1! Arbeit
carPRT as GCCAGACCATGCTGGATC carP von 518 - 535 diese
APEC_O1! Arbeit
cvilcva® s TCCAGGCGGACCCCTTATAG cval/cvi (41)
cvilcva?® as CGCAGCATAGTTCCATGCT cva/cvi (41)
EAST-1s TGCCATCAACACAGTATATCC astA 135 - 145 (200)
EAST-1 as TAGGATCCTCAGGTCGCGAGTGCGGC astA 219 - 245 (200)
HMWP-2 s AAGGATTCGCTGTTACCGGAC irp2 241 - 261 (164)
HMWP-2 as TCGTCGGGCAGGCGTTTCTTCT irp2 508 - 528 (164)
ISS's TCTGGCAATGCTTATTACAGG iss 333 -353 (74)
ISS as AGTGATAAAACCGAGCAATCC iss 532 - 552 (74)
MiniTn10Km s ATTCAACGGGAAACGTCTTG Kanamycin (100)
Resistenzgen
des mini-
Tn5Km2
MiniTn10Km as ACTGAATCCGGTGAGAATGG S. (200)
MiniTn10Km s
P6 CCTAGGCGGCCAGATCTGAT Flankierende (100)
Sequenz des
mini-Tn5Km2
P7 GCACTTGTGTATAAGAGTCAG s. P6 (96)
P9 CGCAGGGCTTTATTGATT s. P6 (200)
PAPC s TGATATCACGCAGTCAGTAGC papC 1284 - 1304 (73)
PAPC as CCGGCCATATTCACATAA papC 1749 - 1766 (73)
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Primer Primersequenz (5’ — 3’) Genvorlage/ Position im | Referenz
Ziel (S
(bezogen
auf Start-
sequenz)
pyrDRT s AACCTGTTAACTGCATGGGC pyrD von 161 - 180 diese
APEC_O1* Arbeit
pyrD RT as ATATTGATGGCGATATATCCCG pyrD von 524 - 545 diese
APEC_O1* Arbeit
pyrDKlon1 s ACGAGCATAAAGCAGATCTTCC pyrD von -389 - -368 diese
APEC_O1! Arbeit
pyrDKlonl as AACCAGGGCTGAAAATAAAGC pyrD von 1067 - 1086 diese
APEC_O1* Arbeit
pyrDKlon2-s GATTTGGCGTGAACTGGG pyrD von -705 - - 687 diese
APEC_O1* Arbeit
pyrDKlon2 as AACCAGGGCTGAAAATAAAGC pyrD von 1067 - 1086 | diese
APEC_O1! Arbeit
TSHs GTGATAAACAAGTCGGCAACA vat’von 2992 - 3012 (73)
APEC_O1*
TSH as GCATTGAGACATCCATTCC vat® von 3778 - 3796 (73)
APEC_O1*
U's TCCTACGGGAGGCAGCAGT
U’ as GGACTACCAGGGTATCTAATCCTCTT
yjgP s ATAAGATATCTGGTGCGGGA yjgP von 10 - 29 diese
APEC_O1! Arbeit
yjgP as TCACACCGCTCCTTACG yjgP von 1084 -1101 | diese
APEC_O1* Arbeit
YjgPRT s CGGTTGACGGCGATATTC yjgP von 113 - 130 diese
APEC_O1* Arbeit
YjgPRT as TCAACGCTTTCGATGAACAG yjgP von 475 - 494 diese
APEC_O1! Arbeit

Tab. 2. Oligonukleotid-Primer und deren Herkunft.
' Acc. No. CP000468

2 Operon, welches mit groRen Plasmiden in APEC assoziiert wird, wie pAPEC-02-ColV (NC_007675),
pTJ100 (AY553855) und pAPEC-0O1-ColBM (DQ381420).

% Die Primer, die in dieser Arbeit fir die Amplifizierung von tsh verwendet wurden, sind Uberarbeitet
worden, da sie unspezifische Signale lieferten (38).

4 Universalprimer flir den Nachweis prokaryotischer 16s-rRNS Gene.
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4.4.2 Oligonukleotidsonden fir die DNS-DNS-Hybridisierung

Alle in dieser Arbeit eingesetzten DNS-Sonden wurden mit dem ,PCR DIG Probe Synthesis
Kit* nach Angaben des Herstellers synthetisiert. Als Template diente mittels des
JMasterPure Genomic DNA Purification Kit® isolierte DNS der Stamme UPEC CFTO073,
E. coliK12 MG1655, IMT5155 und M12A09.

! Roche Applied Science GmbH, Mannheim

% Epicentre, Biozym, Hessisch Oldendorf

4.5  Verwendete Computerprogramme

Diagramme und Tabellen wurden mit Microsoft Office Excel 2003 erstellt. Primersequenzen
wurden mit Hilfe des Programms HUSAR/GCG?® (Biocomputing Unit des DKFZ-Heidelberg)
definiert.

Sequenzanalysen wurden von der Firma AGOWA GmbH, Berlin durchgefiihrt. Die
ermittelten DNS-Sequenzen wurden mit dem Programm Lasergene® der Firma DNAstar
analysiert. Der Vergleich der Sequenzen mit nichtredundanten Gen-Datenbanken mit
HUSAR’- und NCBI°-Software erfolgte auf der Grundlage des BLAST (Basic local alignment
search tool)-Algorithmus (5). Dabei wurde auf die Datenbaken der ,International Nucleotide
Sequence Databases* (INSD)-Kollaboration (GenBank® DDJB und EMBL), Chicken
ENSEMBL®, Nucleotide collection (nr/nt) und SWISSPROT’ zuriickgegriffen.

® Vertrieb in Deutschland tiber GATC Biotech, Konstanz.
4http://genome.dkfz-heidelberg.de

° http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi

6 http://www.ensembl.org/Gallus_gallus

! http://www.expasy.ch/sprot/sprot-top.htmi
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5 Methoden

5.1  Anzucht und Stammhaltung der Bakterien

Die Stamme CFTO073, IMT5155 und seine Derivate, IMT5104, M12A09 und seine Derivate,
und E. coli K12 MG1655 wurden auf Blut- und LB-Agarplatten bei 37°C angezlichtet. Die
Anzucht der Mutante M12A09 erfolgte, falls nicht anders beschrieben, unter Zusatz von
50 pg/ml Kanamycin. Nahrmedien fir mit den Plasmiden pCR2.1-TOPO®! und pACYC184
transformierte Stdmme wurden mit 100 pg/ml Ampicilin und 20 pg/ml Tetracyclin
entsprechend supplementiert.

Fir die Lagerung der Stamme wurde jeweils eine Kolonie einer Gber Nacht (ii. N.) bebriteten
Platte in 5ml LB-Medium in Reagenzrohrchen geimpft und G. N. bei 37°C in einem
Schuttelinkubator bei 200 1/min inkubiert. 800 pl dieser Kultur wurden dann mit 200 pl
Glycerol® vermischt und in einem 2 ml Kryoréhrchen? bei -20 und -70°C aufbewabhrt.

! Invitrogen GmbH, Karlsruhe.
% Carl Roth GmbH, Karlsruhe.

5.2 Erstellung einer Cosmidbank des APEC-Stammes IMT5155

Eine genomische Bibliothek ist eine Sammlung willkiirlich klonierter DNS-Fragmente, die
zusammengenommen das vollstandige Genom eines Organismus reprasentieren (Abb. 6). In
dieser Sammlung ist es mdglich, gezielt nach bestimmten Bereichen des Genoms zu
suchen, um diese fir die weitere Charakterisierung des Organismus durch
molekularbiologische Techniken zu nutzen.

Zunéchst wird die DNS des Organismus moglichst schonend extrahiert (s. Punkt 5.3.1.1) und
mit einer geeigneten Restriktionsendonuklease in Fragmente geschnitten. Diese werden in
einen Vektor kloniert und die entstandenen Konstrukte in Wirtszellen verbracht.

Bei einer Cosmidbank wird ein Plasmid als Vektor benutzt, das Abschnitte eines Lambda-
Phagen tragt, die so genannten cos-Sequenzen. Diese ermoglichen es, die Konstrukte
in vitro in ein Viruspartikel zu verpacken. Das Plasmid erhalt dadurch einen Viruscharakter
und kann Bakterienzellen transfizieren. Dieser Vorgang ist effizienter als die Transformation
von Bakterien. Von Vorteil ist ebenfalls die Kapazitdt zur Klonierung grofRerer DNS-
Fragmente in den Cosmiden.

Die Genbank vom APEC-Stamm IMT5155 wurde unter Bertcksichtigung der Angaben des

wl w3

~SuperCos 1 Cosmid Vector Kit“" und des ,Gigapack Il XL Packaging Extract* erstellt.

® Stratagene, Heidelberg.
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Abb. 6. Schematische Darstellung der Herstellung einer genomischen Bibliothek, modifiziert aus
www.gene-quantification.com/mrna.html.

Zunachst wurde genomische DNS aus 400 ml einer frihlogarithmischen (ODgy 1,2) LB-
Kultur des APEC-Stammes IMT5155 mittels Phenol:Chloroform-Extraktion gewonnen.

100 ug der DNS wurden 30 min einem Partialverdau mit der Restriktionsendonuklease
Sau3Al (0,2 U/ug DNS) bei 25°C im Wasserbad unterzogen und in einem Sucrosegradienten
(10-40% Sucrose) 24 h bei 30.000 1/min in einem ,swing out* Rotor (SW 28) zentrifugiert.
Unterschiedliche Fraktionen des Gradienten wurden elektrophoretisch mit einem 0,4%-igen
Agarose-Gel bei 20 V 16 h aufgetrennt, um diejenige zu bestimmen, die DNS-Fragmente mit
der GréfRe von 30 kb enthalt, da nur solche fir die Erstellung einer Genbank nach dieser
Methode nitzlich sind.

Der Vektor Supercos 1 (7,9 kb; Amp") wurde ebenfalls nach Angaben des ,SuperCos 1
Cosmid Vektor Kit* Protokolls mit den Restriktionsenzymen Xbal und BamHI| in der
Polylinkerregion geschnitten und mit alkalischer Phosphatase aus Kélberdarm (calf intestine
alkaline phosphatase, CIAP) dephosphoryliert. In 20 pl Ligationsansatz wurden Vektor und
DNS-Fragmente mit T4-Ligase miteinander ligiert.
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Die dabei entstandenen Konstrukte wurden anschlieRend nach den Angaben des ,Gigapack
Hl

Il XL Packaging Extract*" in Viruspartikel verpackt. Als Wirtszellen fir die Transfektion der
Cosmide wurden XL1-Blue MR'-Zellen verwendet. Die Cosmid-enthaltenden Wirtszellen
wurden auf LB-Agarplatten mit 50 pg/ml Ampicillin ausgestrichen und ca. 900 Klone separat

in Gefrierkulturen bei -70°C aufbewabhrt.

! Stratagene, Heidelberg.

5.3 Isolierung von Nukleinséuren

5.3.1 DNS-Isolierung
5.3.1.1 Phenol:Chloroform-Extraktion fir Gram-negative Bakterien

Dieses Verfahren dient dazu, grolie Mengen DNS in gering fragmentierter Form aus Gram-
negativen Bakterien zu extrahieren.

10 ml einer U. N. LB-Kultur wurden in einem 15 ml Greiner Reaktionsgefa3 10 min bei
5000 x g zentrifugiert und das Bakterienpellet in 5 ml 1 x TE-Puffer resuspendiert. Nach
Zugabe von 300 ul 10% SDS und 4 ul Proteinase K-Loésung (15 mg/ml) wurde die
Suspension gemischt und 1 h im 37°C warmen Wasserbad inkubiert. Anschlielend wurden
Iml 1M NaCl und 800 ul CTAB/NaCl-Lésung zur Ausféllung von Proteinen und
Polysachariden dazugegeben und nach Durchmischung 10 min im Wasserbad bei 65°C
inkubiert.

Die Trennung der organischen und anorganischen Bestandteile erfolgte durch Zugabe von
5 ml Chloroform:lsoamylalkohol (24:1) und anschlie@ender Zentrifugation (8 min bei
10.000 x g). Der die DNS enthaltende Uberstand wurde in ein sauberes 15 ml
Greiner Reaktionsgefald Ubertragen und der Extraktionsschritt mit 5ml
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) wiederholt. Die wassrige Phase wurde erneut in
ein sauberes Reaktionsgefal® tbertragen und dieser Vorgang so lange wiederholt, bis die
Interphase frei von anorganischen Rickstanden war.

Die DNS wurde nun durch Zugabe von 0,6 Vol. Isopropanol prazipitiert, auf einen sterilen
Glasstab durch eine drehende Bewegung gerollt und in 70% Ethanol getaucht. AbschlieRend
wurde die DNS in 300 ul 1 x TE geldst und bei 4°C gelagert. Die Konzentrationsbestimmung
erfolgte fluorometrisch nach Angaben des Gerateherstellers Hoefer DyNA QuantTM 200.

5.3.1.2 Hitzelyse

Mit dieser Methode lasst sich DNS aus Bakterien besonders schnell fur den Einsatz in der
PCR oder zur Fixierung auf einem Nylonfilter fur Dot Blots isolieren.
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5 ml LB-Medium wurden mit einer Kolonie eines gewiinschten Stammes beimpft und G. N.
bei 37°C in einem Schittelinkubator bei 200 1/min bebritet. 50 pl dieser Kultur wurden dann

mit 150 pl A. bidest verdinnt und in einem 0,5 ml ReaktionsgefaR Typ ,sure-lock**

, 10 minin
kochendes Wasser gestellt. Anschlie3end wurden die Bakteriensuspensionen 30 sek bei
Raumtemperatur (RT) und 16.000 x g zentrifugiert. 5 pl des Uberstandes wurden als
Template fur einen 50 pl PCR-Ansatz und 2 pl zum Auftropfen auf einen Nitrocellulosefilter

fur das Dot-Blot Verfahren (s. Punkt 5.7.3) verwendet.

! Eppendorf AG, Hamburg.

5.3.2 RNS-Isolierung

Fir die Gewinnung von Gesamt-RNS fur Transkriptionsstudien aus LB- und

w2

Huhnerserumkulturen wurde der ,SV Total RNA Isolation“s verwendet.

Es wurde stets mit Einweghandschuhen, gestopften Pipettenspitzen, Glasware sowie immer
auf Eis unter der Abzugshaube gearbeitet. Die RNS wurde nach ihrer Gewinnung
photometrisch analysiert und anschlieRend bis zur weiteren Verarbeitung unverziglich bei
minus 70°C eingefroren. Menge und Reinheit der isolierten RNS wurden anhand einer
photometrischen Spektralanalyse Uberprift. Die Extinktionswerte bei den definierten
Wellenlangen 260 und 280 nm wurden fir jede Probe in einem Spektralphotometer ermittelt.
Die Konzentrationsbestimmung beruht darauf, dass aromatische Purin- und Pyrimidinringe in
den Nukleobasen ein Absorptionsmaximum bei 260 nm aufweisen. Bei dieser Wellenlange
entspricht ein OD-Wert von 1 einer RNS-Konzentration von 40 pug/ml. Proteine, genomische
DNS und andere aromatische Substanzen (z. B. Phenol) haben ein Absorptionsmaximum
bei 280 nm. Der Quotient zwischen den Extinktionswerten bei 260 und 280 nm sollte bei
einer reinen RNS-L&sung zwischen 1,8 und 2,0 liegen. War dies in der vorliegenden Arbeit
nicht der Fall, wurde der gesamte RNS-Extraktionsprozess wiederholt.

Mit einer Bakterienkolonie wurden 5 ml 4. N. Kulturen in LB-Medium angelegt und am
darauffolgenden Tag in einem Verhaltnis von 1:50 mit vorgewarmtem LB-Medium oder
Huhnerserum verdinnt. Diese Kulturen wurden bis zu einer optischen Dichte von 0,7 bei
A 600 nm (ODggg) bei 37°C und 200 1/min inkubiert. 1 ml der jeweiligen Kulturen wurde dann
mit dem Kit nach Angaben des Herstellers® weiterbehandelt.

2 Promega GmbH, Mannheim.
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Fur die Gewinnung von bakterieller Gesamt-RNS aus Organgewebe von infizierten Hilhnern
zur in vivo Detektion von transkribierten Genen wurde der ,RNeasy Midi Kit“! benutzt.

Zunéchst erfolgte die intratracheale Applikation von jeweils 5 x 10° ,colony forming units®
(CFU) in 0,5 ml 1 x PBS des Wildtyps IMT5155 und der Mutante M12A09 an funf Hihnern
pro Stamm. 24 h p. inf. wurden die Tiere euthanasiert und Proben der Lunge, Milz, Niere
Leber und des Herzens entnommen. Dieser Zeitpunkt wurde gewahlt, da aus Vorversuchen
bei der Etablierung des Huhnerinfektionsmodells bekannt ist, dass die hdchsten
Keimkonzentrationen in den Organen 24 h p. inf. Vorzufinden sind (102).

Jeweils 250 mg Organprobe wurden mit 4 ml ,RNeasy Lysis“!-Puffer (RLT) mit einem Ultra
Turrax T25° homogenisiert und bis zu ihrer weiteren Verarbeitung bei -70°C eingefroren. Die
weitere Verarbeitung der Proben erfolgte nach Angaben des Herstellers. Da dieser Kit bei
der Isolierung von RNS aus Geweben die bakterielle Zellwand nicht bertcksichtigt, wurde
dem eigentlichen Isoliervorgang eine 5-minitige Behandlung mit 1 g Lysozym pro 4 ml
Homogenisat bei RT vorgezogen.

! QIAGEN GmbH, Hilden.

5.4  Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine Reaktion, in der mittels des Enzyms DNS-Polymerase ein definierter
Genbereich exponentiell vervielfaltigt wird (160).

Nach thermischer Auftrennung der Matrizen-DNS erfolgt die Anlagerung von Oligo-(n)
Nukleotid-Primern (17-35 n) bei einer niedrigeren, primerabhéngigen Temperatur und die
Vervielfaltigung des Zielabschnittes durch eine thermostabile DNS-Polymerase. Dieser
Zyklus wird 25-35 Mal wiederholt und so entsteht in sehr hoher Kopienzahl ein PCR-Produkt,
das der Grol3e des Abstandes zwischen beiden Primerbindungsstellen entspricht und somit
identifiziert werden kann.

Als Template wurde DNS verwendet, die durch Phenol:Chloroform Extraktion, Hitzelyse oder

w2

mit dem ,MasterPureTM Genomic DNA Purification Kit*= gewonnen wurde.

2 Epicentre, Vertrieb in Deutschland durch Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf.

41



Methoden

In der Regel wurde ein 50 yl PCR-Reaktionsansatz wie folgt in ein 0,2 ml Reaktionsgefaf}

pipettiert:

10 x PCR Puffer

50 mM MgCI2

dNTP Mix, 10 mM each
Primer, 10 pM

Taq DNS-Polymerase, 5 U/ul

Template DNS

A. bidest

5ul

2 u

1l
jelu
(1U) 0,2 pl
5-10 ng
ad 50 ul

AnschlieRend wurden die Ansatze kurz zentrifugiert und in den vorgeheizten Thermocycler

gestellt. Die Reaktionsbedingungen der durchgefiihrten PCRs sind in Tab. 3 aufgelistet. Die

Sequenzen der verwendeten Primer sind in Tab. 2 aufgefuhrt.

Reaktionsbedingungen

Ziel/Gen Primer Denaturierung | Anlagerung Verlangerung Zyklen
carP carPRT slas 94°C, 30 sec | 50°C,30sec| 72°C, 60 sec 25
Produkt der arbi-
PCR (pyrD- M12A09 s/as 94°C, 30 sec 50°C, 30sec| 72°C, 30 sec 25
Fragment)
Kanamycin-
Resistenzgen des Mini-Tn10Km 94°C, 30 sec | 55°C,30sec | 72°C, 30 sec 25
Tn slas
pyrD fur die
Komplementierung | pyrDKlonl s/as | 94°C, 30 sec | 50°C, 30sec | 72°C, 60 sec 25
in trans
pyrD fur die
Komplementierung | pyrDKlon2 s/as | 94°C, 30 sec | 58°C, 30sec | 72°C, 105 sec 30
in trans
pyrD pyrDRT s/as 94°C, 30 sec | 56°C, 30 sec 72°C, 30 sec 25
vjgP YJgPRT slas 94°C, 30 sec | 50°C,30sec | 72°C, 30 sec 25
16s rRNS-Nachweis U s/as 94°C, 30 sec | 56°C, 30sec | 72°C, 30 sec 30
Bereich upstream
der Tn-Insertion | pyrDKlon2 s/P6 | 94°C, 30sec | 56°C,30sec | 72°C, 60 sec 25
Bereich
downstream der Tn{ P7/pyrDKlon2 94°C, 30 sec | 55°C,30sec | 72°C, 60 sec 25
Insertion as

Tab. 3. Bedingungen der in dieser Arbeit durchgefiihrten PCR-Reaktionen.
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Die Uberpriifung der PCR-Produkte erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese auf 1%-igen

Gelen bei 90 V.

5.4.1 Diagnostische Multiplex-PCR fur APEC-Stamme

Mit dieser PCR werden in einem Ansatz die relevantesten virulenzassoziierten Gene in aviar

pathogenen E. coli-Stdammen nachgewiesen (183). Folgende Primerpaare (sense und

antisense) zum Nachweis der entsprechenden Gene wurden

eingesetzt:
AERA
EAST-1
HMWP-2
ISS

PAPC
TSH

Ein Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

10 x PCR Puffer 2,5 ul
50 mM MgCI2 2 ul
dNTP Mix, 10 mM each 0,8 ul
Primer, 10 pM jelp
Taqg DNS-Polymerase, 5 U/l (1U) 0,2 pl
Template DNS 5-10 ng
A. bidest ad 25 pl

in der Multiplex-PCR

Als Template wurde mittels des “MasterPureTM Genomic DNA Purification Kit** gewonnene
DNS der Stamme IMT5155 und M12A09 eingesetzt.

Die Reaktionsbedingungen der Multiplex-PCR sind folgend aufgelistet:

Reaktionsbedingungen

Denaturierung
94°C, 30 sec

Anlagerung Verlangerung
58°C, 30 sec 68°C, 3 min

Zyklen
25

Die elektrophoretische Darstellung der PCR-Produkte erfolgte auf 1,5%-igem Agarose-Gel

bei 90 V.

! Epicentre, Vertrieb in Deutschland durch Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf.
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5.4.2 Arbitrary PCR

Mit dieser Methode, die nach dem Prinzip der nested PCR arbeitet, ist es moglich, die
flankierenden Sequenzen der Insertionsstelle des mini-Tn5Km2 zu amplifizieren.

In einer ersten PCR-Reaktion mit niedriger Anlagerungs-Temperatur werden Primer benutzt,
von denen einer Tn-spezifisch ist (P6 oder P9) und der zweite aus einer willkirlichen
Sequenz mit einem Uberhang besteht (arbi 1, 2, 3 oder 5). In dieser PCR-Reaktion binden
sie an das Tn und eine andere beliebige Stelle jenseits davon. Aus diesem Reaktionsansatz
werden dann 5 pl in eine zweite PCR mit stringenteren Bedingungen (Anlagerung bei 55°C)
eingesetzt. Hierbei wird erneut ein Tn-spezifischer Primer (P6 oder P9) wie in der ersten
Reaktion verwendet und ein zweiter, der der Sequenz des oben genannten Uberhangs
entspricht (arbi 4) (Abb. 7) (100, 102). Die Reaktionsbedingungen der arbitrary PCR sind in
Tab. 4 und 5 aufgelistet.

1. Reaktion P6 PO
Flankierende Sequenz des Tn
| |
2. Reaktion Tn
Arbitrary Primer
mit Uberhang
(arbi 1, 2, 3 oder 5) P6
—
| |
—_—
arbi 4
Produkt ]
[ I

Abb. 7. Schema der Arbi-PCR (100).

100 pl der 1. Reaktion wurden wie folgt pipettiert:

10 x PCR Puffer 10 ul
50 mM MgCI2 2 ul
dNTP Mix, 10 mM each 25ul
Primer, 10 pM je2u
Taqg DNS-Polymerase, 5 U/l (1U) 0,2 pl
Template DNS 200 ng
A. bidest ad 100 pl

44



Methoden

Als Template diente Phenol:Chloroform-extrahierte DNS (s. Punkt 5.3.1.1) der Stamme
IMT5155 und M12A09. Fiur jeden Stamm wurden die Reaktionen 1-8 mit folgenden
Primerkombinationen (Sequenzen in Tab. 2) eingesetzt:

a) P6/arbi 1 d) P9/arbi 1
b) P6/arbi 2 e) P9/arbi 2
c) P6/arbi 3 f) P9/arbi 3
d) P6/arbi 5 g) P9/arbi 5

Arbi-PCR Reaktion |

Denaturierungl Anlagerungl Verlangerungl Zyklen
95°C, 30 sec 30°C, 30 sec 72°C, 90 sec 6

Denaturierung?2 Anlagerung?2 Verlangerung2 Zyklen
95°C, 30 sec 45°C, 30 sec 72°C, 120 sec 30

Tab. 4. Reaktionsbedingungen fiir die erste Arbi-PCR.

100 pl der 2. Reaktion wurden wie folgt pipettiert:

10 x PCR Puffer 10 pl
50 mM MgCI2 2ul
dNTP Mix, 10 mM each 2,5 ul
Primer, 10 pM je2u
Taq DNS-Polymerase, 5 U/ul  (1U) 0,2 pl
Template 5ul
A. bidest ad 100 pl

Als Template dienten 5 pl des 1. Reaktionsansatzes. In den Reaktionen 1-8 wurden diesmal
die Primer arbi 1-5 durch den Primer arbi 4 ersetzt.

Arbi-PCR Reaktion Il

Denaturierung Anlagerung Verlangerung Zyklen
95°C, 30 sec 55°C, 30 sec 72°C, 120 sec 35

Tab. 5. Reaktionsbedingungen der zweiten Arbi-PCR.

Die Produkte der 2. Reaktion wurden elektrophoretisch analysiert. Dabei wurde 1,5%-iges
Agarose-Gel und 100 bp Marker verwendet.

Die PCR-Muster von Wildtyp und Mutante wurden miteinander verglichen und das bei der
Mutante zusatzlich erscheinende Amplifikat, nach Bestatigung seiner Spezifitat durch
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Wiederholung der PCR mit einer ,high fidelity* Polymerase® und Aufreinigung aus dem Gel
einer Sequenzanalyse? unterzogen.

! Herculase® Enhanced DNA Polymerase; Stratagene, Heidelberg
2 Beauftragte Firma war AGOWA GmbH, Berlin.

5.5 Reverse Transkription von Gesamt-RNS und Amplifizierung von cDNS

Mit dieser Technik ist es moglich das Transkriptom eines Organismus zu analysieren. Zu
diesem Zweck wird zunéchst die Gesamt-RNS des Organismus isoliert und anschlieZend mit
dem retroviralen Enzym reverse Transkriptase und Zufallsoligonukleotiden in komplementare
DNS (cDNS) umgewandelt. Die cDNS dient nun als Vorlage fur die PCR, bei der eine
thermostabile DNS-Polymerase eingesetzt wird.

Die Ergebnisse dieser Reaktion geben Auskunft dartber, ob die Expression der
untersuchten Gene unterbrochen ist.

Es wurden je 500 ng, 1 sowie 1,5 ug Gesamt-RNS von den Stammen IMT5155 und M12A09
aus LB- und Huhnerserumkulturen und aus der Leber, Milz, Lunge, Niere und dem Herzen
infizierter Huhner gewonnen (s. Punkte 5.3.2 und 5.12.2), von DNS-Rickstanden befreit
(RNase-freie  DNase I-Behandlung) und mit reverser Trankriptase-PCR in cDNS
umgeschrieben. Die aus den Organen infizierter HUhner isolierte RNS wurde nach ihrer
Umschreibung in cDNS auf das Vorhandensein bakterieller RNS mit einer universellen
Kontroll-PCR fir den Nachweis von 16s-ribosomaler RNS (rRNS) in der 30s-Untereinheit
bakterieller Ribosomen Uberpruft. Die Bedingungen sind in Tab. 3 aufgelistet.

Die verwendeten Random-Hexanukleotide, die Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV)
Reverse Transkriptase und die DNase | wurden nach Angaben des Herstellers® eingesetzt.

25 pl Reaktionsvolumina in 0,5 ml RNase-freien Reaktionsgefaf3en wurden 3 h bei 37°C im
Sandbad inkubiert. Nach anschlielender Hitzeinaktivierung der reversen Transkriptase
(15 min bei 70°C) wurden 2,5 pl cDNS in 50 pyl PCR-Reaktionsansétze eingesetzt.

Die dabei verwendeten Primer (Sequenzen in Tab. 2) und PCR-Reaktionsbedingungen sind
in Tab. 3 aufgelistet.

Die elektrophoretische Analyse der PCR-Produkte erfolgte auf 1,5%-igem Agarose-Gel bei
90 V.

% Promega GmbH, Mannheim.

46



Methoden

5.6 Pulsfeld-Gelelektrophorese

Anhand dieser Methode kodnnen E. coli-Stamme unterhalb der Speziesebene typisiert
werden. In dieser Arbeit wurde sie dafiir benutzt, ein Makrorestriktionsmuster von der DNS
der Mutante M12A09 zu erstellen, um anschlieRend eine DNS-DNS-Hybridisierung mit DNS-
Sonden fir den Nachweis von jss, cvi/cva und tsh (s. Punkte 5.7.1-2 und 5.7.4) im
virulenzassoziierten ColV-Plasmid durchzufiihren.

Von einer 5 ml Ubernacht-Kultur der Mutante in LB-Bouillon (37°C, 250 1/min) wurde 1 ml
entnommen, bei dem unter Zugabe einer 0,9%-igen Kochsalzlésung photometrisch eine
optische Dichte ODe00 von 1,0 eingestellt wurde. Von dieser Suspension wurden 1,5 ml in
2 ml ReaktionsgefaRe uberfuhrt und 2 min bei 14.000 1/min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet zwei Mal mit 1 ml Kochsalzldsung gewaschen und in 500 pl
resuspendiert. Diese Bakteriensuspension wurde zu 750 ul einer 1,2%-igen, auf ca. 56°C
temperierten Agarose® dazugegeben. Nach einer guten Durchmischung wurden ca. 100 pl
zigig und ohne Bildung von Luftblasen in Giel3formen fir Agarose-Bléckchen pipettiert.
Nachdem die Blockchen erstarrt waren, wurden sie vorsichtig aus der Giel3form entfernt und
jeweils in 500 yl ESP-Losung (s. Punkt 4.3.4.4) mit 1,8 mg/ml Proteinase K bei 56°C fur
24 h im Wasserbad zum Zwecke der Freisetzung der DNS inkubiert. Die Bléckchen wurden
am néachsten Tag dreimal mit jeweils 14 ml TE-Puffer bei 4°C unter vorsichtigem Schwenken
in einem 100 ml Erlenmeyerkolben jeweils 90 min gewaschen. AnschlieRend wurden die
Blockchen halbiert und zur Durchfihrung des DNS-Restriktionsendonuklease-Verdaus
jeweils in ein steriles 2 ml Reaktionsgefal? tberfuhrt. Bei Raumtemperatur wurden sie 30 min
in 600 pl Enzympuffer fir Xbal® inkubiert. AnschlieRend wurde der Enzympuffer entnommen
und durch 150 ul frischen Enzympuffers ersetzt. 20 Einheiten des Enzyms Xbal wurden
dazugegeben und tber Nacht bei 37°C im Wasserbad inkubiert.

AbschlieRend wurden die Blockchen vorsichtig mit einem Spatel in die Taschen eines 1%-
igen Pulsfeld-Agarose-Gels Uberfuhrt. Die Taschen wurden mit der entsprechenden Agarose
versiegelt. Die elektrophoretische Auftrennung der restringierten DNS-Fragmente wurde in
einer ,Contour-clamped homogenous-electric field“-Kammer® in 0,5 x TBE unter folgenden
Bedingungen durchgefihrt:

Laufzeit: 22 h; Temperatur: 14°C; Winkel: 120°; Spannung: 6 V und Pulszeit: 5-50 sec.

! pulsed Field Certified Agarose, BioRad, Minchen.
% Qbiogene, Heidelberg.
® CHEF DR IlI; BioRad, Miinchen.
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Es folgte eine 20-minttige Farbung in einer Ethidiumbromidlésung und das Photographieren
des Gels unter UV-Licht.

Y Transilluminator TI, Biometra, Wiesbaden und Photo-Kamera Polaroid MP4+ Instant Camera

System.

5.7 DNS-DNS-Hybridisierung

Diese Methode beruht darauf, dass doppelstrangige DNS Uber Hitzeeinwirkung oder pH-
Anderung aufgeschmolzen wird und nachfolgend ein Aneinanderlegen (Hybridisierung)
zweier komplementarer einzelstréangiger Nukleinsduremolekile unter Ausbildung spezifischer
Wasserstoffbriickenbindungen (Watson-Crick-Basenpaarung) erfolgt (148).

Eine einzelstrangige, in diesem Fall mit Digoxigenin-11-dUTP markierte DNS-Sonde,
hybridisiert unter geeigneten Bedingungen sequenzspezifisch mit der nachzuweisenden, auf
einem Nylonfilter fixierten Zielsequenz. Dabei bilden sich sog. ,Hybrid-Molekule’, die nach
Entfernung der nicht gebundenen DNS-Sonde mittels einer Chemilumineszenzreaktion auf
dem Rontgenfilm sichtbar gemacht werden kénnen.

Mit unterschiedlichen Anwendungen dieses Verfahrens ist es moglich, plasmidassoziierte
Gene, das inserierte Tn in der Mutante (s. Punkt 5.7.2) und den Klon, der den indentifizierten
Insertionsbereich enthélt, in der genomischen Bibliothek des Stammes IMT5155 zu
lokalisieren (s. Punkt 5.7.3).

5.7.1 Herstellung von DNS-Sonden mittels PCR

Alle in dieser Arbeit verwendeten DNS-Sonden wurden nach Anleitung des ,PCR DIG Probe
Synthesis Kit? synthetisiert. Die PCR-Bedingungen wurden an die Eigenschaften der
verwendeten Primer angepasst. Die Uberpriifung der DNS-Sonden wurde mittels Agarose-
Gelelektrophorese im Vergleich mit unmarkiertem PCR-Produkt durchgefuhrt, da markierte
PCR-Produkte etwas grol3er als unmarkierte erscheinen.

Nach durchgefiihrter PCR wurden die markierten DNS-Sonden zur Kontrolle auf 1%-ige
Agarose-Gele aufgetragen und anschlieBend mit dem ,Agarose Gel DNA Extraction Kit“?
aufgereinigt.

2 Roche Applied Science GmbH, Mannheim
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Die verwendeten Primer (Sequenzen in Tab. 2) und Reaktionsbedingungen der erstellten
DNS-Sonden sind in Tab. 6 aufgelistet:

Reaktionsbedingungen
Ziel/Gen Primer Denaturierung | Anlagerung | Verlangerung Zyklen
Kanamycin-.
Resistenzgen des | \yinitn1okm s/as | 94°C, 30 sec | 55°C, 30 sec | 72°C, 30 sec 25
mini-Tn5Km2
Mittels arbi-PCR
ermittelte M12A09 slas | 94°C, 30 sec | 50°C, 30 sec | 72°C, 30 sec 25
Sequenz fir
M12A09
cvilcva* cvi/cva slas 94°C, 30 sec | 56°C, 60 sec | 72°C, 30 sec 30
iss Iss s/as 94°C, 30 sec | 58°C, 60sec | 72°C, 30 sec 30
irp2 HWMP-2 s/as 94°C, 30sec | 55°C,60sec | 72°C, 30 sec 30

Tab. 6. Bedingungen der PCR-Reaktionen fir die Herstellung von DNS-Sonden. * Operon, welches
mit grolRen Plasmiden in APEC assoziiert wird, wie pAPEC-O2-ColV (NC_007675), pTJ100
(AY553855) und pAPEC-01-ColBM (DQ381420).

5.7.2 Southern Blot

DNS der Mutante M12A09 wurde mit der Restriktionsendonuklease Xbal in grofl3e Fragmente
geschnitten und mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese aufgetrennt. AnschlieBend erfolgte die
Ubertragung der DNS-Fragmente auf eine Nylonmembran nach dem unten beschriebenen
Verfahren und die DNS-DNS-Hybridisierung mit DNS-Sonden fiir die episomal lokalisierten
Gene cvi/eva, irp2 und iss.

In einem weiteren Ansatz wurden 5 pg Phenol:Chloroform-extrahierte DNS der Stamme
IMT5155 M12A09 in 2100 pl
Restriktionsenzymen, deren Erkennungssequenzen im Tn nicht vorkommen, verdaut. Dieser

und Gesamtvolumen mit je 8 verschiedenen
Ansatz diente dazu, ein geeignetes Enzym fir die Klonierung eines Fragments in einen
Vektor zu ermitteln, um die flankierenden Sequenzen der Transposoninsertionsstellen tUber
inverse PCR zu amplifizieren. Gleichzeitig sollte durch die DNS-DNS-Hybridisierung mit
einer DNS-Sonde des Kanamycin-Resistenzgens eine einzige Transposoninsertion
nachgewiesen werden. Die verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma

New England Biolabs mit Sitz in Frankfurt a. M. bezogen und sind nachstehend aufgelistet:
EcoRl, EcoRV, Kpnl, Sacl, Sall, Spel, Sphl und Psti.

Die gesamten Reaktionsansitze wurden auf 1%-ige Agarose-Gel 16 h bei 20V zum
Auftrennen der Fragmente gebracht.
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Die Agarose-Gele wurden 10 min in 250 mM HCI, 2 x 15 min in Denaturierungslésung und
2 x 15 min in Neutralisationslésung unter leichtem Schwenken gehalten. Positiv geladene
Nylonmembranen in der Grol3e der Gele und dariiber mehrere Schichten Zellstoff wurden
auf die Gele gelegt und durch ein Gewicht beschwert. Die so entstandenen Tirme wurden
20 h in eine Schale mit 20 x SSC zur Ubertragung der DNS auf die Membran durch
Einwirkung von Kapillarkraften gestellt. Die so transferierte DNS wurde 30 min bei 120°C im
Ofen auf der Membran fixiert.

Hitzefixierte Membranen wurden in Whatman Papier eingewickelt und bis zu ihrer
Verwendung bei Raumtemperatur aufbewahrt.

5.7.3 Dot Blot

Die DNS von 600 Klonen der Genbank vom Stamm IMT5155 wurde durch Hitzelysen
gewonnen. Drei Nylonmembranen wurden mit einem Raster und der Kennzeichnung der
einzelnen Klone versehen. In jedes Kastchen wurden 2 ul der entsprechenden Hitzelyse
aufgetropft und anschlie@end wurde die DNS auf den Membranen hitzefixiert (30 min,
120°C).

Mit einer DNS-Sonde des mittels Arbi-PCR identifizierten Fragments sollte der Klon ermittelt
werden, der diesen Abschnitt beherbergt, um anschlieBend die genaue Position der
Transposoninsertion ndher zu charakterisieren.

5.7.4 DNS-DNS-Hybridisierungsvorgang und Visualisierung

Die DNS-DNS-Hybridisierung und Visualisierung wurden nach Angaben des ,DIG
Application Manual for Filter Hybridization** mit Digoxigenin-11-dUTP markierten DNS-
Sonden durchgefiuhrt. Die dafir bendtigten Losungen sind unter Punkt 4.3.4.3 beschrieben.

Es  wurden positiv geladene Nylonmembranen®  verwendet. Nach der
Chemilumineszenzreaktion mit CSPD®* (1-16 h) auf Réntgenfilmen wurden sie mit Stripping-
Lésung fir ihre mehrmalige Verwendung behandelt und in Frischhaltefolie eingepackt bei
4°C aufbewahrt.

Fur die DNS-DNS-Hybridisierung der im Southern- und Dot-Blot (s. Punkte 5.7.2-3)
Verfahren erstellten Membranen wurden die DNS-Sonden aus Tab. 6 eingesetzt.

! Roche Applied Science GmbH, Mannheim

5.8  Agarose-Gelelektrophorese

Dieses Verfahren dient dazu, DNS-Fragmente nach ihrer Gréf3e zu trennen, um diese durch
Vergleich mit einem Nukleinsdure-Marker bekannter GroBe zu bestimmen. Die
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Gelelektrophorese funktioniert wie ein Sieb fur Molekile; ein elektrisches Feld wird
verwendet, um die negativ geladenen DNS-Molekile durch die Gelmatrix zu ziehen, wobei
die kleineren DNS-Molekule sich schneller durch das Gel bewegen kénnen und somit eine
Auftrennung der Fragmente nach ihrer Gro3e ermoglicht wird.

0,8-1,5 g Agarose wurden in 100 ml 1 x TBE-Puffer durch Aufkochen geldst. Dabei wurden
niederprozentige (0,5%) Gele flr groRere (> 2 kb) und hochprozentige (>1%) Gele fir kleine
(< 500 bp) DNS-Fragmente verwendet. Nachdem die Lésung auf ca. 60°C abgekunhlt war,
wurde 1 ul einer 1%-igen Ethidiumbromidldsung zur Darstellung der DNS unter UV-Licht
dazugegeben.

Das flussige Gel wurde in Gelkammern unterschiedlicher Grofl3e gegossen und mit Kdmmen
fur die Aussparungen der Probentaschen bestiickt. Nach Erstarren der Gele wurden diese in
1 x TBE-Puffer eingetaucht und die KAmme gezogen. 200 ng eines adaquaten Markers und
10 pl der PCR-Reaktionen, vermischt mit 2 pl Stop-Losung, wurden in die Probentaschen
pipettiert. Eine Spannung von 90 V wurde fir 90 min angelegt und anschlie3end wurden die
Gele auf einem UV-Tisch fotografiert.

Die verwendeten Marker der GréRen 100 bp und 1 kb und der Lambda Ladder PFG-Marker*
wurden nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Alle in diesem Verfahren eingesetzten
Lésungen sind unter Punkt 4.3.4.1 genauer beschrieben.

! Invitrogen GmbH, Karlsruhe.

5.9 Klonierung

Die Insertionsstelle des Tn in M12A09 wurde durch DNS-DNS-Hybridisierung mit einer DNS-
Sonde fur das Kanamycin-Resistenzgen lokalisiert und mittels Restriktionsendonuklease-
Verdau in einem 3-4 kb grof3en Fragment aus dem Genom isoliert. AnschlieBend wurde
dieses Fragment mit einem gleichermal3en verdauten Vektor ligiert und zum Zwecke seiner
Vervielféaltigung und anschlie3ender Sequenzanalyse in Zellen transformiert.

5 pg DNS des Stammes M12A09 wurden mit 8 Restriktionsendonukleasen (s. Punkt 5.7.2),
deren Erkennungssequenzen nicht im Tn vorkommen, fragmentiert, und nach ihrer
elektrophoretischen Auftrennung mittels Southern Blot auf Nylonmembranen transferiert. Die
fixierte DNS der Mutante wurde anschlielend mit einer Digoxigenin-11-dUTP markierten
DNS-Sonde fir das Kanamycin-Resistenzgen des Transposons hybridisiert (s. Punkt 5.7.4).

Anhand der DNS-DNS-Hybridisierungsergebnisse wurde die Restriktionsendonuklease
ermittelt, die ein Fragment der GroRRe zwischen 3 und 5 kb erzeugt, in dem das Tn sowie
seine angrenzenden Bereiche enthalten sind. Mit einem anschlieBend ausgewahlten
Restriktionsenzym wurden erneut 10 ug DNS der Mutante verdaut und elektrophoretisch
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aufgetrennt. Das durch den Hybridisierungsvorgang bestimmte Fragment wurde unter UV-
Lichtkontrolle aus dem Agarose-Gel geschnitten und mit dem ,,Agarose Gel DNA Extraction
Kit** aufgereinigt.

5 ug des Klonierungsvektors pUC18 (2,868 kb; Amp") wurden in 100 pl Reaktionsvolumina
mit dem Enzym Sall verdaut und mit dem ,High Pure PCR Product Purification Kit*
aufgereinigt.

10 und 20 pl Ligationsansatze mit unterschiedlichen Verhaltnissen von Vektor zu Insert (1:1;
1:3 und 1:5) wurden tber Nacht bei 16°C mit der T4-Ligase® der durchgefiihrt. Von diesen
Reaktionsansatzen wurden jeweils 2, 5 und 10 in 40 ul frisch hergestellte
elektrokompetente E. coli DH5a transformiert.

Nach 1 h Inkubation bei 37°C und 400 1/min wurden die gesamten Tranformationsansatze
auf LB-Agarplatten mit je 50 pg/ml Kanamycin und Ampicillin fur die Selektion positiver Klone
ausplattiert und 0. N. bei 37°C bebritet. Es wurde stets eine Positiv-Kontrolle mit nativem
Vektor und negativ-Kontrolle ohne Vektor als Nachweis der Transformationseffizienz
durchgefihrt.

! Roche Applied Science, Mannheim.

2Promega GmbH, Mannheim.

5.10 Wachstumsanalysen

Das Wachstumsverhalten der Stdmme IMT5155 und M12A09 wurde in verschiedenen
Medien Uber einen Zeitraum von mindestens 7 h photometrisch anhand der optischen Dichte
bei einer Wellenlange A von 600 nm (ODgy) und Bestimmung der Keimzahl zu
verschiedenen Zeitpunkten untersucht. Alle Wachstumsanalysen wurden mindestens
dreifach wiederholt und ihre Ergebnisse anschlie3end protokolliert und graphisch dargestellt.

5.10.1 Wachstumskurven und Keimzahlbestimmungen

5 ml-Kulturen in LB-Medium wurden mit einer Kolonie der Stamme IMT5155 und M12A09
angelegt und bei 37°C und 200 1/min tUber Nacht bebritet. 1 ml dieser Kulturen wurde in
9ml vorgewarmtes LB-Medium (ohne Antibiotikazusatz) Ubertragen und auf ein
frihlogarithmisches Stadium bebrutet. Wahrend dieser Zeit (ca. 90 min) wurden beschriftete
300 ml Erlenmeyer Kolben mit 49 ml Medium vorgewdrmt. Nach Erreichen der ODgg~1
wurde 1 ml Kultur in Kolben mit den jeweiligen Kulturmedien tbertragen und der ODggo-Wert
dieses Zeitpunktes festgehalten. Uber einen Zeitraum von mindestens 7 h wurde alle 30 min
die optische Dichte der einzelnen Kulturen erneut gemessen und protokolliert.
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Bei Erreichen der optischen Dichte von 1 wurden die Keimzahlen der Stamme ermittelt.
Dafur wurden 500 pl der Kulturen in Verdinnungsreihen mit 4,5 ml 1 x PBS (Verh. 1:10) mit
den Verdinnungsstufen 10-10® eingesetzt. 100 pl der Stufen 10°-10® wurden jeweils auf
drei LB-Agarplatten ausplattiert und bei 37°C . N. inkubiert. Die Bakterienkolonien wurden
ausgezahlt und die mittlere Keimzahl der einzelnen Stamme bestimmt. Hieflr wurden nur
Platten mit 20 bis 400 Kolonien beriicksichtigt.

Als Wachstumsmedien wurden LB-, M9+-Medium (s. Punkt 4.3.3) und hitzeinaktiviertes
Huhnerserum (1 h bei 56°C im Wasserbad inkubiert) verwendet. In LB erfolgten
Keimzahlbestimmungen nach 3 und 6 h, in HUhnerserum nach 3 und 5h und in M9+-
Medium nach 5 und 7 h, da sich die untersuchten Stdamme zu diesen Zeitpunkten in der
Phase exponentiellen Wachstums im jeweiligen Medium befinden.

Nach Abschluss des Versuches erfolgte die graphische Darstellung des
Wachstumsverhaltens der einzelnen Stamme mit dem Computerprogramm Microsoft Office
Excel 2003.

5.10.2 Supplementierungstests

Das Wachstum der Mutante M12A09 wurde in supplementiertem M9+-Medium und
Huhnerserum untersucht. Dabei wurde nach dem Prinzip der Wachstumskurven verfahren,
allerdings wurden die Wachstumsmedien mit dem Metabolit Orotat" in den
Endkonzentrationen 50, 150, 250, 500, 750 ug/ml, 1 und 1,5mg/ml supplementiert.
Keimzahlbestimmungen erfolgten in M9+-Medium nach 5 und 7 h. Die Protokollierung und
graphische Auswertung des Wachstumsverhaltens erfolgten ebenfalls mit Microsoft Office
Excel 2003.

! carl Roth GmbH, Karlsruhe.

5.10.3 In vitro Kompetitionstest (,/n vitro Competition Assay”)

Bei diesem Verfahren konkurrieren zwei unterschiedliche Bakterienstdmme mehrere
Stunden in dem gleichen Wachstumsmedium um die darin enthaltenen Nahrstoffe. Der
Versuch dient dazu, eine Aussage darlber zu treffen, ob einer der eingesetzten Stamme
in vitro eine geringere Vitalitat als der andere besitzt.

Die 0. N.-Kulturen und deren Verdiinnungen am darauf folgenden Tag wurden wie bei der
Erstellung der Wachstumskurven angelegt. Nach Erreichen der ODgy von 1 wurde jeweils
5 ml der Wildtypkultur mit 5 ml einer Mutantenkultur in einem 15 ml Greiner Reaktionsgefan
gemischt und 10 min bei 5.000x g in einer Kuhlzentrifuge bei 4°C zentrifugiert. Die
Bakterienpellets wurden in 10 ml 1 x PBS resuspendiert und jeweils 98 ml vorgewéarmtes LB-
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Medium in beschrifteten 500 ml Erlenmeyer Kolben wurden mit 2ml dieser
Bakteriensuspensionen inokuliert.

Es wurden lber einen Zeitraum von 8 h die ODg alle 60 min und nach 24 h protokolliert und
die Keimzahlen zu den Zeitpunkten 4, 8 und 24 h ermittelt. Hierflir wurden die einzelnen
Verdinnungsstufen auf LB-Agarplatten mit und ohne Kanamycinzusatz ausplattiert, um die
Mutanten (Mut) von dem Wildtyp (Wt) unterscheiden zu kénnen. AbschlieBend wurde ein
Kompetitionsindex durch Division der Output-Verhéltnisse (Mut/Wt) durch die Input-
Verhdltnisse (Mut/Wt) kalkuliert. Der Versuch wurde dreifach ausgefuhrt und anschlie3end
ausgewertet.

5.11 Komplementierung in trans

Das Gen pyrD wurde in unterschiedliche Vektoren kloniert und in die Mutante M12A09
wieder  eingefuhrt.  AnschlieBend wurden die  Wachstumseigenschaften  der
transkomplementierten Mutante in M9+-Medium anhand von Wachstumskurven und
Keimzahlbestimmungen im Vergleich zum Wildtyp und zur defekten Mutante dreifach
Uberpruift.

Mittels PCR wurde das Gen pyrD mit seinem eigenen Promotor mit einer ,high fidelity*
Polymerase' amplifiziert. Zu diesem Zweck wurden Primer ausgewahlt, die einen ca. 400
und einen ca. 700 bp grof3en Bereich vor dem eigentlichen Gen und das Gen selbst (ca.
1,1 kb) erfassen.

Diese Bereiche vor dem eigentlichen Start ergaben sich aus einer Computeranalyse mit dem
Programm Neural Network Promoter Prediction (NNPP) Version 2.22. Das Programm
ermittelte nach Eingabe eines 700 bp groRRen Bereichs vor dem Start des Gens pyrD zwei
mdogliche Promotoren (Tab. 7).

Start Ende Promotorsequenz

-253 bp | -303bp | ATAGGCGGCTTTATACACAGGCGTGGCGACAATCAGCCCATCGGCCTGT

-607Dbp | -657bp | AAAAAAAGCATAAAAAAAGCGCAATAAGAAAACGTTTGCTATTTATTGCC

Tab. 7. Mit dem Programm NNPP ermittelte Promotorensequenzen fir das Gen pyrD. Start und Ende
beziehen sich auf die Positionen vor dem 5’-Ende der Start-Sequenz von pyrD.

! Herculase® Enhanced DNA Polymerase; Stratagene, Heidelberg.

2 http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.htmi
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Es wurden 2 unterschiedliche Primerpaare entworfen, die diese Promotorpositionen
berticksichtigen: pyrDKlonl und 2 sense und antisense (s. Tab. 2). Als Vorlage fir die
Ermittlung der Primerpaare diente die Genomsequenz des UPEC-Stammes CFT073 (Acc.
No. AE014075). Die DNS des Stammes IMT5155 wurde als Matrize fir die Amplifizierung
des Gens und seines Promotors verwendet.

Die verwendeten Primer (Sequenzen in Tab. 2) und die Bedingungen der PCR-Reaktionen
fur die Amplifizierung des Gens pyrD sind in Tab. 3 unter Punkt 5.4 aufgelistet.

Die Klonierung der PCR-Produkte in den high-copy Vektor pCR®2.1-TOPO® (2.9 kb; Amp")
und deren Transformation in elektrokompetente ,One Shot® TOP10“! E. coli wurden nach
den Anweisungen des ,TOPO TA Cloning® Kit"" durchgefiihrt. Die transformierten Zellen
wurden fur eine blau-weil3-Selektion auf X-Gal beschichtete LB-Agarplatten mit 100 pg/ml
Ampicillin ausplattiert und bei 37°C Uber Nacht inkubiert.

Zehn weil3e Kolonien wurden direkt in 50 pl PCR-Reaktionsansétze eingesetzt und auf die
erfolgreiche Klonierung des Gens elektrophoretisch Uberpriift. Aus drei positiven Klonen

w2

wurden die Plasmide mit dem “High Pure Plasmid Isolation Kit“* isoliert und durch Verdau mit

der Restriktionsendonuklease EcoRI erneut auf die richtige Insertion der Gene Uberprdift.

Ein positiver Klon wurde in 5 ml LB-Medium mit 100 pug/ml Ampicillin (. N. bei 37°C und
200 1/min bebritet und anschlieRend mit 20% Glycerol als Kryokultur aufbewahrt.

Die Plasmide pCR®2.1-TOPO:pyrDKlon1l und pCR®2.1-TOPO:pyrDKlon2 (InsertgréRe ca.
1.475 und ca. 1.791 kb entsprechend) wurden mit dieser Technik konstruiert, anschlieRend
aus den Top 10-Zellen mit dem ,QIAGEN Plasmid Midi Kit“® extrahiert und in 1 x TE-Puffer
bei 4°C aufbewahrt.

Das Konstrukt mit dem ca. 700 bp grof3en Promotorbereich wurde nach Isolierung aus dem
PCR®2.1-TOPO®™ in einen weiteren Vektor, das low-copy Plasmid pACYC184, kloniert.

10 ug des Plasmids pACYC184 (4.245kb; Cm' und Tc') wurden mit 20U der
Restriktionsendonuklease EcoRI in 100 ul Reaktionsansatz linearisiert und mit dem ,High
Pure PCR Product Purification Kit“* aufgereinigt. 10 pl der Reaktion wurden auf 1%-igem
Agarose-Gel elektrophoretisch tberpruft.

! Invitrogen GmbH, Karlsruhe.
2 Roche Applied Science, Mannheim.
¥ QIAGEN GmbH, Hilden.
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Ebenfalls 10 pg des Plasmide pCR®2.1-TOPO:pyrDKlon2 wurden mit dem Enzym EcoRlI
gleich behandelt. Die gesamten Reaktionsansatze wurden auf 1%-igem Agarose-Gel
aufgetragen und bei 90 V elektrophoretisch aufgetrennt. Die Bande mit der entsprechenden
GroRRe des Inserts (1.791 kb) wurde aus dem Gel geschnitten und mit dem ,Agarose Gel
DNA Extraction Kit“! aufgereinigt.

Mehrere Ligationsansétze mit den molaren Verhdltnissen Vektor:lnsert von 1:3 und 1:5
wurden in 25 pl Reaktionsvolumina unter Verwendung einer T4-Ligase U. N. bei 16°C
inkubiert. 5 pul dieser Reaktionen wurden anschlieBend in frisch hergestellte
elektrokompetente E. coli DH5a-Zellen transformiert. Nach 1 h Inkubation bei 37°C und
400 1/min wurden 20, 50 und 100 pl der Zellsuspensionen auf LB-Agarplatten mit 20 pg/ml
Tetracyclinzusatz ausplattiert und G. N. bei 37°C inkubiert.

Die Uberprufung von jeweils 10 Klonen geschah, wie bei der Klonierung in den Vektor
pCR®2.1-TOPO®, mittels PCR und Restriktionsendonukleaseverdau mit anschlieRender
elektrophoretischer Darstellung.

Die Plasmide pCR®2.1-TOPO(pyrDKlonl und 2) und pACYC184(pyrDKlon2) wurden in den
elektrokompetenten Stamm M12A09 mittels Elektroporation transformiert, 1 h bei 37°C
inkubiert und anschlieRend auf LB-Agarplatten mit geeignetem Antibiotikumzusatz
ausplattiert.

Nach ca. 16 h Bebrutung bei 37°C wurden von jeder Transformation 10 Klone mittels PCR
auf die Anwesenheit der Kanamycinkassette des Tn tberprift (PCR-Bedingungen in Tab. 3).
Aus jeweils drei positiven Klonen wurden die Plasmide extrahiert und einem Verdau mit der
Restriktionsendonuklease EcoRI zum Nachweis der Inserts unterzogen.

Aus den in trans komplementierten Stimmen M12A09:pCR®2.1-TOPO::(pyrDKlonl und 2)
und M12A09::pACYC184(pyrDKlon2) wurden 20%-ige Glycerolstocks angelegt und bei -20
und -70°C aufbewabhrt.

Die transkomplementierten Mutanten wurden nach dem Prinzip der Wachstumskurven (s.
Punkt 5.10.1) in einem dreifachen Ansatz in M9+-Medium Uberprift. Die
Keimzahlbestimmungen erfolgten bei der Inokulation des Mediums und 5 und 7 h spater. Als
Negativ-Kontrollen wurden die Stamme IMT5155::pCR®2.1-TOPO, IMT5155::pACYC184,
M12A09::pCR®2.1-TOPO und M12A09::pACYC184, bei denen Wildtyp und Mutante die
jeweiligen Nativ-Plasmide fur ein Wachstum in Selektivmedium tragen, ebenfalls einer
Wachstumsanalyse unterzogen.

! Roche Applied Science, Mannheim.

Z Invitrogen GmbH, Karlsruhe.
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5.12 Infektionsversuche

Die biodynamischen Eigenschaften der Mutante M12A09 wurden invivo in
Infektionsversuchen charakterisiert. Unterschiedliche Modelle standen zur Verflgung,
anhand derer die Virulenz dieses Stammes im Vergleich zu der des Wildtyps getestet wurde.

Es wurden stets 5 ml 1. N.-Kulturen in LB-Medium aus einzelnen Bakterienkolonien angelegt
und bei 37°C und 200 1/min inkubiert. Am Tag des Infektionsversuches wurden diese
Kulturen in LB-Medium verdinnt und nach Erreichen der gewiinschten optischen Dichte
10 min bei 5.000xg und 4°C zentrifugiert. Die Bakterienpellets wurden in 1 x PBS
resuspendiert und bis zur Infektion der Tiere auf Eis gehalten.

5.12.1 Huhnerembryonen-Letalitatstest [*Chicken Embryo Lethality Assay” (ELA)]

Die von Wooley et al. (2000) etablierte Methode dient zur diagnostischen Differenzierung
zwischen primar, sekundéar pathogenen und nicht-pathogenen aviaren E. coli (198). Die
Begriffe werden von den Autoren als hoch, moderat und avirulent entsprechend naher
definiert. Da die Bezeichnungen primar und sekundar irrefiihrend sein kénnten, wird in dieser
Arbeit auf diese verzichtet und die Stamme, nach Vergabe eines Letalitatsindexes unter
Beibehaltung der Kriterien, werden als hoch, moderat oder avirulent kategorisiert.

Elf HUhnerembryonen pro Stamm werden mit 100-300 CFU via Allantoishdhle am
12. Bebritungstag infiziert und weiterbebriitet. Wahrend eines Zeitintervalls von 4 Tagen
werden die Eier alle 24 h geschiert und die abgestorbenen Embryonen protokolliert.
AnschlieBend erfolgt die graphische Auswertung der Ergebnisse unter Vergabe von
Letalitatsindizes fur die einzelnen Stamme.

Die Ermittlung der Infektionsdosis erfolgte auf der Grundlage der zuvor in den
Wachstumsanalysen bestimmten Keimzahlen der Stamme IMT5155 und M12A09 in LB-
Kulturen bei einer ODggo von 1.

Am Tag des Infektionsversuches wurden die 0. N.-Kulturen in einem Verhaltnis von 1:10 in
LB-Medium verdiinnt und bis zu einer ODgy von 1,2 bei 37°C und 200 1/min inkubiert. Die
Bakterienkulturen wurden dann zentrifugiert und im urspriinglichen Volumen mit 1 x PBS
wieder resuspendiert. Die optische Dichte dieser Suspensionen wurde auf den Wert von 1
eingestellt und eine Verdunnungsreihe in Zehnerpotenzen mit 1 x PBS angelegt. Die 4.
Verdinnungsstufe wurde 20-fach verdinnt und mit 1 ml Einwegspritzen wurden 0,1 ml
dieser Suspensionen in 11 embryonierte SPF-Eier (Lohmann Tierzucht GmbH) pro
Infektionsgruppe in die Allantoishdhle inokuliert. Die Einstichstellen wurden anschlielBend mit
Klebstoff (UHU®) versiegelt und die Eier in den Inkubator bei 37°C und 50-60%
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Luftfeuchtigkeit gestellt. Die Wendeautomatik wurde nach 20 h Erholungspause fur die
Embryonen erneut auf einen 4 h Takt angeschaltet.

Die tatsachliche Infektionsdosis wurde kontrolliert, indem ebenfalls mit der Einwegspritze
0,1 ml auf 6 LB-Agarplatten pro Stamm appliziert, ausplattiert und bei 37°C . N. inkubiert
wurden.

Die Eier wurden alle 24 h durch die Schierlampe nach Kriterien wie GefaR3injektion, Farbe
und Konsistenz des Inhaltes begutachtet und die abgestorbenen Hihenerembryonen der
jeweiligen Infektionsgruppen protokolliert. Am 4. Tag wurde der Versuch abgeschlossen und
die Ergebnisse ausgewertet. Die Letalitatsindizes wurden nach folgender Formel berechnet:

LIZZHTE X (7'd 1_4)

NTE = Zahl der toten Embryonen

d 14 = Tag 1 bis 4 des Infektionsversuches

Als Referenzstamme dienten der im Huhnerinfektionsmodell als hochvirulent kategorisierte
Stamm IMT5155 und ein E. coli-lsolat aus einem klinisch gesunden Huhn, IMT5104. Als
Negativkontrolle wurde 11 Eiern 0,1ml 1 x PBS in die Allantoishohle injiziert.

5.12.2 Infektionsversuch im Huhnerinfektionsmodell

Gruppen mit 5-6 Huhnern wurden in Kafigen aufgestallt und 7 Tage vor dem
Infektionsversuch akklimatisiert. Wasser und Futter standen ihnen ad libitum zur Verfligung
und die Raumtemperatur wurde konstant bei 20-22°C gehalten. Filtrierte, nicht
rezirkularisierte Luft wurde zugefihrt und strikte hygienische Konditionen eingehalten.

Die Huhner wurden nach hochsten Standards des menschlichen Umgangs mit
Versuchstieren gehalten. Moribunde Vdgel wurden unverziiglich durch zervikale Dislokation
euthanasiert.

Finf Wochen alte Huhner wurden jeweils mit ca. 2,5 x 10° CFU/mI intratracheal mit den
Stdmmen IMT5155 und M12A09 infiziert, um das krankheitsauslésende Potenzial der
Mutante im Vergleich zu dem des Wildtyps zu beurteilen. Als Negativkontrolle wurde 5
Huhnern 0,5 ml 1 x PBS intratracheal verabreicht. Diese Tiere wurden abgesondert von den
infizierten Tieren gehalten. Die Versuchsgruppen setzten sich wie folgt zusammen:

Infektionsgruppe Getesteter Stamm Anzahl der Tiere
A IMT5155 10
B M12A09 10
C PBS-Kontrolltiere 5
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Das Allgemeinbefinden der Tiere wurde wahrend 8 h stiindlich am Tag der Infektion und
apater in 3-stiindlichen Abstdnden anhand des Verhaltens beurteilt und protokolliert.

Drei Huhner der Versuchsgruppen A und B wurden 24 h p. inf. euthanasiert und seziert.
Proben der inneren Organe Lunge, Milz, Leber, Niere und Herz wurden homogenisiert, mit
1 ul/mg 1 x PBS verdinnt und auf LB-Agarplatten ohne und mit Kanamycinzusatz fur die
Selektion der Mutante ausplattiert. Die Keimzahlen der einzelnen Stamme in den Organen
wurden ermittelt. Gleichzeitig wurden Proben fir die reverse Transkriptase-PCR (Punkt 5.5)
enthommen.

Bei den restlichen Tieren wurde das Allgemeinbefinden weiterhin alle 3 h beurteilt.
Moribunde Huhner wurden unverziiglich euthanasiert und entsorgt.

48 h p. inf. wurden 3 Tiere aus allen Versuchsgruppen A-C euthanasiert und seziert. Mit den
inneren Organen wurde wie oben beschrieben verfahren, um die Keimzahlen der Stamme zu
ermitteln.

Die Organe der restlichen Tiere wurden ebenfalls entnommen, allerdings wurden in diesem
Fall nur Platten nach dem Abklatsch-Verfahren angelegt, um die Vermehrung der Keime zu
verifizieren.
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6 Ergebnisse

6.1 Genotypische Charakterisierung der Mutante M12A09

6.1.1 Nachweis relevanter virulenzassoziierter Gene
6.1.1.1 Diagnostische Multiplex-PCR

Das Toxingen astA, die fur die Eisenakquirierung wichtigen Gene irp2 und iucD, das fir die
Serumresistenz relevante iss, das Gen fiir das Temperatur-sensitive Hamagglutinin tsh und
das Fimbriengen papC wurden mittels einer diagnostischen Multiplex-PCR (183) fir APEC-
Stamme Uberprift.

Die Elektropherogramme der Stamme IMT5155 und M12A09 wiesen identische
Bandenmuster flr astA, irp2, iucD, iss und tsh (Tab. 8) auf, so dass eine Mutation durch
Insertion des Transposons in eines dieser virulenzassoziierten Gene ausgeschlossen
werden konnte.

Das Fimbriengen papC ist beim Wildtypstamm und folglich bei der Mutante M12A09 nicht

vorhanden.

Virulenzgen Amplifikatgrof3e
astA 120 bp
irp2 287 bp
iucD 711 bp
iss 219 bp
tsh 823 bp

Tab. 8. Mittels Multiplex-PCR ermittelten virulenzassoziierten Gene bei den Stdmmen IMT5155 und
M12A09

6.1.1.2 DNS-DNS-Hybridisierungesergebnisse

Da bekannt ist, dass das ColV Plasmid in Zusammenhang mit der Virulenz von APEC steht,
wurden DNS-DNS-Hybridisierungen der DNS von M12A09 mit DNS-Sonden (s. Punkt 5.7.1)
fur den Nachweis der episomal kodierten Gene cvi/cva, iss und tsh durchgefihrt. Fur cvi/cva
und tsh wurden Signale im selben DNS-Restriktionsfragment detektiert. Ein zusatzliches
Signal in einem grélReren Fragment wurde ebenfalls bei der Hybridisierung mit der tsh-Sonde
registriert (s. Diskussion). Fir das ebenso episomal lokalisierte iss konnte ein Signal in
einem kleineren Fragment identifiziert werden (Abb. 8). Desweiteren zeigt das
Restriktionsmuster mit Xbal die Abstammung von M12A09 vom Stamm IMT5155.
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Abb. 8. PFGE-Restriktionsmuster mit der Endonuklease Xbal (a) und DNS-DNS-Hybridisierungen (b,
¢ und d). Sowohl beim Wildtyp (1) als auch bei der Mutante M12A09 (2) sind Signale fir den
Nachweis der Plasmid-kodierten Gene iss (b), cvi/a (c) und tsh (d) vorhanden. M: Lambda Ladder
PFG-Marker (Invitrogen GmbH, Karlsruhe).

Die DNS-DNS-Hybridisierung der Restriktionsendonukleasesmuster von M12A09 mit den
Enzymen EcoRl, EcoRV, Kpnl, Sacl, Sall, Spel, Sphl und Psfl mit der DNS-Sonde flr das
Kanamycin-Resistenzgen des Tn lieferten eindeutig jeweils nur ein Signal (s. Punkt 6.1.2.1).

Diese Ergebnisse zeigen, dass das virulenzassoziierte ColV-Plasmid nach der Tn-
Mutagenese im Stamm M12A09 immer noch anwesend ist und dass es sich um eine einzige
Insertion des Transposons handelt.

6.1.2 Detektion des mutierten Genlocus in M12A09

Um die Insertionsstelle des mini-Tn5Km2 zu determinieren wurden gleichzeitig zwei
Methoden angewandt. Einerseits wurde gezielt das Tn durch DNS-DNS-Hybridisierung
lokalisiert und versucht in 3-5 kb grof3en Fragmenten in den Vektor pUC18 zu klonieren, um
die flankierenden Bereiche mittels inverser PCR zu amplifizieren. Andererseits wurden mit
der arbitrary PCR Zufallsamplifikate erzeugt, deren Spezifitat fir die einzelnen flankierenden
Bereiche der Transposons der Mutanten tberprift wurde.

6.1.2.1 Lokalisation des Transposons in M12A09 und Klonierung der flankierenden
Bereiche in den Vektor puUC18

Der Gesamtverdau der Mutante und des Wildtyps mit den 8 verschiedenen
Restriktionsendonukleasen EcoRI, EcoRV, Kpnl, Sacl, Sall, Spel, Sphl und Pstl wurde auf
eine Nylonmembran mittels Southern Blot Ubertragen und hitzefixiert. Anschlieend wurde
mit einer DNS-Sonde flr das Kanamycin-Resistenzgen das Tn visualisiert (Abb. 9). Durch
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diesen Ansatz wird die einmalige Tranposoninsertion in das Genom von M12A09 durch die
DNS-DNS-Hybridisierungsergebnisse nachgewiesen.

Die DNS-DNS-Hybridisierungsergebnisse ergaben, dass die Restriktionsendonuklease Sall
fur M12A09 fir diese Klonierungsstrategie geeignet ist, da diese ein Fragment der Grofe
3,7 kb erzeugt, welches das Tn (1,7 kb) und ca. 2 kb des flankierenden Insertionsbereichs
enthalt.

Es wurde erneut ein Restriktionsansatz der Mutante mit dem entsprechenden Enzym
durchgefuhrt und elektrophoretisch aufgetrennt. Unter UV-Lichtkontrolle wurde nun das
ermittelte Fragment aus dem Agarose-Gel isoliert und aufgereinigt. Der Klonierungsvektor
pUC18 wurde separat ebenfalls mit den Restriktionsenzymen Sall und EcoRV linearisiert
und elektrophoretisch Gberpruift.

AnschlieRend wurden Ligationsansatze in den Verhaltnissen Vektor zu Insert 1:1, 1:3 und
1:5 durchgefiihrt, von denen jeweils 2 und 5 und 10 ul in 40 pl frisch hergestellte
elektrokompetente E. coli DH5a transformiert wurden. Die Zellen wurden auf LB-Agarplatten
mit Kanamycin- und Ampicillinzusatz ausgestrichen und t. N. bei 37°C inkubiert.

Abb. 9. Elektropherogramm des Gesamtverdaus von M12A09 mit den 8 unterschiedlichen
Restriktionsendonukleasen (a) EcoRIl, EcoRV, Kpnl, Sacl, Sall, Spel, Sphl und Psfi (in der
Reihenfolge 1-8) und DNS-DNS-Hybridisierung mit der DNS-Sonde fiir das Kanamycin-Resistenzgen
(b). In Bild b ist der Bereich zwischen 5 und 3 kb hervorgehoben. In diesem Bereich erzeugt der
Verdau mit dem Enzym Sall ein Fragment in der Gré3e von ca. 3,7 kb, in dem das Tn enthalten ist
(5). Die Marker M; und M, entsprechen einem 1 kb-Marker und einem A Hindlll-Marker in der
Reihenfolge.

Trotz mehrmaliger Wiederholung blieb dieser Versuch erfolglos, denn es konnten keine
Ampicillin- und gleichzeitig Kanamycin-resistenten Kolonien isoliert werden.
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6.1.2.2 Arbitrary PCR

Die elektrophoretische Darstellung der zweiten PCR-Reaktion ergab nach zweimaliger
Wiederholung des gesamten Reaktionsansatzes, dass mit dieser Methode fir M12A09
mindestens ein Amplifikat erzeugt werden konnte, das in der PCR-Reaktion mit der DNS des
Wildtyps als Matrize abwesend und somit fiir die Mutante spezifisch ist.

Fur die Sequenzanalyse wurde ein PCR-Produkt ausgesucht, das eindeutig von anderen
Amplifikaten unterscheidbar und isolierbar war (Abb. 10). Die Primerkombination, die diese
Kriterien fur M12A09 erfullt, ist P6/arbi 4, nachdem in der ersten arbi-PCR Reaktion der
Primer arbi7 (s. Punkt 5.4.2) eingesetzt wurde. Die entsprechende Bande wurde aus dem
Agarose-Gel geschnitten und aufgereinigt.

Abb. 10. Elektropherogramm der zweiten Arbi-PCR-Reaktion. Links und rechts im Bild sind die
Bandenmuster des 100-bp Markers (M). Von den Reaktionen 1-8 wurden jeweils Mutante (1-8
schwarz) und Wildtyp (1-8 grau) abwechselnd aufgetragen, allerdings lieferten nicht alle ein Signal.
Markiert ist das Amplifikat der Reaktion mit der Mutanten-DNS und der Primerkombination P6/arbi4
(schwarze 5), welches eindeutig nicht im Wildtyp vorhanden ist, wie die leere Spur rechts daneben
zeigt (graue 5). Es wurde dieses Amplifikat ausgewahlt, da es stark und gut abgesetzt von anderen
Signalen ist.

Fur M12A09 wurde ein ca. 350 bp grol3es PCR-Produkt zur Sequenzanalyse eingesandt.

6.1.2.3 Computergestitzte Sequenzanalyse

6.1.2.3.1 Sequenzdatenabgleich

Die von der Firma AGOWA ermittelten Sequenzdaten des eingesandten arbitrary-PCR-
Produkts fur M12A09 ergaben folgende 358 bp lange Nukleotidsequenz:

5’-AATACCCAGAACGCCGTCATAAGGGGCTTTTTTTACGTTCTCTACGAGAGTTATCAAC
GCCAAGATTATTAAAGCCCATACGAGTTGATCAAACCTTCGGTATCTACCAGACGAACAA
GTCGAGGCGTGGCCAAACCTGGCTGGGGACGTGGCGTGACGGTGCCCATCTCGATGG
ATCCTCATCCCGTGGCCACTAACGCGTCAATGCACTCCCCGTCTTTATCAAGACCGGCT
GCCAGACCAAGCGGATTTTTAAACGTCAGGCCCATGCAGTTAACAGGTTTCGCAGGCAC
TTTCTGCCGCACCAGTGCTTCAAACGGCGTTCCTGTAACACGGCGTAGTACTAGTCGAC
GCGTGG-3
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Diese Daten wurden mit dem Programmpaket HUSAR/GCG und NCBI-Software mit Zugriff
auf die unter Punkt 4.5 erwahnten Datenbanken analysiert. Dabei stellte sich Folgendes
heraus:

Fur M12A09 ergab der Vergleich der PCR-Sequenz mit den oben genannten Datenbanken
eine maximale Identitdt von 90 bis 93% mit der DNS-Sequenz von pyrD aus folgenden

Stammen:

Escherichia coli APEC_0O1, Acc. No. CP000468, complete genome 93%
Escherichia coli UTI89, Acc. No. CP000234 complete genome 93%
Escherichia coli CFT073, Acc. No. AE014075, complete genome 93%
Escherichia coli 536, Acc. No. CP000247, complete genome 92%
Escherichia coliW3110 DNA, Acc. No. AP009048, complete genome 92%
Escherichia coli K12 MG1655, Acc. No. U00096, complete genome 92%
E. coli pyrD gene for dihydroorotate dehydrogenase (EC 1.3.3.1) 92%
Shigella boydii Sb227, Acc. No. CP000036, complete genome 92%
Shigella sonnei Ss046, Acc. No. CP000038, complete genome 92%
Shigella dysenteriae Sd197, Acc. No. CP000034, complete genome 91%
Shigella flexneri 5 str. 8401, Acc. No. CP000266, complete genome 90%
Shigella flexneri 2a str. 301, Acc. No. AE005674, complete genome 90%
Shigella flexneri 2a str. 2457T, Acc. No. AE014073, complete genome 90%
Escherichia coli O157:H7 str. Sakai DNA, Acc. No. BAOO0007, complete genome 90%

pyrl
pepi 4ian Up

Abb. 11. Die chromosomale Region des sequenzanalysierten APEC_0O1-Stammes (Acc. No.
CP000468), in der das Gen pyrD (Acc. No. NC_008563.1) lokalisiert ist, entnommen aus der NCBI
Datenbank.

Das Gen pyrD (Acc. No. NC_008563.1) vom Stamm APEC_O1 (Acc. No. CP000468) und
der Arbi-PCR-Sequenz wurden mit dem Programm DNA-Star (s. Punkt 4.5) im Modul
MegAlign analysiert. Demnach entspricht die PCR-Sequenz der des pyrD an den Positionen
77-417. Die genetische Region des pyrD im Stamm APEC_O1 ist in Abb. 11 dargestellt.
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6.1.2.3.2 Primerdesign

Das Primerdesign fir die Entwicklung von analytischen PCRs erfolgte unter Benutzung der
Sequenzdaten des UPEC-Stammes CFT073 (Acc. No. AE014075), da zum Zeitpunkt der
Untersuchungen die groRte Ahnlichkeit des partiell sequenzanalysierten pyrD von M12A09
mit diesem Stamm bestand.

6.1.2.4 Screening der Cosmidbank des Stammes IMT5155 und PCR zur Ermittlung der
Insertionsstelle des Transposons

Mit dem Primerpaar M12A09arbi s und as (Sequenz in Tab. 2), welches das in der Arbi-PCR
ermittelte Fragment amplifiziert, wurde eine DNS-Sonde generiert (Bedingungen in Tab. 3).
Sechshundert Klone der Cosmidbank wurden im Dot-Blot-Verfahren auf Nylonmembranen
fixiert und mit dieser DNS-Sonde mittels DNS-DNS-Hybridisierung analysiert. Die
Entwicklung der Rontgenfilme zeigte unspezifische positive Reaktionen bei einer Vielzahl
von Klonen. Dieser Effekt lasst sich durch den sogenannten K12-Hintergrund erklaren. Die
Cosmidkonstrukte wurden in E. coli K12-Zellen gespeichert und bei der Hitzelyse zur DNS-
Isolierung der einzelnen Klone wird die DNS der Wirtszellen ebenfalls freigesetzt und
befindet sich dann als Hintergrund bei jedem einzelnen Dot. Da das pyrD als
.Housekeeping“-Gen ebenfalls bei E. coli K12 vorkommt, ist dieser Effekt erklarbar. Aus
diesem Grund wurde eine Alternativmethode zur Ermittlung der genauen Insertionsstelle des
Transposons angewandt.

Die Transposon-spezifischen Primer P6 und P7 (Sequenzen in Tab 2) sind so gewabhlt, dass
sie an den Enden der Transposonsequenz nhach auf3en gerichtet sind, und bei ihrer
Anwendung die flankierenden Bereiche der Insertionsstelle amplifizieren (Abb. 13). Diese
Primer wurden in einer PCR-Reaktion (Bedingungen in Tab.) mit den fir die Amplifizierung
des Gens pyrD ermittelten Primer pyrDKlon2 s/as (Sequenzen in Tab 2) in 4 moglichen
Kombinationen eingesetzt:

1) pyrDKlon2 s/P6 2) pyrDKlon2 s/P7

3) pyrDKlon2 as/P6 4) pyrDKlon2 as/P7
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Abb. 12. PCR-Reaktion mit den Primerkombinationen pyrDKlon2-s/P6 und pyrDKlon2-as/P7. Die
erste Kombination ist bei IMT5155 negativ (1), und liefert bei M12A09 ein ca. 1,1 kb gro3es Amplifikat
(2). Die zweite Kombination ist bei IMT5155 ebenfalls negativ (3), und bei der Mutante wird ein ca.
600 bp groRes Amplifikat erzeugt (4). Die Marker M; und M, entsprechen einem 100 bp- und einem
1 kb-Marker in der Reihenfolge.

Dabei lieferten die Reaktion a) ein ca. 1,1 kb und d) ein ca. 700 bp groRes Fragment
(Abb. 12). Bei den restlichen Reaktionen gab es keine Amplifikate. Der Abschnitt, in dem
sich das Transposon im Stamm M12A09 befindet, lasst sich nun auf der Grundlage der
Sequenzdatenanalyse des Arbi-PCR-Produktes und der Sequenzdaten des APEC_O1-
Stammes (Acc. No. CP000468) wie auf Abb. 13 konstruieren:

*F’os. -705  Start pyfﬁ# lPos. 77 iPos. 417 Pos. 1086¢
Arbi-PCR- -
Kanamycinkassatte
I Produkt /&/////y////f’/
— “+—P§ P7— -—
pyrDKlon2 s Tn pyrDKlon2 as
Bereich Pyt
—— ca. 700 bp
vor pyrD

Abb. 13. Karte des Bereichs der Tranposoninsertion. Ermittelt durch PCR mit Kombinationen des
Primerpaares pyrDKlon2 s/as mit jeweils P6 oder P7. Die Positionen gelten fur die chromosomale
Region des Gens pyrD (Acc. No. NC_008563.1) beim APEC_0O1-Stamm (Acc. No. CP000468).

6.1.3 Transkriptionsstudien
6.1.3.1 Transkriptionsstudien in vitro

Die photometrische  Qualitatskontrolle der invitro gewonnenen RNS ergab
Extinktionswertquotienten zwischen 1.83 und 1.85,60280. Die RNS der Stdmme IMT5155 und
M12A09 wurde aus LB- und Hihnerserumkulturen gewonnen und in cDNS umgeschrieben.
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Abb. 14. Elektropherogramme der reversen Transkriptase-PCR-Reaktionen mit cDNS von M12A09
als Matrize. Links in beiden Bildern zu sehen sind die Bandenmuster des 100 bp-Markers (M). Die
Signale 1-4 entsprechen den Produkten der Reaktionen fur die Gene carP, yjgP, pyrD und das
Kanamycin-Resistenzgen bei M12A09 in Bild a und bei IMT5155 in Bild b. Bei der Mutante fehlt das
Signal der pyrD-PCR (a, 3). Bild b zeigt die Abwesenheit des Kanamycin-Resistenzgens beim Wildtyp
(4). Als Kontrolle wurden PCRs mit RNS durchgefuhrt, die in den leeren Spuren neben den Signalen
(hellgraue Beschriftung 1-4) auf die Freiheit von DNS-Ruckstadnden bei der Gewinnung der RNS
hindeuten. Die PCR ist sowohl fir RNS aus LB-, als auch fur solche aus Huhnerserum-Kulturen
anwendbar.

Diese diente nun als Matrize fur eine PCR, in der das Produkt der Arbi-PCR erneut
amplifiziert werden sollte. Als Kontrolle dienten die konservierten Gene carP' und yjgP* und
das Kanamycin Resistenzgen. Anhand der Sequenzdatenbank des UPEC-Stammes CFT073
(Acc. No. AE014075) wurden zuvor Primerpaare fur carP und yjgP (s. Tab. 2) ausgesucht,
anhand derer die Prasenz der Gene im APEC-Stamm IMT5155 und in der Mutante M12A09
Uberprift wurde. Die PCRs fir diese Gene ergaben identische Signale bei den Stdmmen
CFTO073, IMT5155 und M12A09. Die anschlieend ermittelten Primerpaare fir die
Tranksriptionsstudien dienen zur Amplifizierung von Bereichen der cDNS in der fir reverse
Transkriptase-Anwendungen empfohlenen Grolienordnung zwischen 200 und 500 bp (162).
Es zeigte sich, dass bei dem Wildtyp die Synthese der konservierten Kontrollgene und die
des pyrD-Genabschnitts ungestort verlaufen, wéahrend ein Signal beim Kanamycin-
Resistenzgen fehlt. Bei der Mutante wird das Gen pyrD als einziges nicht transkribiert und
fehlt demnach in der cDNS (Abb. 14).

Y carP oder pepA (Acc. No. YP_859927) kodiert eine Leucyl-Aminopeptidase, involviert in
Aminosaure-Transport und Stoffwechsel.

2 yjgP (Acc. No. YP_859928) kodiert eine putative Permease. Die orthologen Gene bei
Escherichia coli K-12 und Escherichia coli 0O157:H7 besitzen die entsprechenden
Identifikationsnummern b4261 und z5873 und folgen im Chromosom immer dem Gen carP.
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6.1.3.2 Transkriptionsstudien in vivo

Die Extinktionswertquotienten der aus den inneren Organen der Huhner isolierten RNS (s.
Punkt 5.3.2) lagen zwischen und 1.80-1.98,¢0,50 Und die Konzentrationen zwischen 200 ng/ul
bis 1 pug/ul. Die durchgefiihrte 16s rRNS-Kontroll-PCR fiir den Nachweis bakterieller RNS
zeigte schwache Banden fir alle untersuchten RNS-Proben in der erwarteten Grof3e von
466 bp (Abb. 15).

Abb. 15. Durchgefiihrte PCR zum Nachweis der bakteriellen 16s-RNS aus Organproben. Dargestellt
sind die Ergebnisse dieser PCR mit cDNS aus Lunge (1-2), Leber (3-4) und Herz (5-6) von jeweils
zwei unterschiedlichen Tieren. Unter K ist die Kontrol-PCR mit DNS vom Stamm IMT5155
aufgetragen. Der Vergleich mit dem 1 kb-Marker (M) zeigt Signale der erwarteten Grof3e von 466 bp.

Trotz mehrmaliger Wiederholung, sowohl der RNS-Extraktionsschritte aus den Organen, als
auch der reversen Transkriptase-PCR konnte in diesem Ansatz keine PCR fir den Nachweis
Uber die fehlende Transkription von pyrD bei M12A09 etabliert werden. Samtliche PCRs, die
mit der RNS aus Organmaterial durchgefihrt wurden, lieferten, im Gegensatz zu den Positiv-
Kontrollen mit DNS, keine positiven Signale im Elektropherogramm.

6.2 Phanotypische Charakterisierung der Mutante M12A09

6.2.1 Wachstumsanalysen in LB-Medium

Die Eigenschaften des Wachstums der Stamme IMT5155 und M12A09 wurden in LB-
Medium bei 37°C und 200 1/min untersucht, um die Ausgangsbedingungen der einzelnen
Stadmme fur die Tierversuche zu definieren.

6.2.1.1 Wachstumskurven und Keimzahlbestimmung in LB-Medium

In LB-Medium zeigten die Stdmme ein identisches Wachstumsverhalten, gemessen an der
Entwicklung der ODgy Uber einen Zeitraum von 24 h (Abb. 16).
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Wachstum in LB-Medium

IMT5155
------- M12A09
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Abb. 16. Wachstumsverhalten der Stamme IMT5155 und M12A09 in LB-Medium bei 37°C, ermittelt
nach dreifacher Durchfiihrung, aus der sich die angegebenen Standardabweichungen ergeben.

Die Keimzahlen 3 und 6 Stunden nach Inokulation des Wachstumsmediums lagen bei den
Stammen [IMT5155 und M12A09 entsprechend zwischen 5,4-3,3 x 10® und 2,5-
2,9 x 10°CFU/ml und zeigten somit gleiche Ausgangsbedingungen fiir den Tierversuch
(Abb. 17).

Keimzahlen in LB-Medium

1,00E+10

1,00E+09

£ B IMT5155
S 1,00E+08
x B M12A09
1,00E407
1,00E+06

Messzeitpunkt

Abb. 17. Keimzahlbestimmung zum Zeitpunkt der Inokulation des LB-Mediums, sowie 3 und 6
Stunden spater, wahrend der logarithmischen Wachstumsphase. Die Ergebnisse stammen aus der
dreifachen Wiederholung des Versuches.
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6.2.1.2 In Vitro Kompetitionstest (,,/n vitro Competition Assay")

Die Fahigkeit der Mutante M12A09, mit dem Wildtyp um die in LB-Medium enthaltenen
Nahrstoffe zu konkurrieren, wurde Uberprift. Fir die Durchfiihrung dieses Versuches wurden
die Bedingungen standardisiert; . N.-Kulturen wurden ohne Zusatz von Antibiotikum
durchgefuhrt und am darauf folgenden Tag im Verhaltnis 1:50 mit LB-Medium verdinnt, so
dass sich alle Stamme in derselben logarithmischen Phase zum Zeitpunkt der Inokulation
des Wachstumsmediums befanden. Der Versuch wurde dreifach ausgefiihrt. Die ODggo-
Werte und die Kompetitionsindizes zu den Zeitpunkten 4, 8 und 24 h (Tab. 9) ergaben in
allen Messungen eine leichte (1,35-fach nach 4 Stunden) Verdrdngung der Mutante durch
den Wildtyp, die sich innerhalb des gemessenen Zeitraums konstant hielt. Somit konnte bei
diesem Versuch keine starke Vitalititsabnahme bei dem Stamm M12A09 registriert werden.

Zeitpunkt Stamme Kompetitionsindex (KI)
4h IMT5155/M12A09 0,74
8h IMT5155/M12A09 0,77
24 h IMT5155/M12A09 0,77

Tab. 9. Ergebnisse des ,/n Vitro Kompetitionstests* zwischen den Stammen IMT5155 und M12A09.
KI-Werte >1 zeigen eine Verdrangung des WT durch die Mutante; Werte <1 zeigen eine Verdrangung
der Mutanten durch den WT. Eine Verdrangung der Mutante durch den WT um das 10-fache wurde
als leichte, eine um das 100-fache als moderate und eine um mehr als das 100-fache als starke
Attenuierung interpretiert.

6.2.2 Wachstumsverhalten in M9+-Medium und Hihnerserum

In M9+-Medium zeigte die Mutante M12A09 keinerlei Wachstum, wie die Wachstumskurve,
die Abnahme der Keimzahlen 5 und 7 h (1,5 und 1x 10" CFU/ml) nach Inokulation im
Vergleich zur Ausgangskonzentration (2,1 x 10’ CFU/ml) und die fehlende Triibung des
Mediums belegen, wahrend der Wildtyp Werte im Bereich von ca. 4 x 10® CFU/ml erreichte
und sein typisches sigmoides Wachstumsverhalten aufwies (Abb. 18).
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Wachstum in M9+

—  IMT5155
------- M12A09

ODswo

Zeitin h

Abb. 18. Wachstumsverhalten von M12A09 im Vergleich zum Wildtyp IMT5155 in M9+-Medium bei
37°C. Gemessen an der ODggo konnte bei der Mutante keinerlei Wachstum festgestellt werden. Die
Standardabweichungen zu den Messzeitpunkten ergeben sich aus einer dreifachen Wiederholung
des Versuches.

In hitzeinaktiviertem Huhnerserum hoérte der Anstieg der ODgy-Werte bei der Mutante
M12A09 ca. 2h nach der Inokulation des Serums auf (Abb.19). Die Messung der
Keimzahlen ergab, dass, ausgehend von einer Keimzahl von 1,5 x 10’ CFU/ml zum Zeitpunkt
0, nach 3 h ca. 4 x 108 CFU/ml M12A09 und nach 5 h eine Abnahme auf ca. 2 x 10° CFU/ml
ermittelt werden konnten (Abb. 20).
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Wachstum in Serum mit hitzeinaktiviertem Komplement

IMT5155
------- M12A09

Zeitin h

Abb. 19. Wachstumsverhalten der Stamme IMT5155 und M12A09 in hitzeinaktiviertem Serum. Nach
ca. 2 Stunden hort der Anstieg der ODggo-Werte bei der Mutante auf, wahrend der Wildtyp ungehindert
weiter wachsen kann. Eingetragen sind Standardabweichungen, die sich aus der dreifachen
Wiederholung des Versuches ergeben.

Keimzahlen aus Serumkulturen

1,00E+11

1,00E+10 -

1,00E+09 -
W IMT5155

= M12A09

CFU/mI

1,00E+08

1,00E+07 -

1,00E+06 -

Ermittlungszeitpunkt

Abb. 20. Keimzahlen der Stamme IMT5155 und M12A09 nach 0, 3 und 5h Wachstum in
hizeinaktiviertem Huhnerserum. Sie belegen die Abnahme der Vermehrungsrate fir M12A09, die in
der Wachstumskurve zu sehen ist. Die Ergebnisse stammen aus einer dreifachen Wiederholung des
Versuches.
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6.2.3 Supplementierung von M9+-Medium mit Orotat

Nach den Ergebnissen der Sequenanalyse liegt bei M12A09 ein Defekt im Gen pyrD vor,
welches das Enzym Dihydroorotatdehydrogenase (DHODHase, EC 1.3.3.1) kodiert.
Demnach ist nach derzeitigem Wissen der 4. Schritt der de novo Synthese der Pyrimidine
bei dieser Mutante unterbrochen. Das Enzym Dihydroorotatdehydrogenase ist nicht in der
Lage das Substrat Dihydroorotat zu Orotat zu oxidieren (s. Abb. 5).

In einer Reihe von Ansatzen mit den Endkonzentrationen 50, 150, 250, 500, 750 pg/ml,
lund 1,5 mg/ml wurde versucht, den Mangel an Orotat durch externe Zufuhr dieses
Metabolits in M9+-Medium und in Hihnerserum zu kompensieren (Abb. 21). Es stellte sich
heraus, dass die optimale Orotatkonzentration in M9+-Medium 750 pg/ml betragt, um das
Wachstum von M12A09 dem des Wildtyps weitestgehend anzupassen. Die Keimzahlen der
Mutante lagen nach 5 und 7 h bei ca. 7,7 x 10" und 1 x 10 CFU/ml und beim Wildtyp bei
1 x 10° und 5 x 10° CFU/m.

Die geringste Orotatkonzentration, bei der eine Verbesserung des Wachstums gerade
erkennbar war, betrug 150 pug/ml (wegen der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt). Ab einer
Konzentration von 1mg/ml verschlechtert sich wiederum zunehmend das
Wachstumsverhalten der Mutante im Vergleich zum Wildtyp.

Wachstumin M9+ Wachstumin M9+
4 4
—— IMT 5155
3] —— IMT 5155 3]
- - = «M12A09
o = = = .M12A09 o
o 2 2
(@) [e) M12A09 +
500 pg/ml
"""" ;/Isl(‘JZAO?J Orotat
Mg
1 Ootat ~1 AL £ T ML2A09 +
1,5 mg/ml
Orotat
0 — 0 P =FEp=pme—m—_—=
0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Zeitinh Zeitinh

Abb. 21. Ubersichtsdiagramme iiber das Wachstumsverhalten in M9+-Medium bei 37°C
supplementiert mit 500, 750 pg/ml und 1,5 mg/ml Orotat. Mutante und Wildtyp verhalten sich bei einer
Supplementierung des Mediums mit 750 ug/ml  anndhernd (gleich. Die angegebenen
Standardabweichungen ergeben sich aus der dreifachen Wiederholung der Versuche.
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Basierend auf den Ergebnissen in M9+-Medium wurde Hihnerserum mit 750 pug/ml Orotat
supplementiert. Diese Konzentration erbrachte eine deutliche Verbesserung des Wachstums
von M12A09, wenn auch der Phanotyp des Wildtyps nicht vollstandig reproduziert werden
konnte. (Abb. 22).

Wachstum in hitzeinaktiviertem Serum

IMT5155

------- M12A09

ODswo

—-—--M12A09 + 750ug/ml
Orotat

Zeitin h

Abb. 22. Wachstumsverhalten in zuvor hitzeinaktiviertem (1 h bei 56°C im Wasserbad inkubiert)
Huhnerserum bei 37°C. Eine Supplementierung mit 750 pg/ml Orotat verbessert deutlich das
Wachstum der Mutante M12A09.

6.2.4 Komplementierung in trans

Das Gen pyrD und zwei Bereiche, die moglicherweise einen Promotor enthalten, wurden aus
dem intakten Genom des Wildtypstammes IMT5155 amplifiziert und in die Plasmide
PpCR®2.1-TOPO® und pACYC184 kloniert. Mit den entstandenen Konstrukten wurden
anschlieend die Mutante M12A09 in frans komplementiert, um den Phanotyp des
Wildtypstammes wiederherzustellen. Dieser Effekt wurde in vitro anhand von
Wachstumsanalysen Uberpruft.

6.2.4.1 Klonierung des Gens pyrD und seines Promotors in verschiedene Vektoren

Anhand der Sequenzdatenbank des UPEC-Stammes CFT073 (Acc. No. AE014075) wurden
zwei verschiedene Primerpaare definiert, um pyrD und seinen Promotor mit dem Stamm
IMT5155 als Matritze zu amplifizieren. Die Produkte der PCR (s. Tab. 3) entsprachen den
erwarteten Grof3en von 1.475 und 1.791 kb fur pyrDKlonl und 2.
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Sie wurden erfolgreich in den Vektor pCR®2.1-TOPO® (high-copy) kloniert. Das
zweitgenannte Produkt wurde ebenfalls erfolgreich in das Plasmid pACYC184? (low-copy)
kloniert und mittels Elektroporation in die Mutante M12A09 transformiert.

! Invitrogen GmbH, Karlsruhe.
2 DSMZ Nr. 4439.

Die Uberprifung der Komplementierung erfolgte mittels Wachstumsanalysen in M9+-Medium
im Vergleich zum Wildtyp und zu der Mutante, die zum Zwecke der Vergleichbarkeit das
jeweilige leere Plasmid trugen.

6.2.4.2 Wachstumsverhalten in M9+-Medium

Die Wachstumsanalysen in M9+-Medium ergaben, dass die Komplementierung der Mutante
M12A09 in trans mit dem high-copy Vektor pCR®2.1-TOPO®(pyrDKlonl) keinerlei
Verbesserung erbrachte. Da nach der Promotoranalyse die Mdglichkeit eines zweiten, weiter
upstream liegenden Promotors bestand, wurde das Primerpaar pyrDKlon2 s/as entworfen,
um diesen Bereich zu amplifizieren. Bei dieser Klonierungsstrategie stiegen anfangs die
ODggo-Werte bei der transkomplementierten Mutante, allerdings stagnierte das Wachstum
nach ca. 3h und die ODgy-Werte erreichten nur 1/10 der Werte des Wildtyps in der
stationdren Phase. Aus diesem Grund wurde ein Vektor mit einer geringeren Kopienzahl pro
Zelle fur die Transkomplementierung ausgewahlt.

Die Transkomplementierung von M12A09 mit dem PCR-Produkt der Primer pyrDKlon2 s/as
auf dem low-copy Plasmid pACYC184 war erfolgreich. Da der Verlust des Plasmids durch
Zugabe von Tetracyclin in das Wachstumsmedium vermieden wird, erfolgte der Vergleich mit
den Stammen IMT5155::pACYC184 und MI12A09::pACYC184, die ebenfalls
tetracyclinresistent sind, um vergleichbare Bedingungen zu erhalten.

Es stellte sich heraus, dass die Wachstumskurven dieser Stamme weitgehend gleich
aussahen (Abb. 23), und die Bestimmung der Keimzahl zu den Zeitpunkten 5 und 7 h nach
Inokulation des Wachstumsmediums bestétigte eine Vermehrung dieser beiden Stamme in
vergleichbarem MalRRe. Die ebenfalls tetracyclinresistente Mutante M12A09::pACYC184
konnte sich hingegen in M9+-Medium nicht vermehren, wie die abnehmenden Keimzahlen
belegen (Abb. 24).
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Abb. 23. Wachstumsverhalten der Mutante M12A09::.pACYC(pyrDKlon2) mit dem Gen pyrD
komplementiert in trans in M9+-Medium bei 37°C. Der Vergleich erfolgt mit den ebenfalls
tetracyclinresistenten IMT5155::pACYC184 und M12A09::pACYC184. Messungen der optischen
Dichte und Tribung des Mediums nach 7 h zeigen dasselbe Verhalten, wie bei dem Wildtypstamm.
Bei der Mutante, die ein natives Plasmid tragt, bleibt das Medium klar. Die Kurven ergeben sich aus
einer dreifachen Wiederholung des Versuches.
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Abb. 24. Graphische Darstellung des Vermehrungsverhaltens der Stamme IMT5155::pACYC184,
M12A09::.pACYC184 und M12A09::pACYC(pyrDKlon2) in M9+-Medium bei 37°C. Deutlich zu
erkennen sind Unterschiede in der Wachstumstendenz. Wahrend sich IMT5155::pACYC184 und
M12A09::pACYC(pyrDKlon2) vermehren, ist die Keimzahl bei M12A09::pACYC184 abnehmend, was
auf das Absterben der Bakterien hindeutet. Die Daten wurden nach einer dreifachen Wiederholung
des Versuches erhoben.
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6.2.5 Charakterisierung der Mutante M12A09 in vivo

6.2.5.1 Huhnerembryonen-Letalitatstest [“Chicken Embryo Lethality Assay” (ELA)]

Die mit der Mutante M12A09 infizierten Hihnerembryonen starben alle innerhalb von 2
Tagen, so dass der Stamm nach der Klassifizierung mittels Letalitatsindex als hoch pathogen
eingestuft werden konnte. Die Kontrollstamme IMT5155 und IMT5104 wurden als hoch und
moderat pathogen entsprechend klassifiziert.

ELA

PBS Kontrolltiere
—=— [MT5155
---A--- M12A09
—e— IMT5104

Lebende Embryonen

o
»

"

0 1 2 3 4 5 6 7

Versuchstag

Abb. 25. Graphische Darstellung der Ergebnisse fir vier Stdmme unterschiedlichen Virulenzgrades
im Huhnerembryonen-Letalitatstest. Die unterschiedlichen Tendenzen sind deutlich am Abfall der
Geraden vor allem in den ersten 2 Versuchstagen erkennbar.

Die applizierten Infektionsdosen lagen zwischen 190-256 CFU und somit im Bereich der in
der Literatur empfohlenen Werte von 100-300 CFU (198).

Mit PBS inokulierte Embryonen zeigten, nach deren Vitalitit zu urteilen, keinerlei
Beeintrachtigung bis zum Abschluss des Versuches. (Abb. 25).

Die im ELA ermittelten Tendenzen beziiglich der Pathogenitat korrelierten nur zum Teil mit
den im Huhnerinfektionsmodell definierten Virulenzgraden der getesteten Stamme (Tab. 10).
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Stamm Virulenzgrad im Letalitatsindex im ELA (LI*)
Huhnerinfektionsmodell
IMT5155 Hoch 60
M12A09 Niedrig 60
IMT 5104 Niedrig 23

Tab. 10. Unterschiedliche Pathogenitatsgrade von verschiedenen Stammen. Ermittelte Ergebnisse mit
dem Huhnerinfektionsmodell und dem ELA im Vergleich. *Einstufung der Pathogenitat der Stamme
nach Punkten (LI): LI = 45 (max. 66) hoch pathogen; LI zw. 14-44 moderat pathogen; LI < (min 0)
apathogen.

6.2.5.2 Charakterisierung der Virulenz von M12A09 im Huhnerinfektionsmodell

Den Tieren wurde, nach Ermittlung der Keimzahlen der Inokula, 2,7 x 10® und
3,4 x 108 CFU/mI der Mutante und des Wildtyps entsprechend intratracheal appliziert. 24 h
spater wurden die ersten Hihner getttet, wobei der Unterschied im Allgemeinbefinden
zwischen den Infektionsgruppen deutlich war. Wahrend in der Gruppe A (Inokulum mit
IMT5155) die meisten Tiere mit gestraubtem Gefieder und apathisch in einer Ecke des
Kafigs kauerten, waren die Huhner, die mit M12A09 infiziert wurden, munter, fraf3en und
zeigten keine Beeintrdchtigung des Allgemeinbefindens. Wahrend der nachsten 24 h
mussten 2 Tiere der Gruppe A euthanasiert werden, da sie in Seitenlage bei schlechter
Atmung vorgefunden wurden. In der Gruppe B (Inokulum mit M12A09) konnten weiterhin
keine Auffalligkeiten protokolliert werden.

Wahrend der Sektion fiel auf, dass alle Tiere aus der Infektionsgruppe A die typischen
makroskopischen Lasionen der durch APEC hervorgerufenen systemischen Infektion in
unterschiedlich starkem Ausmall ausgebildet hatten: Aerosacculitis, Pericarditis,
Perihepatitis und Splenomegalie konnten durch Lungen- und Milzkongestion, Hypertrophie
der Organe, Exsudatansammlung und fibrinbse Belage diagnostiziert werden. In der
Infektionsgruppe mit dem Stamm M12A09 konnte bei allen Tieren eine Luftsackentziindung
festgehalten werden. Bei den restlichen Organen war 24h p. inf. keine makroskopische
Veranderung sichtbar. 48 h p. inf. konnten lediglich eine milde Perihepatitis und eine leichte
VergroRerung der Milz beobachtet werden. Bei einem Tier war eine Entziindung des
Herzbeutels mit Exsudatansammlung vorhanden.

Die unterschiedlichen post mortem ermittelten Keimzahlen wéhrend des Infektionsversuches
sind in den Abbildungen 26 und 27 aufgefihrt.
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Abb. 26. Infektionsversuch mit finf Wochen alten SPF-Hiihnern der Rasse White Leghorn. Dargestellt
werden die ermittelten Keimzahlen in den inneren Organen 24 h nach Inokulation von Wildtyp und
Mutante im Vergleich. Die Mittelwerte von jeweils drei euthanasierten Tieren wurden herangezogen.
Zu jedem Organ wurde die Standardabweichung ermittelt.
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Abb. 27. Keimzahlen in den Organen 48 h nach Inokulation des Wildtyps und der Mutante in jeweils
drei SPF-Huhnern der Rasse White Leghorn im Alter von 5 Wochen. Es wurden die Mittelwerte und
die Standardabweichungen fir jedes Organ ermittelt.
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Die Ermittlung der Keimzahlen der Mutante erreichten in den verschiedenen Organen
24 h p. inf. nur Werte unter 2% des Wildtypgehalts. 48 h p. inf. war der Bakteriengehalt in
den Organen im Vergleich zum Wildtyp immer noch niedrig, hatte jedoch deutlich
zugenommen (Tab. 11).

Organ Gehalt an M12A09 im Vergleich zum Wildtyp IMT5155
(Angaben in Prozent)
Lunge 71,76
Leber 3,23
Milz 7,30
Niere 9,04
Herz 40,00

Tab. 11. Prozentualer Bakteriengehalt in den Organen 48 h p. inf., berechnet in Relation zu den vom
Wildtyp im selben Organ erreichten Keimgehalte (100%). Die mit der Mutante infizierten Tiere haben
nach Internalisierung der Bakterien wesentlich geringere Keimzahlen im Verhaltnis zu den Keimzahlen

aus der Infektionsgruppe mit dem Wildtyp-Stamm.
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7 Diskussion

Escherichia coli gehort zu der normalen Darmflora von Gefligel und fiihrt in der Regel nicht
zu Krankheit. Dennoch hat sich eine Gruppe dieses Erregers zu potenziell virulenten
Mikroorganismen entwickelt, die unter dem Begriff aviar pathogene E. coli (APEC)
zusammengefasst werden. Zahlreiche Faktoren, wie Adhasine, Toxine, Eisen-akquirierende
Systeme,. Colicin-V Plasmid, Serum-Resistenz-Proteine, Kapsel und Lipopolysacharid-
komplex, die zur Virulenz von APEC beitragen, sind identifiziert und untersucht worden,
allerdings ist bis heute keine eindeutige Definition dieses Pathotyps gelungen (153). Manche
Schritte in der Pathogenese der APEC-Infektion konnten bisher nicht aufgeklart werden,
unter anderem wegen der Anwendung von Infektionsmodellen, die den natirlichen
Infektionsweg nicht widerspiegeln, wie das Eintagskikenmodell oder durch direkte
Inokulation der Luftsdcke und subkutane Erregerapplikation (32, 33, 40).

In den vergangenen Jahren sind Molekulartechniken, wie IVET, DFI, IVIAT, STM, SCOTS
oder GAMBIT entwickelt worden, die eine differenziertere Analyse der Erreger-Wirt-
Interaktion erlauben, indem das Tiermodell als Selektivmedium benutzt wird. In fast allen
Studien, die mit diesen Methoden durchgefiihrt wurden, konnte nachgewiesen werden, dass
viele ,Housekeeping“-Gene bei der Auspragung der Virulenz eine entscheidende Rolle
spielen. Attenuierte Mutanten von unterschiedlichen Erregern mit Defekten im Purin- und
Pyrimidinhaushalt sind in solchen Untersuchungen bereits isoliert worden (69, 90).

SCOTS und STM wurden von Dozois et al. (2003) und Li (2005) entsprechend an APEC-
Stammen appliziert und in beiden Studien konnten virulenzassoziierte Gene isoliert werden,
die im bakteriellen Stoffwechsel involviert sind (36, 100). In der STM Studie von Li (2005), fur
die ein systemisches Infektionsmodell mit 5 Wochen alten HlUhnern mit intratrachealer
Erregerapplikation entwickelt wurde, konnten zahlreiche attenuierte Mutanten mit defekten
Genen, die in unterschiedlichen Bereichen eine Rolle spielen, isoliert werden (100, 102). Zu
diesen Bereichen zahlt die Produktion des LPS und extrazellularer Polysaccharide, der
Eisentransport, die Synthese einiger membranassoziierter und periplasmatischer Proteine,
sowie die metabolischer Enzyme mit einer Rolle im Vitaminstoffwechsel und
uncharakterisierte genetische Bereiche (102). Eine der Mutanten, M12A09, die nach dem
ersten Screening als potenziell attenuiert galt, ist Untersuchungsgegenstand der
vorliegenden Arbeit. Deren Ziel war es, die Insertionsstelle des Transposons nachzuweisen
und mit unterschiedlichen Mitteln die Mutante sowohl in als auch ex vivo naher zu
charakterisieren. Fiur die Untersuchung des mutierten Genbereichs dieser und anderer
Mutanten wurde eine Cosmid-Genbibliothek erstellt. Multiplex-PCR und DNS-DNS-
Hybridisierungen bestétigten die Unversehrtheit von wichtigen Virulenzfaktoren und ergaben
eine einmalige Insertion des Tn in das Genom, sodass die Attenuierung nicht auf die
Mutation eines bereits bekannten Virulenzfaktors (astA, irp2, iucD, iss, cvi/cva und tsh) oder
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auf die gleichzeitige Ausschaltung mehrerer Gene zuriickzufiihren ist. An dieser Stelle wird
darauf hingewiesen, dass die in dieser Arbeit angewendete Multiplex-PCR mit Primern
durchgefuhrt wurde, die wegen ihrer Unspezifitat Uberarbeitet werden mussten. Zum
Zeitpunkt der Durchfihrung dieser Arbeit wurde angenommen, dass die Primer flr tsh die
chromosomale und episomale Kopie dieses Gens amplifizieren. Viel wahrscheinlicher ist es
aber, dass ein Signal von der chromosomalen Variante von tsh, wahrend das zweite vom
Gen vat stammt, dessen Produkt 75% Protein-Homologie mit Tsh besitzt (136). Aktualisierte
Angaben zur Durchfiihrung einer Multiplex-PCR zur Identifizierung von 8 virulenzassoziierten
Genen (papC, iucD, irp2, tsh, vat, iss, astA und cva/cvi) bei APEC liefert die Publikation von
Ewers et al. (2005) (39).

Die Ermittlung der Insertionsstelle des Tn ergab einen Defekt im Gen pyrD, welches das fir
den vierten Schritt der de novo Biosynthese der Pyrimidine zustandige Enzym Dihydroorotat
Dehydrogenase kodiert. Untersuchungen mit reverser Transkriptase-PCR bestatigten eine
Unterbrechung der Transkription des Gens pyrD bei der Mutante M12A09. In vitro-
Wachstumsanalysen zeigten, dass M12A09 mit dem Wildtypstamm IMT5155 in LB-Medium
um die darin enthaltenen N&hrstoffe konkurrieren kann und somit in einem nahrstoffreichen
Medium die gleiche Fitness, wie der Wildtypstamm aufweist. In hitzeinaktiviertem
Huhnerserum jedoch tritt bei der Mutante ein deutliches Vermehrungsdefizit bereits nach
zwei Stunden ein, das durch niedrigere ODggo-Werte und Keimzahlen als beim Wildtyp
deutlich wird. In Minimalmedium 9 mit Glucose als einzige Kohlenstoffquelle (M9+) kann
M12A09 nur nach Supplementierung des Mediums mit Orotat oder nach
Transkomplementierung mit pyrD auf einem low-copy Plasmid wachsen. AbschlieRend
konnte mit dieser Studie nachgewiesen werden, dass diese Mutante im
Huhnerembryonenmodell keinen Virulenzverlust, jedoch im systemischen Infektionsmodell
mit 5 Wochen alten Hiuhnern eine starke Attenuierung aufweist. Nach Infektion der Hihner
konnte M12A09 aus allen untersuchten inneren Organen reisoliert werden, obwohl kein
einziges Tier wahrend des Versuches erkrankte, Eigenschaften, die von potenziellen
Kandidaten fur die Entwicklung von antimikrobiellen Protektiva erfillt werden.

7.1 Die Mutante M12A09 besitzt eine durch die Insertion des Tn hervorgerufene
Unterbrechung im Gen pyrD

7.1.1 Klonierung und arbitrary PCR

Eine geeignete Restriktionsendonuklease zu ermitteln, mit der ein Fragment in der
GroRenordnung zwischen 3 und 5 kb generiert wird und dieses in einen einfachen Vektor,
wie den pUC18 zu klonieren, ist die Standardmethode, um Sequenzdatenanalysen
durchzufiihren. Diese Methodik fand besonders Anwendung in der Zeit vor der
Sequenzierung ganzer bakterieller Genome, da grof3ere DNS-Sequenzen nétig waren, um
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ihre Lokalisation im Chromosom zu ermitteln. Heute, in der postgenomischen Zeit, reichen
schon kurze Nukleotidsequenzen aus, um sie im entsprechenden Genom zu lokalisieren.

In dieser Arbeit wurde das Enzym Sall verwendet, und nach Selektion von Ampicillin-
(Vektormerkmal) und Kanamycin- (Tn-Merkmal) resistenten Kolonien sollten mit inverser
PCR die flankierenden Bereiche der Tn-Insertionsstelle ermittelt werden. Parallel dazu wurde
die Methode der arbitrary PCR angewandt, die in zwei PCR-Reaktionen ein Produkt liefert,
welches direkt sequenzanalysiert werden kann. Diese Technik ist sehr schnell und einfach
durchzufiihren und mit ihrer Hilfe gelang es ein 358 bp groRes Fragment zu amplifizieren,
bevor Ampicillin- und Kanamycinresistente Kolonien mittels Klonierung isoliert werden
konnten. Allerdings lasst sich nicht in jedem Fall ein Amplikon mittels arbitrary PCR
generieren, weshalb beide Strategien gleichzeitig verfolgt wurden.

7.1.2 Sequenzdatenabgleich

Das eingesandte arbitrary PCR-Produkt von 358 bp wurde Sequenzanalysiert, mit dem
Ergebnis, dass bis zu 93% Ahnlichkeit mit dem Gen pyrD von vielen Mikroorganismen
besteht. Das von pyrD kodierte, membranassoziierte Enzym Dihydroorotat Dehydrogenase
konnte erstmals von Lieberman und Kornberg (1953) aus dem obligat anaeroben
Zymobacterium oroticum durch Anreicherung in Orotat-haltigen Medien isoliert werden (103).
Fir E. coli (135) und Salmonella Typhimurium (201) sind pyrD-Mutanten beschrieben. Diese
haben einen essentiellen Bedarf an Pyrimidinen, der von Orotséure oder Uracil kompensiert
werden kann.

Zum Zeitpunkt der Untersuchungen gab es keinen vollstandig sequenzierten APEC-Stamm,
weshalb bei der Sequenzdatenanalyse die groRte Ahnlichkeit mit dem UPEC-Stamm
CFTO073 (Acc. No. AE014075) bestand, welcher fortan als Matrize fur Primerdesign und
genomische Analysen verwendet wurde. Ein Vergleich der Genloci zwischen den Stammen
E. coli K12, UPEC CFT073 und APEC_OL1 zeigt, dass pyrD in einer konservierten Genregion
liegt und immer von derselben Familie von Genen, ycb, gefolgt wird (s. Abb. 11, S. 62), die
fur putative Proteine kodiert. In den drei Fallen ist pyrD ca. 1000 bp grof3 und nach den
Ergebnissen der PCR unter Punkt 6.1.2.4 liegt das Tn bei M12A09 ca. 400 bp nach dem
Startcodon (s. Abb. 13). Der Promotor des Gens ist nicht betroffen, wodurch ein Einfluss auf
weitere genomische Strukturen, die mit dem Promotor von pyrD gekoppelt wéren, von dieser
Mutation sehr unwahrscheinlich ausgehen kénnte.

Mutationen durch Transposoninsertionen kdénnen unerwiinschte Nebenwirkungen haben,
wenn sie so genannte polare Effekte hervorrufen. Diese sind zu erwarten, wenn eine
Mutation in einem Gen die Transkription eines weiteren oder mehrerer Gene desselben
Operons bei bestehender polycistronischer Transkriptionsweise oder bei sog. translationalen
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Koppelungen beeinflusst. Es ist bekannt, dass eine Transposoninsertion in der Nahe des
Anfangs eines Operons die Expression von stromabwarts gelegenen Genen abschwachen
kann (13). Derartige polare Effekte kdnnen dazu fiuihren, dass der Phanotyp einer Mutante
falschlicherweise einem Gen stromaufwérts des stattfindenden Effektes zugeordnet wird.
Dieses Phanomen kommt beispielsweise beim 5,7 kb grof3en Tn5 vor, welches tber starke
Terminationssequenzen in der Kanamycinkassette verfigt und somit die Transkription von
gemeinsam organisierten Genen beeinflussen kann. Eine Studie von Berg et al. (1980)
untersuchte den Effekt von Tn5 Insertionen im lacZ-Gen von E. coli auf die zwei weiteren
Gene des Lac-Operons, lacY und lacA (13). In zwei Dritteln der Mutationen konnte keine
Genaktivitat bei den stromabwarts gelegenen Genen festgestellt werden.

Die viel kleineren Minitransposons (z. B. miniTn5) sind rekombinante Transposons, die nur
die fir die Transposition ndétigen Elemente auRerhalb des mobilen DNS-Elements
beinhalten. Der Vorteil ist, dass, wenn Minitransposons erst einmal in das Genom integriert
worden sind, in einer stabilen Weise vererbt werden und im Gegensatz zu natirlichen
Transposons keine DNS-Neukombinationen verursachen, da sie kein Gen fir die
Transposase besitzen und ihnen der gréfdte Teil an Insertionselementen fehlt (27). Sie
verfligen jedoch auch Uber Antibiotikakassetten mit Terminationssequenzen und koénnen
somit auch polare Effekte induzieren.

Ein Operon, wie im Modell von Jacob und Monod (1961) beschrieben, setzt sich aus
Funktionseinheiten auf der DNS von Prokaryonten zusammen, die aus Promotor, Operator
und Strukturgen(-en) bestehen (72). Uber den Operator kdnnen unterschiedliche Molekiile
die Transkription der Strukturgene an- oder ausschalten und somit die Proteinsynthese
beeinflussen. Auf3erdem bestehen in vielen Operons translationale Koppelungen wegen
Uberlappungen von Start- und Stop-Kodonsequenzen. Im Fall der de novo Biosynthese der
Pyrimidine kommt nur in einigen Ausnahmen, wie bei Bacillus subtilis, ein echtes pyr-Operon
vor. Ansonsten liegen bei den meisten Prokaryonten (inkl. E. coli) diese Gene ubiquitar im
Chromosom verteilt und werden Uber einzelne Mechanismen reguliert. PyrD und pyrC liegen
relativ nah beieinander (ca. 100 kb dazwischen) auf dem Chromosom und haben keinerlei
Verbindung zueinander oder zu den anderen Pyrimidin-Genloci (201). Es ist bekannt, dass
das pyr~Gen von Salmonella Typhimurium mit dem stromabwarts gelegenen orfF
translational gekoppelt ist (184). In diesem Fall liegt allerdings eine Uberlappung von
Terminations- und Startsequenzen vor. Im Genom des sequenzanalysierten APEC_O1-
Stammes (Acc. No. CP000468) liegt pyrD (Acc. No. NC_008563.1) stromaufwarts, strukturell
unabhangig vom ycbW-Gen, welches hypothetisch ein Protein unbekannter Funktion kodiert.
Obwohl die Moglichkeit eines polaren Effektes durch die Transposoninsertion auf dieses Gen
theoretisch nur durch die Konstruktion einer isogenen Deletionsmutante ausgeschlossen
werden kann, ist nicht anzunehmen, dass ein solcher zu dem festgestellten Phénotyp fuhrt.
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Die durchgefuhrten Transkomplementierungsstudien bestatigen, dass allein durch die
Prasenz des pyrD-Gens in trans ein Wachstumsverhalten bei der Mutante erzeugt werden
kann, welches dem des Wildtyps gleicht. Die Supplementierung des Minimalmediums mit
Orotat spricht ebenfalls fir die alleinige Beteiligung von pyrD am Phanotyp von M12A09.

7.1.3 Reverse Transkriptase-PCR

Auf Grund der sehr stabilen RNasen erfordert der Umgang mit RNS wesentlich mehr Sorgfalt
als der Umgang mit der sehr viel stabileren DNS. Wahrend dieser Arbeit wurde sowohl mit
der RNS aus Kulturen als auch mit der aus den Organen der Hihner isolierten besonders
vorsichtig verfahren. Einerseits weil diese Substanz bekannterweise von den ubiquitér
vorhandenen RNasen leicht degradiert werden kann, und andererseits um eine
Kontamination mit Fremdmaterial zu vermeiden, die ggf. zu falsch positiven Ergebnissen
Uber die Transkription des hoch konservierten pyrD Gens fihren kénnte. Aus diesem Grund
wurden die aus derzeitigem Standard empfohlenen Sicherheitsvorkehrungen fir den
Umgang mit RNS getroffen (siehe Punkt 5.3.2).

Die Isolierung von RNS ermdglicht eine Momentaufnahme der Zelltatigkeit zu einem
definierten Zeitpunkt, da nur die Gene, die auch aktuell in der Zelle transkribiert werden in
diesem Moment als RNS vorliegen. Dies wird in der Molekularbiologie zur Analyse der
Genexpression genutzt. Mit der reversen Transkriptase-PCR lasst sich die Expression eines
bestimmten Gens in einer Zelle zum Zeitpunkt der RNS-Isolierung nachweisen. Da die DNS-
Polymerase keine RNS amplifizieren kann, wird zunéchst mit der reversen Transkriptase
(RNS-abhangige DNS-Polymerase) die RNS in cDNS umgeschrieben. Diese kann
anschliel3end mit einer PCR analysiert werden, um spezifische Sequenzen zu amplifizieren.
Auf diese Weise kann eine Aussage dartiber getroffen werden, ob die Expression eines
Zielgens in dem untersuchten Mikroorganismus vorliegt. Andere Methoden in der RNS-
Analytik sind der Northern-Blot, die Real-Time PCR, cDNS-Bibliotheken oder Microarrays
(fir eine genaure Beschreibung der Methoden wird auf Fachliteratur verwiesen).

Die Isolierung von RNS aus Bakterienkulturen ist unter der Benutzung von Kits relativ

einfach und schnell. Das in dieser Arbeit verwendete ,SV Total RNA Isolation*

System
empfiehlt die Verwendung einer Bakterienkultur in der friihlogarithmischen Wachstumsphase
mit einer ODggo zwischen 0,6 und 1. Diese Empfehlung wurde in dieser Arbeit befolgt, da in
diesem Stadium die Vermehrung der Bakterien und demzufolge die Expression der an der

Nukleinsduresynthese beteiligten Gene verstarkt stattfinden.

! Promega GmbH, Mannheim,
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Die Methode kombiniert die Eigenschaften von Guanidinisothiocyanat (GITC) und f-
Mercaptoethanol, um die Zellen aufzubrechen und sie vor Ribonukleasen in den
Zellextrakten zu schitzen (23). Zusatzlich wird die bakterielle Zellwand mit Lysozym
aufgelost. Die Prozedur bewirkt die Bindung der RNS an Glasfasern von S&ulen durch
Zentrifugation und einfache Waschschritte. Die gereinigte RNS wird anschlieend mit
RNase-freier DNase | vor dem letzten Elutionsschritt behandelt und kann so ohne
organische Extraktionen und Préazipitationen isoliert werden.

Die Isolierung von RNS aus Geweben gestaltet sich im Gegensatz dazu wesentlich
komplizierter. Die RNS-Stabilisierung ist eine wesentliche Voraussetzung fir zuverlassige
Genexpressionsanalysen. Unmittelbar nach Probenentnahme kann es durch spezifische und
unspezifische RNS-Abbauprozesse und auch durch die Induktion der Transkription zu
Veranderungen im Genexpressionsmuster kommen. Solche Verdnderungen des
Genexpressionsmusters missen aber unbedingt vermieden werden, um zuverlassige
Genexpressions-Analysedaten zu erhalten. Der Aufbruch von Zellen ist ein kritischer Schritt,
denn hier entscheidet sich die Menge und Qualitat der erhaltenen RNS. Deshalb sollte dieser
Schritt schnell und grundlich stattfinden. Es gibt mehrere Mdglichkeiten, ein
Gewebehomogenat herzustellen, wie die Benutzung von Rotor-Stator-Homogenisatoren,
Mérser und StoRel, Ultraschall, French Press oder Mihlen; wichtig ist nur, dass das Produkt
keine Klumpen enthélt, weshalb in dieser Arbeit ein Rotor-Stator-Homogenisator verwendet
wurde. Weiterhin ist zu beachten, dass alle Gewebearten RNasen in unterschiedlich starkem
Ausmal} enthalten. Dies ist bei der Verarbeitung von Proben beispielsweise aus der Milz und
Bauchspeicheldriise zu bericksichtigen, da diese Zellen besonders reich an endogenen
RNasen sind (146). Gewebeproben sollten moglichst innerhalb von 30 min nach der Sektion
verarbeitet werden. Die GITC-Lésung soll wahrend der Homogenisation dazugegeben
werden und Proben dirfen nie langere Zeit bei Raumtemperatur in dieser Lysislosung
unzerkleinert verbleiben, denn das fuhrt zur Degradierung von RNS durch endogene
RNasen, die innerhalb der noch intakten Zelle von dem GTC nicht erreicht werden kdnnen.
Wenn Gewebeproben nicht sofort nach der Sektion bearbeitet werden kdnnen, sollten sie
sofort bei -70°C eingefroren werden, da dies die Aktivitat der RNasen hemmt. Fir die weitere
Verarbeitung missen diese Proben in gefrorenem Zustand beispielsweise mit einem Morser
pulverisiert und anschlieend mit der GITC-L6sung zu einem Homogenat vermischt werden.
In der vorliegenden Arbeit solite RNS aus den inneren Organen infizierter Tiere isoliert
werden, mit dem Ziel, das Expressionsprofil der Mutante M12A09 bezlglich pyrD wahrend
des Infektionsprozesses zu untersuchen. Die PCR-Bedingungen fiir die Analyse der cDNS
aus Laborkulturen waren bereits etabliert und sollten auf bakterielle cDNS aus den Organen
der Hihner angewandt werden.
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Zu diesem Zweck wurde darauf geachtet, dass die Organe unmittelbar nach der Sektion
gekihlt wurden und binnen 30 min durch Kihlung stabilisiert und bei gleichzeitiger Zugabe
des Lysispuffers (RLT-Puffer' enthalt GITC) mit einem Rotor-Stator-Homogenisator (Ultra
Turrax® T25) homogenisiert werden. Bis zu ihrer weiteren Verarbeitung wurden sie bei -70°C
eingefroren. Fir die Isolierung der RNS wurde der ,RNeasy Midi Kit** verwendet, der die
selektiven  Bindungseigenschaften  einer  Silicagel-Membran ~ mit der  einfach
durchzufiihrenden Zentrifugationstechnik kombiniert. Da dieser Kit kein Protokoll enthalt, das
bei der Isolierung bakterieller RNS aus Organgewebe die Lyse der Bakterien-Zellwand
beriicksichtigt, wurde das Homogenisat vor der Applikation des Uberstandes auf die
Silicagel-Membran mit Lysozym behandelt. Dieser Schritt ist entscheidend, denn hierbei
wurde die eigentliche Ziel-RNS freigesetzt.

RNasen werden von allen Organismen produziert und ausgeschieden. Sie sind
beispielsweise auch in menschlichem Schweif’ enthalten und bendétigen keine Co-Faktoren,
wie Mg2+. Zusatzlich sind die meisten RNasen aus nur einer Polypeptidkette aufgebaut,
weshalb sie bei Hitzeeinwirkung zwar denaturieren, beim AbklUhlen jedoch wieder
renaturieren und somit wieder katalytisch aktiv werden (162). Sie sind demnach extrem
schwierig zu inaktivieren. Deshalb sollte mdglichst verhindert werden, RNasen aus der
Umgebung in die Probe einzubringen. Um dies zu erreichen, wurden stets
Einweghandschuhe getragen, sofern moglich RNase-freie Einwegmaterialien oder Glasware
verwendet und unter der Abzugshaube gearbeitet.

Die Gewinnung der RNS aus Bakterienkulturen musste wahrend dieser Arbeit, wegen der
oben aufgefuhrten Schwierigkeiten beim Umgang mit RNS, mehrmals wiederholt werden, bis
Menge und Beschaffenheit von geeigneter Qualitat fiir die Uberpriifung der Genexpression
von pyrD waren. Die Transkription von pyrD in LB und Hihnerserum konnte ausgeschlossen
werden. Die Ergebnisse der reverse Transkriptase-PCR zeigen, dass dieses Gen in M12A09
im Gegensatz zu IMT5155 nicht in ¢cDNS umgeschrieben wird. Als Gegenprobe wird
wiederum bei der Mutante ein Kanamycinresitstenzgen transkribiert, wahrend dies beim
Wildtyp nicht der Fall ist. Die zwei weiteren Gene carP und yjgP, die nichts mit der Mutation
zu tun haben, werden nach diesen Untersuchungen ohne weiteres in beiden Stammen
transkribiert und untermauern somit die PCR-Ergebnisse.

Die aus den inneren Organen der Tiere isolierte bakterielle RNS konnte in dieser Arbeit nicht
analysiert werden. Die PCRs lieferten keine spezifischen Signale, obwohl die
photometrischen Messungen RNS guter Qualitdt (Extinktion zw. 1.80-1.982¢0/280) iN
Konzentrationen zwischen 200 ng/ul bis 1 pg/ul und die Uberpriifung der 16s rRNS-Kontroll-
PCR positive Ergebnisse ergaben.

! QIAGEN GmbH, Hilden
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Trotz Behandlung mit Lysozym, zum Aufbrechen der bakteriellen Zellwand, lag das
Verhéltnis von eukaryontischer zu prokaryontischer RNS vermutlich zugunsten ersterer, so
dass nicht ausreichend bakterielle RNS als Matrize fur die PCR vorlag.

7.2 Charakterisierung der Mutante M12A09 in vitro

7.2.1 M12A09 ist auxotroph und die Supplementierung des Minimalmediums mit Orotat
fuhrt zu einer Normalisierung des Wachstums

Die durchgefihrten Wachstumsanalysen in unterschiedlichen Medien zeigen, dass pyrD
essentiell fr ein ungestdortes Wachstumsverhalten von APEC in Hihnerserum und in
Minimalmedium 9+ ist. Im nahrstoffreichen LB-Medium verhélt sich die Mutante wie der
Wildtypstamm und ist sogar in der Lage mit diesem um die darin enthaltenen Stoffe zu
konkurrieren, wie die Ergebnisse des Kompetitionstests zeigen. Das Wachstumsverhalten
von M12A09 kann in M9+-Medium unter Orotatzugabe dem des Wildtyps angepasst werden
und in Hihnerserum wird es dadurch deutlich verbessert.

Salmonella- und Escherichia coli-Wildtypen sind nicht leicht permeabel flr Zwischenprodukte
der Pyrimidinsynthese, mit Ausnahme von Orotat, welches von der Dihydroorotat
Dehydrogenase, kodiert von pyrD, synthetisiert wird (10). Orotat deckt den Bedarf an
Pyrimidinen bei carAB, pyrBl, pyrC und pyrD Mutanten und ist als Supplement eines
Minimalmediums besonders effizient, wenn Glycerol als Kohlenstoffquelle verwendet wird
(127, 201). Dient hingegen Glucose im Minimalmedium als Kohlenstoffquelle, muss Orotat in
hoéheren Konzentrationen dazugegeben werden (10), weshalb in dieser Studie das
Wachstum von M12A09 in M9+ erst bei einer Konzentration von 750 pug/ml dem des Wildtyps
angepasst werden konnte. Diese signifikant hthere Konzentration an Orotat, die bendétigt
wird, um das Wachstum von Pyrimidin-auxotrophen zu férdern, lasst sich durch einen
katabolisch-repressiven Effekt auf dctA erklaren. Dieses Gen kodiert den C4-Dicarboxylate
Transporter, verantwortlich fur die Aufnahme von Orotat in die Bakterienzelle, und besitzt
direkt stromaufwérts seines Promotors eine putative cAMP-Rezeptor-Proteinkomplex-
Bindungsstelle. Wahrend des Wachstums unter Glyceroleinfluss wird cAMP in héherem
MalRRe produziert, was zu einer verminderten Expression von dctA fihrt, wodurch der
eigenregulatorische negative Feedback unter diesen Bedingungen geringer ausfallt (86).

Orotsaure wurde erstmals 1904 in Kuhmilch gefunden. Da man friher davon ausging, dass
Orotsaure lebensnotwendig sei, wurde sie auch als Vitamin B;; bezeichnet. Heute weil3 man,
dass sie kein Vitamin ist. AuBer ihrer Rolle in der Synthese von UMP dient sie auch als
Magnesium-fixierende Substanz, da sie in der Lage ist, den intrazellularen ATP-Spiegel und
damit die Menge an gebundenem Magnesium zu erhéhen, da ungebundenes Mg2+ schnell
wieder renal ausgeschieden wird (8).
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7.2.2 Die Transkomplementierung auf einem low-copy Plasmid gleicht das Wachstum der
Mutante dem des Wildtypstammes weitgehend an

In der Regel werden high-copy Plasmide fiir die Expression von rekombinanten Genen in
E. coli benutzt. Die hohe Kopienzahl wird wegen der maximalen Genexpression bevorzugt.
Allerdings stellt dies manchmal eine Uberforderung des bakteriellen Stoffwechsels dar, die
sich nachteilig auf bestimmte molekulartechnische Anwendungen auswirkt.

In der vorliegenden Studie erbrachte die Komplementierung der Mutante in trans auf dem
high-copy Vektor (pCR2.1-TOPO®, 50 bis 100 Kopien pro Zelle) eine Verbesserung des
Wachstums, das jedoch nach einiger Zeit stagnierte. Die Transkomplementierung von
M12A09 mit pyrD auf einem Vektor mit einer maximalen Kopienzahl von 15 pro Zelle
(PACYC184?) erreichte, dass Wachstumskurven in M9+-Medium und Keimzahlen von
Mutante und Wildtyp weitgehend gleich ausfallen. Jones et al. (2000) fiihrten eine Studie
durch, bei der sie die Effizienz von Transkomplementierungen zweier Metabolite
(Polyphosphat und Lykopen) in E. coli mit high- und low-copy Plasmiden miteinander
verglichen (82). Sie stellten fest, dass die Transkomplementierung von polyP mit beiden
Plasmidtypen die Anreicherung von polyP um 80% auf zellularer Ebene verbessert. Die
Dichte der high-copy-Kultur jedoch war 24% geringer, was bedeutet, dass diese Zellen nicht
so viele Nachkommen produzieren, wie die, die ein low-copy Plasmid tragen.

AuRerdem beobachteten sie, dass, wenn das Gen der DXP-Synthase (erster Schritt bei der
Synthese von Lykopen) vom tac-Promotor beider Palsmidvarianten exprimiert wird, sich die
Menge an Lycopen verdoppelt bis verdreifacht im Vergleich zu Zellen, die nur die
chromosomale Kopie besitzen. Zellwachstum und die Lykopenproduktion nahmen allerdings
ab, wenn IPTG (Induktor des tac-Promotors) zu der high-copy-Kultur hinzugefligt wurde,
wahrend in der low-copy-Kultur keine Veranderungen nach Zugabe von IPTG zu beobachten
waren. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Produktion von hohen Kopienzahlen eines
Plasmids den Stoffwechsel des Bakteriums stark belasten und zu schlechteren Ergebnissen
fuhren kann als die Expression eines Gens, die von einer geringen Menge an Plasmiden
stammt.

! Invitrogen GmbH, Karlsruhe.
> DSMZ Nr. 4439.

7.3  Charakterisierung der Mutante M12A09 in vivo

7.3.1 Die Mutante M12A09 ist nach der Klassifizierung im Hihnerembryonen-Letalitatstest
[.Embryo Lethality Assay“(ELA)] hoch pathogen

Der Huhnerembryonen-Letalitatstest wurde als diagnostisches Mittel etabliert, um virulente
aviare E. col-Stamme von apathogenen zu unterscheiden, da eine sichere
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Virulenztypisierung sonst nur im Infektionsversuch mit Hihnern zwar moglich, allerdings mit
erheblich groRerem Aufwand verbunden ist. 1999 unternahmen Wooley et al. eine Studie mit
Gruppen von 100 Embryonen pro getesteten Stamm, um herauszufinden, unter welchen
Parametern ihr Letalitatstest virulente aviare E. coli-Stdmme von avirulenten unterscheidet
(198). Sie verglichen Isolate aus Klinischen Fallen von APEC-Infektionen mit E. coli-
Stdmmen, die aus dem Darm gesunder Broiler bei der Schlachtung entnommen wurden.
Nach den makroskopischen und histopathologischen Ergebnissen dieser Studie wurde der
embryonale Letalitétstest etabliert. Demnach reichen 100 CFU bereits aus, die in die
Allantoishtéhle von 12 Tage bebriteten Hihnerembryonen appliziert werden, um nach 4
Tagen die getesteten Isolate nach ihrer Pathogenitat in 3 Gruppen zu klassifizieren. Stamme
mit Todesraten <10% sind avirulent, solche mit 10-29% sind moderat pathogen und die mit
mehr Todesfallen werden als hoch virulent eingestuft. Die hdchsten Todesraten konnten am
2. Tag des Versuches protokolliert werden. Die Autoren weisen auf die Relevanz der Frische
und Homogenitat der embryonierten Eier hin, da bekannt ist, dass diese, wenn sie kihl und
trocken gelagert werden, zu einem spateren Zeitpunkt weiter bebritet werden kdnnen. Bei
der Durchfilhrung des ELA fir die vorliegende Arbeit wurde aus diesem Grund darauf
geachtet, dass zwischen dem Legedatum und dem Versuch nicht mehr als 24 h lagen und
dass die SPF-Eier alle aus derselben Charge stammten.

In einer anderen Studie wurden die Ergebnisse eines intravendsen (IV)
Huhnerinfektionsmodells mit denen des ELA miteinander verglichen, um Korrelationen
zwischen diesen zu finden (55). Zehn Isolate aus klinischen Féllen von APEC-Infektionen
und 10 aus den Darmen gesunder Tiere wurden in verschiedenen Dosen intravends an
jeweils 10 SPF-Huhner im Alter von 3 Wochen appliziert und die Ergebnisse mit denen aus
dem vorher dokumentierten ELA (54, 198) verglichen. Das intravendse Infektionsmodell war
in der Lage, neben diskriminierenden Aussagen im Virulenzgrad einzelner Isolate,
zusatzliche Informationen bezlglich ihrer Morbiditat auf der Basis von Lasionen der inneren
Organe und Grad des Gewichtsverlustes zu liefern. Basierend auf den Mortalitdtsraten des
IV-Infektionsversuches und denen des ELA konnten signifikante Korrelationen zwischen
beiden Tests beobachtet werden. Die hdchsten Korrelationskoeffizienten kamen jedoch
zustande, wenn die Ergebnisse aus Morbiditat und Mortalitat des IV-Tests kombiniert mit den
Mortalitdtsraten des ELA verglichen wurden. Weiterhin wird auf die unspezifischen
Todesfalle im ELA hingewiesen, bei denen Embryonen inokuliert mit avirulenten Stammen
oder mit PBS wahrend des Versuches sterben, die den ELA aber nach statistischen
Ergebnissen nicht in seiner Fahigkeit, zwischen virulenten Stammen zu unterscheiden, in
Frage stellt.

In der vorliegenden Arbeit korrelierten die Ergebnisse des intratrachealen
Huhnerinfektionsmodells mit denen im ELA ermittelten nur teilweise. Der im systemischen

90



Diskussion

Infektionsmodell ermittelte, hoch virulente Typus des Stammes IMT5155 konnte im ELA
bestatigt werden, wahrend der im Infektionsmodell als avirulent typisierte Stamm IMT5104 im
ELA eine Stufe hoher im Virulenzgrad klassifiziert wurde. Bei Betrachtung des Diagramms
(s. Punkt 6.2.5.1) lassen sich Unterschiede zwischen den einzelnen Kategorien am stérksten
erkennen, wenn man die Todesfalle im Verlauf der Zeit beobachtet. Im ELA von Wooley wird
darauf hinwiesen, dass das ,days to death” ein wichtiges Kriterium fir die Virulenz darstellt,
weshalb dies bei der Berechnung der Indizes bericksichtigt wird. Die hochsten
Mortalitdtsraten konnten in der vorliegenden Arbeit ebenfalls am zweiten und dritten
Versuchstag protokolliert werden. Interessanterweise lebten bei der Infektionsgruppe mit
dem Wildtyp noch zwei Embryonen am zweiten Tag, wahrend in der mit M12A09 schon alle
tot waren. In der Gruppe, die den apathogenen Stamm IMT5104 appliziert bekam, waren am
zweiten Tag nur zwei Embryonen tot.

Die generelle Organisation und Funktion des Immunsystems von Vdgeln und Saugern ist
sehr ahnlich. Die priméaren lymphoiden Organe in Hihnern sind die Bursa fabricii und der
Thymus. Dabei ist die im distalen Darmbereich lokalisierte Bursa von besonderem Interesse,
da sie einzigartig in Vogeln ist und kein Aquivalent in Saugern besitzt. Hier findet die B-Zell
Differenzierung statt, wahrend sich T-Zellen im bilateralen, multilobuldaren Thymus
differenzieren. Trotz der unterentwickelten Lymphknoten, besitzen Vdgel gut entwickelte
sekundare lymphoide Strukturen. Dazu zahlen die Harder-Drise, Knochenmark, kojunktival-,
Darm- und bronchial-assoziiertes lymphoides Gewebe. Die Entwicklung des Immunsystems
beim Huhn setzt frih ein. Vorlauferzellen der Bursa fabricii kdnnen schon am 7.
Bebritungstag detektiert werden. IgM-, 1gG- und IgA-exprimierende Zellen werden
entsprechend am 10., 14. und 16. Tag der Embryonierung gefunden (165). Vorlaufer der T-
Zellen wandern zum Thymus in drei Wellen: am 6.5, 12. und 18. Tag der
Embryonalenentwicklung (25). Das Immunsystem in der spaten embryonalen Phase (ab 16
Tagen Bebritung) und in gerade geschlipften Hihnern ist auf Grund der unvollendeten
strukturellen Organisation ihrer sekundéren Immunorgane, wie der Milz, nicht vollstandig
entwickelt (115).

Die Milz ist bei Vogeln bei der Entstehung von Immunantworten von zentraler Bedeutung, da
diese nur unterentwickelte Lymphknoten besitzen. Hinzu kommt, dass lymphoide Strukturen,
wie das Meckel'sche Divertikulum und die Caecal-Tonsillen, sich erst postnatal entwickeln.
Die in der Milz von Végeln gut ausgebildeten Ellipsoide oder Schweiger-Seidel-Hiilsen,
bestehend aus Makrophagen und Lymphozyten, werden zusammen mit den periarteriellen
lymphatischen Scheiden (PELS) funktionell analog zur marginalen Zone in Saugern
angesehen (75). Untersuchungen zeigen, dass Ellipsoide und PELS erst am 20.
Bebritungstag ausgebildet werden, womit die Funktion der Milz bei der Immunantwort
eingeschrankt wird (114).
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Dem gegenuber stehen zahlreiche, erfolgreiche Applikationen von in ovo-Lebendvakzinen
gegen die Erreger der Newcastle und Marek’'schen Krankheit, infektiose Bursitis und
infektiobse Bronchitis (2, 3, 166, 192). Obwohl der Schutz gegen diese viralen Erkrankungen
sehr wahrscheinlich von einer Immunantwort vermittelt wird, ist der genaue Mechanismus
nicht geklart. Moglich ist, dass die applizierten Viren Uber langere Zeit im Hihnerorganismus
leben und nach dem Schlipfen eine Immunantwort induzieren (115). Eine weitere
Moglichkeit besteht darin, dass diese lebenden, attenuierten Viren die Entwicklung der
lymphoiden  Strukturen beschleunigen oder immunkompetente Zellen aktivieren,
beispielsweise durch eine Zytokin-vermittelte Uberexpression von Zelloberflachen-Liganden.
Ein Paradebeispiel fir dieses Phanomen stellt die gamma-interferon-induzierte
Uberexpression von MHC-II-Molekiilen (85).

Die Immunkompetenz von Hihnerembryonen ist somit im Vergleich zu der von 5 Wochen
alten Tieren erheblich unterentwickelt. Vermutlich kbnnen 11 Tage alte Embryonen deshalb
eine Infektion mit einem pathogenen Keim nicht Gberleben, wahrend 5 Wochen alte Tiere in
der Lage dazu sind. Dies kénnte auch der Grund sein, weshalb die Kombination aus
Mortalitdts- und Morbiditatsraten zu einem hoherem Korrelationskoeffizienten mit den
Ergebnissen des ELA fihrt (55). Moglicherweise flihren schon mikroskopische Lasionen in
Zusammenhang mit einem unvollstandig entwickelten Immunsystem in den Embryonen zu
deren Tod, was die strengere Einstufung des Stammes IMT5104 im ELA erklaren kénnte.
Gleichzeitig ist genau aus diesem Grund das Huhnerinfektionsmodell diskriminativer. Hier
kénnen Mortalitat und Morbiditat getrennt behandelt und kategorisiert werden. Solche
Ergebnisse haben eine applikablere Aussage, da sie bei der Charakterisierung von
Stammen genauere Aussagen erlauben.

Im Hihnerdotter ist eine groRe Menge an Substanzen enthalten, die dem Embryo als
Reserve wahrend des Britens zum Aufbau dienen. Proteine, Fette, Aminosauren, Mineralien
und Vitamine (A, D, E, K, Thiamin, Riboflavin, Niacin, Pantothensaure, B6, Folsaure, B12,
und Biotin) kommen darin vor, die durch den Dottersackkreislauf dem Embryo zugefihrt
werden. Weiterhin ist bekannt, dass bestimmte Elemente, wie zum Beispiel Eisen, in den
Organen sich entwickelnder Hihnerembryonen in héheren Konzentrationen vorkommen, als
bei gerade geschlipften Hihnern (117). Ab dem zweiten Bebriitungstag beginnt das
embryonale Herz zu schlagen, womit der Dottersackkreislauf in Gang gesetzt wird. Zwischen
dem 4. und 5. Tag bildet sich die Allantois als Verbindung zum Chorion unter Ausbildung der
Chorio-Allantoismembran fir den Gasaustausch durch die Eierschale. Oxygeniertes Blut
wird durch den Allantoiskreislauf direkt ins Herz des Hihnerembryos zugefiihrt. Die
Ausscheidungen des Embryos werden in die Allantoishohle abgegeben und Eiweil3 zur
Erndhrung wird darin resorbiert. Am 11. Tag kommt es zu einer Verbindung zwischen
EiweiRsack und Dottersack, wodurch eine Mischung aus Eiweil3 und Dotter geschieht (169).
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Am 12. Tag sind alle Strukturen, die fir die Versorgung des Hiihnerembryos mit Nahrstoffen
zustandig sind, voll ausgebildet und funktionsfahig. Die Mutante M12A09 ist nach dem ELA
als hoch virulent zu klassifizieren, wahrend sie im systemischen Infektionsmodell bei keinem
einzigen Tier zum Tod oder schweren Lasionen fuhrte. Der Grund hierfur liegt vermutlich
darin, dass das embryonierte Hihnerei mit all seinen nahrstoffreichen Kompartimenten, zu
jedem Zeitpunkt, von der Inokulation in die Allantoishdhle bis zur Infektion des Embryos, den
essentiellen Bedarf der Mutante an Pyrimidinen deckt. (Die Verfugbarkeit von Pyrimidinen in
tierischem Gewebe wird unter Punkt 7.3.2, ab S. 95 né&her diskutiert.) Somit konnte die
Verwendung des ELA als adaquates Medium zur Charakterisierung von Mutanten, wie von
Wooley et al. (2000) suggeriert (198), fur die Mutante M12A09 nicht bestatigt werden.
Maoglicherweise ist der ELA generell kein adaquates Testmedium fur auxotrophe Mutanten.

7.3.2 PyrD ist essentiell fir das Auslosen der APEC-Infektionskrankheit im systemischen
Huhnerinfektionsmodell

Eine Reihe von Infektionsmodellen fir die Untersuchung der Kolibazillose sind bisher
entwickelt worden. Von der Inokulation in Hihnerembryonen Uber die Allantoishéhle und das
Eintagskukenmodell bis hin zu Modellen mit erwachsenen Puten und Hihnern mit und ohne
vorherige(r) Sensibilisierung (33, 64, 155, 202). Unterschiedliche Inokulationswege:
subkutan, intravengs, Uber Aerosol oder die direkte Applikation in die Luftsédcke oder durch
die Trachea wurden bereits getestet (6, 36, 37, 96, 118, 144, 176, 202).

Van den Hurk et al. (1994) untersuchten die Auswirkung einer Inokulation mit dem
hamorrhagischen Enteritis-Virus von Puten (HEV) auf die Sensibilitit gegenlber einer
Infektion mit unterschiedlich applizierten APEC (188). Sie konnten einen synergistischen
Effekt beobachten, bei dem Mortalitdt und makroskopische Organldsionen am groften
ausfielen, wenn die Tiere das HEV bekamen und iUber die Trachea mit dem APEC-Stamm
infiziert wurden. Ahnliche Beobachtungen sind auch fiir das infektioése Bronchitis Virus,
Newcastle Disease Virus und Mykoplasmen gemacht  worden. Hohe
Ammoniakkonzentrationen in der Luft fihren ebenfalls zu einem sensibilisierenden Effekt.
Peighambari et al. (2000) etablierten ein Infektionsmodell unter Feldbedingungen und
benutzten Broiler im Alter von 2-4 Wochen, die den Erreger als Aerosol nach Sensibilisierung
mit dem infektidse Bronchitis Virus (IBV) bekamen (139). In diesem Infektionsmodell ruft die
Sensibilisierung von 20 Tage alten Puten mit IBV und die Applikation von APEC 4 Tage
danach die APEC-Infektionskrankheit hervor, wie sie unter Feldbedingungen zu beobachten
ist, namlich mit niedriger Mortalitat, hohem Anteil an Luftsackentziindungen und geringem
Anteil an Lasionen der inneren Organe.

Die Ergebnisse Uber die Rolle von virulenzassoziierten Faktoren in der Pathogenese der
APEC-Infektionen, die unter Benutzung verschiedener Infektionsmodelle publiziert wurden,
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sind oft inhomogen. Aus diesem Grund wurde fur die Durchfihrung der ,signature-tagged*
Mutagenese ein eigenes Infektionsmodell etabliert, welches den natirlichen Infektionsweg
nachahmt, einfach applizierbar und reproduzierbar ist. In diesem Modell wurde der
Wildtypstamm IMT5155 (O2:H5:K1) verwendet, der zu einer der am haufigsten unter
Feldbedingungen vorkommenden  Serogruppen und zusatzlich in  Deutschland
reprasentativsten klonalen Linien gehért (38). Vorlaufige Studien mit diesem Feldisolat
zeigten, dass es in der Lage ist, schwerwiegende Organlasionen und Symptome der APEC-
Infektion mit hohen Mortalitatsraten in 6 Monate alten Hihnern hervorzurufen (unpublizierte
Daten). Der Stamm IMT5155Nal’, welcher Nalidixinsaure-resistent ist, entstand durch
Mutation aus dem Wildtyp und diente als Empfangerstamm fir die Transposonmutagenese.
Die Eigenschaften beider Stdmme wurden im Huhnerinfektionsmodell analysiert und
miteinander verglichen, wobei keine Unterschiede beziiglich ihres Potenzials, die typischen
Symptome der Kolibazillose hervorzurufen, festgestellt werden konnten. Dynamische
Studien mit 5 Wochen alten SPF-Huhnern belegen, dass der Stamm IMT5155Nal” nach
intratrachealer Inokulation von 1 x 10® CFU/ml schon 3 Stunden nach Inokulation aus den
inneren Organen (Leber, Herz, Niere, Lunge und Milz) der Tiere isoliert werden konnte. 24
und 48 h p.inf. wurden die héchsten Keimkonzentrationen mit Spitzenwerten von 10'-
108CFU/g in Lunge und Herz gefunden, die danach drastisch sanken, um in einer
Eliminierung des Erregers nach spatestens 7 Tagen zu resultieren. Eine Kolonisation der
inneren Organe konnte in ca. 85% der infizierten Tiere festgestellt werden (100).

In der vorliegenden Arbeit wurde nach diesem Infektionsmodell verfahren. Die Verwendung
von SPF-Hihnern spielt dabei eine zentrale Rolle, denn unabhéngig von ihren pathogenen
Eigenschaften wirken sich viele Erreger auf die Physiologie der Tiere aus und damit auf die
Ergebnisse von Tierversuchen. Zusatzlich koénnen Infektionen, auch wenn sie
asymptomatisch verlaufen, die interindividuelle Variabilitat erhéhen. Das hat zur Folge, dass
erhdhte Tierzahlen zur Durchfiihrung aussagekréaftiger Experimente benétigt werden. Direkte
Auswirkungen von Erregern auf Versuchsergebnisse kénnen zu Fehlinterpretationen von
Ergebnissen fuhren und somit auch zu einer mangelnden Reproduzierbarkeit der
Experimente (189). Die Verwendung von Tieren, die frei von unerwinschten
Mikroorganismen sind, ist eine wichtige Voraussetzung fir die Durchfihrung von
aussagekraftigen und reproduzierbaren Experimenten mit einem Minimum an Tieren und
stellt somit einen wesentlichen Beitrag zum Tierschutz dar.

In dem wahrend dieser Arbeit durchgefihrten Infektionsversuch zum Nachweis der
Attenuierung von Stamm M12A09 konnten nach 24 h beim Wildtyp Maximalwerte von
10’ CFU/g in der Lunge und Herz gefunden werden, wahrend diese bei der Mutante M12A09
in beiden Organen bei 10° CFU/g lagen. 48 h p. inf. waren beim Wildtyp Lunge und Niere am
meisten kolonisiert mit Werten von 10° und 10°CFU/g. Bei der Mutante lagen die
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Keimzahlen bei 10* in Lunge und Herz und in der Niere bei 10® CFU/g. Insgesamt konnten
hier also Maximalwerte 24 h p. inf. festgestellt werden, wobei in der Infektionsgruppe mit
dem Wildtyp eine langsamere Eliminierung in der Niere als bei den Tieren festgestellt
werden konnte, die mit der Mutante inokuliert wurden. Zusammenfassend korrelieren diese
Ergebnisse mit denen, die bei der Etablierung des Tiermodells festgestellt wurden. Wahrend
der Wildtyp in der Lage ist, die APEC-Infektionskrankheit innerhalb von Stunden auszulésen,
grobe L&sionen in den inneren Organen und den Tod von einigen Tieren innerhalb von
Stunden herbeizufuhren, konnten diese Eigenschaften fir M12A09 nicht festgestellt werden.
Durch den Tierversuch konnte allerdings eine Vermehrung der Mutante in den inneren
Organen, und somit ihre ausreichende Fitness und Vitalitat, die Blutbahn zu penetrieren und
unterschiedliche Gewebearten zu kolonisieren, bestatigt werden.

Es gibt zwei Moglichkeiten, wie Mikroorganismen ihren essentiellen Bedarf an Pyrimidinen
decken kdnnen: entweder (i) sie synthetisieren sie selber Gber den de novo Biosyntheseweg
oder (i) via ,salvage pathway“ Uber die Resorption von Pyrimidinbasen und ihren
Ribonukleosid-Derivaten aus dem Wachstumsmilieu. Vorraussetzung dafiir sind Enzyme,
wie die Thymidin-Kinase, Uridin-Kinase, Thymidin-Phoyphorylase oder Cytidin-Deaminase,
die die Umwandlung von Nukleosid-Vorlaufermolekilen (Uridin, Thymidin, Cytosin) in die
entsprechenden Nukleotide katalysieren. Sind keine exogenen Pyrimidine in der Umgebung,
kénnen die meisten Mikroorganismen UMP de novo synthetisieren. Bakterien, die in reichen
Medien leben, kénnen diese Fahigkeit verlieren und sind dann komplett auf die exogene
Zufuhr von Pyrimidinen angewiesen (128).

Der Bezug von Nahrstoffen ist ein zentrales Merkmal der Erreger-Wirt-Interaktionen und
bakterielle Pathogenitat ist abhangig von Verflugbarkeit und Bezug von Nahrstoffen (113).
Bereits 1953 vermutete Lewis, dass Sensitivitat und Resistenz eines Wirtes gegenuber
einem ,Parasiten von der Verfigbarkeit an Na&hrstoffen in den unterschiedlichen
Wirtskompartimenten abhangig ist und, dass diese sogar unter den Individuen einer
Wirtsspezies variierten (99). Uber die Verfuigbarkeit von Pyrimidinen im Wirtsorganismus gibt
es in der Literatur entsprechend dieser Hypothese unterschiedliche Aussagen.
Toxoplasma gondii, ein Parasit mit einem eingeschrankten ,salvage pathway“, kénnte sich
zu einem solchen entwickelt haben aus der Tatsache heraus, dass Pyrimidine in tierischen
Geweben nur begrenzt zur Verfigung stehen (51). Transposon-Mutanten von Salmonella
Typhimurium wurden auf ihre Fahigkeit zur intrazellularen Replikation in Mausemakrophagen
hin getestet. Neben Mutanten mit Insertionen in Virulenzgenen fand man vier von 14
auxotrophen Mutanten, die Defekte im Pyrimidinstoffwechsel hatten und sich nicht
intrazellular vermehren konnten. Die Attenuierung einiger dieser auxotrophen Bakterien
zeigt, dass Wachstum und/oder die Biosynthese von Virulenzfaktoren fiir das Uberleben in
Makrophagen nétig sind. Eine Mutante mit einem Bedarf an bestimmten Metaboliten, die
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in vivo nicht verfugbar sind, kann nicht wachsen und konsequenterweise ist sie nicht dazu
fahig, im Makrophagen zu uberleben (46). In einer weiteren Studie wurde ebenfalls eine
Transposon-Mutagenese an S. Typhimurium zur Selektion von Mutanten mit einer defekten
intrazellularen Replikation in Epithelzellen durchgefiihrt (98). Es konnten 10 Mutanten mit
Purin-, Pyrimidin- und Aminosaureauxotrophien isoliert werden, die zwar wie der Wildtyp in
Vakuolen innerhalb der Epithelzellen aufgenommen wurden, jedoch im Gegensatz zu
diesem nicht zum Untergang der Zellen fuhrten. Die Mutanten konnten in Makrophagen von
Mausen Uberleben, sodass es sich nicht um Gene, die fir das Uberleben in phagozytischen
Zellen handelt. Wurden Purine oder Pyrimidine zum Zellkulturmedium hinzugeflgt,
vermehrten sich die auxotrophen Mutanten in den Epithelzellen wie der Wildtyp, was daftr
spricht, dass diese Stoffe nicht genigend in diesen Zellen vorhanden sind.
Erstaunlicherweise waren die Pyrimidin-auxotrophen Mutanten im Mauseinfektionsmodell
voll virulent, sodass eine ausreichende Verflgbarkeit dieser Stoffe im Wirtstier vermutet wird.
Mutanten des Erregers menschlicher Endokarditiden Enterococcus faecalis mit defekten
Enzymen PurL und PyrC wurden in einem Mause-Peritonitismodell getestet (168). Wahrend
die Purin-auxotrophe Mutante deutlich attenuiert war, konnte fur die Pyrimidin-auxotrophe
dieser Effekt nicht bestéatigt werden. Zur Etablierung von IVET durch Mahan et al. (1993)
wurde die Genexpression von Salmonella Typhimurium in Mausen untersucht. Das carAB-
Operon zeigte in dieser Untersuchung eine erhdhte Expression in den Zellen der Milz. Die
Induktion dieses Operons wahrend der Infektion weist auf die geringe Menge an Pyrimidinen
in tierischem Gewebe hin (109).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass pyr-Mutanten unterschiedlicher
Mikroorganismen verschiedene Grade an Attenuierung bis hin zur Beibehaltung der vollen
Virulenz in einer Vielzahl von Infektionsmodellen aufweisen. Die Grinde dafur konnten
unterschiedliche Bedarfsmengen an diesen Metaboliten und/oder verschiedene
Konzentrationen in den extra- und intrazellularen Wirtskompartimenten sein, die den Bedarf
der Mikroorganismen decken kénnen oder nicht. In der Literatur gibt es nicht viele
Informationen Uber den Pyrimidingehalt in Geweben des Gefliigels. Eine carAB-Mutante von
einem avidren pathogenen E. coli Stamm war im Puteninfektionsmodell attenuiert und
konnte die Tiere vor einer Infektion mit dem Wildtyp schitzen (92). Die in der vorliegenden
Arbeit untersuchte Pyrimidin-auxotrophe Mutante M12A09 ist ebenfalls attenuiert in Hihnern.
Um ihre protektiven Eigenschaften zu verifizieren, missen weitere Versuche durchgefihrt
werden, aber die Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Pyrimidingehalt im Huhn keine
ausreichende Quelle fir den Bedarf Pyrimidin-auxotropher Mutanten darstellt und dass
dieser Umstand das Gleichgewicht in der Erreger-Wirt-Interaktion zugunsten des Wirtes
verschiebt.
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Wieso sind Gene, die invitro bendtigt werden von Interesse? Die Mehrheit der
.,Housekeeping“-Gene wird wahrscheinlich auch wahrend der Infektion bendtigt. Aul3erdem
sind solche Gene viel praktischere Untersuchungsobjekte als Gene, die speziell fur das
Auslosen der Erkrankung erforderlich sind, da Tests auf Antibiotikaempfindlichkeit und
Resistenz viel einfacher im Labor durchzufiihren sind. Die meisten Antibiotika im heutigen
Einsatz sind gegen ,Housekeeping“-Gene gerichtet. Auxotrophe Mutanten von zahlreichen
Mikroorganismen werden in der Pravention von Krankheiten als Vakzine eingesetzt.
Lebendvakzinen mit attenuierten Bakterien, die sich noch vermehren kdnnen ohne die
Krankheit auszuldsen, rufen in der Regel eine wirksamere Immunitat hervor, da sie neben
einer humoralen auch eine bis zu lebenslang anhaltende zellulare Immunantwort ausldsen.

Ein Leucin-abhéngiger Stamm und eine Lysin-Pantothenat-auxotrophe Doppelmutante von
Mycobacterium bovis zeigten eine gute Protektion gegen den Wildtypstamm in Rindern und
riefen eine Langzeit-Immunitat in Mausen und Meerschweinen hervor (87, 161, 163). Eine
Mutante von Francisella tularensis mit einem Defekt im purMCD-Locus der Purin-
Biosynthese schitzte schon in geringen Dosen Mause komplett gegen die letale Wirkung
des Wildtypstammes (138). Eine Streptococcus suis-Mutante mit ausgeschaltetem aro-
Operon und essentiellem Bedarf an aromatischen Aminosauren konnte Schweine vor einer
Erkrankung mit dem Wildtypstamm bewahren (49).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass M12A09 eine auxotrophe Mutante ist, die nach
preliminaren Virulenzsstudien nicht in der Lage ist, Kklinische Symptome des
Krankheitskomplexes der APEC-Infektion in Hiihnern auszulésen, sich aber trotzdem im Wirt
replizieren kann. Ihr potenzieller Charakter als Vakzine sollte naher untersucht werden. Es
hat sich gezeigt, dass Vakzinen mit attenuierten APEC-Stammen keine Kreuzimmunitéat
hervorrufen (7, 26, 28, 59). Es ist also nicht zu erwarten, dass M12A09 einen Schutz gegen
andere Serogruppen als 02 verleiht. Allerdings gehort diese immerhin zu den am meisten in
Zusammenhang mit APEC-Ausbriichen isolierten Serogruppen. Immunologische Studien
kénnten dartber aufklaren ob diese Mutante eine Immunantwort im Wirt induziert.
AnschlieRend misste eine Vakzinierung mit diesem Stamm und abschlielBend ein
Belastungstest mit dem Wildtypstamm IMT5155 durchgefiihrt werden.

7.3.3 Vorschlag fur die Ermittlung der protektiven Eigenschaften der APEC Mutante
M12A09

In der Regel werden Huhner Uber das Trinkwasser oder Augentropfen, wegen der
Praktikabilitat dieser Verabreichungsformen, geimpft. Impfprogramme sehen vor, die Tiere
schon in den ersten Tagen gegen Erkrankungen wie Marek’s und Newcastle Disease zu
schitzen. Fur den APEC-Stamm IMT5155 gibt es ein etabliertes Hihnerinfektionsmodell mit
funf Wochen alten Tieren. Fur Protektivitdtsstudien mit der Mutante M12A09 sollte aus
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Griunden der Praktikabilitat eine Impfung im Alter von 2 Wochen und eine Verstarkung zwei
Woaochen spater durch intratracheale Applikation durchgefiihrt werden. Sieben Tage nach der
zweiten Immunisierung sollten mittels Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) IgY-
Antikorper in Serum und Spulproben der Luftsacke detektiert werden. Die Titer sollten bei
den vakzinierten Tieren signifikant hoher als bei den PBS-Kontrolltieren sein.

Viele Autoren beschreiben die Applikation von Viren, wie Infektiose Bronchitis Virus (IBV) vor
dem eigentlichen Challenge mit dem Wildtypstamm. Dieser Einsatz ist nur in Fallen, wo der
Wildtyp nicht ohne vorherige Sensibilisierung der Tiere die Krankheit ausldst, gerechtfertigt.
Beim APEC-Stamm IMT5155 ist dies nicht der Fall, sodass eine Belastung der
immunisierten Tiere mit 5 Wochen ohne weitere Malinahmen durchgefiuhrt werden kénnte.
Nach einer Beobachtungszeit von drei Tagen sollten nach den bereits etablierten Dynamik-
und Virulenz-Studien signifikante Unterschiede in den Mortalitats- und Morbiditatsraten
zwischen den immunisierten und den Kontrolltieren vorliegen, um einen effektiven
Impfschutz nachzuweisen.
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8 Zusammenfassung

Die am hoch pathogenen APEC-Stamm IMT5155 (O2:K1:H5) durchgefiihrte STM von
Li et al. (2005) lieferte zahlreiche Mutanten mit Defekten in Genen, die zu einem attenuierten
Phanotyp im Infektionsmodell mit 5 Wochen alten Hiuhern fihrten (100, 102). In dieser Arbeit
werden erstmals die Ergebnisse der geno- und phéanotypischen Charakterisierung einer
dieser Mutanten aufgefthrt.

Nach diesen Untersuchungen handelt es sich bei M12A09 um einen Abkdommling des
Stammes IMT5155 mit einer Transposon-Insertion in einem Gen der de novo Biosynthese
der Pyrimidine, pyrD, wie durch Multiplex-PCR, PFGE-Restriktionsmuster, DNS-DNS-
Hybridisierungen und arbitrary PCR demonstriert. Durch Genexpressions-Analysen mittels
reverser Transkriptase-PCR konnte die fehlende Transkription von pyrD in Hihnerserum und
LB-Medium nachgewiesen werden.

Die Untersuchungen zur Etablierung eines Phanotyps ergaben, dass die Mutante ohne
weiteres in LB wachsen und sogar mit dem Wildtyp um die darin enthaltenen Né&hrstoffe
konkurrieren kann. Der auxotrophe Charakter von M12A09 &ufert sich jedoch in M9+ und in
hitzeinaktiviertem HuUhnerserum durch die fehlende und verminderte Vermehrung der
Mutante. Dieses Wachstumsdefizit konnte durch externe Zufuhr von 750 pg/ml Orotat
kompensiert werden. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass erst durch das
Wiedereinfihren des intakten pyrD-Gens und eines ca. 700 bp grol3en Abschnitts
stromaufwarts des Gens auf einem low-copy Plasmid der Phénotyp des Wildtypstammes in
M9+ wieder hergestellt werden kann.

Die Verwendung des Embryonen-Letalitatstests (ELA) als adaquates Medium zur
Klassifizierung von Mutanten nach ihrer Pathogenitdat konnte in dieser Studie fur die
auxotrophe Mutante M12A09 nicht bestatigt werden, da die Charakterisierung der Virulenz
im zuverlassigen Huhnerinfektionsmodell ergab, dass M12A09 zwar eine Infektion
verursacht, allerdings deutlich milder im Vergleich zum Wildtyp. Nach den Ergebnissen des
ELA ist die Mutante M12A09 jedoch als hoch pathogen einzustufen. Dies konnte im bereits
etablierten Huhnerinfektionsmodell nach der intratrachealen Applikation von ca.
2,5 x 108 CFU nicht bestatigt werden. Wahrend die Inokulation des Wildtyps zu den
klassischen Anzeichen der APEC-Infektion mit hochgradig gestértem Allgemeinbefinden,
Todesfallen und typischen Organlasionen post mortem flihrte, zeigten sich die Tiere, die die
Mutante bekamen weitgehend ungestért und die pathologische Untersuchung belegte einen
abgeschwachten Infektionsprozess. Somit ist die Mutante M12A09 mit einem defekten pyrD-
Gen nach dieser Studie als attenuierter Erreger einzustufen, dessen protektive
Eigenschaften weiter untersucht werden sollten.
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9 Summary

Investigations for the geno- and phenotypical characterization of the avian pathogenic
E. coli (APEC) mutant M09A12, which harbours a transposon insertion in the gene

pyrD

Li et al. (2005) applied STM to the highly pathogenic APEC-strain IMT5155 (02:K1:H5) and
created a large amount of attenuated mutants as demonstrated by inoculation to 5-week old
chickens (100, 102). In this study we present the results of the geno- and phenotypic
characterization of one of these mutants.

The mutant M12A09 is a derivate of the strain IMT5155 carrying a transposon insertion in the
gene pyrD, involved in the de novo pyrimidine biosynthesis, as shown by the results of
multiplex PCR, DNA Hybridization and arbitrary PCR. The analysis of gene expression by
applying reverse transcriptase PCR demonstrated that pyrD is neither transcribed in LB nor
chicken serum when strain M12A09 is cultivated in these media.

Further studies to establish a phenotype reveal that the mutant strain M12A09 displays the
same growth characteristics as strain IMT5155 in LB and when grown together in this
medium, the wildtype strain is not able to outcompete the mutant strain. The auxotrophic
nature of pyrD mutants though, hinders strain M12A09 from growing in M9+ medium and
heat inactivated chicken serum. Furthermore, we demonstrate that the addition of 750 pg/ml
orotate to these media compensates the growth deficiency and that the gene pyrD together
with approx. 700 bp upstream of the gene is needed to be reintroduced on a low-copy
plasmid to M12A09 in order to re-establish the phenotype of strain IMT5155 in M9+ medium.

We were not able to confirm that the embryo lethality assay (ELA) is an appropriate medium
to classify mutants after their virulence since the results of the more reliable chicken infection
model differ from those obtained by the ELA, after which M12A09 is to be categorized as
higly virulent. The intratracheal application of ca. 2.5 x 108 CFUs of strain IMT5155 to 5 week
old chickens releases typical symptoms of the APEC-infection, as poor general condition,
death cases and gross lesions in the internal organs. In contrast, most of the animals that
were inoculated with the mutant strain performed well and the pathological findings suggest
that they undergo a moderate infection process. Thus, we conclude that the APEC-mutant
M12A09, with a defective pyrD gene, is attenuated and its potential protectiveness should be
further studied.
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