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Einleitung und Fragestellung

1 EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

Die Bakterienspezies Escherichia coli zeichnet sich durch einen hohen Grad an Diversitat
aus. Neben Kommensalen kommen extraintestinal-pathogene (ExPEC) und intestinal-
pathogene E. coli-Stdmme vor (Bergthorsson und Ochman, 1995; Bergthorsson und
Ochman, 1998; Binnewies et al., 2006; Jaureguy et al., 2008). ExXPEC werden derzeit in vier
Pathovare unterteilt: (i) Neugeborenenmeningitis-assoziierte (NMEC), uropathogene
(UPEC), aviar pathogene (APEC) und Septikdmie-assoziierte E. coli (SepEC) (Gross, 1994;
Kaper et al., 2004; Russo und Johnson, 2000).

Durch NMEC ausgeléste Meningitiden bei Neugeborenen gehdren weltweit zu den
wichtigsten neonatalen Infektionen (Bonacorsi und Bingen, 2005; Johnson und Russo,
2002). Die Pathogenese einer bakteriellen Meningitis lauft in verschiedenen Stufen ab. Zu
Beginn erfolgt die Kolonisierung des Wirtes durch den Erreger, danach folgt die Invasion ins
BlutgefalRsystem. Dort muss der Erreger den bakteriziden Einflissen des Serums
widerstehen, um schlieBlich die Blut-Hirn-Schranke tberwinden zu kénnen (Kim, 2003; Leib
und Tauber, 1999). Der Translokation der Blut-Hirn-Schranke kommt auch bei den NMEC-
assoziierten Neugeborenenmeningitiden eine Schlisselrolle in der Pathogenese zu.
Verschiedene Faktoren, die an diesem Schritt beteiligt sind, konnten identifiziert werden.
Beispiele sind as/A (Hoffman et al., 2000), ibeA (Huang et al., 2001b; Huang et al., 1995),
ibeB (Huang et al., 1999), yijP (Wang et al., 1999) und ompA (Prasadarao et al., 1996).
Lediglich ibeA verflgt Uber kein Homolog bei nicht-pathogenen E. coli-Stammen. Weiterhin
konnte fur ibeA kurzlich eine Beteiligung an der systemischen E. coli-Infektion durch APEC
nachgewiesen werden (Germon et al., 2005).

Sequenzanalysen ergaben, dass ibeA zu einem 20,3 kb groRen Gencluster gehort, der aus
insgesamt 14 ORFs (open reading frame) besteht. Aufgrund eines im Vergleich zum
restlichen Genom (50,8%) deutlich geringeren G+C-Gehaltes (46,2%) wurde diese Region
als eine genetische Insel eingestuft und GimA (genetic island of meningitic E. coli containing
ibeA) genannt. Die ORFs sind in vier Operons organisiert und ihre Genprodukte den
funktionellen Kategorien Kohlenhydratmetabolismus und Substrattransport zugeordnet
(Huang et al., 2001a).

Wahrend die Rolle, die GimA und besonders die des ibeA, im Rahmen der Pathogenese von
Neugeborenenmeningitiden und avidaren systemischen E. coli-Infektionen einnimmt, gut
charakterisiert ist, ist Uber die Verteilung von GimA bzw. ibeA im phylogenetischen
Hintergrund der E. coli-Population nur wenig bekannt. Einige Publikationen geben die Anteile
ibeA-positver Stdmme in den EXPEC-Pathovaren an. Demnach sind NMEC zu 38,5 - 58,9%,
UPEC zu 18,2 - 19,2% und APEC zu 14,2 - 26,2% ibeA-positiv (Ewers et al., 2007; Germon
et al., 2005; Johnson et al., 2008; Moulin-Schouleur et al., 2007).
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Einleitung und Fragestellung

Es liegen jedoch nur wenige Untersuchungen vor, die das Vorkommen von ibeA mit dem
phylogenetischen Hintergrund korrelieren. Da ibeA i.d. R. in Stdmmen auftritt, die zur
Phylogruppe B2 gehdren, wird angenommen, dass das Gen als ein Marker flur diese
Phylogruppe dienen koénnte, obwohl in verschiedenen Untersuchungen nicht alle B2-Stamme
ibeA-positiv waren (Ewers et al., 2007; Gordon et al., 2008; Moulin-Schouleur et al., 2007).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Verteilung von GimA im phylogenetischen
Hintergrund der EXPEC zu bestimmen. AuRerdem war die Evolution von GimA Gegenstand
eingehender Untersuchungen. Besonderes Gewicht wurde dabei auf die Zusammensetzung
von GimA gelegt, d. h. auf die strukturelle Kontinuitat. Weiterhin wurden Sequenzanalysen
des ibeA-Genes phylogenetisch verwandter Stdmme vorgenommen mit dem Ziel, zu klaren,
inwieweit mehrfacher horizontaler Gentransfer an der Entwicklung und Verbreitung der Insel

beteiligt ist.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Escherichia coli

Die Spezies Escherichia coli wurde erstmals 1885 durch Theodor Escherich, damals noch
unter der Bezeichnung ,Bacterium coli commune®, als physiologischer Bewohner der
Dickdarmflora beschrieben (Escherich und Bettelheim, 1885). 1958 wurde die Spezies

offiziell in Escherichia coli umbenannt.
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Abb. 1 Divergenzen innerhalb der Familie Enterobacteriaceae. Die Ordinate gibt die
relative Verwandtschaft in Prozent an. Die vereinfachte Darstellung in der Grafik
ermoglicht es die Verwandtschaft von Enterobakterien zu anderen Spezies
abzubilden. Es wird angenommen, dass sich alle Organismen von einem
gemeinsamen Vorfahren ausgehend entwickelt haben. Der Abstand zum letzten
gemeinsamen  Vorfahren zweier Organismen drickt ihren relativen
Verwandtschaftsgrad aus. Z. B. ist E. tarda zu 20 % verwandt mit allen Spezies mit
nicht jedoch mit den Gattungen Aeromonas, Proteus, Providencia, Pasteurella und
Yersinia (Brenner und Farmer 1, 2005b).

E. coli gehort zur Familie der Enterobacteriaceae und steht in enger verwandtschaftlicher

Beziehung zur Gattung Shigella, die urspringlich einen E. coli-Klon darstellt (Lan und
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Reeves, 2002), und in naher Verwandtschaft zu den Gattungen Citrobacter, Salmonella und
Klebsiella. Etwas grofRer ist der Abstand zu den anderen Gattungen der Enterobacteriaceae
(Brenner und Farmer lll, 2005a).

E. coli ist ein 1,1-1,5 x 2,0-6,0 um groRer Gram-negativer, stabchenformiger, fakultativ
anaerober Mikroorganismus (Brenner und Farmer Ill, 2005a). Unter optimalen Bedingungen
kénnen sich E. coli-Zellen alle 20 Minuten teilen. Diese idealen Voraussetzungen sind
allerdings aulerhalb der Laborumgebung kaum gegeben. Im Ublichen Umfeld werden
Verdopplungsraten von 30 Stunden (menschlicher Darm) bis zu mehreren Tagen (wassrige
Biotope im Freien) erreicht (Schulze et al., 2006).

Die Serologie als klassisches Differenzierungsverfahren unterscheidet zur Einteilung der
unterschiedlichen E. coli-Stamme O-Antigene (hitzestabile Bestandteile des
Lipopolysaccharid-Komplexes (LPS) der aufReren Membran), K-Antigene (Polysaccharide
der Kapsel) und H-Antigene (Geilteln). Bisher sind 181 O-, 80 K- und 56 H-Antigene
bekannt. Durch Kombination der einzelnen Antigene ist eine sehr grole Zahl an
unterschiedlichen Serotypen maoglich (Schulze et al., 2006).

Die Entdeckung der Fahigkeit von E. coli, genetisches Material zwischen zwei
Bakterienzellen auszutauschen (Lederberg und Tatum, 1946), erdffnete die Moglichkeit
genexperimenteller Arbeit. Seither ist E. coli zum Standardobjekt flr Genetiker und
Molekularbiologen geworden. Weiterhin dient das Bakterium der therapeutischen und
kommerziellen Herstellung von Proteinen (Posfai et al., 2006).

Die grol3e Bedeutung, die E. coli beigemessen wird, zeigt sich unter anderem in der grofl3en
Zahl vollstdndig sequenzanalysierter E. coli-Genome. Aktuell sind mindestens 30
verschiedene Genome verfugbar. Keine andere Bakteriengattung wurde haufiger vollstandig
sequenzanalysiert. Dazu gehoren unter anderem (Tab. 1):

Tab.1  Auswahl von vollstandig sequenzanalysierten E. coli-Chromosomen. Unter den

angegebenen Accession-Nummern sind die Sequenzdaten online frei zuganglich,
z. B. unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez.

E. coli Referenz Accession-No
MG 1655 (Blattner et al., 1997) U00096
W3110 (Riley et al., 2006) AP009048
DH10B (Durfee et al., 2008) CP000948
ATCC8739 ﬁf\gﬂﬁﬁ?\ig; al., 2008 CP000946
EDL933 (Perna et al., 2001) AE005174
Sakai (Makino et al., 1999) BA000007
EC4115 ﬁ‘;ﬂigl?:;e%t)a" 2008 CP001164
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E. coli Referenz Accession-No

55989 (Genos.cope -,C.E.A., 2009 CU928145
unpublished)

E24377A (Rasko et al,, 2007 CP000800
unpublished)

E2348/69 (Iguchi et al., 2009) FM180568

CFTO073 (Welch et al., 2002) AEO014075

UTI89 (Chen et al., 2006) CP000243

536 (Hochhut et al., 2006) CP000247

F11 (Rasko et al., 2008) AAJU00000000

s88 (Genos.cope -,C.E.A., 2009 CU928161
unpublished)

RS218 (Kim et al. 2006) ;
http://www.genome.wisc.edu/sequencing/rs218.htm

APEC O1 (Johnson et al., 2007) CP000468

ED1a (Genos_cope -,C.E.A., 2009 CU928162
unpublished)

HS Rasko .et al,. 2007 CP000802
unpublished)

IAI1 (Genos_cope -,C.E.A., 2009 CU928160
unpublished)

IAI39 (Genospope -,C.E.A., 2009 CU928164
unpublished)

SE11 (Oshima et al., 2008) AP009240

SMS-3-5
(Fricke et al., 2008) CP000970

UMNO26 (Genospope -,C.E.A., 2009 CU928163
unpublished)

2.2 Kommensalen und Pathogene

E. coli kolonisiert den Gastrointestinaltrakt von neonaten Menschen und Tieren innerhalb
weniger Stunden nach der Geburt. Beide, Bakterium und Wirt, koexistieren normalerweise zu
beiderseitigem Nutzen. Das Bakterium besiedelt vor allem die Muzinschicht des Dickdarms
von Menschen, anderen Saugern und Voégeln. Es ist dabei so erfolgreich, dass es der
haufigste fakultative Anaerobier der menschlichen intestinalen Darmflora ist (Barnes und
Gross, 1997; Gross, 1994; Kaper et al., 2004). Nur selten I6sen solche kommensalen E. coli
Erkrankungen wie Peritonitis aus. Dann liegt meistens eine Schwachung des Immunsystems

oder eine Schadigung der intestinalen Barrieren zugrunde (Kaper et al., 2004).
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Neben diesen Kommensalen gibt es verschiedene pathogene E. coli-Varianten mit
spezifischen Virulenzeigenschaften, die es dem Bakterium ermoglichen, neue Nischen zu
besiedeln und ein breites Spektrum an Krankheiten auszuldsen. Diese Eigenschaften
werden durch Virulenzfaktoren vermittelt, die haufig auf mobilen genetischen Elementen
(z. B. Pathogenitatsinseln) (s. 2.4) kodiert sind. Wenn diese genetischen Elemente
mobilisiert werden, kénnen sie zu neuen Kombinationen von Virulenzfaktoren
zusammengesetzt werden. Die Mobilitat solcher Elemente ist dabei ebenfalls einer Dynamik
unterworfen und kann verloren gehen, so dass mobile Elemente gewissermallen im
Chromosom stranden. Besonders erfolgreiche Kombinationen bleiben Uber einen langen
Zeitraum stabil. Viele Pathovare sind gekennzeichnet durch solche Kombinationen von
Virulenzfaktoren. Beispielsweise bilden diese bei den enterohamorrhagischen (EHEC) oder
enteropathogenen E. coli (EPEC) die Grundlage fir die Zuordnung zu den jeweiligen
Pathovaren (Hayashi et al., 2001; Perna et al., 2001). Die Pathovare sind in der Lage, eine
Erkrankung in gesunden Individuen auszulésen (Kaper et al., 2004).

Die Erkrankungen, die durch pathogene E. coli ausgelost werden, kdnnen im Allgemeinen je
nach ihrer Lokalisation in drei Gruppen eingeteilt werden: zwei lokale, mehr oder weniger auf
ein Organsystem begrenzte Erkrankungen (Gastrointestinalerkrankungen und verschiedene
Infektionen des Urogenitaltrakts) sowie ein systemisches Krankheitsbild (Sepsis/Meningitis)
(Kaper et al., 2004).

Die intestinal-pathogenen E. coli gliedern sich in sechs gut charakterisierte Kategorien:
i) enteropathogene E. coli (EPEC), ii) enterohdamorrhagische E. coli (EHEC) , i)
enterotoxische E. coli (ETEC), iv) enteroaggregative E. coli (EAEC), v) enteroinvasive E. coli
(EIEC) und vi) diffus adharente E. coli (DAEC) (Nataro und Kaper, 1998). DemgegenUber
stehen extraintestinale Infektionen, die durch uropathogene (UPEC),
Neugeborenenmeningitis-assoziierte (NMEC), Sepsis-assoziierte (SepEC) (Russo und
Johnson, 2000) sowie aviar pathogene (APEC) E. coli (Ewers et al., 2003; Gross, 1994)
ausgelost und insgesamt als extraintestinal-pathogene E. coli (EXPEC) angesprochen
werden (Kaper et al., 2004).

2.3 Extraintestinal-pathogene E. coli (ExXPEC)

Untersuchungen an UPEC, SepEC und NMEC ergaben, dass sie sich als Gruppe betrachtet
in epidemiologischer und phylogenetischer Hinsicht sowohl von den Kommensalen als auch
von den intestinalen Pathogenen unterscheiden. Daher wurden sie als eigene Gruppe von
Pathogenen Kklassifiziert, die extraintestinal-pathogenen E. coli (EXxPEC) (Russo und
Johnson, 2000). So zeichnen sich kommensale E. coli durch eine Uberwiegende
Zugehorigkeit zu den phylogenetischen (MLEE) Gruppen A oder B1 (s. 2.5.1) und dem

Fehlen der meisten Virulenzfaktoren aus (Herzer et al., 1990; Johnson et al., 2001).
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Intestinal-pathogene E. coli weisen zwar hinsichtlich der Zuordnung zu den phylogenetischen
Gruppen (A, B1 und D) (s. 2.5.1) Uberschneidungen mit den Kommensalen auf, aber sie
verfugen im Unterschied zu diesen Uber bestimmte Virulenzfaktoren, die eine Zuordnung zu
bestimmten Pathovaren ermdglichen, z. B. Shiga-Toxin fur EHEC oder Intimin fur EPEC
(Robins-Browne und Hartland, 2002). Im Gegensatz dazu finden sich ExPEC vor allem in der
Phylogruppe B2 und etwas seltener in Gruppe D (s. 2.5.1). Sie verfigen Uber ein weites
Spektrum an Virulenzfaktoren, die mit extraintestinaler Pathogenitat assoziiert sind (Johnson
et al., 2001; Johnson und Russo, 2002), darunter Adhasine, Toxine, Kapseln, Siderophore,
Proteasen, Invasine und Serumresistenz-Proteine (Johnson, 1991).

EXPEC sind dank der Ausstattung mit Virulenzfaktoren und ggf. unterstitzt durch eine
Beeintrachtigung des Wirtes (Immunsuppression, Verletzungen) in der Lage, eine Reihe
unterschiedlicher extraintestinaler Erkrankungen hervorzurufen. Sie sind die haufigsten
Erreger von Infektionen des Urogenitaltraktes sowie von Bakteridmien und Septikdmien.
Aulerdem gehdren sie zu den wichtigsten Erregern von Neugeborenenmenigitiden und
-septikdmien. Zwar sind EXPEC scheinbar nicht in der Lage, intestinale Erkrankungen
hervorzurufen (Johnson und Russo, 2002), kénnen aber den Darm dauerhaft besiedeln. In
gesunden Wirten kdnnen ExXPEC die dominante Gruppe innerhalb der E. coli-Population
ausmachen und folglich das Reservoir fur eine Ansteckung bilden (Johnson, 1991). Viele
Faktoren, die die Virulenz von EXPEC bestimmen (z. B. Eisenmetabolismus, Adhasine),
stellen dementsprechend auch einen Selektionsvorteil der Stamme in der normalen
Umgebung des Darms dar (Le Gall et al., 2007).

2.3.1 Uropathogene E. coli (UPEC)

Der Urogenitaltrakt zahlt zu den am haufigsten von bakteriellen Infektionen betroffenen
Organsystemen. E. coli ist an dieser Lokalisation mit Abstand der haufigste Erreger.
Verschiedene Untersuchungen zeigten eine Assoziation von verschiedenen Faktoren und
dem Auftreten von Zystitis und Pyelonephritis. Dazu z&hlen Fimbrien (P-Fimbrien, Typ 1- und
andere Fimbrien), Aerobactin, Serum-Resistenz-Proteine und Kapselbildung (Johnson, 1991;
Manges et al., 2001; Phillips et al., 1988). Aulerdem werden Toxine, wie Hamolysin A und
der zytotoxisch-nekrotisierende Faktor (CNF) produziert. Diese Virulenzfaktoren kommen in
unterschiedlichen prozentualen Anteilen in den verschiedenen UPEC vor (Johnson und Stell,
2000). Zuséatzlich kénnen UPEC Trager von Pathogenitatsinseln sein (Oelschlaeger et al.,
2002; Sabaté et al., 2006).

Eine Urogenitalinfektion beginnt i. d. R. mit der Besiedlung des Darmes durch einen
uropathogenen Stamm zusatzlich zur kommensalen Flora (Wiles et al., 2008). Solch ein
Stamm ist in der Lage, die Periurethralregion zu kolonisieren und von der Harnréhre bis in

die Blase aufzusteigen (Kaper et al., 2004). Daneben wird auch die Moglichkeit einer
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sexuellen Ubertragung diskutiert (Foxman et al., 2002; Johnson et al., 2002). In der Blase
wird die Expression von Typ 1-Fimbrien induziert, die die Adhasion an Zellen des Urothel
vermitteln (Connell et al., 1996; Gunther et al., 2001). Die Anheftung triggert Apoptose und
Exfoliation des Blasenepithels und spielt somit eine bedeutende Rolle in der Entstehung von
Urogenitalinfektionen. Stdmme, die bis zum Nierenbecken aufsteigen und eine
Pyelonephritis auslésen, exprimieren weniger Typ 1-Fimbrien (Gunther et al., 2001). Eine
dadurch weniger feste Bindung an das Blasenepithel ermdéglicht eine Loslésung und Uber die
Harnleiter einen weiteren Aufstieg in die Nieren. Eine Anheftung an das Epithel der Nieren
erfolgt Gber P-Fimbrien und kann zusammen mit anderen bakteriellen Produkten (z. B. LPS)
eine akute Entzindung auslésen (Eden und Hansson, 1978; Korhonen et al., 1986). Eine
Schadigung des Epithels und tieferer Gewebeschichten durch Toxine (Hamolysin A) kann
die Barriere zum Blutstrom schwachen (Trifillis et al., 1994). In der Folge ist es mdglich, dass

Bakterien das Endothel iberwinden und eine Bakteridamie auslésen (Kaper et al., 2004).

2.3.2 Neugeborenenmeningitis-assoziierte E. coli (NMEC)

NMEC zahlen zu den haufigsten Erregern von durch Gram-negative Bakterien ausgelosten
Menigitiden bei Neugeborenen. Die Erkrankung wird mit einer Letalitdtsrate von 15-40%
angegeben und geht bei den Uberlebenden mit schweren neurologischen Defekten einher
(Bonacorsi und Bingen, 2005; Dawson et al., 1999; Johnson et al., 2002; Unhanand et al.,
1993). Besonders bei niedrigem Geburtsgewicht steigt die Gefahr von durch NMEC
bedingten Erkrankungen, wahrend der Anteil von Gram-positiven Erregern an Fallen von
Neugeborenen-Meningitis abnimmt (Stoll et al.,, 2002). Bei den NMEC kommen nur einige
wenige Serogruppen vor (01, 02, 018, 045) (Korhonen et al., 1985; Plainvert et al., 2007).
AulRerdem sind 80% der Stamme vom Kapseltyp K1 (Kim, 2002).

Grundsatzlich l1auft die Entwicklung einer bakteriellen Meningitis in Neugeborenen in vier
Stufen ab. Am Beginn steht die (i) Kolonisierung der Eintrittspforte, gefolgt von der (ii)
Invasion des BlutgefaRsystems durch die Erreger. Im Anschluss erfolgt die (iii) Anheftung
und Invasion der Meningen und schlie3lich die (iv) Entzindung der Meningen und des
Gehirns (De Louvois, 1994). Die Blut-Hirn-Schranke nimmt eine Schlusselstellung in der
Pathogenese ein. Jeder Erreger, der das ZNS Uber eine hamatogene Streuung erreicht,
(blood-borne pathogens) muss diese Barriere Uberwinden. Die Translokation kann auf
mehreren Wegen erfolgen, z. B. durch eine parazellulare Passage, einen transzellularen
Transport oder verborgen in migrierenden Leukozyten (Leib und Tauber, 1999).

Fir NMEC stellt sich die Situation wie folgt dar: Auf eine initiale Besiedlung folgend steht am
Beginn der Erkrankung eine hamatogene Streuung, wobei das Ausmal} der Bakteriamie die
Wahrscheinlichkeit der Entstehung einer Meningitis beeinflusst. Ein Keimgehalt von mehr als
10° Kolonie-bildenden Einheiten pro Milliliter Blut erhoht die Wahrscheinlichkeit der
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Entwicklung einer Meningitis deutlich und scheint ein Schwellenwert zu sein (Dietzman et al.,
1974; Kim, 2003). E. coli gelangt vom Blut in das zentrale Nervensystem durch Uberwindung
der Blut-Hirn-Schranke, ohne dabei Schaden an ihren Komponenten zu erzeugen, d. h. auf

transzellularem Weg (Stins et al., 2001)

2.3.2.1 Modelle der Blut-Hirn-Schranke

Wie beschrieben, stellt die Invasion in Zellen des mikrovaskuldaren Gehirnendotheliums einen
elementaren Schritt in der Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke und damit der
Meningitispathogenese dar (Leib und Tauber, 1999). Zwei Modelle stehen fir die
Untersuchung des Mechanismus dieser Translokation bzw. der daran beteiligten Faktoren
zur Verfugung: (i) Ein in vitro-System, bestehend aus einem Monolayer von humanen
mikrovaskularen Gehirnendothelzellen (HBMEC- human brain microvascular endothelial
cells) als Modell der Blut-Hirn-Schranke (Stins et al., 1999). An diesem Modell kann die
Fahigkeit von E. coli-Stammen zur Invasion in die Endothelzellen untersucht werden. (ii) Ein
in vivo-System, bestehend aus neugeborenen Ratten, die peritondal mit E. coli infiziert
werden. Bestimmt werden der Keimgehalt des Blutes und der Cerebrospinal-FlUssigkeit,
wobei ein Erregernachweis im Liquor als Meningitis gewertet wird (Huang et al., 1999; Kim,
1985; Kim et al., 1992).

2.3.3 Aviar pathogene E. coli (APEC)

APEC lésen eine akut verlaufende systemische Erkrankung des Gefliigels aus, die von
einigen Autoren als Kolibazillose angesprochen wird (Barnes und Gross, 1997; Dho-Moulin
und Fairbrother, 1999; Dziva und Stevens, 2008; Gross, 1994; Janfen et al., 2001).
Vorwiegend betroffen sind Huhner und Puten, aber auch Enten und anderes Wassergeflugel.
Die Erkrankung geht mit einer hohen Morbiditdt und Mortalitat einher und verursacht in der
Geflugelindustrie, unabhangig von der Haltungsform (Extensiv- oder Intensivhaltung),
erhebliche wirtschaftliche Verluste in Form von verminderter Lebendgewichtzunahme und
erhohter Mortalitét (Ewers et al., 2003). Die Erkrankung kann als Primarinfektion auftreten,
sowie sekundar auf Infektionen des Respirationstraktes folgen, die beispielsweise durch das
Newcastle Disease Virus (NDV), das Infektidse Bronchitis Virus (IBV) oder Mycoplasma
gallisepticum verursacht werden (Willinger, 1992).

Eintrittspforte flr die Erreger ist der avidre Respirationstrakt. Der Erreger wird durch
Inhalation von Kot-kontaminiertem Staub aufgenommen (Dho-Moulin und Fairbrother, 1999).
Zusatzlich werden durch den Kot Futter und Trinkwasser verunreinigt (Ewers et al., 2003).
Die Erkrankung tritt gehauft ab der 4. Lebenswoche auf, was mit einer erhohten

Erregerdichte im Stall, sowie mit dem haufigeren Auftreten von Mykoplasmen- und
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Virusinfektionen ab der 3. Lebenswoche in Zusammenhang gebracht werden kann
(Willinger, 1992). Eine weitere Haufung von Erkrankungen tritt beim Erreichen der hdchsten
Legeleistung auf. Stress, z. B. durch eine erhdhte Besatzdichte im Stall, Immunsuppression
der Tiere sowie Verletzungen sind weitere pradisponierende Faktoren. Besonders
Verletzungen kénnen eine weitere Eintrittspforte darstellen. Die haufigsten O-Gruppen bei
APEC sind O1, 02, O18 und O78, sie machen bis zu 61 % der untersuchten Isolate aus
(Blanco et al., 1997; Dho-Moulin und Fairbrother, 1999; Ewers et al., 2007).

Eine APEC-Infektion kann zur Auspragung unterschiedlicher Symptome, wie
Dottersackentziindungen, Entzindungen des Respirationstraktes, Eileiterentziindungen,
Peritonitis,  Zellulitis, Enteritis, Swollen Head Syndrome und neurologischen
Ausfallerscheinungen fihren. Dabei handelt es sich um lokale Infektionen und solche, die als
Folge einer in der Regel tddlich verlaufenden Septikdmie auftreten. Die Pathogenese-
Mechanismen sind noch weitgehend unklar (Gross, 1994). In den Luftsdcken kommt es nach
aerogener Aufnahme des Erregers zu Entziindungen (Barnes und Gross, 1997). In der Folge
gelangt der Erreger in die Blutbahn und verursacht so eine systemische Symptomatik,
einhergehend mit den genannten entzundlichen Veranderungen an verschiedenen Organen
der Tiere. Legehennen kénnen APEC neben der beschriebenen horizontalen Weitergabe
auch vertikal entweder Uber die durch Kot verunreinigte Eierschale oder im Rahmen einer
Salpingitis direkt auf das Ei Gbertragen (Gross, 1994). Aufgrund der Vielzahl der betroffenen
Organe und der Verlaufsformen ist es sinnvoll statt Kolibazillose den Begriff systemische

E. coli-Infektion zu verwenden.
2.4 Pathogenitatsinseln

241 Allgemein

Umfangreiche Sequenzanalysen der letzten Jahre haben gezeigt, dass das Genom von
Prokaryonten prinzipiell aus einem konservierten Kerngenom besteht, in das ein flexibler
Anteil eingebettet ist. Die Nukleotidsequenz des sogenannten ,core genome® ist bei E. coli
durch einen ausgeglichenen Guanin-Cytosin (G+C)-Gehalt gekennzeichnet, wohingegen
sich der G+C-Gehalt im sogenannten flexiblen Genpool deutlich vom core genome
unterscheidet (Hacker und Kaper, 2000). Der flexible Genpool wird durch horizontalen
Gentransfer (HGT) zwischen den Bakterien verbreitet und wird neben Plasmiden und
Phagen durch konjugative Transposons, Integrons und genomische Inseln (GEIl) vermittelt
(Hacker und Carniel, 2001; Kirsch et al., 2004). In Abhangigkeit von den Genen, fur die die
GEls kodieren, kénnen sie aulder zur Pathogenitat (Pathogenitatsinseln) auch zur Symbiose
(Symbioseinseln), Resistenz (Resistenzinseln) oder zum Metabolismus (Metabolismusinseln)

der Bakterien beitragen (Dobrindt et al., 2004). Pathogenitatsinseln (PAI) stellen demnach
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eine Untergruppe von GEls dar (Hacker et al., 1997) und gelangten in der Regel durch HGT
in das Genom (Hacker et al., 2003).

Hacker et al. (2003) stellten Kriterien zur Definition von Pathogenitatsinseln auf. Demnach
sind PAls charakterisiert durch (i) das Vorhandensein von Virulenz-assoziierten Genen
(VAGs), (ii) eine Grofle von Ublicherweise mehr als 30 kb, (iii) das Vorkommen in
pathogenen und das Fehlen in nicht-pathogenen Stdammen, (iv) einen unterschiedlichen
G+C-Gehalt verglichen mit dem des Chromosoms des Wirtsbakteriums (core genome) und
(v) die Existenz von flankierenden Mobilitats- und Insertionselementen, z. B. IS-Elementen,
Integrasen, Transposasen, ,direct repeats” und Assoziation mit tRNA-Genen (Hacker et al.,
1997; Hacker und Kaper, 2000; Hentschel und Hacker, 2001). Fir E. coli sind zahlreiche
PAls beschrieben worden (Tab. 2):

Tab.2 Pathogenitatsinseln bei verschiedenen ExXPEC mod. nach (Hacker und Kaper,
2000; Johnson et al., 2007; Rumer et al., 2003) (Auswahl). In den Stdmmen 536
und APEC O1 kommen vier verschiedene PAls unterschiedlicher Grofle und
assoziiert mit unterschiedlichen tRNA-Genen nebeneinander vor (PAI I-1V), GimA
(genomic island of menigitic E. coli containing ibeA) des Stamms RS218 ist mit
keinem tRNA-Gen assoziiert. Die aufgeflhrten relevanten Gene der PAls kodieren
fur einen Hamolysin-Gen-Cluster (hly); einen P-Fimbrien Gen-Cluster (pap); einen
Gen-Cluster, der den P-Fimbrien ahnelt (prf); fur das ,E. coli Attaching and
Effacing gene A" (eaeA); fur Gene, die flr sezernierte Proteine von
enteropathogenen E. coli (espAB), fur ein Invasin (ibeA), fur Siderophore
(Yersiniabactin-Operon, ireA) und fir einen Autotransporter (vat).

E. coli- Pathovar | Pathogenitéts- | relevante GroRe (kb) | assoziiertes

Stamm insel (PAI) Gene tRNA-Gen

536 UPEC PAI | hly 70 selC

536 UPEC PAI II hly, prf 190 leuX

536 UPEC PAI I eaeA, espAB | 25 thriw

536 UPEC PAI IV hly pap 45 asnT

RS218 NMEC GimA ibeA 20 -

APEC O1 APEC PAlapec o1 | ireA, pap 83 phe

APEC O1 APEC PAlapec o1 11 hly 28 asp

APEC O1 APEC PAlapec o1 1l vat 19 thr

APEC O1 APEC PAlapec o1 IV Yersiniabactin- | 87 asn

Operon

2.4.2 GimA (genomic island of meningitic E. coli containing ibeA)

Bevor GimA als genetische Insel erkannt wurde, wurde zunachst einer ihrer Bestandteile

(ilbeA — invasion of brain endothelium A) beschrieben.
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Entdeckungen einzuhalten, wird im Folgenden zunachst ibeA und im Anschluss die

genetische Insel beschrieben.

2.4.2.1ibeA

Huang et al. (1995) flhrten eine Signature-tagged-transposon-Mutagenese (STM) an einem
zur Invasion des Zentralen Nervensystems (ZNS) fahigen E. coli-Stamm (NMEC-
Prototypstamm RS218, 0O18:K1:H7) durch. Bei der Mutagenese werden zufallig Gene durch
Insertion des Transposons ausgeschaltet (Knockout-Mutante) (Hensel et al., 1995; Li et al.,
2005). Wie bereits bei der Beschreibung der NMEC erlautert (s. 2.3.2), stellt die
Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke einen wesentlichen Schritt in der Pathogenese dar. Mit
Hilfe der zwei Modelle der Blut-Hirn-Schranke [(i) in vitro (human brain microvascular
endothelial cells — HBMEC) und (ii) in vivo (newborn rat)] kbnnen die erzeugten Mutanten
hinsichtlich einer Attenuierung durch die STM untersucht werden. Eine Mutante mit
attenuiertem Phanotyp in beiden Modellen war 10A-23, das entsprechende Gen wurde ibe10
(invasion of brain endothelium) genannt (Huang et al, 1995). Auf der Oberflache von
HBMEC wurde ein ~45 kDa grof3es Protein identifiziert, das als Rezeptor fur ibe10 fungiert
und I|be10R genannt wurde. Anti-lbe10R-Antikdrper verhinderten eine Invasion des
Wildtypstamms in HBMEC (Prasadarao et al, 1999). Spater wurden weitere
Oberflachenproteine von HBMEC [Vimentin und PSF (polypyrimidine tract-binding protein
(PTB)-associated splicing factor)], die mit ibe70 interagieren, ausgemacht (Zou et al., 2006;
Zou et al., 2007). Weitere Untersuchungen identifizierten ibe10 als einen Teil eines 1,37 kb
grolien offenen Leserahmens (ORF - open reading frame), der fir ein 456 Aminosauren
groles, IbeA genanntes Protein, mit einem Molekulargewicht von ~50 kDa kodiert. Das IbeA-
Protein enthalt drei transmembranale Domanen. Wie die Knock-out-Mutante 10A-23 war
auch eine isogene Deletionsmutante von ibeA (ZD1) in vitro und in vivo weniger invasiv. Eine
Deletion des gesamten Gens fuhrt also ebenfalls zu einem attenuierten Phanotyp, verglichen
mit dem Ursprungsstamm (Huang et al., 2001b).

38.5-58.9% der NMEC sind ibeA-positiv (Ewers et al., 2007; Johnson et al., 2008). Aber
auch in APEC kommt ibeA mit Haufigkeiten von 14.2-26.2% der Stamme vor (Ewers et al.,
2007; Germon et al., 2005). Aullerdem konnten Germon et al. (2005) zeigen, dass ibeA
sowohl in APEC eine wesentliche Rolle bei der Invasion in HBMEC als auch in der

Pathogenitat in einem Huhnerinfektionsmodell spielt.

2.4.2.2GimA

2001 wurde veroffentlicht, dass ibeA Teil eines 20,3 kb grofen Genclusters ist, der sich
zwischen den Genen yjiD und yjiE in der Nahe des fim-Operons in der 98 min-Region des

E. coli K-12 Chromosoms befindet. Das fim-Operon kodiert fur ein Adhasin (Typ 1-Fimbrien).
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Der GimA-Cluster besteht aus 14 ORFs, die in vier Operons (GimA1: pptE, pgdK, und pdak;
GimA2: cgrD, cgxT, cdID und cniT, GimA3: gclK, ghbD, gclR und gclA sowie GimA4:
ibeRAT) organisiert sind (s. Abb. 2). Hinsichtlich ihrer Funktionen wurden die einzelnen Gene
anhand von computergestitzten Analysen der kodierenden Sequenzen in die funktionalen
Kategorien Kohlenhydratmetabolismus und Substrattransport eingeordnet (Hejnova et al.,
2005; Huang et al., 2001a; Zou et al., 2008) (Tab. 3). Die ORFs des GimA1-Operons sind
von Bedeutung im Phosphotransferase-System. Dabei handelt es sich um ein aktives
Stofftransportsystem, das bisher nur bei Eukaryonten beschrieben wurde (De Crecy-Lagard
et al., 1995). Es werden hochenergetische Phosphatreste von Phosphoenolpyruvat (PEP)
Uber mehrere Proteinkinasen (Signaltransduktion) zunachst auf Transportproteine und
schlieBlich auf ein Substrat (bertragen, meist Hexosen oder Zuckeralkohole. Das
phosphorylierte Substrat kann in der Folge durch Membranproteine in das Zytoplasma
eingeschleust werden (De Crecy-Lagard et al, 1995). Die ORFs des GimA2-Operons
gehoéren zum Glycerol-Metabolismus. Die Oxidoreduktasen cgrD und cdID katalysieren die
Hydrierung von Reduktionsaquivalenten [NADH (Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid) bzw. FAD
(Flavin-Adenin-Dinukleotid)]. Die Transporter cgxT (Glycerol-3-Phosphat) und cniT (Carnitin)
dienen als Substrat-Shuttle vom Zytosol in das Mitochondrium. Der Glyoxylat-Metabolismus
ist fir die Funktion des Zitronensaurezyklus von Bedeutung. Da einige Intermediate des
Zitronensaurezyklus zur Biosynthese abgezweigt werden, mussen sie Uber Auffullreaktionen
(anaplerotische Reaktion) ersetzt werden. Einen wichtigen anaplerotischen Reaktionsweg
stellt der Glyoxylat-Bypass dar (Holms, 1986). Zu diesem Bypass gehdéren die vier ORFs des
GimA3-Operons. Es wird die Reaktion von Isocitrat und Acetyl-CoA zu Malat und Succinat
katalysiert. Dieser Bypass ermdglicht E. coli beispielsweise das Wachstum auf Essigsaure.
Das letzte GimA-Operon (GimA4) beinhaltet die Gene ibeR, ibeA und ibeT. |IbeR ist ein
Regulatorprotein, das in die Translokation der Blut-Hirn-Schranke involviert ist und soll
aullerdem als Regulatorprotein im Pyruvatstoffwechsel fir die Stressregulation von E. coli in
der stationaren Wachstumsphase bedeutend sein (Chi et al., 2009). IbeA wurde bereits in
Abschnitt 2.4.2.1 beschrieben. Funktionelle Untersuchungen zeigen, dass IbeT als Adhasin
zur Anheftung an das Endothel dient und daher in die Meningitis-Pathogenese eingebunden
ist (Zou et al., 2008).

Insgesamt weist die Nukleotidsequenz des GimA-Clusters mit 46,2% im Vergleich zu 50,8%
des restlichen Chromosoms einen niedrigeren G+C-Gehalt auf (Huang et al., 2001a). Da
solche Unterschiede im G+C-Gehalt ein Charakteristikum fur genetische Inseln sind (Hacker
et al., 1997), wurde diese Region zu einer genetischen Insel erklart und GimA (genomic

island of meningitic E. coli containing ibeA) genannt (Huang et al., 2001a).
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Abb.2  GimA (genomic island of meningitic E. coli containing ibeA) der Stamm RS218
(Huang et al., 2001a) und AO 34/86 (Hejnova et al., 2005), bestehend aus vier
Operons (GimA1-4) mit 14 ORFs und den flankierenden Genen yjiD und yjiE.

Tab. 3 Genannotation der ORFs des GimA-Clusters basierend auf der Identifizierung von
Homologien mit bekannten Proteinen und deren Einordnung in ein globales
Stoffwechselsystem (Hejnova et al., 2005; Huang et al., 2001a; Zou et al., 2008)

Operon ORF putative Funktion biolog. Funktion

Phosphoenolpyruvat-Protein
pptE
GimA1 Phosphoryltransferase Phosphotransferase-
im
pgdK Dihydroxyaceton-Kinase System
pdaK Dihydroxyaceton-Kinase (DHA)
cgrD Glycerol-Dehydrogenase
cgxT Transporter
GimA2 : : : Glycerol-Metabolismus
cdliD Dihydrolipoamid-Dehydrogenase
cniT Carnitin-ransporter (CAIT)
gclK Glycerat-Kinase
3-Hydroxyisobutyrat-
ghbD Glyoxylat-
GimA3 Dehydrogenase
Metabolismus
gclR Glycoxylat-Carboligase
gclA Hydroxypyruvat-lsomerase
ibeR Regulatorprotein Pyruvat-MetapoIismus,
) Stressregulation

GimA4 ibeA Invasionsprotein Invasion in HBMEC

ibeT Adhasin Adhasion HBMEC

2.5 Phylogenetischer Hintergrund

Neben der

Unterscheidung

in Kommensalen und pathogene Stamme sowie der

Serotypisierung kénnen E. coli-Isolate in phylogenetische Gruppen eingeteilt werden. Es

existieren verschiedene Ansatze zur Untersuchung der Phylogenie innerhalb der E. coli-
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Population. Die Bildung der Serogruppen ist ein unabhangiger Prozess, folglich spiegelt die

Serotypisierung die Phylogenie der E. coli-Population nicht wider.

2.5.1 Multilokus-Enzym-Elektrophorese (MLEE)
Goullet und Picard (1989) flhrten eine Multilokus-Enzym-Elektrophorese (MLEE) mit den

Stadmmen der E. coli Referenz Sammlung (E. coli reference collection — EcoR) (Ochman und
Selander, 1984) durch. Dabei wurden aufgereinigte Esterasen (Esterasen A, B, C und I)
mittels Elektrophorese in ihre Isoenzyme aufgetrennt. Die so entstandenen Bandenmuster
der einzelnen Esterasen eines Isolates wurden zu einem Elektrophoresetyp (ET)
zusammengefasst. Innerhalb der 72 Stdmme der EcoR-Sammlung konnten anhand der
Polymorphismen in der Elektrophorese der Esterasen vier phylogenetische Hauptgruppen
definiert werden, die als A, B1, B2 und D bezeichnet wurden (Goullet und Picard, 1989;
Herzer et al., 1990). Eine weitere potenzielle Phylogruppe (E) spielt eine nur untergeordnete
Rolle (Touchon et al., 2009). Mittlerweile liegen PCR-basierte und damit erheblich schnellere
und glnstigere Methoden zur Feststellung der phylogenetischen Gruppe eines Isolates vor
(Clermont et al., 2000). Eine neue Untersuchung kommt jedoch zu dem Ergebnis, dass die
Zuordnung zu den (Haupt-) Phylogruppen mittels der PCR-basierten Methode bei einem
gewissen Anteil der getesteten Stamme nicht funktioniert. In Abhangigkeit von der
Phylogruppe sind die getesteten Isolate in der GroRenordnung von finf Prozent
(Phylogruppen B1 und B2) bis 24% (Phylogruppe D) einer falschen Phylogruppe zugeordnet
worden (Gordon et al., 2008).

Kommensale E. coli konnten Uberwiegend zu den phylogenetischen Gruppen A und B1
zugeordnet werden (Herzer et al, 1990; Johnson et al, 2001). Verschiedene
Untersuchungen an den intestinalen E. coli zeigten Assoziationen mit gleich drei
phylogenetischen Gruppen (A, B1 und D) (Nataro und Kaper, 1998). Folglich kann nicht die
Zugehorigkeit zu einer bestimmten phylogenetischen Gruppe ausschlaggebend fir die
Definition eines Pathovars sein, sondern das Vorliegen von Pathovar-spezifischen
Virulenzgenmustern (s. 2.2 und 2.3). Im Gegensatz zu Kommensalen und intestinal-
pathogenen E. coli finden sich EXPEC vor allem in Phylogruppe B2 und etwas seltener in
Gruppe D (Russo und Johnson, 2000). ExPEC, intestinal-pathogene und kommensale E. coli
finden sich jedoch auch in anderen Phylogruppen. Die MLEE und die auf ihr basierende
Einteilung in phylogenetische Gruppen stellt eine sehr grobe und eher der Ubersicht
dienende Methode dar. Differenzierte Analysen von z. B. einzelnen Pathovaren sind schwer

moglich.
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2.5.2 Sequenz-basierte Methoden

Obwohl Bakterien sich klonal reproduzieren, wird die Entwicklung ihres Genoms durch eine
Reihe von Mechanismen beeinflusst. Unter anderem gehdren dazu Punktmutationen,
Genom-Rearrangement, Deletion, Duplikation, Transposition sowie homologe und nicht-
homologe Rekombination (Achtman, 2004; Feil et al., 1999; Feil et al., 2000; Lawrence und
Hendrickson, 2003; Smith et al., 1993). Die Vielfalt evolutiondrer Mechanismen, die die
Entwicklung von Bakterien beeinflussen, erschwert die Bestimmung der Verwandtschaft von
Stammen. Eine klonale Verwandtschaft kann durch einen Stammbaum dargestellt werden, in
dem jedes Blatt einem Stamm und jeder innere Knoten dem letzen gemeinsamen Vorfahren
entspricht. Die Abstdnde zu den einzelnen Verzweigungen dricken den zeitlichen Abstand
oder Sequenzunterschied bis zum letzten gemeinsamen Vorfahren mit den anderen von der
entsprechenden Verzweigung abgehenden Linien aus. Die Methoden zur Vorhersage
solcher Verwandtschaften beruhen meist auf Unterschieden in der DNS-Sequenz. Kédmen
ausschlieflich  Punktmutationen vor, konnten phylogenetische Standardmethoden
(Neighbour-Joining  Algorithmus, Maximum  Parsimony Algorithmus) die klonale
Verwandtschaft einer Population akkurat darstellen (s. Abb. 3) (Didelot und Falush, 2007).

V1
V2

Distanz

—

Abb. 3  Beispiel-Dendrogramm fir eine Population, die sich ohne Rekombination
entwickelt und in zwei Hauptéaste gliedert. Die Distanz zwischen A und B entspricht
zwei Distanzeinheiten, da A und B jeweils eine Distanzeinheit vom letzten
gemeinsamen Vorfahren (V1) entfernt sind. Entsprechend betragt der Abstand
zwischen A und C vier Einheiten, da beide den Vorfahren (V2) gemeinsam haben.
mod. nach (Smith et al., 1993)

Homologe Rekombinationen kénnen jedoch in Bakterien der gleichen Art Anderungen von
mehreren Nukleotiden gleichzeitig einfihren, ohne die Funktionalitdt der (Ziel-) Gene

nachteilig zu beeinflussen, da sie aus einem funktionierenden Spender stammen (Milkman
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und Crawford, 1983). Besonders fur Gene, die elementare Faktoren im Stoffwechsel
kodieren (Housekeeping-Gene), ist dieser Mechanismus von Bedeutung, da andere
Veranderungen in ihrer Sequenz, wie Deletion oder Insertion, mit hoher Wahrscheinlichkeit
letal sind und daher sehr selten vorkommen (Milkman und Crawford, 1983). Solche
homologen Rekombinationen kénnen die Effekte von Punktmutationen deutlich Gberwiegen
und somit zu Berechnung falscher Stammbaume flhren (Schierup und Hein, 2000). Die
Notwendigkeit, neben Punktmutationen auch Rekombinationseffekte bei der Erzeugung von
Stammbaumen zu berlcksichtigen, hat u. a. zu der Entwicklung der Multi-Lokus-
Sequenztypisierung (MLST) geflihrt. Die Verwendung von mehreren Housekeeping-Genen,
die sich Uber das gesamte Genom verteilen, reduziert den Einfluss drastisch, den ein
einzelnes Rekombinationsereignis hat, da die Wahrscheinlichkeit, dass mehr als ein Lokus

davon betroffen ist, sehr gering ist (Maiden et al., 1998).

2.5.2.1 Multi-Lokus-Sequenztypisierung (MLST)
Die MLST wurde 1998 von Maiden et al. (1998) zur Charakterisierung von Bakterien

eingeflhrt und basiert auf der Annahme, dass es im Genom von Bakterien hoch konservierte
Bereiche gibt. Gene in diesen Bereichen werden als Housekeeping-Gene bezeichnet und
unterliegen einer nur sehr langsam fortschreitenden Veranderung im Sinne einer Anderung
ihrer Nukleotidsequenz. Diese Anderungen treten als Single-Nukleotid-Polymorphismen
(SNP) (=Punktmutationen) auf. Fir die MLST eines bestimmten Isolates werden mehrere
Housekeeping-Gene (=Loki) sequenzanalysiert und die Sequenzen der einzelnen Loki
(=Allele) werden webbasiert mit einer Datenbank abgeglichen. Dabei wird jedem Lokus ein
bereits vorhandener Alleltyp zugeordnet bzw., wenn die entsprechende Sequenz noch nicht
hinterlegt ist, ein neuer Alleltyp bestimmt. Die Kombination aus den Alleltypen (=Allelprofil)
wird zu einem Sequenztyp (ST). STs, die sich voneinander lediglich in einem Allel
unterscheiden, werden zu einem Sequenztyp-Komplex zusammengefasst (Maiden et al.,
1998).

Am Beispiel Neisseria meningitidis konnte gezeigt werden, dass die partielle
Sequenzanalyse von sechs Housekeeping-Genen (oder Teilen davon) in der Lage war, die
bekannten, auf der MLEE basierenden Elektrophoresetypen zu diskriminieren (Maiden et al.,
1998). Diese Autoren erkannten die Vorteile einer sequenzbasierten Methode in der
einfachen Reproduzierbarkeit in jedem Labor und der Mdglichkeit, die gewonnenen Daten
webbasiert zu hinterlegen und somit ein Werkzeug fur globale Epidemiologie zu erméglichen
(Maiden et al., 1998). Weniger als zehn Jahre spater waren bereits Uber 30 MLST Schemata
via Internet verfigbar (http://www.mlst.net/databases/default.asp) (Maiden, 2006).
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Fir die MLS-Typisierung von E. coli existieren zurzeit zwei unterschiedliche Ansatze,
basierend auf der Verwendung unterschiedlicher Housekeeping-Gene. Jaureguy et al.
(2008) verwenden acht Loki (dinB, icdA, pabB, polB, putB, trpA, trpB uidA), wohingegen das
von Wirth et al. (2006) beschriebene Schema mit sieben Loki (adk, fumC, gyrB, icd, mdh,
purA und recA) auskommt. Beide Schemata weisen eine Kongruenz mit den auf MLEE
basierenden phylogenetischen Gruppen auf (Jaureguy et al., 2008; Wirth et al., 2006) und
stimmen in der Zuordnung von in beiden Ansatzen verwendeten 6ffentlich zuganglichen und
vollstandig sequenzanalysierten Stammen Uberein, d. h. in beiden Typisierungsschemata
weisen die Stamme RS218, UTI89 und APEC O1 einen identischen Sequenztyp auf
(Jaureguy: ST1 und Wirth: ST95). Das Schema von Wirth et al. umfasst zurzeit fast 1400
STs, basierend auf Gber 2500 Stammen und liegt der in dieser Arbeit beschriebenen MLS-

Typisierung zu Grunde (http://www.ucc.ie/milst).
2.5.2.2 Moglichkeiten zur weitergehenden Verwendung von MLST-Sequenzdaten

2.5.2.2.1 Minimum-Spanning-Tree (MSTree)
Zur besseren Beurteilung der gewonnenen Daten bietet sich eine grafische Darstellung an.

So kdnnen Zusammenhange einfacher erkannt werden. Der MSTree ist eine Methode zur
Visualisierung von MLST-Daten. Zugrunde liegen bei der Berechnung eines MSTree die
Allelprofile der eingehenden Stamme (Wirth et al., 2006). Mit entsprechender Software ist es
moglich, die Allelprofile innerhalb einer MLST-Datenbank als MSTree abzubilden. Dabei
werden die Beziehungen unter den einzelnen STs und ST-Komplexen entsprechend der
Ubereinstimmungen in ihren Allelprofilen als Verbindungslinien unterschiedlicher Dicke und
Art ausgedrickt (Wirth et al., 2006).

Beide o. g. MLST-Ansatze flUhren zu sehr dhnlichen MSTrees. Als Beispiel ist der MSTree
von Jaureguy et al. (2008) abgebildet (s. Abb. 4)s:
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Minimum-Spanning-Tree-Analyse von 161 E. coli-Isolaten. Der MSTree basiert auf
den Allelprofilen der Housekeeping-Gene (dinB, icdA, pabB, polB, putP, trpA, trpB
und uidA). Jeder Kreis entspricht einem ST, der im Zentrum des Kreises genannt
ist. Die GroRRe eines Kreises entspricht der Anzahl der enthaltenen lIsolate (z. B.
enthalten die kleinsten Kreise ein Isolat und der ST4 wird von 17 Isolaten gebildet).
Grau unterlegte STs unterscheiden sich nur in einem Allel von ihren direkten
Nachbarn und bilden einen ST-Komplex. Die Zugehdrigkeit zu einer Phylogruppe
wird durch die Farbgebung ausgedrickt. Rote STs gehéren zur Phylogruppe B2,
gelbe gehdren zur Gruppe D, griin steht fur die phylogenetische Gruppe B1 und
die STs der Gruppe A sind blau gefarbt. Die Zuordnung zu den Phylogruppen
erfolgte PCR-basiert (Clermont et al.,, 2000). Dicke, dinne und unterbrochene
Verbindungslinien zwischen den Kreisen entsprechen einem, zwei oder drei
Unterschieden im Allelprofil der STs. Zusatzlich ist flr einige vollstandig
sequenzanalysierte E. coli-Stamme die ST-Zugehdrigkeit angegeben, die auch in
der vorliegenden Arbeit verwendet werden (RS218, UTI89, APEC O1, CFTO073,
536 und der E. coli K-12-Stamm MG1655). Modifiziert nach Jaureguy et al. (2008).

2.5.2.2.2 Clonal Frame-Analyse
Allelbasierte Methoden wie die MLST (s. 2.5.2.1) sind in ihren Anwendungen limitiert.

Grundsatzlich gilt, dass Allele, die sich in nur wenigen Nukleotiden unterscheiden, einen

héheren Verwandtschaftsgrad aufweisen als solche mit vielen Anderungen. Treten jedoch

beispielsweise Rekombinationen mit niedriger Frequenz auf und unterscheidet sich ein

Stamm in sechs der sieben Allele in nur einzelnen Nucleotiden von einem zweiten, aber im

letzten Lokus in vielen Positionen, so wirden beide in der MLST als nicht oder nur entfernt
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verwandt eingestuft, obwohl sechs Allele eine enge Verwandtschaft deutlich zeigen.
Auferdem bleibt der Verwandtschaftsgrad innerhalb eines Allels unbertcksichtigt. Wird ein
Allel nur teilweise durch homologe Rekombination ausgetauscht, ist in der allelbasierten
Methode eine mogliche enge Verwandtschaft des verbliebenen Teils zu einem zweiten
Stamm durch den neu eingefligten Teil maskiert. Deshalb sind allelbasierte Methoden eher
als Orientierung geeignet als zur detaillierten Datenanalyse (Didelot und Falush, 2007).
Durch Rekombination finden DNS-Fragmente unterschiedlichster Herkunft Eingang in ein
Chromosom. Trotz dieser Rekombinationsereignisse bleiben immer Bereiche des
Chromosoms unverandert, d. h. sie weisen eine identische Herkunft auf. Diese Bereiche
werden Clonal Frame genannt (Milkman und Bridges, 1990). Der Grad der Verwandtschaft
zweier Stamme kann somit anhand ihres gemeinsamen Clonal Frame ausgedriickt werden.
Eine Clonal Frame-Analyse versucht das Ausmal} des Clonal Frame innerhalb eines jeden
Astes eines gegebenen Stammbaumes zu ermitteln, d. h. es wird eine Vorhersage
bakterieller Mikroevolution gemacht. Das Ergebnis der Berechnungen kann dann durch
entsprechende Software grafisch dargestellt und durch die Bildung von Clustern verdeutlicht
werden. Die Methode verwendet dazu die Sequenzdaten, die im Rahmen der MLST
generiert wurden (Didelot und Falush, 2007).

Die Clonal Frame-Analyse kann prazise Vorhersagen zur Mikroevolution, die sich in Form
von Clusterbildungen darstellen lasst, machen. Die Methode kann jedoch keine Aussage zur
Herkunft der durch homologe Rekombination importierten DNS machen (Didelot und Falush,
2007). Eine vollstéandige Darstellung des Ursprungs samtlicher DNS in einer Probe ist extrem
komplex und selbst flr sehr liberschaubare, geschlossene und homogene Populationen mit
gleichmaRiger Rekombination nur schwer zu berechnen (McVean und Cardin, 2005). Anders
als Eukaryonten beherbergen Bakterien haufig DNS-Fragmente anderer Spezies (Dingle et
al., 2005) oder sogar Genera (Ochman et al., 2000), und somit ist die Annahme einer

geschlossenen und homogenen Population per se unrealistisch.

2.5.2.2.3 Analyse der Populationsstruktur
Wie bereits weiter oben beschrieben (s. 2.5.2) gehen die Modelle zur Beschreibung der

Phylogenie in der Regel von der Annahme aus, dass die Entwicklung der E. coli-Population
klonal erfolgt und der Einfluss von Rekombination gering ist. Verschiedene Untersuchungen
konnten unter Verwendung unterschiedlicher phylogenetischer Standardmethoden (s. 2.5.2)
unabhangig voneinander weitgehend Ubereinstimmende Stammbaume erzeugen, die die in
der EcoR-Sammlung definierten Phylogruppen (A, B1, B2 und D) diskriminieren konnten
(Feil et al., 2001; Reid et al., 2000).

Die Existenz diskreter Gruppen bedeutet jedoch nicht zwangslaufig eine Klonalitat, da die

Algorithmen, die den phylogenetischen Modellen zu Grunde liegen, Stammbaume
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konstruieren, ungeachtet dessen, ob Individuen Hybriden (aufgrund homologer
Rekombination) sind oder nicht (Wirth et al., 2006). Wirth et al. (2006) konnten zeigen, dass
die (Standard-)Modelle weitgehend ungeeignet sind, die Phylogenie der heutigen E. coli-
Population darzustellen. In dieser Studie ergab die Anwendung der verschiedenen Modelle
unterschiedliche Anordnungen der Isolate innerhalb der Baume, die daruber hinaus
statistisch nicht abzusichern waren. Weiterhin spricht gegen eine ausschlieRlich klonale
Entwicklung, dass in der Studie keine Methode sicher zeigen konnte, welche der
Phylogruppen die urspringliche ist. Diese Befunde zeigen deutlich, dass homologen
Rekombinationen in der Entwicklung der E. coli-Population eine wesentliche Rolle
zukommen (Wirth et al., 2006).

Fur Spezies wie E. coli, bei denen homologe Rekombinationen vorkommen, sollten deshalb
weitergehende phylogenetische Werkzeuge angewendet werden. Die Structure-Analyse
analysiert die Polymorphismen in den sieben MLST-Fragmenten jedes Stammes mit Hilfe
einer Methode der Wahrscheinlichkeitsrechnung (Bayesian Methode) mit dem Ziel, Gruppen
innerhalb der Testpopulation zu finden (Falush et al., 2003; Pritchard et al., 2000). Wirth et
al. (2006) konnten zeigen, dass die Gruppen, die in der Structure-Analyse (Software
verfugbar unter http://pritch.bsd.uchicago.edu/software/structure2_2.html) der untersuchten
E. coli-Population identifiziert wurden, weitgehend mit den Phylogruppen der MLEE
Ubereinstimmen (Wirth et al., 2006). Ein Teil der Structure-Analyse ist das ,linkage model",
das fur jeden Nucleotidpolymorphismus eine Wahrscheinlichkeit fur die Abstammung aus
einer der identifizierten Gruppen berechnet. Aus der Summe dieser einzelnen
Wahrscheinlichkeiten kann dann auf die Zugehorigkeit eines Isolates zu einer der Gruppen
geschlossen werden. Diese Methode kann ebenfalls die EcoR-Phylogruppen unterscheiden,
ordnet aber einen Teil der Isolate Hybridgruppen (AxB1 und ABD) zu und tragt damit der
Bedeutung der homologen Rekombination Rechnung (Wirth et al., 2006).

2.6 Single-Nukleotid-Polymorphismen (SNPs) und Selektion

SNPs ftreten in allen Bereichen des E. coli-Genoms auf. Die Frequenz ihres Auftretens
bestimmt die Geschwindigkeit, mit der die Diversitat innerhalb einer Population zunimmt. Sie
wird als molekulare Uhr (molecular clock rate) bezeichnet. Fiir das Genom von E. coli wurde
eine Frequenz von 7,6 X 10" SNPs pro Jahr bestimmt, basierend auf einem
Sequenzunterschied der zusammengefiigten Housekeeping-Gene Gene der MLST von
21,3% zwischen E. coli und Salmonella enterica und der Annahme, dass sich diese beiden
Spezies vor ca. 140 Millionen Jahren getrennt haben (Ochman und Wilson, 1987; Wirth et
al., 2006).

Das Aufsplren von Verwandtschaft und Ursprung von Organismen mittels SNP-Analyse

stellt eine analytische Nutzung der informativen Punktmutationen (=SNPs) dar.
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Demgegentiber steht die biologische Bedeutung von SNPs. Meistens bleiben Anderungen in
der Nukleotidsequenz folgenlos. Jedoch kommt es vor, dass solche Anderungen innerhalb
von kodierenden Bereichen auftreten und dann zu dramatischen Effekten flihren. Beim
Mensch ist beispielsweise eine Punktmutation im APOE-Gen mit der Entstehung der
Alzheimerschen Krankheit assoziiert, wohingegen eine Mutation im Lokus CCRS zu einer
Resistenz gegentber HIV fihren kann (Chakravarti, 2001; Stoneking, 2001). Auf E. coli
bezogen wurde bereits erwahnt, dass Punktmutationen in Housekeeping-Genen letal sein
kénnen, sofern das Genprodukt dadurch seine Funktion im Stoffwechsel nicht mehr
Ubernehmen kann (Milkman und Crawford, 1983).

2.6.1 Pathoadaptation

Die Punktmutationen (SNPs) bedingen andererseits auch das grof3e Entwicklungspotenzial
von E. coli und allen anderen Organismen. Sie sind die Triebfeder der Evolution. Gelangt
eine Population von ihrer angestammten Nische in ein neues Habitat, so werden nicht alle
Gene optimal angepasst sein. Kann sich die Population ausreichend lange in der neuen
Umgebung halten, dann werden vorteilhafte Mutationen selektiert. Dies fuhrt zu einer
Differenzierung innerhalb der Population. Solche Differenzierungen kénnen der Beginn der
Bildung einer neuen Spezies sein (Orr und Smith, 1998). Sie kénnen aber auch zur Bildung
von Pathogenen fiir diese neue Nische aus zuvor wenig oder apathogenen Spezies flhren
(Sokurenko et al., 1999). Ein Mikroorganismus, der in ein Habitat gelangt, das nicht sein
angestammtes ist, wird suboptimal daran angepasst sein. Durch Mutation von bereits
existierenden Genen kann eine Adaptation an die neue Umwelt erfolgen, die die
Uberlebensfahigkeit bzw. die Virulenz im neuen Habitat verbessert. Diese pathoadaptativen
Mutationen koénnen zu den beschriebenen Steigerungen der Pathogenitat fiihren (Jores et
al., 2006; Sokurenko et al., 1999).

Solch eine Pathoadaptation konnten z. B. Weissman et al. fur fimH zeigen, das fir die
adhasive Untereinheit der Typ 1-Fimbrie kodiert,, Es wurden mehrere unterschiedliche
Punktmutationen in Stdmmen mit gleichem phylogenetischen Hintergrund identifiziert. Derart
diversifizierte Stdmme wiesen in anschlieenden Zellkulturversuchen ein verbessertes
Adhasionsvermoégen auf (Weissman et al., 2006). Ein dhnliches Phanomen wurde fur das
cadBA-Operon beschrieben. Die cad-Gene kodieren fur eine Lysin-Decarboxylase (LDC).
Anderungen der Nukleotidsequenzen der Gene kénnen zu einem Verlust der LDC-AKktivitat
fuhren. Eine Komplementation mittels eines Plasmids, das ein funktionales cadBA-Operon
enthalt, stellt die Enzymaktivitat wieder her. Eine Komplementation der Enzymaktivitat in
Shigella spp. und EIEC (s. 2.2) fuahrt dariber hinaus zu einer Reduktion des

Adhasionsvermogens in Zellkulturversuchen. Ein Defekt des cadBA-Operons scheint folglich
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ebenfalls eine Pathoadaptation darzustellen, da durch den Funktionsverlust von LDC eine

Verbesserung der Adhasivitat erreicht wird (Jores et al., 2006).

2.6.2 Spuren von multiplen horizontalen Gentransfers

Neben der biologischen Funktion als Mechanismus zur Pathoadaptation kénnen SNPs,
sofern sie sich innerhalb von mobilen Elementen befinden, Aussagen bezlglich der
Frequenz von horizontalem Gentransfer zulassen (Weissman et al., 2006).

So ergab ebenfalls in der Untersuchung von Weissman et al. ein Vergleich der Sequenzen
des fimA-Gens von 43 zum ST95-Komplex gehdrenden Stdmmen, dass innerhalb dieses
Komplexes vier fimA-Linien vorkommen. FimA kodiert ebenfalls fir eine Untereinheit der Typ
1-Fimbrie. Dagegen ergab ein Vergleich von MLST-Sequenzdaten fir diese Stamme ein
monophyletisches Bild. Das Auftreten von fimA-Varianten, die auch als Single-Lokus-
Sequenztypen (SLSTs) bezeichnet werden kdnnen, innerhalb einer phylogenetischen Einheit
zeigt eine mehrfache Insertion von fimA bzw. des gesamten fim-Operons in den ST95-
Komplex. SLSTs basieren auf Unterschieden in der Nukleotidsequenz, die durch das
Auftreten von Punktmutationen (SNPs) entstehen. Vergleichbar ist die Frequenz der
Varianten mit denen der O- und H-Antigene. Die Antigene kommen in den getesteten
Stdmmen in jeweils drei Varianten vor und sind ebenfalls durch horizontalen Gentransfer
mehrfach und unabhangig in den ST95-Komplex gelangt (Milkman et al., 2003; Nelson und
Selander, 1994). Triebfeder dieser antigenetischen Diversifizierung kann z. B. die Selektion
durch das Immunsystem des Wirtes sein (Weissman et al., 2006).

Das Auftreten der verschiedenen Antigene innerhalb dieses begrenzten phylogenetischen
Bereiches zeigt nicht nur, dass die kodierenden Gene mehrfach in ein E. coli-Chromosom
inseriert sind, sondern auch den Einfluss, den das Immunsystem des Wirtes durch die

Erzeugung von Selektionsdruck auf die genetische Struktur von E. coli hat (Reeves, 1992).

2.6.3 Detektion von positiver Selektion

Innerhalb von kodierenden Bereichen des Genoms konnen SNPs grundsatzlich in zwei
Gruppen unterschieden werden. Die einen bleiben folgenlos, d. h. bei der Expression des
Genes andert sich die Aminosauresequenz nicht und das Genprodukt kann seine Funktion in
gleicher Weise wie in einem unveranderten Stamm erfillen. Dass Mutationen stumm bleiben
kdnnen, liegt an der Redundanz, mit der fur die einzelnen Aminosauren kodiert wird. Wie die
Code-Sonne (s. Abb. 5) zeigt, werden bis auf Tryptophan und Methionin alle Aminosauren
durch mehrere Basen-Tripletts kodiert. Eine Anderung der letzten Base im Triplett fiihrt
daher in der Mehrzahl der Falle zu keiner Anderung der Aminosauresequenz und des

gesamten Proteins. Diese Mutationen werden als synonym bezeichnet.
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Denen gegeniiber stehen die nicht-synonymen Mutationen. Sie fiihren zu Anderungen der
Aminosaureabfolge und ziehen folglich Veranderungen im Protein nach sich. Dies kann zu
den oben beschriebenen Folgen fuhren, wie der Entstehung von Krankheiten, der Bildung
von Resistenzen (s. 2.6) und der Pathoadaptation (s. 2.6.1) (Chakravarti, 2001; Stoneking,
2001).

Die Frage, inwieweit es sich bei diesen Mutationen um Zufall oder um gerichtete
Entwicklungen im Sinne einer Selektion handelt, kann durch die Berechnung des
Verhaltnisses der nicht-synonymen (Dn) zur synonymen Mutationsrate (Ds) beantwortet
werden (Hughes und Nei, 1989; Tanaka und Nei, 1989). Die Mutationsraten entsprechen
dabei dem Anteil der tatsachlichen an den mdglichen (synonymen oder nicht-synonymen)
Mutationen.

Liegt keine Selektion vor, so sind Dn und Ds etwa gleich gro. Konservierte Bereiche
zeichnen sich durch neutrale Selektion aus. Die Zahl nicht-synonymer Mutationen ist deutlich
kleiner als die Anzahl synonymer. Folglich ergibt sich eine Dn/Ds-Ratio < 1 und eine
konservierte Aminosauresequenz. Andersherum weildt ein Polymorphismus, der aufgrund
von positiver (Darwin-) Selektion entstanden ist, deutlich hdhere Dn als Ds auf, da die
positive Selektion Aminosaureanderungen bevorzugt (Hughes und Nei, 1989; Tanaka und

Nei, 1989). Folgende Verhaltnisse ergeben sich:

O Dn/Ds > 1 positive Selektion
¢ Dn/Ds ~ 1 keine Selektion

¢  Dn/Ds < 1 neutrale Selektion
Mit Hilfe dieser Methode und deren Modifikationen sind zahlreiche Gene unter positiver

Selektion identifiziert worden (Nielsen und Yang, 1998; Petersen et al., 2007; Yang und

Nielsen, 2000), unter anderem auch das oben beschriebene fimH (Weissman et al., 2006).

24



Literaturtibersicht

3I

Met
Start 3

Abb.5 Code-Sonne. Angegeben sind die Basen-Tripletts die fir Aminosauren kodieren
(von innen nach auf’en abzulesen). Mit Ausnahme von Tryptophan (Trp) und
Methionin (Met), das auch das Start-Kodon ist, werden alle Aminosauren durch
mehrere Basen-Tripletts kodiert. (http://commons.wikimedia.org/ wiki/File:Codons
_aminoacids_table.png)
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Bakterienstamme

Insgesamt wurden 410 E. coli-Stamme untersucht. Davon waren 338 Feldisolate, und 72
Stamme stammten aus der E. coli reference collection (EcoR) (Ochman und Selander,
1984). 98 Stamme waren als APEC (aviar pathogene E. coli) klassifiziert und 140 als UPEC
(uropathogene E. coli), wobei 64 menschlichen und 76 tierischen (Hunde und Katzen)
Ursprungs waren. Dariber hinaus wurden noch 25 NMEC (Neugeborenenmeningitis-
assoziierte E. coli) und 28 Isolate aus humanen Blutproben, die als Septikdmie-assoziierte
E. coli (SepEC) bezeichnet wurden sowie 119 fakale Isolate klinisch gesunder Menschen
(n=86) und Tiere (n=33) einbezogen (Mordhorst et al., 2009; Sankar et al., 2009; Wirth et al.,
2006). Die verwendeten Stamme sind im Anhang in Tabelle 27 aufgefuhrt.

Zusatzlich wurden einige offentlich verfigbare Sequenzdaten verwendet: Die vollstandig
sequenzanalysierten Genome der UPEC-Stamme CFT073 (Acc. No AE014075), UTI89
(Acc. No CP000243), F11 (Acc. No AAJU00000000), and 536 (Acc. No CP000247) und des
APEC Stamms APEC O1 (Acc. No CP000468) sowie des K12 Stamms MG1655 (Acc. No
U00096). Weiterhin wurde die veroffentlichte Sequenz von GimA des NMEC Stamms RS218
(Acc. No AF289032) genutzt.

3.1.2 Oligonukleotide

Die verwendeten Primer wurden von MWG Biotech, Ebersberg synthetisiert. Entsprechend
der Angaben des Syntheseberichtes wurde durch Zugabe von Wasser eine Konzentration
der Stammldsung auf 100 pmol/yl eingestellt. Die Stammldsungen sowie die daraus
hergestellten Gebrauchslésungen wurden bei -20°C aufbewahrt. Die Konzentration der
Gebrauchslosungen betrug 10 pmol/ul. Zur Verwendung wurden die Lésungen jeweils auf
Eis aufgetaut.

Die in der vorliegenden Arbeit genutzten Primer sind mit ihrer 5-3-Sequenz und

Schmelztemperatur folgend aufgefiihrt (s. Tab. 4):
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Tab. 4

Verwendete

Oligonukleotid-Primer.

Die

Primer

sind

entsprechend des

Verwendungszwecks aufgeflhrt. Genannt sind die 5’-3’-Sequenz, die Zielregion
und die Schmelztemperatur (t..t) jedes Primers. Zusatzlich ist die erwartete Gréle
des Amplikons angegeben. FP steht fur Forward-Primer, RP fir Reverse-Primer.

Verwendun Amplikon-
. g Bezeichnung Sequenz 5°-3’ Zielregion | tper GroRe
far
(bp)
Screening-PCR | yjiD-yjiE FP ttacttgtttcaggcatgcc GimA- 57 bl
variable
yjiD-yjiE RP atgaatccegttgccgaacg | Locus 57
Long-Range- yjiD-yjiE FP ttacttgtttcaggcatgcc Long- 56
PCR _ Range 10.549
gclKGIimA3 RP | tgaatgagttacgccagtgtg Fragment 1 56
cniTGimA2 FP | ggacactgtactgtgggtta | Long- 60
- Range 10.514
yjiD-yjiE RP atgaatcccgttgccgaacg Fragment 2 60
Synthese der pptE FP atgattgaggttcctgecge
DNS-Sonden fur [ e rp ttagt totgatige | T T |3
die DNS-DNS- pp agtgggaggticgatigc
Hybridisierung pdaKGimA1 teggtttgtttgcaccacac
FP pdaKicgrD | 57 | 571
cgrDGImA2 RP | ccggtcacaaattcatctgca
cniTGimA2 FP acactgtactgtgggtta
: 3 Shastie L cniTlgclK 57 | 475
gclKGIimA3 RP | tgaatgagttacgccagtgtg
clAFP aatatagcgtgtctccggtcce
9 998 99 gclA 57 | 600
gclA RP aagcgagtgaattgttgcg
ibeA FP tggaacccgctcgtaatatac
: 9 9°%9 ibeA 57 | 1270
ibeA RP tacgccattttgctgtaagcg
Sequenzanalyse | ibeAFr1FP gtattagcatgatgttgcttg ibeA-
von ibeA , = 4 |59 | ~900
ibeAFr1RP attttcttcatccgecccce ragment
ibeAFr2FP agctaatgtgtatgacaacc | jpea- 55 900
ibeAFr2RP aaaaatgatcggtgtaagcg | Fragment 2

3.1.3 Chemikalien, Reaktionskits und Enzyme

3.1.3.1 Puffer und Lésungen

3.1.3.1.1 Reagenzien fiir Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
Die neben der Tag-Polymerase in der PCR verwendeten Reagenzien waren bereits bei

Auslieferung mit der Polymerase als Reddy-Mix (ABgene Germany, Hamburg, Deutschland)

gemischt bzw. wurden vom Hersteller der Tag-Polymerase (Rapidozym, Berlin, Deutschland)

mitgeliefert

(PCR-Puffer

und

MgCl,-Lésung) und
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Herstellervorgaben eingesetzt. Weiterhin wurden dNTPs (Rapidozym, Berlin, Deutschland)

entsprechend der Herstellerangaben verwendet (nicht im Reddy-Mix):

Tab.5 PCR-Reagenzien fir die Verwendung mit Rapidozym Taqg-Polymerase
Reagenz Zusammensetzung

o 100 mM Tris-HCI (pH 8,8)
10xPCR Puffer (im Lieferumfang der Tag- 500 mM KCl

Polymerase enthalten)

0,1% Triton X-100

1xMgCl;, Lésung (im Lieferumfang der Tag-

Polymerase enthalten) 50 mM MgCl,

dATP (Rapidozym, Berlin, Deutschland) 100 mM dATP
dCTP (Rapidozym, Berlin, Deutschland) 100 mM dCTP
dGTP (Rapidozym, Berlin, Deutschland) 100 mM dGTP
dTTP (Rapidozym, Berlin, Deutschland) 100 MM dTTP

3.1.3.1.2 Hybridisierungsléosungen
Tab. 6

Zusammensetzungen der Lésungen fur die DNS-DNS-Hybridisierung

Losung

Zusammensetzung

Puffer 1 pH 7,5

100 ml 1 m Maleinsaure
150 ml 1 m NaCl
ad 1000 ml A. bidest.

Blocking Reagent Stock Solution (BRRS)

10 g in 100 ml Puffer 1 (ohne Tween)

Prahybridisierungslosung

12,5 ml 20x SSC

5 ml BRSS

1 ml 10% N-Laurolylsarcosin
0,1 ml 10% SDS

ad 50 ml A. bidest.

Puffer 2

1 ml BRSS
9 ml Puffer 1 (ohne Tween)

Puffer 3 pH 9,5

10 ml 1 m Tris/HCI
10 ml 1 m NaCl
ad 100 ml A. bidest.

1 m Tris/HCI pH 9.5

60,55 g in 500 ml A. bidest.

1 m Maleinsaure

58,035 g auf 500 ml A. bidest.

1 m NaCl

58,443 g auf 1000 ml A. bidest.
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Losung Zusammensetzung

20xSScpH 7.0 175,32 g NaCl
88,23 g Natriumcitrat
ad 1000 ml A. bidest.

5xSSC 43,83 g NaCl
22,06 g Natriumcitrat
ad 1000 ml A. bidest.

2xSSC 17,53 g NaCl
8,82 g Natriumcitrat
ad 1000 ml A. bidest.

Stripping Puffer 0,2 M NaOH
0,1% SDS

3.1.3.1.3 Agarose-Gelelektrophorese
Die Agarose und die GroRenmarker fir die Gelelektrophorese stammten von Peqglab

(Erlangen, Deutschland).

Tab.7 Reagenzien fir die Elektrophorese

Reagenzien Zusammensetzung

1x TBE 10,8 g Tris base

5,5 g Borsaure

4,0 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)
ad 1000 ml A. bidest.

Ladepuffer (10 ml) 10 mg Bromphenolblau
2,0 ml 0,5 M EDTA pH 8,0
0,1 ml 10 mM Tris pH 8,0
2,9 ml A. bidest.

5,0 ml Gycerin

Agarosegel (Universalagarose) 1,0 g Agarose in 100 ml 1x TBE,
nach Abkuhlung auf 60°C 2pl 1%
Ethidiumbromid zufligen

100bp Leiter GroRenmarker 162 ul A. bidest
30 ul Ladepuffer
10 ul GréRenmarkerkonzentrat (100bp)

1 kb Leiter Grolkenmarker 200 ul A. bidest.
50 ul Ladepuffer
30 ul Grélkenmarkerkonzentrat (1kb)
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3.1.3.2 Reaktionskits

Tab. 8 Verwendete Reaktionskits

Kit Hersteller

MasterPureTM Genomic DNA Purification Epicentre, Biozym, Hessisch Oldendorf,
Kit Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

PCR DIG Probe Synthesis Kit Deutschland

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim,

DIG Lumi t Detetion Kit
uminescent Detetion Ki Deutschland

QIAquick Gel Extraktion Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

Plasmid Purification Midi Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

3.1.3.3 Chemikalien

Bezugsfirmen fir die in dieser Arbeit verwendeten und in den Tabellen 6 und 7 aufgefiihrten
Chemikalien waren Merck AG, Darmstadt; New England Biolabs GmbH,
Schwalbach/Taunus; Oxoid Unipath GmbH, Wesel; Promega GmbH, Mannheim; Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim Roth GmbH & Co., Karlsruhe,; Serva, Heidelberg sowie

Sigma, Deisenhofen.

3.1.4 Software

Tab.9 Verwendete Software

Software Hersteller/Referenz

Bionumerics V4.6 Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgien
Kodon V3.6 Applied Maths, Sint-Martens-Latem Belgien
ClonalFrame (Didelot und Falush, 2007)

Structure 2.2 (Falush et al., 2003)

MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007)

DnaSP 4.50.3 (Rozas et al., 2003)
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3.1.5 Gerate und sonstiges

Tab. 10 verwendete Gerate und sonstiges

Gerat

Typ und Hersteller

Brutschranke

Typ B6060 Heraeus

Elektrophoresekammern

AGS; Hybaid; MWG

Filmkassetten

Kodak BioMax Cassette

Photometer NanoDrop ND-1000
Hybridisierungsofen Hybaid
pH-Meter Sigma 3K30

Kahlzentrifuge

Knick 766 Calimatic

Pipetten

Eppendorf Research

Roéntgenfilme

Kodak X-OMAT AR

Schittelinkubator

IKA Labortechnik KS 250 basic

Schuttler Hybaid PS 250
Spannungsgerat New Brunswick Scientific
Thermocycler TProfessional, Biometra

Tischzentrifuge

Eppendorf Centrifuge 5415D

Transilluminator

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

UV-Tisch Biometra TI 1

Vortexer IKA MS2 Minishaker

Waage Julabo; Th. Karow GmbH
Wasserbader WTC Binder

Warmeschrank Sartorius LA 230S und BP 2100
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3.1.6 Nahrmedien und -boden

Die Nahrmedien und -bdden zur Kultivierung von E. coli wurden entsprechend der
Herstellervorgaben (CARL ROTH GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) hergestellt.

Tab. 11 verwendete Nahrmedien und -boden

Nadhrmedien und —béden Zusammensetzung

LB (Luria Bertani)-Medium 10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

ad 1000ml A. bidest.

LB-Agar 10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

17 g Agar

ad 1000ml A. bidest.
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3.2 Methoden

3.2.1 Kultur von E. coli

Alle Inkubationen erfolgten bei 37°C. Gefrierkulturen (-80°C) wurden auf LB-Agar ausgestrichen
und Uber Nacht inkubiert. Flussigkulturen in LB-Medium wurden ebenfalls Gber Nacht im
Schittler bei 200 UPM inkubiert.

3.2.2 DNS-Praparation

Chromosomale DNS von E. coli wurde mit dem ,Master Pure™ Genomic DNA Purification Kit*
entsprechend der Herstellervorgaben isoliert. Dazu wurde 1,0 ml einer Gber Nacht-Kultur in LB-
Medium in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefald Gberfiihrt und die Bakterien per Zentrifugation
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1,0 ml 1x PBS resuspendiert und
erneut abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 600 pl Lysis-Puffer 2 aufgenommen, fir zehn
Minuten bei 80°C inkubiert und fir zwei bis drei Minuten auf Eis abgekihlt. Anschliel3end
wurden 3 pl RNaseA (2ng/ml) und eine 40-mindtige Inkubation bei 37°C angeschlossen.
Zweihundert Mikroliter der Prazipitationslésung fallten den Zelldetritus, der dann bei 16.000 x g
fir zehn Minuten abgeschieden wurde. Der Uberstand wurde weiterverwendet und die gel6ste
DNS mit 600 pl Isopropanol prazipitiert und nach zehn-mindtiger Inkubation bei 16.000 x g fur
zehn Minuten abzentrifugiert. Nach zweimaligem Waschen mit eiskaltem 70%-igem Ethanol
wurde das DNS-Pellet getrocknet und schlie8lich in 100 ul A. bidest. aufgenommen, ggf. wurde
zur Loésungserleichterung max. eine Stunde bei 65°C inkubiert. AnschlieRend wurde die DNS-
Konzentration bestimmt und die Lésung bei -20°C eingefroren.

Eine weitere Moglichkeit zur DNS-Praparation bietet die Hitzelyse der Bakterien. Dazu wurde
Koloniematerial in einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal’ in 200 ul A.bidest. resuspendiert, fir
zehn Minuten bei -10°C eingefroren und anschlieRend fir zehn Minuten aufgekocht. Der
Zelldetritus wurde abzentrifugiert und der Uberstand in der PCR und fir Hybridisierungen

eingesetzt.

3.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Ermittlung der Nukleinsdurekonzentration erfolgte im NanoDrop ND-1000. Zur Messung
wird 1 yl Probe auf das Podest aufgetragen und der Arm des Gerates geschlossen. Die
Oberflachenspannung halt die Probe zwischen den Oberflachen des Podestes und des Armes.
Das UV-Licht (Wellenlange 260nm) zur Messung wird mittels Glasfaserleitung zur oberen
Oberflache im Arm, von dort durch die Probe und schlielich auf einen CCD-Chip geleitet. Der
Abstand der beiden Oberflachen ist definiert und ermdglicht somit durch Anwendung des

Lambert-Beerschen Gesetzes
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E ist die Extinktion

¢ ist der molare dekadische Extinktionskoeffizient (=1/50 pl/ng fur dsDNS)
c ist die Konzentration der Lésung

d ist hier der Abstand der beiden Oberflachen

S O O O

eine Berechnung der DNS-Konzentration. Ein Messzyklus besteht aus jeweils einer Messung
bei 1,0 mm und 0.2 mm Abstand der beiden Oberflachen. Dies ermdglicht einen sehr grof3en
Messbereich (2-3700ng/ul), auf eine Verdinnung der Probe kann daher verzichtet werden
(Gallagher und Desjardins, 2006).

3.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit der PCR gelingt es, DNS-Fragmente spezifisch zu amplifizieren. Dabei werden
Polymerasen aus thermophilen Bakterien zur Synthese der DNS eingesetzt. Diese
Polymerasen bewirken die Verlangerung der Nukleotide ausgehend von den verwendeten
Oligonukleotid-Primern (Saiki et al., 1988).

Fir Standardreaktionen wurde der PCR-Ansatz (Ausubel, 1999) mit der Tag-Polymerase von
Rapidozym (Berlin, Deutschland) verwendet. Im 25 ul-Ansatz wurden 2,0 ul Tag-Polymerase
(5 Units/ul), 2,5 uyl PCR-Puffer, 2,0 uyl 50mM MgCl,, 0,2 uyl dNTPs (25mM
Ausgangskonzentration) (Rapidozym, Berlin, Deutschland), 1,0 ul je Primer (10pmol/ul), 3,0 pl
Template DNS (10ng/ul) mit Millipore-Wasser auf 25 pl aufgefiillt, eingesetzt. PCR-Puffer und
MgCl, waren im Lieferumfang der Polymerase enthalten. Bei FragmentgroRen uber 5 kb
(Kilobasenpaare) wurde ein kommerzieller Fertig-Mix (Extensor 2xReddyMix, Applied
Biosystems) verwendet. Die Annealing-Temperatur richtet sich nach der Schmelztemperatur
(tmer) der Primer/DNS-Komplexe, die durch das Verhéltnis der einzelnen Basen zueinander
sowie der Lange des Primers bestimmt wird. Die Elongationsdauer richtet sich nach der GroRe
des zu amplifizierenden DNS-Fragmentes, wobei von der Faustregel von 1000 Nukleotiden pro
Minute Syntheseleistung der Polymerase ausgegangen wurde. Als Temperatur fir den
Elongationsschritt wurde fur die Standardreaktion 72°C und fur den Fertig-Mix 68°C verwendet.
Als Template diente chromosomale DNS.

Nach einem zwei-minutigen Erhitzen bei 94°C (initiale Denaturierung) lief die PCR in der Regel

unter den folgenden Bedingungen ab:
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1. Hitzedenaturierung (30 Sekunden, 94°C bzw. 92°C bei Verwendung des Fertig-Mixes);
Trennung der doppelstrangigen DNS

2. Annealing (30 Sekunden, Temperatur in Abhangigkeit der Te: der verwendeten Primer);
Primeranlagerung

3. Elongation (1 kb/min, 72°C bzw. 68°C bei Verwendung des Fertig-Mixes); Verlangerung

der Primer an ihrem 3’-Ende mit dNTPs

Dieser Zyklus wurde insgesamt 25-mal durchlaufen, bei groRen Fragmenten wurden 30 Zyklen
angesetzt. Weiterhin verlangerte sich die Elongationszeit zur Erzeugung groRerer PCR-
Produkte beginnend mit dem elften Zyklus um jeweils zehn Sekunden je Zyklus.

Die entstandenen PCR-Produkte wurden mittels eines analytischen Agarosegels Uberprift (s.
3.2.5).

3.2.4.1 PCR-Analyse des putativen GimA-Insertionslokus

In einem ersten Schritt wurde der beschriebene Insertionslokus von GimA (genomic island of
meningitic E. coli containing ibeA) zwischen den Genen yjiD und yjiE in allen Stammen mittels
einer Screening-PCR untersucht. In der Screening-PCR war die Elongationszeit mit 60
Sekunden so gewahlt, dass bei einer Kapazitadt der Polymerase von 1000 Nucleotiden pro
Minute Fragmente von maximal 1,5 kb erzeugt werden kdnnten. Bei Isolaten, bei denen in der
Screening-PCR kein Produkt erzeugt werden konnte, wurde nach Sicherstellung der Qualitat
der DNS zum Ausschluss von falsch-negativen Ergebnissen eine Long-Range-PCR
durchgefiihrt. Die Long-Range-PCR ermdglichte die Darstellung des gesamten 20,3 kb
umfassenden GimA. Diese sukzessive Vorgehensweise ermoglichte die Darstellung des yjiD-

yjiE-Lokus in allen Isolaten.

3.2.4.1.1 Screening-PCR
Die Screening-PCR wurde unter den beschrieben Standardbedingungen (s. 3.2.4) mit

Modifikationen entsprechend der verwendeten Primer durchgefihrt. Die eingesetzten Primer
yjiD-yjiE FP und yjiD-yjiE RP weisen jeweils eine Schmelztemperatur von 57°C auf (s. Tab. 4).
Die Annealing-Temperatur ist mit 57°C daran ausgerichtet. Die Elongationszeit von einer Minute
ermdglicht entsprechend der Synthesekapazitdt der verwendeten Taq-Polymerase die
Erzeugung von Produkten mit einer Maximalgré3e von 1000-1500 Basen. Die erwartete Grofde
des Amplikons, die sich fur E. coli K-12 (Blattner et al., 1997) ergibt, ist 342 bp (Basenpaare).

Das folgende Temperatur-Zeit-Profil wurde verwendet (s. Tab. 12):
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Tab. 12 Temperatur-Zeit-Profil fir die Screening-PCR. Die Schritte 2.- 4. werden insgesamt
25-mal durchlaufen

Schritt Temperatur und Dauer
1. Pradenaturierung 94°C flr drei Minuten

2. Denaturierung 94°C fir 30 Sekunden
3. Annealing 57°C fur 30 Sekunden
4. Elongation 72°C fur 60 Sekunden
5. Endelongation 72°C fur 10 Minuten

3.2.41.2 Long-Range-PCR
War trotz intakter DNS kein PCR-Produkt in der Screening-PCR darstellbar, so wurde eine

Long-Range-PCR zur Prufung auf Vollstandigkeit von GimA durchgefuhrt. Aufgrund der Grofie
von GimA von Uber 20 kb wurde diese Untersuchung in zwei PCR-Ansatze unterteilt. Beide
Ansatze verwendeten jeweils einen Primer, der auf3erhalb von GimA bindet und bereits in der
Screening-PCR zur Anwendung kam und einen weiteren Primer, der etwa in der Mitte von
GimA ansetzt. Die zentralen Primer waren so gewahlt, dass sich die resultierenden PCR-
Produkte in der Mitte von GimA Uberlappen und somit eine vollstandige Darstellung von GimA
ermoglichen. Es wurde der kommerzielle Fertig-Mix verwendet und die Annealing-
Temperaturen entsprechend den verwendeten Primern gewahlt (s. Tab. 4). Aulerdem wurden
entspechend der Herstellerangaben 30 Zyklen durchlaufen und beginnend mit dem elften
Zyklus die Elongationszeit je Zyklus um zehn Sekunden verlangert. Daraus ergab sich das
folgende Temperatur-Zeit-Profil (s. Tab. 13):
Tab. 13 Temperatur-Zeit-Profil fir die Long-Range-PCR. Die Schritte 2.- 4. werden zehn mal
durchlaufen. AnschlieRend werden die Schritte 5.- 7. insgesamt 20-mal durchlaufen,
wobei sich mit jedem Zyklus die Elongationszeit um 10 Sekunden verlangert. Die PCR

zur Amplifikation des Fragmentes 1 erfolgt mit einer Annealing-Temperatur von 56°C,
die Annealing-Temperatur fir das Fragment 2 betragt 60°C.

Schritt Temperatur und Dauer

1. Pradenaturierung 92°C flr drei Minuten

2. Denaturierung 92°C fur 30 Sekunden

3. Annealing 56/60°C fur 30 Sekunden

4. Elongation 68°C fur acht Minuten

5. Denaturierung 92°C fur 30 Sekunden

6. Annealing 56/60°C fur 30 Sekunden

7. Elongation 68°C fur acht Minuten + 10
Sekunden je Zyklus

8. Endelongation 72°C far 10 Minuten
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3.2.4.1.3 In silico-Analyse von vollstandig sequenzanalysierten E. coli-Stammen
Die frei verfugbaren Sequenzdaten von einigen vollstdndig sequenzanalysierten E. coli-

Stammen wurden analog der PCR-Untersuchungen analysiert. Dazu wurden zunachst die
Sequenzen aus der Internetdatenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genlist.cgi?
taxid=2&type=0&name=Complete%20Bacteria) in die Kodon-Software eingespielt. Mithilfe der
Suchfunktion konnte die Position der Bindungsstellen fur Primer der Screening-PCR ermittelt
und der Abstand zwischen beiden Positionen berechnet werden. Da diese in silico-Anwendung
keinen biochemischen Grenzen unterworfen war, lieferte diese Methode die Ergebnisse der

Screening- wie auch der Long-Range-PCR gleichermalien.

3.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNS-Molekllen nach ihrer GroRe erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Die Agarosekonzentration und die angelegte Spannung richteten sich nach
der GroRe der aufzutrennenden DNS-Fragmente.

Standardmalfig wurden 1,0 g Agarose in 100 ml 1xTBE durch Kochen gelést. Nach Abklhlen
auf ca. 50°C wurden 2,0 pl 1%-iges Ethidiumbromid zugesetzt, die Losung in einen
abgedichteten Geltrager gegossen und der Gelkamm zur Erzeugung der Taschen fir die
Proben eingesetzt. Sobald die Agarose erstarrt war, wurde der Kamm entfernt, das Agarosegel
in eine Gelkammer mit 1XTBE als Laufpuffer gelegt und pro Tasche mit 8 yl PCR-Produkt
bestlickt, wobei in der Regel ein 25 ul PCR-Ansatz zuvor mit 3 ul Ladepuffer gemischt wurde. In
Abhangigkeit der erwarteten Fragmentgroflen wurden 5 pl eines 100bp oder 1kb GroRen-
Markers in der ersten Tasche aufgetragen. Zur Erzeugung des elektrischen Felds wurde eine
Spannung von 10 Volt pro Zentimeter Gellange angelegt. Nach Abschluss der Elektrophorese

wurde das Gel in einem UV-Betrachter fotografiert.

3.2.6 DNS-DNS-Hybridisierung

Mit Hilfe der DNS-DNS-Hybridisierung lassen sich gleiche oder sehr dhnliche Sequenzen der zu
untersuchenden Nukleinsdure und der markierten Sonden nachweisen.

Durch den Hybridisierungsvorgang kommt es zu einem Kontakt zwischen einer DNS-Sonde und
der auf der Membran gebundenen denaturierten DNS, so dass die Sonde wahrend der
Inkubation an die entsprechend komplementaren Bereiche bindet. Es bilden sich sogenannte
,Hybrid-Molekule“, die nach Entfernung der nicht gebundenen DNS-Sonde sichtbar gemacht

werden konnen.

3.2.6.1 Dot-Blot

Fir die Herstellung eines Dot-Blot wurden 3 pl einer 200 ng DNS/pl enthaltenden Losung bzw.
einer Losung von hitzelysierten Bakterien auf eine positiv geladene Nylonmembran (Boehringer

Mannheim GmbH, Mannheim) punktférmig aufgetropft. Nach kurzer Trocknung der Membran
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wurde die DNS anschlieend durch Inkubation bei 120 °C fir 30 Minuten fixiert und bis zur

weiteren Verwendung bei Kihlschranktemperatur aufbewahrt.

3.2.6.2 Sondenherstellung mittels PCR

Die DNS-Sonden fir die DNS-DNS-Hybridisierung wurden durch den Einbau von Dig-dUTP im
Rahmen einer PCR markiert, dazu wurde das ,PCR DIG Probe Synthesis Kit* (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) verwendet und die PCR entsprechend den
Empfehlungen des Herstellers und den Erfordernissen der verwendeten Primer durchgefihrt.
Mittels einer Agarosegelelektrophorese wurde festgestellt, ob die Markierung der Sonden
erfolgreich durchgeflihrt wurde, da das Laufverhalten des markierten Amplifikates gegeniber
dem nicht markierten verandert ist. Anschlieend wurde die Bande aus dem Agarosegel
ausgeschnitten, aufgereinigt und die DNS-Konzentration bestimmt. Bis zur Verwendung wurde
die DNS-Sonde bei -20°C aufbewahrt.

3.2.6.3 Hybridisierungsvorgang und Visualisierung

Zunéchst wurde die Membran mit 20 ml Prahybridisierungslésung (pro 100 cm? Membran) bei
68°C rotierend im Ofen fUr drei Stunden inkubiert. In der Zwischenzeit wurde die Gensonde
vorbereitet, dazu wurde die Sonde aufgetaut und mit 5 ml Prahybridisierungslésung gemischt
und eine Endkonzentration von 20-30 ng Sonde pro ml eingestellt. AnschlieRend wurde das
Gemisch bei 100°C fir 10 Minuten im Wasserbad gekocht und danach fir drei Minuten auf Eis
gekuhlt. Die eigentliche Hybridisierungsreaktion fand tber Nacht bei 68°C rotierend im Ofen
statt, dazu wurde die vorbereitete Sonde in den Kolben mit der vorbereiteten Membran
gegeben, die Prahybridisierungslésung der drei-stiindigen Inkubation wurde zuvor verworfen.
Am Folgetag wurde die Membran je zweimal erst fur fiunf Minuten bei Raumtemperatur mit
Waschpuffer 1 und danach fir 15 Minuten bei 68°C mit Waschpuffer 2 rotierend im Ofen
gewaschen.

Der Nachweis der markierten DNS erfolgte schlieRlich durch die Bindung eines mit alkalischer
Phosphatase gekoppelten Anti-Digoxigenin-Antikérpers an der Dig-Sonde, danach
dephosphoryliert die alkalische Phosphatase ein Chemolumineszent-Substrat unter Emission
von Licht, das einen Rdntgenfilm schwarzt.

Dazu wurde die Membran rotierend eine Minute im Ofen mit Puffer 1+Tween gewaschen und
anschlieend fur 45 Minuten bei RT rotierend im Ofen mit Puffer 2+Tween inkubiert. Im
Anschluss wurde fir 30 Minuten im Ofen bei RT mit einem Gemisch bestehend aus 5 ml
Puffer 2 und 1 pl Anti-Digoxigenin-AP, gefolgt von zwei Waschgangen von je 15 Minuten mit
Puffer 1+Tween inkubiert. Vor der Zugabe des CSPD (Chemolumineszent-Substrat) wurde die
Membran fur zwei Minuten mit Puffer 3 aquilibriert und dann das Gemisch aus 1 ml Puffer 3 und
1yl CSPD auf die Membran getropft und in einen Klarsichtbeutel eingeschweisst. Die

Membranen wurden auf einen Rontgenfilm gelegt und in einer lichtdichten Filmkassette je nach
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verwendeter Sonde zwischen 30 Minuten und drei Stunden exponiert. Anhand der Schwarzung
der Rontgenfiime  verglichen mit  Positiv- und  Negativkontrolle  konnte  die
Chemilumineszenzreaktion, d.h. die Bindung der Sonde an die, auf der Membran fixierten DNS

nachgewiesen werden.

3.2.6.4 Strippen der Membran

Um die Membranen mehrfach verwenden zu kdnnen, mussten die gebundenen Sonden-
Molekile von der Membran geldst werden. Dazu wurde die Membran flir eine Minute bei RT in
2xSSC, anschlieRend bei 37°C je 15 Minuten in Stripping-Puffer, der die Dissoziation der
Sonden-Molekiile vermittelt und schliefdlich bei 37°C fir zwei Minuten mit 2xSSC gewaschen.
Alle Waschschritte wurden zweimal hintereinander durchgefiihrt. Da bei der Stripping-Prozedur
auch chromosomale DNS verloren geht, war die Wiederverwendbarkeit der Membranen auf

max. drei Hybridisierungen limitiert.

3.2.6.5 Analyse des putativen GimA-Insertionslokus mittels DNS-DNS-Hybridisierung

Die Verifizierung der Ergebnisse aus der PCR-basierten Untersuchung des GimA-
Insertionslokus erfolgte mit Hilfe der DNS-DNS-Hybridisierung. Die Sonden fir die
Hybridisierung wurden mittels PCR generiert, die dafir verwendeten Primer sind in Tab. 4
aufgefiihrt. Die Elongationszeit der PCR richtete sich nach der Gréflie der Sonden und variierte
zwischen 60 Sekunden fir die Sonden pptE, pdaK/cgrD, cniT/gclK und gclA und 1,5 Minuten flr
die ibeA-Sonde.
Tab. 14 Temperatur-Zeit-Profil fur die Generierung der DNS-Sonden fir die DNS-DNS-
Hybridisierung. Die Schritte 2.- 4. werden insgesamt 25-mal durchlaufen. Die

Elongationszeit variierte bei den einzelnen Sonden. 60 Sekunden fur die pptE-,
pdaK/cgrD-, cniT/gclK- und gclA-Sonde und 90 Sekunden fiir die ibeA-Sonde.

Schritt Temperatur und Dauer
1. Pradenaturierung 94°C flr drei Minuten

2. Denaturierung 94°C flr 30 Sekunden

3. Annealing 57°C fur 30 Sekunden

4. Elongation 72°C fur 60/90 Sekunden
5. Endelongation 72°C far 10 Minuten

3.2.7 Phylogenetische Analyse

3.2.7.1 Multi-Lokus-Sequenz-Typisierung (MLST)

Bei der Multi-Lokus-Sequenz-Typisierung werden sieben hoch konservierte Housekeeping-

Gene (adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA und recA) im E. coli-Genom mittels einer PCR

amplifiziert und dann sequenzanalysiert. Die Sequenzdaten werden Uber Datenbanken und das
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Internet mit anderen Stammen verglichen. Es werden einzelne Polymorphismen (SNPs —
Single-Nukleotid-Polymorphismus) in den einzelnen Genen, d. h. Allele dieser Gene detektiert.
Jedes Allel wird aufgrund seiner Nukleotidsequenz einem bestehenden Alleltyp zugeordnet
bzw., wenn die Sequenz noch nicht bekannt ist, ein neuer definiert. Das aus den sieben
einzelnen Alleltypen zusammengesetzte Allelprofii wird zu einem Sequenztyp (ST)
zusammengefasst. STs, die sich in nur einem Allel unterscheiden, bilden einen ST-Komplex.
Diese Vergleiche sind die Grundlage zur phylogenetischen Analyse der Isolate untereinander.
So ist es moglich, phylogenetische und epidemiologische Untersuchungen an einer grof3en Zahl
an Isolaten durchzufihren (Adiri et al., 2003; Maiden et al., 1998). In der vorliegenden Arbeit
wurden die MLST-Daten der 410 untersuchten Stdmme verwendet. Einige der STs wurden
bereits veroffentlicht (Mordhorst et al., 2009; Sankar et al., 2009; Wirth et al., 2006). Der
Grolteil wurde jedoch am Institut flir Mikrobiologie und Tierseuchen (IMT) der Freien Universitat
Berlin typisiert und an die MLST-Datenbank (http://mist.ucc.ie/mlist) Ubermittelt. Insgesamt
waren 138 STs vertreten. Die verwendeten Daten umfassten die STs und ggf. ST-Komplexe, zu
denen die einzelnen Stamme zugeordnet wurden (s. Tab. 15). Darliber hinaus wurden die
Allelprofile, die zu der Eingruppierung in die STs flhrten (s. Tab. 27 im Anhang), und die
Sequenzdaten der einzelnen Allele eines jeden lIsolates (als Download verfiigbar auf
http://mist.ucc.ie/mist/dbs/Ecoli/Downloads HTML) genutzt.

Tab. 15 STs (n=138) und ST-Komplexe (n=28), zu denen die 410 E. coli-Stamme der

vorliegenden Untersuchung zugehorig sind. Im Klammern ist die Anzahl der E. coli-
Stamme angegeben, die dem jeweiligen ST oder ST-Komlpex zugeordnet sind.

Sequenztyp-Komplex

(Anzahl) Sequenztyp (Anzahl)

ST10 Komplex (n=48) | ST10 (n=36), ST34 (n=1), ST43 (n=1), ST44 (n=1), ST48 (n=6),

(
ST49 (n=1),ST167 (n=1), ST548 (n=1)
ST11 Komplex (n=1) ST61 (n=1)

ST12 Komplex (n=20) | ST12 (n=19), ST544 (n=1)

ST14 Komplex (n=5) ST4 (n=2), ST81 (n=1), ST537 (n=1), ST550 (n=1)

ST23 Komplex (n=34) | ST23 (n=13), ST88 (n=15), ST356 (n=1), ST360 (n=1), ST367
(n=1), ST369 (n=2), ST410 (n=1)

ST31 Komplex (n=4) ST130 (n=1), ST374 (n=1), ST393 (n=2)

ST38 Komplex (n=5) ST38 (n=5)

ST46 Komplex (n=2) ST46 (n=2)

ST59 Komplex (n=2) ST59 (n=2)

(

(
ST69 Komplex (n=3) ST69 (n=3)

(

ST73 Komplex (n=43) | ST73 (n=34), ST74 (n=1), ST104 (n=3), ST353 (n=1), ST375
(n=1), ST638 (n=2)

ST86 Komplex (n=2) ST86 (n=1), ST453 (n=1)
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Sequenztyp-Komplex
(Anzahl)

Sequenztyp (Anzahl)

ST399 Komplex (n=

ST399 (n=1), ST536 (n=1)

ST405 Komplex (n=

ST72 (n=1), ST405 (n=2)

ST95 Komplex (n=72) ST95 (n=56), ST140 (n=6), ST368 (n=1), ST370 (n=1),
ST390 (n=4), ST416 (n=1), ST417 (n=1), ST418 (n=1),
ST421 (n=1)
ST101 Komplex (n=2) ST101 (n=1), ST365 (n=1)
ST155 Komplex (n=9) ST55 (n=1), ST56 (n=3), ST58 (n=2), ST155 (n=3)
ST156 Komplex (n=2) ST348 (n=2)
ST165 Komplex (n=1) ST100 (n=1)
ST168 Komplex (n=5) ST93 (n=4), ST373 (n=1)
ST206 Komplex.(n=1) ST77 (n=1)
ST346 Komplex (n=1) ST346 (n=1)
5) ST57 (n=2), ST350 (n=2), ST371 (n=1)
ST398 Komplex (n=1) ST398 (n=1)
=2)
=3)
2)
1)
1)

(
(
(
(
(
(
(
ST350 Komplex (n=
(
(
(
(
(
(
(

ST469 Komplex (n= ST162 (n=2)
ST522 Komplex (n= ST541 (n=1)
ST538 Komplex (n= ST538 (n=1)
ST568 Komplex (n=3) ST80 (n=3)

kein Komplex (n=131)

ST45 (n=1), ST47
ST53 (n=2), ST54

( n=1), ST50 (n=1), ST51 (n=1), ST52 (n=1),
(
ST64 (n=1), ST65
(
(

n=1), ST60 (n=1), ST62 (n=10), ST63 (n=1),
n=1), ST66 (n=1), ST67 (n=1), ST68 (n=3),
n=1), ST75 (n=2), ST76 (n=1), ST78 (n=1),
ST79 (n=1), ST82 (n=1), ST83 (n=1), ST84 (n=1), ST85 (n=1),
ST87 (n=1), ST89 (n=1), ST92 (n=1), ST115 (n=3),

ST117 (n=13), ST118 (n=1), ST126 (n=2), ST127 (n=11),
ST131 (n=1), ST135 (n=2), ST141 (n=13), ST144 (n=2),

ST70 (n=2), ST71

A~~~ o~~~

ST216 (n=1), ST297 (n=1), ST347 (n=1), ST351 (n=1),
ST352 (n=1), ST355 (n=3), ST357 (n=1), ST358 (n=1),
ST359 (n=1), ST361 (n=1), ST362 (n=1), ST363 (n=1),
ST372 (n=7), ST409 (n=1), ST428 (n=1), ST533 (n=1),
ST539 (n=2), ST540 (n=1), ST542 (n=1), ST543 (n=1),
ST545 (n=1), ST547 (n=1), ST549 (n=1), ST625 (n=1),
ST646 (n=2), ST681 (n=1), ST925 (n=1), ST929 (n=1),
ST937 (n=1), ST959 (n=1), ST961 (n=1)
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3.2.7.2 Minimum-Spanning-Tree (MSTree)

Der MSTree stellt eine grafische Darstellung dar, die einzelne STs innerhalb eines MLST-
Datensatzes in Verbindung zueinander stellt. Die Bionumerics Software (Version 4.6, Applied
Maths, Sint Martens-Latem, Belgien) verfligt Uber einen Algorithmus zur Berechnung von
MSTrees aus MLST-Datensatzen. Der MSTree wird durch Anwendung eines Prim’s
Algorithmus berechnet, der auf jeder Stufe der Konstruktion des Trees auswahlt zwischen der
Beibehaltung des aktuellen oder alternativen Subtrees. Basis des Netzwerkes ist der ST mit der
grofdten Anzahl an unterschiedlichen Alleltypen. Folgend werden sukzessive weitere STs in die
Berechnung mit einbezogen, abgestuft nach der Anzahl an unterschiedlichen Alleltypen und der
Grofle des ST, d. h. der Anzahl der Isolate in diesem ST.

ST-Komplexe werden erzeugt, wenn sich wenigstens drei STs finden, die sich in maximal einem
Allel unterscheiden.

In der Grafik sind dann die quantitativen Beziehungen zwischen den einzelnen STs und ST-
Komplexen, d. h. basierend auf der Zahl der gemeinsamen Allele durch Linien dargestellt. Dicke
Linien zeigen, dass die verbundenen STs sechs gemeinsame Allele aufweisen. Dunne Linien
zeigen funf und schwarze gestrichelte Linien vier gemeinsame Allele an. Weniger als drei
gemeinsame Allele werden durch grau gestrichelte Linien dargestellt.

Da der MSTree nicht auf den STs selbst, sondern auf den Allelprofilen der entsprechenden STs
basiert, werden beispielhaft die Allelprofile der STs 95 und 73, als die haufigsten STs in der
Untersuchung angefihrt (Tab. 16).

Tab. 16 Allelprofile der STs 95 und 73. Angegeben sind die Alleltypen der sieben

Housekeeping-Gene der MLST. Die STs 95 und 73 sind die beiden STs, die am
haufigsten in der vorliegenden Untersuchung vertretenen sind.

Sequenztyp | Allelprofil

adk fumC gyrB icd Mdh purA recA
ST95 37 38 19 37 17 11 37
ST73 36 24 9 13 17 11 25

3.2.7.3 Clonal Frame-Analyse

Die Software Clonal Frame v1.1 (http://www2.warwick.ac.uk/fac/sci/statistics/staff/research/
didelot/clonalframe/) dient zur Vorhersage bakterieller Mikroevolution. Sie kann dazu auch
Sequenzdaten verwenden, die im Rahmen der MLST generiert wurden. Im Gegensatz zu
phylogenetischen Methoden, die bei nicht-rekombinierenden Organismen Anwendung finden,
basiert die Software auf einem Modell, das genetische Diversifizierung aufgrund von homologer
Rekombination einbezieht. Damit wird eine Bestimmung der klonalen Beziehungen innerhalb
einer getesteten Population einer rekombinierenden bakteriellen Spezies, wie beispielsweise

E. coli, ermdglicht. Weiterhin ist eine Vorhersage des Ortes homologer Rekombinationen
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mdglich, die die Ursachen fir die Auflésung der klonalen Struktur innerhalb einer Population
darstellen.

Fir die Verarbeitung durch Clonal Frame wurden die Sequenzen der sieben Housekeeping-
Gene aus der MLST untereinander abgeglichen, auf eine einheitliche Lange getrimmt und in
einem extended multi-FASTA Format (XMFA) zu jeweils sieben Blocken zusammengeflgt.
Jeder Block reprasentierte dabei ein Gen.

Ergebnis der Berechnungen ist eine zuverldssige Vorhersage der phylogenetischen
Beziehungen innerhalb von bakteriellen Spezies, auch wenn einige der zugrundeliegenden
Housekeeping-Gene Rekombinationseffekten unterliegen.

Die Analyse wurde mit den Standardeinstellungen von 50.000 burn-in-Wiederholungen gefolgt
von 50.000 MCMC (Markov Chain Monte Carlo Methode)-Durchlaufen durchgefiihrt. Der
resultierende ,majority-rule consensus tree“ wurde im Anschluss durch die Software MEGA

version 4 (Tamura et al., 2007) grafisch dargestellit.

3.2.7.4 Analyse der Populationsstruktur (Structure-Analyse)

FUr Spezies, bei denen homologe Rekombinationen vorkommen, wie bei E. coli der Fall,
existieren spezielle phylogenetische Werkzeuge, die die Identifizierung von Gruppen und die
Zuordnung von einzelnen Stammen zu diesen Gruppen ermoglichen. Zugrunde liegt eine
Analyse der Populationsstruktur. Diese wurde mit Hilfe der Software Structure v2.2
(http://pritch.bsd.uchicago.edu/software/structure2_2.html) durchgeflihrt. Das Programm beruht
auf einer Modell-basierten Cluster-Methode (Falush et al., 2003; Falush et al., 2007; Pritchard et
al., 2000) und verwendet Genotyp-Daten (hier MLST-Datensatze) von unabhangigen Markern
(hier den einzelnen Housekeeping-Genen) zur Bestimmung von Gruppen. Dazu werden die
Polymorphismen in den sieben MLST-Fragmenten jedes Stammes mit Hilfe einer Methode der
Wahrscheinlichkeitsrechnung (Bayesian Methode - naherungsweise nach der Markov Chain
Monte Carlo Methode (MCMC) bestimmt) analysiert, mit dem Ziel, Gruppen innerhalb der

Testpopulation zu finden. Basierend auf dem Hardy-Weinberg Gleichgewicht kann die Methode:

das Vorliegen einer Populationsstruktur zeigen
Gruppen innerhalb einer Population identifizieren

Individuen zu den identifizierten Gruppen zuordnen

0w N~

Individuen identifizieren, die Strukturen aus verschiedenen Gruppen in sich vereinigen
(diese Individuen werden dann so genannten Hybridgruppen, je nach Herkunft der

einzelnen Strukturen, zugeordnet)

Teil der Structure-Analyse ist das ,linkage model®, das fir jeden Nukleotidpolymorphismus eine

Wahrscheinlichkeit (g) fur die Abstammung aus einer bestimmten Gruppe berechnet. Aus der
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Summe dieser einzelnen Wahrscheinlichkeiten kann dann auf Zugehdrigkeit eines Isolates zu
einer der Gruppen geschlossen werden. Diese Methode kann ebenfalls die EcoR-Phylogruppen
unterscheiden, ordnet aber einen Teil der Isolate Hybridgruppen zu und tragt damit der
Bedeutung der homologen Rekombination Rechnung (Wirth et al., 2006).

Die Analyse wurde unter der Annahme der Existenz von vier Gruppen innerhalb der Population
durchgefihrt. Dies entspricht nicht nur den vier Hauptgruppen (A, B1, B2 und D), die mit der
MLEE  (Multi-Lokus-Enzymelektrophorese) und  phylogenetischen  Standardmethoden
identifiziert wurden (s. 2.5.1.), sondern ebenfalls der Gruppenzahl, die Wirth et al. in ihrer
Untersuchung als wahrscheinlichste identifiziert haben. Die statistische Sicherheit wurde Uber
eine gro3e Zahl an Wiederholungen erreicht (20.000 Wiederholungen) (Wirth et al., 2006).

Im Rahmen der Analyse wurde die Wahrscheinlichkeit fur die Zugehdrigkeit eines Isolats zu den
einzelnen Gruppen berechnet. Diese Wahrscheinlichkeit (q) diente dann der Zuordnung der
Isolate zu den Gruppen (A, B1, B2 und D). Der Grenzwert flr eine Zuordnung lag bei g = 0.67.
Isolate, die keiner Gruppe zugeordnet werden konnten, wurden als Hybridgruppe AxB1
angesprochen, wenn die Werte fiir q fur die Zugehorigkeit zu A und B1 zusammen = 0,8 ist. Alle

verbleibenden Isolate wurden zu einer zweiten Hybridgruppe (ABD) zusammengefasst.
3.2.8 Sequenzanalyse von ibeA und Computergestiitzte Analyse

3.2.8.1 Sequenzanalyse von ibeA

Die DNS-Sequenzanalysen wurden von der Firma LGC (Berlin, Deutschland) mittels der
Kettenabbruchmethode nach F. Sanger durchgefiihrt. Bei dieser automatisierten Methode
dienen synthetische Oligonukleotide als Primer einer in vitro-DNS-Synthese. Dabei stellt der zu
sequenzierende Strang die Matrize dar. Das synthetisierte DNS-Molekil wird mit einem
fluoreszierenden Farbstoff markiert. Zu einem statistisch mdglichst gleichmaRigen,
basenspezifischen Kettenabbruch kommt es durch Einbau eines 2°,3-
Didesoxynukleosidtriphosphates (ddNTPs). Diesen Nukleotiden fehlt die zur weiteren
Kettenverlangerung notwendige 3’-Hydroxylgruppe. So werden vier verschiedene Reaktionen
benutzt, die jeweils eines der vier ddNTPs (ddATP, ddCTP, ddGTP oder ddTTP) neben den
ublichen dNTPs enthalten. Das statistische Auftreten der Kettenabbruch-Reaktionen an der
entsprechenden Position der DNS (ddTTP gegentber A; ddCTP gegeniber G und so weiter)
fuhrt zu unterschiedlich grollen DNS-Fragmenten. Durch die Grélenauftrennung in einer
denaturierenden Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Sichtbarmachen der einzelnen Banden
durch Fluorographie werden die Positionen des Kettenabbruchs sichtbar gemacht. Das Ablesen
dieser Sequenzleitern fuhrt zu den entsprechenden Sequenzinformationen.

Fir die Sequenzanalyse von ibeA (invasion of brain endothelium A) wurden die in Tab. 4

aufgeflihrten Sequenzierungs-Primer verwendet.
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3.2.8.2 Single-Lokus-Sequenz-Typisierung (SLST)

Die Sequenzanalyse eines einzelnen Gen-Lokus funktioniert prinzipiell wie die MLST, mit dem
Unterschied, dass der betrachtete Lokus weniger konserviert ist als die Housekeeping-Gene
der MLST. Mit der SLST eines Genes mit einer hdheren Variabilitat als die Housekeeping-Gene
ist es méglich, Stamme eines gemeinsamen phylogenetischen Hintergrundes zu diskriminieren.
Fir die SLST wurde das ibeA-Gen ausgewahlt, da es in die Pathogenese der
Neugeborenenmeningitis involviert ist. Wie an den genannten Modellen der Blut-Hirn-Schranke
(s. 2.3.2.1) gezeigt werden konnte, ist ibeA an der Translokation dieser Barriere beteiligt (in vitro
und in vivo). Folglich findet eine Interaktion mit dem Wirt statt. Diese Interaktion kénnte zu einer
Immunantwort des Wirtes flhren, die wiederum neue Varianten bevorteilt und zu einer grofieren
Variabilitat im Vergleich zu Housekeeping-Genen, im Sinne einer Pathoadaptation (wie von O-
Antigenen und dem fim-Operon) fuhrt. Weiterhin wurde der genetische Zusammenhang, in dem
sich ibeA befindet, GimA, als genomische Insel beschrieben. Genomische Inseln sind mobile
genetische Elemente und kdnnen per horizontalem Gentransfer zwischen Bakterien tbertragen
werden. Aufgrund dieser Mobilitdt ist zu vermuten, dass in einem einheitlichen
phylogenetischen Hintergrund mehrere Varianten, d. h. Sequenztypen der Insel (SLSTSs)
auftreten. Eine entsprechende genetische Diversifizierung wurde bereits fur O- und H-Antigene
(Reeves, 1992) sowie das fim-Operon (Weissman et al., 2006) beschrieben.

Fir die Sequenzanalyse von ibeA wurden insgesamt 34 E. coli-Stdmme ausgewahlt. Sie
reprasentieren den MLST-basierten phylogenetischen Hintergrund, in dem ibeA vorkommt, d. h.
die Phylogruppe B2. Da das ibeA-Gen mit 1.341 bp zu grof ist, um es mit nur einem PCR-
Ansatz zu amplifizieren und zu sequenzanalysieren, wurde es in zwei Uberlappende Fragmente
geteilt. Beide Fragmente wurden mittels eines Primers, der aul3erhalb von ibeA bindet und
einem Primer, der in der Mitte des Gens bindet, analysiert (s. Tab. 4). Mit Ausnahme der
Annealing-Temperatur von 55°C und einer Elongationszeit von 60 s werden die Bedingungen
wie unter 3.2.4 beschrieben, verwendet (s. Tab. 17). Die Sequenzanalyse wurde von LGC
durchgeflihrt. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit Hilfe des ,assembler module der
Kodon-Software (Version 3.6 Applied Maths, Sint Martens-Latem, Belgien). Das Alignment der
Sequenzen sowie die Berechnung des Dendrogramms nach dem Maximum-Parsimony-
Algorithmus wurde ebenfalls mit Kodon durchgeflihrt. Eine statistische Absicherung des
Dendrogramms erfolgte durch eine Bootstrap-Analyse mit 1.000 Wiederholungen (Kodon-

Software).
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Tab. 17 Temperatur-Zeit-Profil fir die PCR zur Generierung der Produkte fir die
Sequenzanalyse. Die Schritte 2. - 4. werden insgesamt 25-mal durchlaufen

Schritt Temperatur und Dauer
1. Pradenaturierung 94°C flr drei Minuten

2. Denaturierung 94°C fir 30 Sekunden
3. Annealing 55°C flir 30 Sekunden
4. Elongation 72°C fur 60 Sekunden
5. Endelongation 72°C fur 10 Minuten

3.2.8.3 Evolutiondre Analyse von ibeA

Fir die evolutiondre Analyse von ibeA wurden die ibeA-Sequenzen sowie die MLST-
Sequenzdaten von 21 Stdmmen verwendet, die dem ST95-Komplex zugeordnet sind. Die
Sequenzdaten der einzelnen Housekeeping-Gene der MLST wurden flir die evolutionare
Analyse flr jeden Stamm zu einer einzigen Sequenz ,in frame* zusammengeflgt.

Die Detektion von synonymen und nicht-synonymen Mutationen sowie die Berechnung der
entsprechenden Mutationsraten Dn (nicht-synonymen Mutationsrate) und Ds (synonymen
Mutationsrate) wurde anschliefiend mit der DnaSP 4.50.3-Software (http://www.ub.es/dnasp/)
(Rozas et al., 2003) durchgefihrt. Die Dn/Ds-Verhaltnisse wurden fir jeden einzelnen Stamm
berechnet und als Durchschnitt der Testpopulation (n=23) angegeben.

Zur Bestatigung wurden die so ermittelten Dn/Ds-Werte mittels einer weiteren Methode zur
Detektion positiver Selektion, der SLAC-Analyse (single likelihood ancestor counting) Uberpruft.
Die SLAC-Analyse wurde auf einer webbasierten Plattform zur Detektion von positiver Selektion
durchgeflhrt (http://www.datamonkey.org) (Pond und Frost, 2005).

3.2.9 Statistik

Die in dieser Arbeit verwendeten statistischen Analysen wurden, sofern sie nicht bereits in die
entsprechende Software implementiert sind, mit der SPSS Software (Version 15, SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA).durchgeftihrt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Nachweis von GimA

Zunachst wurde der GimA (genomic island of meningitic E. coli containing ibeA)-Insertionslokus
aller 410 Isolate mittels einer PCR (Polymerase-Kettenreaktion)-Anwendung untersucht.
AnschlieBend wurden die Ergebnisse aus der PCR-Untersuchung durch eine DNS-DNS-
Hybridisierung verifiziert.

411 PCR-Analyse des putativen GimA-Insertionslokus

Der Bereich zwischen den Genen yjiD und yjiE wurde in den 410 E. coli-Isolate der
vorliegenden Untersuchung mittels der zwei PCR-Anwendungen (Screening- und Long Range-
PCR) analysiert. Im Stamm RS218 befindet sich GimA zwischen diesen beiden Genen (Huang
et al., 2001a). Es konnten drei verschiedene GroRRenvarianten dieses Lokus identifiziert werden
(s. u.).

4.1.1.1 Screening-PCR

In der Screening PCR lassen sich in Abhangigkeit der Reaktionsbedingungen Amplifikate mit
eine Maximallange von 1.000-1.500 bp (Basenpaare) erzeugen. Bei 344 der 410 Isolate konnte
ein Produkt erzeugt werden, bei den Ubrigen 66 Isolaten war nach der Elektrophorese kein
Amplifikat in Form einer Bande sichtbar. Diese 66 Isolate wurden anschliefiend mittels der
Long-Range-PCR weiter untersucht.

Bei 264 (64,4%) der positiven Isolate betrug die Amplikongrof3e 340 bp und entspricht damit der
fur E. coli K-12 berechneten GroRRe (s. Abb. 7). Die verbleibenden 80 Isolate wiesen Produkte
mit 742 bp Grofe auf (19,5%) (s. Abb. 8). Abb. 6 zeigt beispielhaft ein Elektrophogramm von
PCR-Produkten der Screening-PCR.

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12

-—

-

e

-
T00bp — B
600bp — R __J
S00bp — B
400bp — *
300 bp —

Abb. 6  Elektrophogramm zur Analyse des Bereichs zwischen den Genen yjiD und yjiE in den
E. coli-Stammen (1,5%-iges Agarosegel, 1 h bei 120V). In den Spuren 2-12 sind
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PCR-Produkte der Screening-PCR aufgetragen. In Spur 1 ist ein 100bp-Marker
aufgetragen. Die Spuren 2-8 sowie die Spur 12 haben eine Bande bei etwa 340 bp. In
Spur 10 zeigt sich eine Bande von etwa 740 bp GroéRe. Die Spuren 9 und 11 haben
keine Bande. Diese Proben werden in der Long Range PCR weiteruntersucht.

e 340bp 122

1 kb

Abb. 7  Bindungsstellen der Primer in der Screening-PCR (Primer-Nummer in der Grafik und
Primer-Bezeichnung in Tab. 4: 1.1 = yjiD-yjiE FP, 2.2 = yjiD-yjiE RP). Es ergibt sich
eine Amplikongrofie von 340 bp.Die Abbildung basiert auf der Sequenz von E. coli K-
12 (Blattner et al., 1997)

1 kb

Abb. 8 Bindungsstellen der Primer in der Screening-PCR (Primer-Nummer in der Grafik und
Primer-Bezeichnung in Tab. 4: 1.1 = yjiD-yjiE FP, 2.2 = yjiD-yjiE RP). Die sich
ergebende Grole des Amplikons betragt 742 bp. Die Abbildung basiert auf den
Sequenzen der E. coli-Stamme CFT073 (Welch et al., 2002), F11 (Rasko et al., 2008)
und 536 (Hochhut et al., 2006)

4.1.1.2Long-Range-PCR

Die 66 Isolate, mit denen in der Screening-PCR kein Amplifikat zu erzeugen war, wurden mit
der Long-Range-PCR weiter untersucht. Basierend auf der Annahme, dass diese Isolate ein
vollstandiges GimA von 20,3 kb (Kilobasenpaare) GréRe enthalten, wurden zwei Long-Range-
PCRs parallel durchgefiihrt. Entsprechend der Bindungsstellen der Primer wurden zwei sich
Uberlappende Fragmente von 10,5 kb Gréfle erzeugt, wenn sich eine vollstandige Insel im
Insertionslokus befindet (s. Abb. 10). Fir alle 66 Isolate (16,1%) waren in beiden Long-Range-
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PCRs 10,5 kb groRe Banden darstellbar. Die Isolate enthalten zwischen den Genen yjiD und
yjiE das vollstandige, aus vier Operons (GimA1-4) bestehende GimA. Abb. 9 zeigt beispielhaft
ein Elektrophogramm von PCR-Produkten der beiden Long-Range-PCRs.

1 52 5 4 & B P if a8 Q8 sl h 47 18 A0 o

10000 bp — H-!.ﬂi‘u“'.b UEﬂm -y

3000 bp —
1500 bp —

Abb. 9  Elektrophogramm zur Darstellung der Ergebnisse der Analyse des Bereichs zwischen
den Genen yjiD und yjiE (1,0%-iges Agarosegel, 2h bei 120V). In den Spuren 2-10
und 12-20 sind PCR-Produkte der Long-Range-PCR aufgetragen.In Spuren 1, 11 und
21 ist ein 1 kb-Marker aufgetragen. In den Spuren 2-10 sind Produkte der PCR mit
den Primern fur das Long-Range-Fragment 1 und in den Spuren 12-20 sind Produkte
der PCR fiir das Long-Range-Fragment 2 aufgetragen. Alle Produkte weisen Banden
bei etwa 10,5 kb auf.

21 10.5 kb 2.2
" st e — G|
b o P

GimAl GimA2 GimA3 GimA4

gclR  golA VJiE

P RN

pptE  pgdk ;JG'GKE cgrl chj

—1kb

Abb. 10 Bindungsstellen der Primer in der Long Range PCR (Primer-Nummer in der Grafik
und Primer-Bezeichnung in Tab. 4: 1.1 = yjiD-yjiE FP, 1.2 = gclKGimA3 RP, 2.1 =
cniTGIimA2 FP, 2.2 = yjiD-yjiE RP). Es ergeben sich zwei ca. 10,5 kb groRe Produkte,
die Long-Range-Fragmente 1 und 2. Die Abbildung basiert auf den Sequenzen der
E. coli-Stamme RS218, A0 34/86, UTI89 und APEC O1 (Chen et al., 2006; Hejnova et
al., 2005; Huang et al., 2001a; Johnson et al., 2007)
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4.1.1.3In silico-Analyse von vollstandig sequenzanalysierten E. coli-Stammen

Analog zu den PCR-Untersuchungen wurden die frei verfliigbaren Sequenzdaten vollstandig
sequenzanalysierter E. coli-Stammen untersucht. Es wurden die gleichen (virtuellen)
ProduktgréfRen wie in den beiden PCR-Ansatzen gefunden. Die E. coli-Stamme RS218 (NMEC-
- Neugeborenenmeningitis-assoziierte E. coli), APEC O1 (APEC - aviar pathogene E. coli) und
UTI89 (UPEC — uropathogene E. coli) wiesen ein vollstandiges GimA auf (s. Abb. 10), wahrend
die UPEC-Stdmme CFTO073, F11 und 536 einen Abstand von 742 bp (s. Abb. 8) und der K-12
Stamm MG1655 einen Abstand von 340 bp zwischen den Bindungsstellen der Primer yjiD-yjiE
FP und yjiD-yjiE RP aufwiesen (s. Abb. 7) (s. Tab. 4).

Weiterhin konnte im Rahmen dieser in silico-Analyse das 742 bp grof3e Fragment eingehender
untersucht werden. Es zeigte sich, dass innerhalb der aus dem E. coli K-12 bekannten Sequenz
(340 bp) zusatzlich 342 Nucleotide vorkommen. Ein Sequenzvergleich zwischen Stdmmen mit
vollstandigem GimA (APEC O1, RS218 und UTI89) und solchen mit dem 742 bp Amplikon
(CFTO073, F11 und 536) ergab eine fast 100%-ige Ubereinstimmung dieser zusétzlichen
Sequenz mit den letzten 342 bp des pptE-Gens (insgesamt 2.832 bp) (s. Abb. 12). Das pptE-
Gen ist das erste Gen im ersten Operon (GimA1) von GimA (s. Abb. 2).

Die drei Vertreter des ST95 (RS218, APEC O1 und UTI89) wiesen sogar eine vollstandige
(100% ldentitat) Ubereinstimmung in den Sequenzen der pptE-Fragmente auf.

Weiterhin war es dank der vollstdndig sequenzanalysierten Stdmme mdglich, mit Hilfe der
Kodon-Software eine grafische Darstellung der Verhaltnisse des Insertionslokus in den drei

gefundenen Varianten zu erzeugen (s. Abb. 11).
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Abb. 11

GimAl GimA?2 GimA3 GimA4
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GimA-remnant I

1kb

GimA-
|

| .._
yjiD yjiE

1kb

Drei Varianten des GimA-Insertionslokus. GimA+: enthalt das vollstandige GimA,
bestehend aus den Operons GimA1-4; GimA-remnant: enthalt einen 342 bp grofden 3
Rest des pptE-Gens; sowie GimA-, das keine GimA-Strukturen aufweist. Die
Darstellung basiert fiur GimA+ auf den Sequenzen der E. coli-Stamme RS218,
A0 34/86, UTI89 und APEC O1, fur GimA-remnant auf den Stammen CFT073, F11
und 536, sowie fir GimA- auf der Sequenz des E. coli K-12-Stamms MG1655. Die
Abbildungen der Varianten GimA-remnant und GimA- sind zur besseren Ubersicht in
einem grofReren Mal3stab dargestellt als die Variante GimA+.
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Abb. 12 Sequenzvergleich des 3'-Endes des pptE-Gens der Stdamme RS218 (ST95) (Huang et
al., 2001a), UTI89 (ST95) (Chen et al., 2006) und APEC O1 (ST95) (Johnson et al.,
2007) mit den zwischen yjiD und yjiE befindlichen Sequenzen der Stamme 536
(ST92) (Hochhut et al., 2006), F11 (ST127) (Rasko et al., 2008) und CFT073 (ST73)
(Welch et al., 2002). Ubereinstimmungen mit der Template-Sequenz RS218 sind
durch Punkte und Unterschiede durch Nennung der Base gekennzeichnet.

4.1.2 DNS-DNS-Hybridisierung

Zur Verifizierung der mit der PCR (Screening- und Long-Range) erzielten Ergebnisse wurden
alle 410 E. coli-lsolate zusatzlich mit Hilfe der DNS-DNS-Hybridisierung auf das Vorkommen
von GimA (genomic island of meningitic E. coli containing ibeA)-spezifischen Sequenzen
untersucht. Die Hybridisierungsreaktion mit den DNS-Sonden pdaK/cgrD, cniT/gclK, gclA, und
ibeA war jeweils bei 66 Isolaten positiv. Die pptE-Sonde konnte spezifisch in der DNS von 146
Isolaten binden (s. Abb. 15).

Ein Vergleich mit den Ergebnissen der PCR-Untersuchungen ergab eine 100%-ige
Ubereinstimmung. In den 66 Isolaten, die laut Long-Range-PCR ein vollstandiges GimA
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enthielten, konnten auch die vier GimA-spezifischen Sonden sowie die pptE-Sonde binden. Die
pptE-Sonde konnte in 80 weiteren Fallen in den DNS-Proben binden. Diese Isolate wiesen in
der Screening-PCR das 742 bp Amplikon auf. Mittels der DNS-DNS-Hybridisierung konnte
gezeigt werden, dass diese Isolate zusatzlich das Restfragment des pptE-Gens enthalten, wie
in der in silico-Analyse fur die Stdmme CFT073, F11 und 536 beschrieben.

Abb. 13 Chemoluminogramm. DNS-DNS-Hybridisierung mit der pptE-Sonde zum Nachweis
des pptE-Restfragmentes in der aufgetropften DNS der zu untersuchenden Isolate.
Die Kreise markieren die Stellen, an denen die Sonde mit der aufgetropften und fest
an die Membran gebundenen DNS hybridisieren konnte. Eine Chemolumineszens-
reaktion an der markierten pptE-Sonde belichtet einen aufgelegten Rdntgenfilm.
Insgesamt ist die DNS von 35 Isolaten aufgetropft. Die drei oberen Reihen (A-C)
enthalten die DNS von zehn Isolaten (1-10). Die unterste, vierte Reihe (D) besteht,
links beginnend, aus der aufgetropften DNS von funf Isolaten (D 1-5) und der funf
Positivkontrollen flr die Sonden (Abfolge: pptE, pdaKicgrD, cniT/gclK, gclA, und ibeA)
(D 6-10). Die hier eingesetzte DNS-Sonde detektiert 19 pptE-haltige Isolate und
bindet spezifisch an die pptE-Positivkontrolle
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Abb. 14 Chemoluminogramm. DNS-DNS-Hybridisierung mit der ibeA-Sonde zum Nachweis
des ibeA-Gens in der aufgetropften DNS der zu untersuchenden Isolate. Die Kreise
markieren die Stellen, an denen die Sonde mit der aufgetropften und fest an die
Membran gebundenen DNS hybridisieren konnte. Eine Chemolumineszensreaktion
an der markierten Sonde belichtet einen aufgelegten Roéntgenfilm. Insgesamt ist die
DNS von 35 Isolaten aufgetropft. Die drei oberen Reihen (A, B und C) enthalten die
DNS von zehn Isolaten (1-10). Die unterste, vierte Reihe (D) besteht links beginnend
aus der aufgetropften DNS von funf Isolaten (D 1-5) und der funf Positivkontrollen fur
die Sonden (Abfolge: pptE, pdaKicgrD, cniTl/gclK, gclA, und ibeA) (D 6-10).
Aufgetragen sind die gleichen Proben wie in Abb. 13. Es werden jedoch nur acht
Isolate als ibeA-positiv identifiziert. Die ibeA-Positivkontrolle wird spezifisch durch die
ibeA-Sonde erkannt.

GimAl GimA2 GimA3 GimA4

SR B
e = r i P I

........ : e T e T e R
yjiD pptE  pgdk pdakicgrD ¢ AT cdib cnr'?V,

,_r\A,_r e e A A e

WiE

—1kb

Abb. 15 Bindungsstellen der DNS-Sonden fir die DNS-DNS-Hybridisierung (a: pptE, b:
pdaK/cgrD, c: cniT/gclK, d: gclA und e: ibeA) Die Abbildung basiert auf den
Sequenzen der E. coli-Stamme RS218, A0 34/86, UTI89 und APEC O1 (Chen et al.,
2006; Hejnova et al., 2005; Huang et al., 2001a; Johnson et al., 2007)

4.1.3 Zusammenfassung der Untersuchung zum Nachweis von GimA

Aus den Ergebnissen der PCR- und DNS-DNS-Hybridisierungsuntersuchungen ergibt sich
folgendes Bild:
Es konnten drei (Grofien-) Varianten des GimA Insertionslokus identifiziert werden. In der Folge

werden die drei Varianten als GimA+ fir das Vorliegen eines vollstandigen GimA (20,3 kb); als
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GimA-remnant fir den Rest des pptE-Gens (742 bp) und als GimA- fur die Verhaltnisse, wie in
E. coli K-12, bezeichnet (340 bp). In den Klammern sind jeweils die Abstadnde zwischen den
Bindungsstellen der Primer yjiD-yjiE FP und yjiD-yjiE RP angegeben (s. Abb. 11). Flr die
Variante GimA-remnant ergibt sich folglich im Vergleich mit der Sequenz des E. coli K-12-

Stamms MG1655, dass 342 zuséatzliche Basen enthalten sind.

4.2 Verteilung der Varianten des GimA-Insertinslokus innerhalb der

E. coli-Population

4.2.1 Multi-Lokus-Sequenztypsierung (MLST)

Die verwendeten 410 Isolate sind vollstandig mittels der MLST-typisiert. Unter Verwendung
dieser Daten wurde das Vorkommen der Insertionslokusvarianten in Abhangigkeit von ST
(Sequenztyp) und ST-Komplex untersucht.

Da die Mehrheit der STs nur mit einem Isolat in der Untersuchung vertreten waren, konnte eine
fundierte Aussage zur Pravalenz der einzelnen Varianten des Insertionslokus in den einzelnen
STs nicht gemacht werden. Weiterhin ergab sich fir STs, die mehrfach in der Untersuchung
vorkommen, ein sehr heterogenes Bild. Neben STs, die nur eine Lokusvariante enthielten
[homogene STs: nur GimA-: ST10 (n=36), ST48 (n=6), ST23 (n=13), ST88 (nN=15) und ST62
(n=10), nur Gim+: ST372 (n=7)] kommen ebenso viele STs vor, die zwei oder drei Varianten
aufweisen [heterogene STs: ST12 (n=19), ST73 (n=34), ST95 (n=56), ST117 (n=13), ST127
(n=11), ST140 (n=6) und ST141 (n=13)]. Bezogen auf die ST-Komplexe, die mehr als finf
Isolate enthielten, ergab sich ein dhnliches Bild. Zwei ST-Komplexen, die lediglich eine Variante
aufwiesen [nur GimA-: ST-Komplexe 10 (n=48) und 23 (n=34)] standen drei Komplexe
gegentber, die mehr als eine Variante enthielten [ST-Komplexe 12 (n=20), 73 (n=42) und 95
(n=72)]. Ein Gutteil der in der Untersuchung vertretenen STs (n=68) war keinem ST-Komplex
zugeordnet. Fur die homogenen STs und ST-Komplexe betragen die Pravalenzen 100%.
Signifikante Assoziationen zwischen ST bzw. ST-Komplex und den Varianten des
Insertionslokus waren nicht nachweisbar. Die verbleibenden Komplexe reprasentieren nur
zwischen einem und flinf Stdmme und sind daher fir Aussagen zur Pravalenz kaum geeignet.
In den folgenden Tabellen zur Verteilung werden aus Griinden der Ubersichtlichkeit lediglich die
STs und die ST-Komplexe aufgefihrt. Weiterhin werden Angaben zu den Haufigkeiten der STs
und ST-Komplexe gemacht. Die zugrundeliegenden Isolate mit den entsprechenden STs und
ST-Komplexen sind im Anhang aufgefuhrt (s. Tab. 27 im Anhang).

Die Verteilung der einzelnen Varianten des Insertionslokus auf die STs und ST-Komplexe stellte

sich wie folgt dar.
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4.2.1.1GimA+

Wie in der Untersuchung des Insertionslokus festgestellt, enthielten 66 der insgesamt 410

getesteten Isolate das vollstdndige GimA (16,1%). Bezogen auf die Daten aus der MLST

verteilten sich die GimA+-Isolate auf insgesamt 26 STs. Davon sind 10 STs, die 34 Isolate

enthalten, vier ST-Komplexen zugeordnet.

Tab. 18 ST-Komplexe (n=4), in denen lIsolate mit einem vollstandigen GimA (GimA+)
identifiziert werden konnten (n=34). Weiterhin sind die STs (n=10) angegeben, die

innerhalb der einzelnen ST-Komplexe die Variante GimA+ enthalten. In Klammern
sind die jeweiligen Haufigkeiten angegeben.

Lokusvariante: GimA+

Sequenztyp-Komplex | enthaltene STs in der Untersuchung

STC95 (n=29) ST95 (n=16), ST140 (n=4), ST370 (n= 1), ST390 (n=4), ST416
(n=1), ST417(n=1), ST418 (n=1)

STC568 (n=3) ST80 (n=3)

STC538 (n=1) ST538 (n=1)

STC14 (n=1) ST537 (n=1)

Die verbleibenden 32 Isolate setzten sich aus 16 STs zusammen, die bisher keinem ST-
Komplex zugeordnet sind.
Tab. 19 STs (n=16), in denen lIsolate mit einem vollstandigen GimA (GimA+) identifiziert

werden konnten (n=32) und die derzeit keinem ST-Komplex zugeordnet sind. In
Klammern sind die jeweiligen Haufigkeiten angegeben.

Lokusvariante: GimA+

STs, die keinem Komplex zugeordnet sind

ST83 (n=1) ST352 (n=1) ST372 (n=7)
ST126 (n=1) ST355 (n=3) ST428 (n=1)
ST135 (n=2) ST357 (n=1) ST547 (n=1)
ST141 (n=6) ST358 (n=1) ST625 (n=1)
ST144 (n=2) ST363 (n=1) ST646 (n=2)
ST929 (n=1)

4.2.1.2 GimA-remnant

Von den 410 getesteten Stammen wurden insgesamt 80 in der PCR und DNS-DNS-
Hybridisierung positiv auf das Restfragment des pptE-Gens getestet. Diese, das GimA-remnant
tragenden Isolate, verteilten sich auf 16 STs, wovon sieben (n=47 Stadmme) zwei ST-

Komplexen zugeordnet sind.

Tab. 20 ST-Komplexe (n=2), in denen Isolate mit einem GimA-remnant identifiziert werden
konnten (n=47). Weiterhin sind die STs (n=7) angegeben, die innerhalb der beiden
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ST-Komplexe die Variante GimA-remnant enthalten. In Klammern sind die jeweiligen
Haufigkeiten angegeben.

Lokusvariante: GimA-remnant

Sequenztyp-Komplex enthaltene STs in der Untersuchung

STC73 (n=35) ST73 (n=28), ST74 (n=1), ST104 (n=3),
ST353 (n=1), ST375 (n=1), ST638 (n=1)

STC12 (n=12) ST12 (n=12)

Die restlichen 33 Isolate verteilten sich auf neun STs, die aktuell keinem ST-Komplex
zugeordnet sind.
Tab. 21 STs (n=9), in denen Isolate mit einem GimA-remnant identifiziert werden konnten

(n=33) und die derzeit keinem ST-Komplex zugeordnet sind. In Klammern sind die
jeweiligen Haufigkeiten angegeben.

Lokusvariante: GimA-remnant

STs, die keinem Komplex zugeordnet sind

ST76 (n=1) ST117 (n=12) ST681 (n=1)
ST82 (n=1) ST127 (n=9) ST959 (n=1)
ST92 (n=1) ST141 (n=6) ST961 (n=1)
4.2.1.3 GimA-

Im Rahmen der Untersuchung des Insertionslokus von GimA ergab sich fir 264 der

untersuchten Isolate eine Zusammensetzung dieses Bereiches wie flr E. coli K-12 bekannt.

Eine Verknupfung mit den MLST-Daten zeigte, dass sich die Isolate mit der Variante GimA- auf

insgesamt 106 STs verteilten. Davon sind 58 STs, die 198 Isolate reprasentieren, 26 ST

Komplexen zugeordnet.

Tab. 22 ST-Komplexe (n=26), in denen lIsolate ohne GimA-assoziierte Sequenzen (GimA-)
identifiziert werden konnten (n=198). Weiterhin sind die STs (n=58) angegeben, die

innerhalb der einzelnen ST-Komplexe die Variante GimA- enthalten. In Klammern
sind die jeweiligen Haufigkeiten angegeben.

Lokusvariante: GimA-

Sequenztyp-Komplex | enthaltene STs in der Untersuchung

STC10 (n=48) ST10 (n=36), ST34 (n=1), ST43 (n=1), ST44 (n=1), ST48 (n=6),
ST49 (n=1), ST 167 (n=1),ST548 (n=1)

STC11 (n=1) ST61 (n=1)

STC12 (n=8) ST12 (n=7), ST544 (n=1)

STC14 (n=4) ST14(n=2), ST81(n=1), ST550(n=1)

STC23 (n=34) ST23 (n=13), ST88 (n=15), ST356 (n=1), ST360 (n=1),
ST367 (n=1), ST369 (n=2), ST410 (n=1)

STC31 (n=4) ST130 (n=1), ST374 (n=1),ST393 (n=2)
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Lokusvariante: GimA-

Sequenztyp-Komplex | enthaltene STs in der Untersuchung
STC38 (n=5) ST38 (n=5)

STC46 (n=2) ST46 (n=2)

STCS9 (n=2) ST59 (n=2)

STC69 (n=3) ST69 (n=3)

STC73 (n=7) ST73 (n=6), ST638 (n=1)

STC86 (n=2) ST86 (n=1), ST453 (n=1)

STC95 (n=43) ST95 (n=40), ST140 (n=1), ST368 (n=1), ST421 (n=1)
STC101 (n=2) ST101 (n=1), ST365 (n=1)

STC155 (n=9) ST55 (n=1), ST56 (n=3), ST58 (n=2), ST155 (n=3)
STC156 (n=2) ST348 (n=2)

STC165 (n=1) ST100 (n=1)

STC168 (n=5) ST93 (n=4), ST373 (n=1)

STC206 (n=1) ST77 (n=1)

STC349 (n=1) ST349 (n=1)

STC350 (n=5) ST57 (n=2), ST350 (n=2), ST371 (n=1)
STC398 (n=1) ST398 (n=1)

STC399 (n=2) ST399 (n=1), ST536 (n=1)

STC405 (n=3) ST72 (n=1), ST405 (n=2)

STC469 (n=2) ST 162 (n=2)

STC522 (n=1) S T541 (n=1)

Die verbleibenden 66 Isolate verteilten sich auf 48 STs, die derzeit keinem ST-Komplex
zugeordnet sind.
Tab. 23 STs (n=48), in denen Isolate ohne GimA-assoziierte Sequenzen identifiziert werden

konnten (n=66) und die derzeit keinem ST-Komplex zugeordnet sind. In Klammern
sind die jeweiligen Haufigkeiten angegeben.

Lokusvariante: GimA-

STs, die keinem Komplex zugeordnet sind

ST45 (n=1) ST71 (n=1) ST297 (n=1)
ST47 (n=1) ST75 (n=2) ST347 (n=1)
ST50 (n=1) ST78 (n=1) ST351 (n=1)
ST51 (n=1) ST79 (n=1) ST359 (n=1)
ST52 (n=1) ST84 (n=1) ST361 (n=1)
ST53 (n=2) ST85 (n=1) ST362 (n=1)
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Lokusvariante: GimA-

STs, die keinem Komplex zugeordnet sind

ST54 (n=1) ST87 (n=1) ST409 (n=1)
ST60 (n=1) ST89 (n=1) ST533 (n=1)
ST62 (n=10) ST115 (n=3) ST539 (n=2)
ST63 (n=1) ST117 (n=1) ST540 (n=1)
ST64 (n=1) ST118 (n=1) ST542 (n=1)
ST65 (n=1) ST126 (n=1) ST543 (n=1)
ST66 (n=1) ST127 (n=2) ST545 (n=1)
ST67 (n=1) ST131 (n=1) ST549 (n=1)
ST68 (n=3) ST141 (n=1) ST925 (n=1)
ST70 (n=2) ST216 (n=1) ST937 (n=1)

4.2.1.4Heterogene STs

Wie eingangs beschrieben, traten neben homogenen STs, also solchen, die nur Isolate mit

einer einzigen Variante des Insertionslokus enthalten, auch heterogene STs auf. Diese

enthielten Isolate mit unterschiedlichen Varianten des Insertionslokus.

Tab. 24 STs (n=9), die Isolate (n=156) enthalten, in denen mehrere unterschiedliche Lokus-
Varianten vorkommen. Weiterhin ist angegeben, welche Varianen in den einzelnen

STs vertreten sind. Mit Ausnahme des ST141 sind jeweils zwei verschiedene
Varianten enthalten. In Klammern sind die jeweiligen Haufigkeiten angegeben.

STs mit zwei bzw. drei Lokus-Varianten

Sequenztyp Lokus-Varianten

ST12 (n=19) GimA- (n=7), GimA-remnant (n=12)
ST73 (n=34) GimA- (n=6), GimA-remnant (n=28)
ST95 (n=56) GimA- (n=40), GimA+ (n=16)
ST117 (n=13) GimA- (n=1), GimA-remnant (n=12)
ST126 (n=2) GimA- (n=1), GimA+ (n=1)

ST127 (n=11) GimA- (n=2), GimA-remnant (n=9)
ST140 (n=6) GimA- (n=1), GimA+ (n=5)

ST638 (n=2) GimA- (n=1), GimA-remnant (n=1)
ST141 (n=13) GimA- (n=1), GimA-remnant (n=6), GimA+ (n=6)

4.2.2 Minimum-Spanning-Tree (MSTree)
Mit entsprechender Software (Bionumerics V4.6, Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgien)

kénnen die Daten der MLST-Analyse, die in der obigen Auswertung lediglich in Form der

Zuordnung zu einem ST Ausdruck finden, auch zur Erzeugung einer grafischen Darstellung
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dienen. Im MSTree dient nicht der ST selbst, sondern das ihn definierende Allelprofil als
Grundlage der Berechnung.

Der aus den MLST-Datensatzen der 410 Isolate resultierende MSTree zeigt eine Konzentration
der Varianten GimA+ und GimA-remnant auf der rechten Seite des MSTree (s. Abb. 16),
wohingegen auf der linken Bildhalfte die Variante GimA- dominiert. Eine Ausnahme bildet der
ST117, der, obwohl auf der linken Seite gelegen, neben GimA- (n=1) vor allem GimA-remnant-
tragende Isolate enthalt (n=12). Die Struktur des MSTree deutet eine Assoziation zwischen ST
und Insertionslokusvariante an. Wie bereits erlautert, war jedoch statistisch kein signifikanter
Zusammenhang zwischen ST bzw. ST-Komplex und den Insertionslokusvarianten nachweisbar.
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Abb. 16 MSTree basierend auf den MLST-Daten der 410 untersuchten E. coli-Stdamme. Jeder
Kreis entspricht einem ST. Die Anzahl der Stdmme in einem ST wird durch die GréRe
des entsprechenden Kreises ausgedrickt. Die Farben der Kreise geben die Anteile
der einzelnen Insertionslokusvarianten an den STs an. ST-Komplexe sind grau
unterlegt und bestehen aus wenigstens drei STs, die sich in maximal einem Allel
unterscheiden. Weitere quantitative Beziehungen zwischen den STs sind durch
unterschiedliche Linien dargestellt. Dicke Linien zeigen, dass die verbundenen STs
sechs gemeinsame Allele aufweisen. Dinne Linien zeigen funf und schwarze
gestrichelte Linien vier gemeinsame Allele an. Weniger als drei gemeinsame Allele
werden durch grau gestrichelte Linien dargestellt.
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4.2.3 Clonal Frame-Analyse

Um die Mikroevolution der 410 untersuchten E. coli-Stamme detaillierter abzubilden, wurde eine
Clonal Frame-Analyse durchgefiihrt. Als Sequenz-basierte Methode ermdglicht sie die
Berucksichtigung von  Rekombinationseffekten, die bei den  phylogenetischen
Standardmethoden enge Beziehungen maskieren kénnten. Auch im Vergleich mit der Allel-
basierten MLST, die bereits auf Rekombiantionseffekte Rulcksicht nimmt, reagiert die
Clonal Frame-Analyse viel weniger anfallig auf Rekombination und kann die Genealogie der
getesteten E. coli-Population viel akkurater abbilden. Die Komplexitat der notwendigen
Berechnungen zeigt sich in den sehr langen Rechenzeiten fir diese Analyse.

Fir die Analyse mit der Software Clonal Frame wurden die Sequenzen der sieben
Housekeeping-Gene aus der MLST, die zuvor in ein extended multi-FASTA Format (XMFA)
zusammengeflgt wurden, eingesetzt.

Da die Clonal Frame-Software selbst Uber kein Visualisierungsmodul verflgt, wurde der aus der
Analyse resultierende ,majority-rule consensus tree* mit Hilfe der MEGA Software
weiterverarbeitet. Der Stammbaum wurde in der Option ,Radiation“ erzeugt (Abb. 17).

Es sind vier groRe Gruppen erkennbar (I-IV). Eine der Gruppen (V) besteht nur aus dem
ST117. Die drei verbleibenden Gruppen kdénnen in weitere Untergruppen unterteilt werden. Da
eine weitere Unterteilung jedoch ohne Festlegung eines Cut-off nicht sinnvoll ist, werden fir die

Einteilung der Gruppen die Daten aus der Structure-Analyse verwendet.
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ons

Abb. 17 Visualisierung des sich aus der Clonal Frame-Analyse ergebenden “majority-rule
consensus tree” durch die MEGA Software (Version 4) (Tamura et al, 2007).
Aufgrund des gemeinsamen Clonal Frame bilden die STs vier gro3e Gruppen (I-1V),
wobei die Gruppe IV lediglich aus dem ST117 besteht. Der angegebene Malstab gibt

die genetische Distanz an.

4.2.4 Structure-Analyse

Die Structure-Analyse ist eine Sequenz-basierte Methode, die die Sequenzdaten aus der MLST
verwendet. Sie berlcksichtigt ahnlich der Clonal Frame-Analyse Rekombinationsereignisse.
Anders als bei der Clonal Frame-Analyse ist jedoch nicht die Bestimmung der Beziehungen der
einzelnen STs untereinander das Ziel, sondern die Vorhersage von Gruppenbildungen

innerhalb einer rekombinierenden Spezies (hier E. coli). Das ,linkage model“ der Structure-

——
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Software errechnet fir jeden Nuikleotidpolymorphismus eine Wahrscheinlichkeit (q) fur die
Abstammung aus den einzelnen vorgegebenen Gruppen.
In der vorliegenden Analyse wurden vier Gruppen vorgegeben und analog den EcoR-
Phylogruppen benannt. Die letztliche Zuordnung jedes ST erfolgt mittels der aufsummierten
Einzelwahrscheinlichkeiten fir die Zugehorigkeit zu den vorgegebenen Gruppen jedes
Nukleotidpolymorphismus des betreffenden ST. Die Grenzwerte wurden wie folgt festgesetzt:
die Zuordnung zu einer Gruppe (A, B1, B2 oder D) erfolgte, wenn q = 0.67; STs, die keiner
Gruppe zugeordnet werden konnten, wurden als Hybridgruppe AxB1 angesprochen, wenn q fur
die Zugehorigkeit zu A und B1 zusammen = 0,8 war. Alle verbleibenden Isolate wurden zu einer
zweiten Hybridgruppe ABD zusammengefasst.
Wie bereits durch Wirth et al. (2006) festgestellt, erkannte die Structure-Software aufgrund des
Polymorphismus der eingespeisten Sequenzen vier Gruppen, die fir die Stamme der EcoR-
Sammlung weitgehend mit der Zuordnung in die EcoR-Phylogruppen ubereinstimmten. Einige
Isolate wurden jedoch in die genannten Hybridgruppen (AxB1 und ABD) eingeordnet (Wirth et
al., 2006). In der vorliegenden Untersuchung wurde die Analyse auf weitere STs ausgeweitet.
Der Phylogruppe A wurden 14 der 138 STs (10,1%) zugeordnet, B1 13 STs (9,4%), B2 49 STs
(35,5%) und D 18 STs (13,0%). Somit sind den urspringlichen Phylogruppen 94 STs (68,1%)
zugeordnet. Auf die Hybridgruppen verteilen sich 44 STs (31,9%), auf AxB1 26 STs (18,8%)
und auf ABD 18 STs (13,0%). Die Ergebnisse der Analyse sind in Tab. 25 zusammengestellt.
Tab. 25 Wahrscheinlichkeitswerte (q) fir die Zugehorigkeit zu den vier festgelegten Gruppen
(A, B1, B2 und D) sowie der daraus resultierenden Zuordnung zu einer Phylogruppe
(Grenzwert flr eine Zuordnung zu einer Gruppe g = 0.67. Isolate, die keiner Gruppe
zugeordnet werden konnten, wurden als Hybridgruppe AxB1 angesprochen, wenn die

Werte fir q fur die Zugehorigkeit zu A und B1 zusammen = 0,8 war. Alle
verbleibenden Isolate wurden zu einer zweiten  Hybridgruppe ABD

zusammengefasst).
ST A B1 B2 D Phylogruppe
ST10 0.923 0.026 0.025 0.026 A
ST12 0.027 0.024 0.925 0.024 B2
ST14 0.033 0.134 0.809 0.024 B2
ST23 0.121 0.747 0.066 0.066 B1
ST34 0.830 0.113 0.024 0.032 A
ST38 0.029 0.027 0.032 0.911 D
ST43 0.921 0.028 0.025 0.026 A
ST44 0.814 0.137 0.024 0.025 A
ST45 0.602 0.344 0.024 0.030 AxB1
ST46 0.668 0.281 0.028 0.024 AxB1
ST47 0.602 0.252 0.032 0.114 AxB1
ST48 0.811 0.135 0.027 0.026 A
ST49 0.906 0.044 0.024 0.025 A
ST50 0.704 0.242 0.028 0.027 A
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ST A B1 B2 D Phylogruppe
ST51 0.235 0.442 0.295 0.028 ABD
ST52 0.553 0.306 0.060 0.080 AxB1
ST53 0.345 0.605 0.026 0.024 AxB1
ST54 0.334 0.510 0.027 0.129 AxB1
ST55 0.200 0.651 0.072 0.078 AxB1
ST56 0.088 0.624 0.031 0.257 ABD
ST57 0.423 0.307 0.030 0.240 ABD
ST58 0.391 0.437 0.032 0.139 AxB1
ST59 0.084 0.136 0.352 0.428 ABD
ST60 0.165 0.029 0.267 0.538 ABD
ST61 0.145 0.138 0.036 0.681 D
ST62 0.117 0.028 0.324 0.531 ABD
ST63 0.733 0.030 0.027 0.211 A
ST64 0.329 0.113 0.038 0.520 ABD
ST65 0.250 0.031 0.251 0.469 ABD
ST66 0.144 0.151 0.030 0.676 D
ST67 0.323 0.623 0.028 0.025 AxB1
ST68 0.025 0.025 0.026 0.924 D
ST69 0.025 0.028 0.028 0.919 D
ST70 0.026 0.086 0.040 0.849 D
ST71 0.027 0.027 0.034 0.912 D
ST72 0.032 0.026 0.030 0.912 D
ST73 0.028 0.024 0.921 0.026 B2
ST74 0.029 0.027 0.820 0.124 B2
ST75 0.327 0.504 0.086 0.083 AxB1
ST76 0.026 0.025 0.922 0.028 B2
ST77 0.490 0.459 0.025 0.025 AxB1
ST78 0.027 0.029 0.813 0.130 B2
ST79 0.027 0.145 0.801 0.027 B2
ST80 0.114 0.032 0.824 0.030 B2
ST81 0.032 0.261 0.679 0.028 B2
ST82 0.120 0.117 0.735 0.028 B2
ST83 0.031 0.027 0.874 0.068 B2
ST84 0.408 0.396 0.035 0.161 AxB1
ST85 0.029 0.911 0.031 0.030 B1
ST86 0.262 0.421 0.040 0.277 ABD
ST87 0.510 0.336 0.069 0.085 AxB1
ST88 0.128 0.743 0.062 0.067 B1
ST89 0.189 0.666 0.077 0.068 AxB1
ST92 0.022 0.023 0.841 0.113 B2
ST93 0.658 0.177 0.034 0.130 AxB1
ST95 0.028 0.027 0.919 0.026 B2
ST100 0.806 0.070 0.028 0.096 A
ST101 0.208 0.743 0.025 0.023 B1
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ST A B1 B2 D Phylogruppe
ST104 0.028 0.026 0.921 0.024 B2
ST115 0.114 0.042 0.103 0.740 D
ST117 0.171 0.017 0.404 0.408 ABD
ST118 0.276 0.124 0.044 0.557 ABD
ST126 0.027 0.024 0.923 0.026 B2
ST127 0.028 0.025 0.828 0.118 B2
ST130 0.025 0.029 0.025 0.921 D
ST131 0.034 0.026 0.877 0.063 B2
ST135 0.026 0.025 0.922 0.027 B2
ST140 0.028 0.028 0.917 0.027 B2
ST141 0.041 0.026 0.906 0.028 B2
ST144 0.028 0.024 0.825 0.122 B2
ST155 0.264 0.563 0.030 0.143 AxB1
ST162 0.423 0.526 0.027 0.024 AxB1
ST167 0.809 0.137 0.028 0.026 A
ST216 0.700 0.134 0.029 0.137 A
ST297 0.252 0.687 0.032 0.029 B1
ST347 0.491 0.458 0.025 0.026 AxB1
ST348 0.265 0.684 0.026 0.025 B1
ST349 0.072 0.118 0.030 0.780 D
ST350 0.293 0.335 0.026 0.346 ABD
ST351 0.098 0.618 0.036 0.247 ABD
ST352 0.116 0.030 0.824 0.030 B2
ST353 0.027 0.139 0.804 0.030 B2
ST355 0.026 0.025 0.924 0.025 B2
ST356 0.127 0.734 0.064 0.076 B1
ST357 0.028 0.026 0.915 0.031 B2
ST358 0.029 0.024 0.918 0.029 B2
ST359 0.311 0.640 0.027 0.022 AxB1
ST360 0.125 0.744 0.065 0.067 B1
ST361 0.621 0.260 0.026 0.093 AxB1
ST362 0.028 0.131 0.026 0.815 D
ST363 0.024 0.027 0.920 0.028 B2
ST365 0.202 0.631 0.142 0.025 AxB1
ST367 0.130 0.737 0.066 0.066 B1
ST368 0.025 0.139 0.810 0.025 B2
ST369 0.126 0.730 0.078 0.066 B1
ST370 0.028 0.027 0.917 0.028 B2
ST371 0.276 0.322 0.078 0.324 ABD
ST372 0.028 0.023 0.824 0.125 B2
ST373 0.677 0.159 0.032 0.132 A
ST374 0.027 0.032 0.028 0.914 D
ST375 0.027 0.025 0.922 0.026 B2
ST390 0.029 0.028 0.916 0.027 B2
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ST A B1 B2 D Phylogruppe
ST393 0.025 0.030 0.027 0.917 D
ST398 0.578 0.366 0.028 0.028 AxB1
ST399 0.303 0.550 0.073 0.074 AxB1
ST405 0.030 0.028 0.032 0.910 D
ST409 0.542 0.319 0.049 0.090 AxB1
ST410 0.134 0.731 0.062 0.073 B1
ST416 0.027 0.027 0.919 0.027 B2
ST417 0.028 0.031 0.914 0.027 B2
ST418 0.024 0.026 0.922 0.028 B2
ST421 0.132 0.033 0.810 0.025 B2
ST428 0.030 0.026 0.913 0.030 B2
ST453 0.250 0.425 0.043 0.281 ABD
ST533 0.216 0.725 0.029 0.030 B1
ST536 0.282 0.493 0.045 0.179 ABD
ST537 0.026 0.024 0.923 0.027 B2
ST538 0.029 0.028 0.917 0.025 B2
ST539 0.218 0.718 0.034 0.030 B1
ST540 0.597 0.344 0.026 0.032 AxB1
ST541 0.708 0.240 0.026 0.026 A
ST542 0.549 0.030 0.029 0.392 ABD
ST543 0.323 0.161 0.034 0.482 ABD
ST544 0.029 0.026 0.918 0.027 B2
ST545 0.024 0.130 0.025 0.820 D
ST547 0.030 0.023 0.920 0.027 B2
ST548 0.928 0.025 0.024 0.022 A
ST549 0.026 0.031 0.027 0.917 D
ST550 0.027 0.029 0.918 0.027 B2
ST625 0.068 0.025 0.882 0.024 B2
ST638 0.029 0.025 0.920 0.026 B2
ST646 0.025 0.022 0.929 0.024 B2
ST681 0.125 0.110 0.739 0.026 B2
ST925 0.027 0.030 0.025 0.918 D
ST929 0.031 0.027 0.915 0.027 B2
ST937 0.361 0.463 0.029 0.146 AxB1
ST959 0.027 0.037 0.910 0.026 B2
ST961 0.027 0.026 0.922 0.025 B2

4.2.5 Gemeinsame Betrachtung von Clonal Frame- und Structure-Analyse

Durch die gemeinsame Darstellung der Ergebnisse der Clonal Frame- und der Structure-
Analyse zeigte sich eine Kongruenz in der Gruppenbildung. Die drei bereits in der Beschreibung
des auf der Clonal Frame-Analyse basierenden Dendrogramms angesprochenen vier grof3en

Gruppen korrelierten mit den in der Stucture-Analyse bestimmten Gruppen. Im Clonal Frame-
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Dendrogramm bildeten alle Stdmme der Phylogruppe B2 eine grof3e Gruppe. Die Stamme mit
der Phylogruppe D bildeten zusammen mit einigen Stammen der Hybridgruppe ABD eine
weitere grofde Gruppe. Die Beziehung der D und der ABD-Stamme zeigt sich auch in den Daten
der Structure-Analyse. Die Stamme der ABD-Gruppe wiesen fir die Zugehorigkeit zur
Phylogruppe D die hochsten Wahrscheinlichkeiten auf (g =0,43). Allerdings waren die
Wahrscheinlichkeiten nicht ausreichend flr eine Eingruppierung in Gruppe D, aber hoher als die
aller anderen zur Gruppe ABD gehdrenden Stamme. In ahnlicher Weise stellte sich die
Situation fur die dritte groRRe Gruppe dar. In ihr waren Stamme der Phylogruppen A und B1
sowie der Mischgruppe aus beiden (AxB1) versammelt. Daneben kamen einige Stdmme der
Hybridgruppe ABD vor, die laut Structure-Analyse die héchsten Wahrscheinlichkeiten (q) fur
eine Zugehdrigkeit zu den Gruppen A und B1, fir die Gruppe D jedoch nur niedrige Werte
aufweisen. Die letzte Gruppe besteht ausschlieldlich aus Vertretern des ST117 und ist daher
auch in den Werten der Structure-Analyse Ubereinstimmend. Die Werte fiir g zeigen, dass der
ST117 von den vier Phylogruppen die grote Ubereinstimmung mit den Gruppen B2 und D

aufweist (jeweils g = 0,4). Abb. 18 verdeutlicht die Kongruenz beider Analyseergebnisse.

4.2.5.1 Verteilung der Varianten des GimA-Insertionslokus

In Abb. 18 ist zu erkennen, dass GimA+ ausschliel3lich bei solchen Stdmmen vorkommt, deren
STs der Phylogruppe B2 zugehoéren. Ebenso deutlich hdufen sich in dieser Phylogruppe STs
bzw. Stdmme, die das GimA-remnant tragen. Einige weitere GimA-remnant-Isolate finden sich
im ST117, der der Hybridphylogruppe ABD zugeordnet ist. Dort weisen zwdlf der 13 Isolate die
Insertionslokusvariante GimA-remnant auf. Das verbleibende Isolat ist GimA-. Die
Sonderstellung, die der ST117 aufgrund seiner Alleinstellung innerhalb des Clonal Frame-
Diagrammes einnimmt, spiegelt sich auch in dem Vorhandensein des GimA-remnant wider. Mit
Ausnahme des ST117 ist die Variante des Insertionslokus GimA-remnant ausschlief3lich in der
Phylogruppe B2 zu finden und weist damit eine Verteilung auf, die der Variante GimA+
entspricht. Alle anderen Phylogruppen (A, B1 und D) sowie die Hybridgruppe AxB1 sind GimA-.
Mit Ausnahme des ST117 sind ebenfalls alle Vertreter der Hybridgruppe ABD GimA-. In Abb. 18

ist die Verteilung der Insertionslokusvarianten abgebildet.
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Abb. 18 Clonal Frame-Dendrogramm aus Abb. 17 erweitert durch die Insertionslokus-
varianten, die in den Stammen in Abhangigkeit vom ST vorkommen (rote Punkte:
GimA+; blaue Punkte: GimA-remnant und griine Punkte: GimA-). Weiterhin sind die
Phylogruppen bzw. Hybridgruppen aufgefiihrt, zu denen die STs basierend auf der
Structure-Analyse zugeordnet wurden.

4.2.5.2 Assoziationen zwischen der Herkunft der Isolate und den Lokusvarianten

Statistisch relevante Assoziationen zwischen der Herkunft (Mensch/Tier) und den

verschiedenen Varianten des Insertionslokus konnten nicht identifiziert werden (s. Tab. 27 im

Anhang).

4.2.5.3 Assoziationen zwischen den Pathovaren und Lokusvarianten

Eine Analyse der Verteilung der Pathovare und Insertionslokusvarianten ergab folgende
signifikante Assoziationen (p <0.05, Chi-Quadrat-Test) innerhalb der 410 Stamme der
Testpopulation: Die Lokusvariante GimA+ war signifikant assoziiert mit den Pathovaren APEC
und NMEC. Demgegenuber war die Variante GimA-remnant signifikant assoziiert mit UPEC-
Stammen. Die Stdmme, die aus den Stuhlproben klinisch gesunder Menschen bzw. den

Kotproben klinisch gesunder Tiere isoliert wurden, waren signifikant haufiger GimA- (s. Tab.

26).
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Tab. 26 Verteilung der Insertionslokusvarianten und der Pathovare innerhalb der getesteten
410 ExPEC- und fakalen E. coli-Isolate. In Klammern ist jeweils die Anzahl der Isolate
angegeben, die der Phylogruppe B2 bzw. einer der tbrigen Phylogruppen zugehorig
sind. Signifikante Assoziationen (p < 0.05; Chi-Quadrat-Test) sind mit Sternchen (*)
gekennzeichnet.

yjiD-yjiE locus pattern
. _ Z (n)
Pathovar GimA+ (n) GimA-remna1nt (n) GimA- (n) [B2/non B2]
[B2/non B2] [B2/non B2] [B2/non B2]
23* 13 62 98
APEC
(23/0) (3/10) (16/46) (42/56)
10* 1 14 25
NMEC
(10/0) (1/0) (717) (18/7)
22 52+ 66 140
UPEC
(22/0) (50/2) (26/40) (98/42)
1 5 22 28
SepEC
P (1/0) (5/0) (4/18) (10/18)
Foces 9 6 71* 86
Menseh 1 (9/0) (6/0) (16/55) (31/55)
Focal- 1 3 29* 33
Tier (1/0) (3/0) (0/29) (4/29)
5 66 80 264 410
(66/0) (68/12) (69/195) (203/207)

1Die zwolf nicht B2-Stdmme gehoéren zum ST117, der der Hybridphylogruppe ABD zugeordnet
ist.

Wurden in die Betrachtung nur die Stamme der Phylogruppe B2 einbezogen, ergaben sich die
gleichen signifikanten Assoziationen. Jedoch waren die Anteile der einzelnen Varianten des
Insertionslokus bei den einzelnen Pathovaren verandert. Die Anteile der Varianten GimA+ und
GimA-remnant stiegen an und demzufolge sank der Anteil an GimA- Stammen. In Tab. 26 sind
in Klammern jeweils die Anzahlen an B2 und nicht-B2-Stdmmen angegeben. Entsprechend
ergaben sich innerhalb der Phylogruppe B2 die Anteile der einzelnen Lokusvarianten zwischen
den Pathovaren wie folgt: Beide, APEC und NMEC wiesen hohe Gehalte an Stdmmen mit der
Variante GimA+ (54,7% and 55,6%) auf der einen Seite und auf der anderen niedrige Gehalte
an GimA-remnant-tragenden Stammen (7,1% and 5,6%) auf. Das umgekehrte Verhaltnis fand
sich bei UPEC. Dort standen hohe Anteile an GimA-remnant-tragenden Stammen (51,0%)

weniger Isolaten mit der Variante GimA+ gegeniber (22,4%).
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4.3 Sequenzanalyse von ibeA

4.3.1 Sequenzanalyse von ibeA

Es wurden insgesamt 34 E. coli-Stamme fir die Sequenzanalyse von ibeA (invasion of brain
endothelium) ausgewahlt. Die Stamme reprasentieren den phylogenetischen Hintergrund, in
dem ibeA vorkommt, d. h. 17 verschiedene STs, die alle der Phylogruppe B2 angehdren.
Aufgrund der Groflke des ibeA-Gens von 1.341 bp wurde die Sequenzanalyse mittels zweier
PCR-Anwendungen vorgenommen, deren Amplifikate sich Uberlappen (s. Abb. 19). Die PCR-
basierte Generierung des Template fiir die Sequenzanalyse erfolgte im Institut fur Mikrobiologie
und Tierseuchen an der Freien Universitat Berlin. Die Sequenzanalyse selbst wurde extern
durch LGC (Berlin, Deutschland) durchgefiihrt. Das Ergebnis der Sequenzanalyse wurde in
Form eines Trace-file bereitgestellt. Ein Trace-file beinhaltet die Messdaten der vier Kanale
(einer fur jede Base) und dient u. a. der Qualitatskontrolle der Sequenzanalyse. Die Trace-files
wurden mit Hilfe der Kodon Software (Version 3.6 Applied Maths, Sint Martens-Latem, Belgien)
weiterbearbeitet. Die Bearbeitung der einzelnen Sequenzen umfasste ein Assembling, d. h. das
Zusammenflgen der zwei Uberlappenden Sequenzen und ein Trimming, d. h. die Entfernung
von Sequenzabschnitten, die sich bedingt durch die Bindungsstellen der Primer up- und
downstream des ibeA-Gens befinden. Am Ende lag fir jeden der 34 Stamme eine vollstandige
ibeA-Sequenz (1.341 bp) vor. Die einzelnen Sequenzen sind als Dot-view in Abb. 20 aufgefuhrt.
Dabei sind zur besseren Ubersicht lediglich die von der Template-Sequenz des Stamms
IMT5155 unterschiedlichen Basen, die SNPs entsprechen, aufgefiihrt. Alle Positionen, die mit

der Template-Sequenz Ubereinstimmen, sind als Punkt dargestellt.

ba
(8]

2.1 900 bp

1.1 S0 |:||:| I::} iz -Q:I

ibeA
1 kb

Abb. 19 Bindungsstellen der Primer zur Erzeugung des PCR-Produkts fur die Sequenzanalyse
von ibeA (Primer-Nummer in der Grafik und Primer-Bezeichnung in Tab. 4: 1.1 =
ibeAFr1FP, 1.2 = ibeAFr1RP, 2.1 = ibeAFr2FP, 2.2 = ibeAFr2RP). Es werden zwei ca.
900 bp grofde Produkte erzeugt, die ibeA-Fragmente 1 und 2. Die Abbildung basiert
auf den Sequenzen der E. coli-Stamme RS218, A0 34/86, UTI89 und APEC Of1
(Chen et al., 2006; Hejnova et al., 2005; Huang et al., 2001a; Johnson et al., 2007)
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4.3.2 Single-Lokus-Sequenztypisierung (SLST)

Im Anschluss an die Bearbeitung der Trace-files wurde ein Alignment durchgefiihrt, d. h. eine
Ausrichtung der Sequenzen untereinander anhand von Ubereinstimmungen in der
Basenabfolge und mittels des Maximum-Parsimony-Algorithmus ein Dendrogramm berechnet
(s. Abb. 21). In dem Dendrogramm sind zwoIf unterschiedliche ibeA-SLSTs zu erkennen.

Mit Ausnahme des NMEC-Stammes C5 wiesen alle (n=11) Stdmme des ST95 eine 100%-ige
Ubereinstimmung der ibeA-Sequenzen auf. Die ibeA-Sequenz von C5 unterschied sich von den
restlichen ST95 ibeA-Sequenzen in zwei Nukleotidpositionen.

Der ST95 stellt den Griindungs-ST und damit namensgebenden ST des ST95-Komplex dar.
Zum ST95-Komplex gehoéren weitere STs, die sich jeweils in maximal einem Allel unterscheiden
und folglich nah verwandt sind.

In der vorliegenden Untersuchung waren neben dem ST95 noch weitere Angehorige des ST95-
Komplexes vertreten (ST140, ST368, ST370, ST390, ST416, ST 417 und ST418). Allen
Vertretern des ST95-Komplexes gemeinsam war eine identische ibeA-Sequenz. Die einzige
Ausnahme stellte, wie erwahnt, der NMEC-Stamm C5 dar.

Die weiteren STs, die durch mehr als einen Stamm vertreten waren, zeichneten sich ebenfalls

durch einheitliche ibeA-Sequenzen aus (jeweils zwei Isolate aus den STs 355, 372 und 135).
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Stamm (STIST-Komplex)
2201 (ST141/kein Komplex)
IMTE293 (ST355/kein Komplex)
IMT2112 (ST355/kein Komplex)
E10024 (ST126/kein Komplex)

7011 (ST372/kein Komplex)
FIMTIES0 (ST37 2 kein Komplex)

IMTS300 (ST135/kein Komplex)
IMT2295 (ST135/kein Komplex)

L BKE58 (STB/STSES-Komplex)
— 05 (STES/STIS-Kamplex) =

| [RS218 (ST96/STH5-Komplex)
UTIE (STIS/STIE-Komplex)
APECOT (STIS/STIE-Ko mplex)
MT78 (STIS/STHE-Komplex)

| |B13155 (ST95/STIE-Komplex)
| |IMT2099 (STIE/STIS-Kamplex)
| (566 (STI5/STOS-Komplex)

| 554 (STIE/STIE-Komplex)
527 (STHS/STIE-Komplex)

| (518 (ST95/STI5-Kamplex) - STQS_KO m plex
| |4 453 (ST95/STI5-Komplex)

| IMT5155 (ST140/5T95-Kamplex)
L IMT2492 ST140/STO5-Komplex)
| |248 (ST370/STIE-Komplex)

522 (STI90/ST95-Komplex)

532 (STI90/STI5-Ko mplex)

| IHE3035 (ST300/5T95-Kamplex)
| |58 (ST416/STIE-Komplex)

| (520 (ST#17/5T95-Komples)

L 521(5T418/5T95-Kamplex)
—— E422 (STod7 kein Komplex)

—— IMTS119 (ST3B3/kein Kamplex)

20

Abb. 21

L 2248 (37358 kein Komplex)
IMT2121 [3T357 /kein Karmplex)

12 16 14 12 10 g 5] 4 2 u}
P I I BTN BRI A R B AT E R R R SR N RIS B RV |

Maximum-Parsimony-Dendrogramm auf Grundlage der ibeA-Sequenzen von 34
E. coli-Stammen, die 17 verschiedenen STs zugehdrig sind und den
phylogenetischen Hintergrund, in dem ibeA vorkommt, reprasentieren. Alle Isolate
gehdren zur Phylogruppe B2. Es zeigen sich zwolf verschiedene ibeA-SLSTs. STs
mit identischem phylogenetischen Hintergrund (ST bzw. ST-Komplex) sind
eingerahmt. Der Mal3stab gibt die genetische Distanz der ibeA-Sequenzen an.

4.4 Evolutionare Analyse von ibeA

Es wurden 21 jbeA-Sequenzen von Stdmmen aus dem ST95-Komplex untersucht. Die
Stamme sind in Abb. 21 aufgefiihrt (grolRer Rahmen in Abb. 21 sowie NMEC-Stamm C5). Es
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wurden die synonymen (Ds) und nicht-synonymen Mutationsraten (Dn) bestimmt und
anschlielend das Dn/Ds-Verhaltnis berechnet.

Wie bereits beschrieben, zeigt dieses Verhaltnis die Qualitdt der wirkenden Selektion an (s.
2.6.3):

0 Dn/Ds > 1 - positive Selektion
0 Dn/Ds ~ 1 = keine Selektion
0 Dn/Ds < 1 = neutrale Selektion

In die vorliegende Untersuchung waren, wie erwahnt, sieben Mitglieder des ST95-
Komplexes einbezogen (ST95, ST140, ST370, ST390, ST416, ST417 and ST418). Fir die
zusammengefugten MLST-Sequenzen innerhalb des ST95-Komplexes konnte eine
durchschnittliche Anzahl von 1,43 +0.58 synonymen Mutationen gefunden werden.
Demgegenuber standen 0,29 + 0.45 nicht-synonyme Mutationen. Die Mutationsraten sind
jeweils abhangig von der Anzahl der Nukleotidpositionen, an denen synonyme bzw. nicht-
synonyme Mutationen moglich sind, und betrugen fir Ds = 0.0017 und Dn =0.0001. Das
Dn/Ds-Verhaltnis der Housekeeping-Gene der MLST betrug 0.0588 und zeigte somit
neutrale Selektion an.

Entsprechend wurden die 21 ibeA-Sequenzen der Stdmme untersucht. Wie im Rahmen der
ibeA-Sequenzanalyse bereits festgestellt, kommen innerhalb des ST95-Komplexes nur zwei
unterschiedliche ibeA-SLSTs vor. Einer lediglich im NMEC-Stamm C5 und der andere in den
restichen 20 Stdmmen. Die beiden ibeA-SLSTs unterscheiden sich in zwei
Nukleotidpositionen, wobei eine synonym und die andere nicht-synonym ist. Daraus ergaben
sich eine Ds von 0,0032 und eine Dn von 0,001. Das resultierende Dn/Ds-Verhaltnis betrug
0,3125 und zeigte ebenfalls neutrale Selektion an.

Eine zur Bestatigung der Ergebnisse durchgeflihrte SLAC-Analyse (single likelihood
ancestor counting) der ibeA-Sequenzen ergab ebenfalls das Vorliegen von neutraler
Selektion (Dn/Ds-Verhaltnis: 0,1181). Demzufolge konnten auch keine Nukleotidpositionen

identifiziert werden, die unter positiver Selektion stehen.
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5. DISKUSSION

5.1. Polymorphismus des GimA-Insertionslokus

Fur ,blood-borne pathogens®, d. h. solche, deren Verteilung im Wirtsorganismus Uber das
Blut erfolgt, stellt die Translokation der Blut-Hirn-Schranke einen wesentlichen Schritt in der
Meningitis-Pathogenese dar (Leib und Tauber, 1999). Auch Meningitiden, die durch E. coli
hervorgerufen werden, setzen eine solche hamatogene Streuung des Erregers voraus.
Folglich ist auch fur E. coli die Blut-Hirn-Schranke eine wichtige Barriere, die fur eine
erfolgreiche Etablierung der Erkrankung Uberwunden werden muss (Dietzman et al., 1974,
Kim, 2003). Eine Vielzahl an Untersuchungen mit dem Ziel, Faktoren bzw. Gene zu
identifizieren, die an der Translokation dieser Barriere beteiligt sind, wurden am NMEC-
Stamm RS218 (018:H1:H7) (Achtman et al., 1983) durchgefihrt (Hoffman et al., 2000;
Huang et al., 1999; Huang et al., 2001b; Huang et al., 1995; Prasadarao et al., 1996; Wang
et al., 1999; Wang und Kim, 2002). Der Serotyp O18:K1:H7 ist der weltweit meist verbreitete
NMEC-Serotyp und wird daher auch als Archetyp bezeichnet (Achtman et al., 1983;
Korhonen et al., 1985; Plainvert et al., 2007). Der Stamm RS218 wurde 1974 in Kalifornien
bei einem Neugeborenen mit Meningitis isoliert (Achtman et al., 1983) und dient seither als
Prototyp fir NMEC (Neugeborenenmeningits-assoziierte E. coli).

Fir ibeA (invasion of brain endothelium) konnte eine Beteiligung an der Uberwindung der
Blut-Hirn-Schranke, d. h. an der Pathogenese der Neugeborenen-Meningitis, im Zellkultur-
und Rattenmodell belegt werden (Huang et al., 2001b; Huang et al., 1995). IbeA ist Teil einer
genetischen Insel (GimA — genomic island of meningitic E. coli containing ibeA), die sich aus
vier Operons (GimA1-4) mit unterschiedlichen biologischen Funktionen zusammensetzt. Im
Stamm RS218 ist GimA im Chromosom zwischen den Genen yjiD und yjiE lokalisiert (Huang
et al., 2001a), weshalb dieser Ort auch als Insertionslokus bezeichnet wird.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, GimA eingehender zu charakterisieren. Besonderes
Gewicht sollte dabei auf die Zusammensetzung von GimA, d. h. die strukturelle Kontinuitat
sowie die Verbreitung der Insel innerhalb einer gut definierten Auswahl an EXPEC
(extraintestinal-pathogene E. coli) und weiteren E. coli-Isolaten von klinisch gesunden

Menschen und Tieren gelegt werden.

Die Untersuchung des Insertionslokus ergab Uberraschender Weise drei verschiedene

GroRenvarianten:
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O GimA+ > GimA liegt vollstandig vor (20,3 kb) (ExPEC: RS218, APECO1 und UTI89)

0 GimA-remnant - nur ein Restfragment von GimA (3‘-Ende von pptE, dem ersten
ORF in GimA1) liegt vor (342 bp) (ExPEC: CFT073, 536 und F11)

O GimA- - der Insertionslokus ist vollstandig frei von GimA (nicht EXPEC: E. coli K-12
MG1655)

In Klammern sind jeweils die Stamme angegeben, die die entsprechende Variante tragen
und deren Chromosom zum Zeitpunkt der Promotion vollstandig sequenzanalysiert vorlag.
Demnach findet sich das vollstdndige GimA sowie das Restfragment GimA-remnant in
ExXPEC, wohingegen die Variante GimA- in nicht-ExPEC, jedoch wie vorliegende
Untersuchungen gezeigt haben, auch in ExXPEC vorkommt.

Der Polymorphismus des Insertionslokus hat bisher noch keinen Eingang in die Literatur

gefunden.

Zusammenfassung

Die Untersuchung des Insertionslokus von GimA zwischen den Genen yjiD und yjiE ergab,
dass neben einem vollstandig vorhandenen GimA (20,3 kb) (GimA+) und einem Lokus, der
keine GimA-assoziierten Strukturen enthalt (GimA-), eine dritte Variante vorkommt, die einen

342 bp grofllen Rest des pptE-Gens enthalt (GimA-remnant).

5.2. Assoziation von GimA mit Phylogruppe B2

Wie bereits erlautert (s. 2.4.1), sind genomische Inseln, zu denen unter anderen auch
Pathogenitatsinseln  (PAI) zahlen, Bereiche im Chromosom von bakteriellen
Mikroorganismen, die sich durch eine Reihe von Eigenschaften vom restlichen Chromosom
unterscheiden. Diese Eigenschaften bilden Kriterien, die genetische Inseln charakterisieren
(Hacker et al., 1997; Hacker und Kaper, 2000; Hentschel und Hacker, 2001).

Genetische Inseln:

0 beinhalten Virulenz-assoziierte Gene (VAGs) und kommen bei vielen Vertretern
innerhalb einer Spezies vor, kdnnen aber bei nah verwandten Stammen fehlen; sie
fehlen in apathogenen Stammen und kommen in Pathogenen vor

O sind relativ grof3 (Ublicherweise = 30 kb)

O unterscheiden sich im G+C-Gehalt (Guanin- und Cytosin-Gehalt) vom restlichen
Chromosom

0 sind haufig flankiert von besonderen Sequenzen (direct repeats) und tragen oft Gene,
die fur genetische Mobilitdt kodieren (z. B. Phagengene, Insertions-Elemente (1S),

Integrasen, Transposasen) und sind in der Regel mit tRNA-Genen assoziiert
82




Diskussion

5.2.1. GimA - eine intrinsische chromosomale Region

Derzeit sind in offentlich zuganglichen Datenbanken drei vollstindige GimA-Sequenzen
inklusive flankierendem Bereich verfligbar. In der Umgebung von GimA der drei Stamme
UTI89, RS218 und A0 34/86 (083:K24:H31) (Hejnova et al., 2005), d. h. 10 kb up- und
downstream, sind keine der genannten mit Mobilitat assoziierten Gene vorhanden. Ebenso
fehlen, wie bereits in der Erstbeschreibung publiziert, Hinweise flir direct repeats. Die
nachstgelegenen tRNA-Gene sind /leuX (141 kb bzw. 22 kb upstream bei UTI89 bzw.
APEC O1) und leuQ (44 kb downstream in beiden Stdmmen). Eine Assoziation von GimA
mit diesen tRNA-Genen kann aufgrund der grof’en Distanz praktisch ausgeschlossen
werden.

Jedoch werden andere der genannten Eigenschaften von genetischen Inseln zumindest
teilweise erflllt. Beispielsweise fehlt GimA in apathogenen Stdmmen (Huang et al., 2001a),
kommt aber in Pathogenen vor (Bonacorsi et al., 2003). Weiterhin konnte ein geringerer
G+C-Gehalt (46,2%) im Vergleich mit dem restlichen Genom von NMEC-Stamm RS218
(50,8%) (Huang et al., 2001a) und MG1655 (50,7%) (Blattner et al., 1997) gefunden werden.
Im Vergleich mit anderen PAls ist der Unterschied im G+C-Gehalt zwischen GimA und
restlichem Genom jedoch moderat (Hacker et al., 1997). Zudem existieren beispielsweise im
Chromosom des E. coli K-12 Stamms MG1655 Bereiche, die, wie GimA, einen geringeren
G+C-Gehalt aufweisen, ohne eine genetische Insel zu sein (Blattner et al., 1997).

Die Literaturdaten sowie solche, die aus den verfigbaren Sequenzdaten generiert werden
konnten, belegen, dass GimA nur wenige Eigenschaften aufweist, die bei den klassischen
PAls vorkommen. Eine weitergehende Untersuchung erschien daher angezeigt.

Durch die Untersuchung des Insertionslokus konnte zunachst gezeigt werden, dass die
Verbreitung von GimA auf Stamme eines bestimmten phylogenetischen Hintergrundes
beschrankt ist. Abb. 18 verdeutlicht, dass GimA strikt mit der Phylogruppe B2 assoziiert ist.
Solch ein Verteilungsmuster deutet eher auf eine vertikale Verbreitung von GimA hin, d. h.
einer Weitergabe der Erbinformationen von einer Generation zur nachsten, als auf
horizontalen Gentransfer (HGT). Eine derartige vertikale Verbreitung konnte beispielsweise
fur das bgl-Operon gezeigt werden, dessen Genprodukte fur die Aufnahme und Hydrolyse
von aryl-B-(D)-Glucosiden von Bedeutung sind (Sankar et al., 2009).

Weiterhin ergab die Untersuchung, dass GimA stets zwischen den beiden Genen yjiD und
yjiE liegt. Eine Beschrankung auf nur einen Insertionslokus ist jedoch fur genetische Inseln,
die via HGT verbreitet werden, uniblich. Beispielsweise kann der ,Locus of Enterocyte
Effacement” (LEE) in drei verschiedene tRNA-Gene inserieren (selC, pheU und pheV) (Jores
et al., 2001; Jores et al., 2004).

HGT von genetischen Inseln ist in der Regel gekennzeichnet durch das Vorkommen

mehrerer Varianten der Insel innerhalb eines MLST-basierten Phylotyps (wie beispielsweise
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im ST95-Komplex), die sich in ihrer Nukleotidsequenz und teilweise auch hinsichtlich der
Funktionalitat der einzelnen Gene unterscheiden (Tartof et al., 2007; Weissman et al., 2006).
Das Vorkommen solcher Varianten erklart sich dadurch, dass die Insel, ebenso wie das
Chromosom, einer langsam fortschreitenden Entwicklung aufgrund von Punktmutationen
(SNPs - Single-Nukleotid-Polymorphismus) unterliegt. Als Folge der Akkumulation von
Mutationen entstehen im Laufe der Zeit unterschiedliche Abkémmlinge der Ur-Insel, die sich
in ihrer Nukleotidsequenz unterscheiden. Die Unterschiede in der DNS-Sequenz kénnen im
Hinblick auf die Funktionsfahigkeit des betroffenen Gens sowohl folgenlos bleiben, als auch
zum Funktionsverlust bzw. Verbesserung der Funktionalitdt gegenliiber des unveranderten
Gens fuhren (Chakravarti, 2001; Stoneking, 2001).

Zusammenfassung

GimA erflllt nur wenige Kriterien fur PAls, v. a. fehlen Elemente, die die Mobilitat einer
genetischen Insel vermitteln. GimA ist strikt mit der Phylogruppe B2 assoziiert, was auf eine
vertikale Verbreitung hinweist. Ebenfalls fur eine vertikale Verbreitung spricht die konstante

Lokalisation zwischen yjiD und yjiE.

5.2.2. Entwicklung von ibeA

Die Mobilitat einer Insel ermoglicht die Insertion von mehreren unterschiedlichen
Inselvarianten in einen Phylotyp (z. B. einen ST-Komplex). Ahnlich der MLST kdnnen
Varianten einer Insel durch eine SNP-Analyse in Form einer Single-Locus-Sequenz-
Typisierung (SLST) von Teilen der Insel (z. B. einem Gen) identifiziert werden. Fur
verschiedene Loki von genetischen Inseln konnte das Auftreten von unterschiedlichen
Varianten in einem Phylotyp bereits gezeigt werden. Fur die Adhasine fimA und fimH sowie
papG und papA, die in der Pathogenese von Harnwegsinfektionen von Bedeutung sind (s.
2.3.1.), konnte mittels SLST eine Mehrfachinsertion der entsprechenden Insel in den ST95-
Komplex identifiziert werden (Weissman et al., 2006). Ahnliches konnte fir die High
Pathogenicity Island (HPI) der Enterobacteriaceae gezeigt werden (Schubert et al., 2009).
Die Variabilitat der O- und H-Antigene innerhalb eines Phylotyps basiert ebenso auf
unabhangigem HGT der genetischen Determinanten (Milkman et al., 2003; Nelson und
Selander, 1994).

An eine Insertion kann sich eine Weiterdiversifizierung durch Punktmutationen oder
Rekombinationen anschlieBen. Varianten und die Produkte einer weitergehenden
Diversifizierung lassen sich anhand der Anzahl der unterschiedlichen Nukleotide
unterscheiden. Eine Diversifizierung umfasst nur wenige SNPs, wohingegen einzelne
Varianten einen deutlich groReren Unterschied aufweisen. Fur fimH und papG konnte z. B.

gezeigt werden, dass eine Diversifizierung im Sinne einer Pathoadaptation stattgefunden
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hat, die sich in der Ausbildung verschiedener Allel-Varianten niederschlagt (papG |, 1l und
[ll). Eine positive Selektion von auftretenden Punktmutationen, die eine verbesserte
Anpassung an die Rezeptoren der Wirtszelle von fimH und papG darstellen, bildet hierflr die
Grundlage (Weissman et al., 2006). Nur Mutationen, die zu einer Anderung der
Aminosauresequenz filhren, sogenannte nicht-synonyme Mutationen, kénnen Gegenstand
der positiven Selektion sein. Demgegenuber stehen die synonymen Mutationen. Das
Verhaltnis von nicht-synonymen (Dn) und synonymen (Ds) Mutationsraten gibt Auskunft Gber
die Art der Selektion. Positive Selektion liegt vor, wenn Dn/Ds > 1 ist, d. h. mehr nicht-
synonyme als synonyme Mutationen auftreten, wie es der Fall bei fimH und papG ist. Dn/Ds
< 1 zeigt eine neutrale Selektion an (Hughes und Nei, 1989; Tanaka und Nei, 1989).

Fur die Untersuchung des ibeA wurden Stamme des ST95-Komplexes ausgewahlt, da
zahlreiche Untersuchungen ergaben, dass dieser ST-Komplex innerhalb der ExXPEC-Gruppe
von herausragender Bedeutung ist (Johnson et al., 2008; Mora et al., 2009). Eine ebenso
herausragende Rolle konnte fiir ibeA gezeigt werden. Es ist, wie beschrieben, im Rahmen
der Pathogenese der E. coli-bedingten Meningitis der Neugeborenen an der Uberwindung
der Blut-Hirn-Schranke beteiligt (Huang et al., 2001b; Huang et al., 1995). Darlber hinaus ist
es in die Pathogenese der systemischen E. coli-Infektion des Geflugels involviert (Germon et
al., 2005). Daher wurde ibeA als das biologisch interessanteste Gen von GimA flur diesen
Teil der Untersuchung ausgewahlt.

Zur Erfullung seiner biologischen Funktion als Ligand befindet sich das IbeA-Protein auf der
Oberflache von E. coli. Eine Folge davon kdnnte eine Interaktion des Proteins mit der
Wirtsabwehr sein, die einen Selektionsdruck auf diese Struktur erzeugt. Dieser
Selektionsdruck konnte in der Folge zu einer forcierten Diversifizierung von ibeA im Sinne
einer Pathoadaptation fuhren. Mal3stab zur Bewertung des Diversifizierungsgrades ist der
Vergleich mit der Diversitat der Housekeeping-Gene, die mittels MLST (Multi-Lokus-
Sequenztypisierung) identifiziert wurde.

Eine SLST des ibeA-Gens des ST95-Komplexes sowie der drei weiteren STs (Sequenztyp),
die durch mehr als ein Isolat vertreten waren (STs 135, 355 und 372), ergab, dass diese
jeweils eine identische ibeA-Sequenz aufweisen (100% Identitdt). Das Fehlen von
Sequenzvariabilitdt von ibeA in diesen STs (im ST95-Komplex mit der Ausnahme des
NMEC-Stamms C5) ist vergleichbar mit dem praktisch monophyletischen Erscheinungsbild
dieser STs bzw. dieses ST-Komplexes in der MLST. Solch eine Kongruenz zwischen den
sieben zusammengeflgten Housekeeping-Genen der MLST einerseits und den ibeA-
Sequenzen andererseits spricht deutlich gegen eine Mehrfachinsertion von ibeA in den
ST95-Komplex bzw. die anderen STs, wie es bei einer Verbreitung via horizontalem
Gentransfer zu erwarten ware (Weissman et al.,, 2006). Deshalb sind die einzelnen ibeA-

Sequenzen strikt mit einem bestimmten phylogenetischen Hintergrund, d. h. ST bzw. ST-
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Komplex assoziiert. Anders ausgedriickt: Vertreter eines identischen ST tragen (fast) immer
eine identische ibeA-Sequenz. Dies zeigt eine analoge Entwicklung des ibeA-Gens mit den
Housekeeping-Genen der MLST.

Wie beschrieben, treten innerhalb der 21 untersuchten Vertreter des ST95-Komplexes zwei
verschiedene ibeA-Sequenzen auf. 20 Isolate weisen eine identische ibeA-Sequenz auf.
Lediglich das Isolat C5 unterscheidet sich davon, allerdings nur in zwei Positionen. Die zwei
SNPs fuhren zu jeweils einer synonymen sowie einer nicht-synonymen Substitution. Eine
Bestimmung des Dn/Ds-Verhaltnisses mit zwei verschiedenen Methoden ergab eine Ratio
deutlich kleiner als eins. Triebfeder fir die Entwicklung des ibeA-Gens ist folglich keine
positive Selektion. Eine Entwicklung im Sinne einer Pathoadaptation kann ausgeschlossen

werden. Die Sequenzunterschiede sind somit das Produkt neutraler Selektion.

Zusammenfassung
Fur das ibeA-Gen ergeben sich keine Hinweise auf Mehrfachinsertion in den ST95-Komplex
noch auf eine Pathoadaptation durch positive Selektion. Das Gen entwickelte sich aufgrund

von neutraler Selektion.

5.2.3. GimA als origindrer Bestandteil der Phylogruppe B2

Fur die folgenden Betrachtungen wird angenommen, dass ibeA stellvertretend fir das
gesamte GimA steht, da innerhalb einer genetischen Einheit eine einheitliche Entwicklung
vorausgesetzt werden kann, zumal die Insel mit 20,3 kb relativ klein ist.

Das Fehlen von (i) einer Mehrzahl der Charakteristika fur genetische Inseln und
(i) unterschiedlichen ibeA-SLSTs sowie (iii) die zum ,core genome* analoge Phylogenie von
ibeA lassen GimA als einen originaren Bestandteil der Phylogruppe B2 erscheinen. Die
geschilderten Ergebnisse sind fiur eine mobile Insel eher unwahrscheinlich. Offenbar ist
GimA als ein Bestandteil des ,,core genome* stabil in das E. coli Chromosom integriert. Daflir
spricht, dass in der direkten Umgebung der Insel keine genetischen Elemente aufzufinden
sind, die eine Mobilitat vermitteln konnten.

Alternativ besteht die Moglichkeit, dass GimA eine genetische Insel ist, die in einem
einmaligen Insertionsereignis in die Phylogruppe B2 gelangt ist. Im Anschluss an diese
Insertion erfolgte eine stabile Integration in das Chromosom durch den Verlust der
Mobilitatselemente. Neben einer Deletion kann auch eine Inaktivierung dieser Elemente
(z. B. durch Punktmutationen) zur Immobilisierung der Insel geflhrt haben. Dies ist fur die
PAls von Salmonella und von intestinalen E. coli beschrieben (Hentschel und Hacker, 2001).
Sofern die Mobilitatselemente nur aus einer kurzen Nukleotidsequenz bestehen, wie bei
.direct repeats”, kdnnen sogar bereits wenige SNPs das Element so stark maskieren, dass

es nicht mehr als Mobilitdtselement erkannt wird (Dobrindt et al., 2004). Ein Verlust der
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Mobilitadtselemente kénnte die stabile Integration von GimA erklaren, nicht aber die einmalige
Insertion in die Phylogruppe B2.

Wie oben bereits erlautert, ergab die Sequenzanalyse von ibeA weder Hinweise auf eine auf
positiver Selektion basierende Entwicklung (Pathoadaptation), noch auf wiederholte Insertion
in den ST95-Komplex oder die STs 135, 355 und 372. Im Gegenteil zeigt sich eine
Kongruenz in den ibeA-Sequenzdaten und den Housekeeping-Genen aus der MLST-
Analyse. Da genetische Inseln i.d.R. durch die enthaltenen Gene einen Selektionsvorteil fiir
den Empfangerstamm bieten, basiert folglich auch ihre Verbreitung auf positiver Selektion
(Dobrindt et al., 2004). Solch eine positive Selektion zeigt sich zum einen durch das
Auftreten verschiedener Varianten der Insel in Form unterschiedlicher SLSTs, d. h.
Mehrfachinsertion (s. 5.2.2), und zum anderen durch das Auftreten von Pathoadaptation
innerhalb eines Phylotyps. Beides ist jedoch fir die betrachteten E. coli-Stamme nicht
nachweisbar. Entsprechend den Arbeiten von Weissman et al. (2006) kann daraus abgeleitet
werden, dass das gesamte GimA origindrer Bestandteil der Phylogruppe B2 ist. Ein
einmaliger HGT sowie das Fehlen von Pathoadaptation ist bei genetischen Inseln mehr als
unwahrscheinlich.

Wie erlautert, deutet die ausschlieBliche Assoziation mit der phylogenetischen Gruppe B2 (s.
Abb. 18) auf eine stabile Integration von GimA hin. In einer groRen Studie basierend auf 20
vollstdndig sequenzanalysierten kommensalischen und pathogenen E. coli-Stdmmen
konstruierten Touchon et al. eine Phylogenie der E. coli-Population. Durch die Verwendung
des gesamten Chromosoms wurden die Unzuladnglichkeiten der herkdmmlichen
phylogenetischen Methoden (sequenzbasiert und nicht-sequenzbasiert) bei der Erzeugung
von Stammbaumen umgangen (s. 2.5) (Didelot und Falush, 2007; Wirth et al., 2006). Die
errechnete Genealogie zeigt eine erste Verzweigung in der E. coli-Population, die auf der
einen Seite zu der heute noch existierenden Gruppe B2 und auf der anderen Seite zu einem
Vorlaufer der verbleibenden Phylogruppen (A, B1 und D) flhrte (Touchon et al., 2009). Das
Ergebnis, dass GimA stets mit der Phylogruppe B2 assoziiert auftritt, unterstitzt die
Annahme, dass GimA ein originarer Bestandteil der B2-Gruppe ist. Bereits in der
Vorlaufergruppe der spateren B2-Gruppe war GimA integriert und konnte sich folglich in der
gesamten B2-Gruppe verbreiten.

Weiterhin zeigen Touchon et al. (2009), dass in der basalen Gruppe innerhalb der E. coli-
Population, die sich bei dieser ersten Verzweigung bildet und sich zu der heutigen
Phylogruppe B2 entwickelt, auch Vorlaufer einer weiteren Phylogruppe enthalten sind. Diese
entwickeln sich zu einer Untergruppe der Phylogruppe D (Touchon et al., 2009). Die
Phylogruppe D ist somit uneinheitlich. Eine Untergruppe ist Teil der basalen Gruppe und eine
andere gehdért zu den Vorlaufern der Phylogruppen A, B1 und D. Diese Instabilitdt der

Phylogruppe D wurde bereits zuvor von anderen Autoren beschrieben (Wirth et al., 2006).
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Im Rahmen der Untersuchung des Insertionslokus von GimA waren Reste der Insel, das
GimA-remnant, nicht nur in STs zu finden, die der Phylogruppe B2 zugeordnet waren,
sondern auch im ST117. Dieser ST ist jedoch nicht der Gruppe D zugeordnet, sondern der
Hybridgruppe ABD. Die Hybridgruppe ABD ist aufgrund ihrer Funktion als Sammelbecken flr
alle STs, die im Rahmen der Structure-Analyse keiner anderen Gruppe zugeordnet werden
konnten, sehr heterogen. Der ST117 scheint innerhalb der Gruppe ABD eine Sonderstellung
einzunehmen. Er ist deutlich von anderen Vertretern der Gruppe ABD abgegrenzt. Werden
jedoch die Einzelwahrscheinlichkeiten (q) fir die Abstammung aus den Phylogruppen der
Structure-Analyse betrachtet, so zeigt sich, dass die hdchsten Werte flir eine Zugehdrigkeit
zu B2 und D zu finden sind (jeweils g = 0,4). Mdglicherweise sind die Vorfahren des ST117
ebenfalls Teil der basalen Gruppe gewesen. Dies deutet sich bereits in der Clonal Frame-
Analyse an, in der der ST117 sich von der Linie abspaltet, die sich im weiteren Verlauf in die
Vertreter der Gruppe B2 aufspaltet (s. Abb. 19). Auch die oben dargelegte Annahme, dass
GimA bereits in den Vorlaufer der B2-Gruppe integriert war, wirde eine Zugehorigkeit des
ST117 zur basalen Gruppe unterstitzen. Das Vorkommen von GimA-Strukturen im ST117
lieBe sich durch die Abstammung von einem gemeinsamen Vorfahren, sprich der basalen
Gruppe, mit der B2-Gruppe erklaren.

Kunftige Untersuchungen sollten daher klaren, ob der ST117 Teil der basalen Gruppe der
E. coli-Phylogenie ist.

Die Entwicklung von GimA wird durch die gleichen Mechanismen bewirkt, die auch fur die
Evolution des ,core genome* verantwortlich sind, d. h. neutrale Selektion. Das Fehlen sowohl
von Anzeichen fur Mehrfachintegration als auch von unterschiedlichen SLSTs des ibeA-
Gens im Sinne einer Pathoadaptation innerhalb einer Phylogruppe ist somit nur konsequent.
Solch eine Co-Evolution eines einzelnen Lokus mit dem ,core genome® konnte kurzlich fur
das bgl-Operon gezeigt werden. Ahnlich GimA, soll auch das bgl-Operon bereits intrinsischer
Bestandteil eines Vorfahren der heutigen E. coli sein (Sankar et al., 2009).

Um die Zugehdrigkeit zum ,core genome* zu unterstreichen, sollte diese genomische Region
nicht als genetische Insel, sondern kiinftig besser als GimA-Lokus angesprochen werden.
Wie zu Beginn dieses Kapitels angemerkt, basieren die hier vorgestellten Betrachtungen auf
der Annahme, dass ibeA das gesamte GimA reflektiert. Zur Verifizierung der These, dass
ibeA als Marker fir GimA dienen kann, sind weitere Untersuchungen erforderlich. Es sollten
weitere Gene und die Rander von GimA sequenzanalysiert und entsprechend ibeA
ausgewertet werden. Weiterhin ist eine Ausweitung der untersuchten Population und ggf.
auch die Sequenzanalyse des gesamten GimA sinnvoll.

Die sechs pptE-Sequenzen, die im Rahmen der in silico-Analyse der online verfigbaren
E. coli-Sequenzen untersucht wurden (s. 4.1.1.3), deuten jedoch bereits ein ibeA-analoges

Verhalten von pptE bzw. dem Restfragment an. Die drei pptE-Restsequenzen der Stamme,
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die zum ST95 gehéren (APEC O1, RS218 und UTI89) sind zu 100% identisch. Dies
unterstitzt die These, dass ibeA als Marker fir GimA dienen kann und folglich auch die oben

angefuhrte Argumentation.

Zusammenfassung

GimA ist originarer Bestandteil der Phylogruppe B2. Die Entwicklung dieser Region erfolgt
durch die gleichen Mechanismen, die auch auf das restliche Genom wirken, d. h. neutrale
Selektion. Die chromosomale Region, in der GimA lokalisiert ist, sollte daher als GimA-Lokus
angesprochen werden. Die Phylogruppe B2 ist aus der basalen Gruppe in der E. coli-

Population hervorgegangen. Wahrscheinlich ist auch der ST117 Teil der basalen Gruppe.

5.3. Entwicklung von GimA

Das Vorkommen von GréRenunterschieden eines Lokus in verschiedenen Stdmmen wird als
Langenpolymorphismus angesprochen. Solche Polymorphismen kommen sowohl im
Chromosom von E. coli [z. B. mutS-rpoS Region (Culham und Wood, 2000)] als auch in PAls
[z. B. LEE (Locus of enterocyte effacement) (Jores et al., 2001; Jores et al., 2004)] vor. Im
Falle des LEE werden verschiedene Szenarien flr die Entstehung solcher Polymorphismen
diskutiert. Einerseits kénnen sie durch wiederholten Verlust und (Wieder-) Aufnahme von
Genen (sog. Patchwork-Modell), andererseits sukzessiv durch Deletion von Genen im
Anschluss an eine initiale Aufnahme eines vollstandigen (Ur-) LEE (Sandner et al., 2001)
entstanden sein.

Auch von anderen Spezies sind Langenpolymorphismen bekannt. Ein Beispiel fur Gram-
positive Bakterien ist die staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) von
Staphylococcus aureus (Chongtrakool et al., 2006). Auch bei Archaebakterien gibt es solche
Polymorphismen, beispielsweise bei Prochlorococcus (Coleman et al., 2006).

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung konnte solch ein Langenpolymorphismus des
GimA-Lokus bei verschiedenen ExPEC und weiteren E. coli-Isolaten von klinisch gesunden
Menschen und Tieren identifiziert werden.

Auch der Polymorphismus des GimA-Lokus (drei Varianten: GimA+, GimA-remnant und
GimA-) kann auf den oben genannten Wegen entstanden sein. GimA-origindre Sequenzen,
d. h. das GimA-remnant, kbnnen zum einen durch Insertion in das E. coli-Chromosom
gelangt und zum anderen durch Deletion aus dem Chromosom entfernt worden sein.
Aufgrund der Ergebnislage, dass GimA zu einem bestimmten frihen Zeitpunkt stabil in das
E. coli-Chromosom integriert wurde, sind Deletionsereignisse und nicht wiederholte
Insertionsereignisse der wahrscheinlichere Weg fur die Entstehung der drei Lokus-Varianten.
Anderenfalls musste ein Szenario abgelaufen sein, dass unabhangige Insertionen immer der

gleichen GimA-Variante in ein und denselben Phylotyp beinhaltet, d. h. so etwas wie eine

89




Diskussion

phylotypspezifische GimA-Insertion. Das gleiche misste flir das GimA-remnant gelten.
Besonders das Fehlen von Mobilitat vermittelnden Elementen sowie von Anzeichen fir

Mehrfachinsertion lassen dieses Szenario mehr als unwahrscheinlich erscheinen.

5.3.1. Reduktive Evolution

Die Aufnahme genetischen Materials wird haufig ausgeglichen durch den Verlust von
anderen Genen und kann unter Umstanden einen Selektionsvorteil bedeuten. So kann eine
.en bloc“-Aufnahme mit anschlieRendem Verlust von Genen als ein Mechanismus der
Optimierung des Genoms angesehen werden. Solch eine Optimierung, auch als reduktive
Evolution bezeichnet, spiegelt den ,lifestyle® des Stamms wider, d. h. die Interaktion von
Erreger, Wirt (der das Habitat fir den Erreger bildet) und Umwelt (beeinflusst beide)
(Dobrindt et al., 2004). Die Reduktion des Genoms mittels Deletion kommt bei vielen Spezies
vor. Das Spektrum reicht von Endosymbionten (beispielsweise Buchnera amphidicola und
Blochmannia floridanus) (Tamames et al., 2007) zu Phyto- (z. B. Phytoplasma asteris)
(Andersson und Kurland, 1998; Oshima et al., 2004) und Zoopathogenen (beispielsweise
Mycoplasma spp.) (Meseguer et al., 2003). Als Beispiel sei Mycobacterium ulcerans
genannt. Dieses humanpathogene Bakterium entwickelte sich durch reduktive Evolution aus
seinem apathogenen Vorfahren Mycobacterium marinum zu einem an eine Nische

adaptierten Spezialisten (Stinear et al., 2007).

5.3.2. ,,Change of function“ Mechanismus

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass eine solche reduktive
Evolution bei GimA vorliegt. Das GimA-remnant verbleibt im Chromosom des betreffenden
Stamms, wahrend der Rest von GimA in einem Deletionsereignis entfernt wird. Weiterhin
kann auch das GimA-remnant deletiert werden, so dass die Variante GimA- entsteht. Neben
diesem sukzessiven Verlust besteht die Mdglichkeit, dass GimA in einem einzigen Schritt
vollstandig entfernt wird und die Variante GimA- direkt entsteht. Sokurenko et al. (1999)
beschreiben einen Mechanismus, der es Bakterien erlaubt, ihre Pathogenitat durch
Eliminierung von vorhandenen Genen zu steigern. Dieser Mechanismus wird angeschoben,
wenn ein Bakterium in ein neues Habitat gelangt. Zur Eliminierung von vorhandenen Genen
kommt es, wenn die neue Nische andere phanotypische Leistungen als die bisherige
erfordert und ein entsprechend hoher Selektionsdruck in dieser Richtung vorhanden ist
(change of function) (Sokurenko et al., 1999). Im Falle von GimA werden in einigen
Stammen der Untersuchung weite Teile der Insel eliminiert, so dass nur ein Fragment des
pptE-Gens ubrigbleibt. Dieser Vorgang tritt v. a. bei Stdmmen auf, die aus dem Harnapparat
isoliert wurden. Moglicherweise scheinen die GimA-Genprodukte mit Ausnahme des GimA-
remnant in den Harnwegen nicht von Bedeutung oder sogar von Nachteil zu sein und gehen

daher in einem Optimierungsprozess des Genoms verloren. Die in der vorliegenden
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Untersuchung bereits gezeigte signifikante Assoziation des GimA-remnant mit UPEC
(uropathogene E. coli) spricht daftir.

In Abschnitt 5.4 wird auf die biologische Bedeutung der einzelnen GimA-ORFs in den
unterschiedlichen Habitaten naher eingegangen.

Interessanterweise ist dieses Phanomen fast ausschliellich mit der Phylogruppe B2
assoziiert. 134 (91,8%) der GimA+-und GimA-remnant-tragenden Stamme gehoéren dieser
Phylogruppe an. Zusatzlich kommen einige Stamme (n=12), die das GimA-remnant tragen,
im ST117 (Hybridgruppe ABD) vor.

Solch eine Habitat-abhangige Erosion konnte bereits fiir das bgl-Operon gezeigt werden.
Ebenso wie beim GimA-Lokus finden sich vollstandige bgl-Operons in der Phylogruppe B2
und erodierte Varianten in den anderen Gruppen (A, B1 und D) (Sankar et al., 2009). Wie in
der vorliegenden Untersuchung, nehmen diese Autoren Selektionseffekte als Ursache daflr
an (Sankar et al., 2009).

Hier zeigt sich, dass weiterer Forschungsbedarf besteht, um zu verifizieren, dass der
Polymorphismus im GimA-Lokus durch einen ,change of function“-Mechanismus bewirkt

wird.

Zusammenfassung
Eine Optimierung des Genoms extraintestinal-pathogener E. coli durch Deletion als Folge
der ErschlieBung neuer Habitate ist wahrscheinlich die Ursache fir die Entstehung der

Varianten des GimA-Lokus. Zur Klarung sind weitere Untersuchungen erforderlich.

5.4. Variantenbildung und Pathovare

Die Ursachen fir die Reduktion von GimA bleiben unklar. Allerdings kdonnte dies, wie bereits
erlautert, eine Anpassung an den  lifestyle® der einzelnen Stdmme darstellen. Der lifestyle®
wird u. a. bestimmt durch das Habitat, in dem sich der Stamm aufhalt und ist somit auch von

Wirt und Umwelt beeinflusst.

5.4.1. APEC und NMEC

Einerseits konnte in der vorliegenden Untersuchung gezeigt werden, dass Stamme, die den
Pathovaren APEC (aviar pathogene E. coli) und NMEC zugeordnet sind, signifikant haufiger
die Variante GimA+ tragen. Das kann ein Hinweis auf die pathogenetische Bedeutung sein,
die das vollstandige GimA fir diese Pathovare hat. Fur verschiedene Gene von GimA konnte
bereits eine Funktion in der Pathogenese der Meningitis der Neugeborenen sowie der
systemischen APEC-Infektion des Geflligels gezeigt werden. Neben ibeA (Germon et al.,
2005; Huang et al., 2001b; Huang et al., 1995) ist dies auch bei den ebenfalls im Operon
GimA4 lokalisierten Genen ibeT und ibeR der Fall (Chi et al., 2009; Zou et al., 2008). IbeT ist
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fur die koordinierte Adhasion von E. coli an die Zellen des Endothels im Rahmen der
Meningitis-Pathogenese von Bedeutung (Zou et al., 2008). IbeR ist an der Translokation der
Blut-Hirn-Schranke beteiligt, eine Deletion von ibeR flihrt zu einem attenuierten Phanotyp
(Chi et al, 2009). Weiterhin scheint IbeR ein Regulatorprotein zu sein, das in die
Stressregulation von E. coli in der stationaren Phase involviert ist. Die stationare Phase
schlief3t sich an die exponentielle Wachstumsphase von E. coli an und ist durch eine hohe
Bakteriendichte und das Sistieren des bakteriellen Wachstums gekennzeichnet. Stress fiir
E. coli entsteht dabei durch Nahrstoffmangel und/oder die Anhaufung von toxischen
Stoffwechselprodukten (Nystrém, 2004). Vermittelt durch IbeR kénnen Gene des Pyruvat-
Stoffwechsels kontrolliert werden. Wie die Gene der GimA-Operons 1-3 ist ibeR folglich in
den Kohlenhydratstoffwechsel involviert (Chi et al., 2009). Besonders flir die Reaktion auf
Stress, wie er in der stationaren Phase auftritt, ist dieser Metabolismus von grofer
Bedeutung (Wang et al., 2001). Die drei weiteren Operons von GimA beinhalten drei bzw.
vier ORFs (open reading frame) (pptE, pgdK, pdaK = GimA1; cgrD, cgxT, cdID, cniT =
GimA2 und gclK, ghbD, gclR gclA = GimA3). Eine funktionelle Annotation der ORFs,
basierend auf der Bestimmung von Homologien mit bekannten Proteinen, ergab bei den elf
ORFs, dass sie wahrscheinlich auch fir Enzyme des Kohlenhydratstoffwechsels sowie des
Substrattransports kodieren (Hejnova et al., 2005; Huang et al., 2001a). Die Moglichkeit zu
einer Stressantwort wie sie in der stationaren Phase von Bedeutung ist, kbnnte auch einen
Beitrag fur das Uberleben im Habitat ,Blut” leisten. Beispielhaft fiir die Stressoren, die im Blut
auf E. coli wirken, seien die bakteriziden Eigenschaften des Serums (Roberts und Phillips,
1983) und die sehr niedrige Konzentration von freiem Eisen (Fe®*) im Blut bzw. Serum
(Bullen et al., 2000) genannt. Daher kdnnen die anderen GimA-Gene mit ihren putativen
Funktionen im Kohlenhydratstoffwechsel und Substrattransport ebenso wie ibeR, einen
moglichen Anteil an der Stressantwort auf die Bedingungen im Habitat ,Blut“ haben.

Die Pathovare APEC und NMEC kénnen schwere systemische Erkrankungen verursachen,
die letztlich entweder zu einer Eliminierung des Erregers oder zum Tod des Wirtes flihren.
Dadurch ist eine Ubertragung des Erregers von einem Wirt auf den néchsten im Sinne einer
hohen Kontagiositat eher unwahrscheinlich. Die kaum vorhandene Verbreitungstendenz des
Erregers (Le Gall et al., 2007) kdnnte die Ursache flr das Fehlen eines Selektionsdrucks auf
das ibeA-Gen sein, obwohl es durch seine Exposition auf der Oberflache des Erregers fir
die Wirtsabwehr potenziell zuganglich ware.

Wie bereits unter 5.3.2 erwahnt, besteht zur Verifizierung des Einflusses der anderen GimA-
Gene weiterer Forschungsbedarf. Funktionelle Untersuchungen, beispielsweise mittels

knockout-Mutanten der einzelnen Gene kdnnten einen Beitrag zur Klarung leisten.
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5.4.2. UPEC

Stamme, die bei Harnwegsinfekten isoliert wurden, sind signifikant unabhangig von ihrer
Herkunft (Mensch/Tier) mit dem Auftreten der Variante GimA-remnant assoziiert. Dies
koénnte auf eine Verschiebung der pathogenetischen Bedeutung der einzelnen Bestandteile
von GimA hindeuten. Fir uropathogene Stamme koénnte das vollstindige GimA
einschliellich ibeRAT an Wichtigkeit verloren haben, da sich das Habitat ,Harnapparat®, in
dem die GimA-Komponenten ihre Wirkung entfalten, deutlich von den Bedingungen
unterscheidet, die im Blut vorliegen. Folglich kénnten in einem Optimierungsprozess des
Genoms weite Teile von GimA deletiert worden sein.

Die Mdglichkeit fir eine Stressantwort, wie sie im Habitat ,Blut“ von Bedeutung ist, spielt im
Harnapparat wahrscheinlich eine untergeordnete Rolle, da es sich beim Harnapparat um ein
nahrstoffreiches und mit weit weniger Stressoren fur E. coli behaftetes Habitat handelt
(Oelschlaeger und Funfstick, 2006; Zdziarski et al., 2008). Lediglich das pptE-Fragment ist
in einer Uberdurchschnittlich hohen Zahl von UPEC-Stammen enthalten. Dies deutet darauf
hin, dass das GimA-remnant fir diese Stdmme von Bedeutung ist. Mdglicherweise ist diese

kurze Nukleotidsequenz in die Pathogenese von Harnwegsinfekten involviert (s.5.5).

5.4.3. Asymptomatische Besiedlung der Harnwege

Neben UPEC kann E. coli auch als asymptomatischer Besiedler der Harnwege auftreten
(asymptomatic bacteriuria — ABU). Das Keimspektrum, das im Rahmen von ABU isoliert
werden kann, umfasst Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus spp.,
und Streptokokken der Gruppe B. E. coli ist die am haufigsten isolierte ABU-Spezies (Colgan
et al., 2006). ABU-Stamme zeichnen sich u. a. gegenuber herkdmmlichen UPEC durch eine
reduzierte Virulenz aus. Einerseits wird die Abnahme der Virulenz durch eine Unfahigkeit zur
Expression vorhandener Virulenzgene und andererseits durch Deletion von Virulenzgenen
erreicht, d. h. durch reduktive Evolution. ABU-Stamme scheinen somit von virulenten UPEC
abzustammen. Mit der Zeit hatte sich demnach in diesen Stammen ein attenuierter Phanotyp
durchgesetzt, der keine Immunantwort des Wirtes mehr provoziert (Wiles et al., 2008;
Zdziarski et al., 2008). Eine asymptomatische Besiedlung der Harnwege bedeutet nicht nur
die ErschlieBung eines nahrstoffreichen Habitats, sondern auch die Mdoglichkeit einer
Ubertragung von einem Wirt zum nachsten (Zdziarski et al., 2008). In diesem Sinne konnte
der vollstandige Verlust von GimA eine konsequente Fortfuhrung der Mechanismen der
Genomoptimierung sein, die zur Entstehung des GimA-remnant gefihrt hat. Im Falle von
ABU kénnte auch die Deletion des GimA-remnant einen Selektionsvorteil bedeuten. Wenn
eine Beteiligung des Restfragmentes an der Pathogenese von Harnwegsinfektionen
vorausgesetzt wird, fugt sich der Verlust dieser Struktur widerspruchslos in das ABU-

Konzept der Vermeidung der Provokation einer Immunreaktion des Wirts ein. Auf diese
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Weise ist eine mehr oder weniger dauerhafte Besiedlung des Habitats ,Harnapparat® moglich
(Zdziarski et al., 2008).

Zusammenfassung

Aufgrund unterschiedlicher pathogenetischer Bedeutung von einzelnen GimA-Komponenten
in den verschiedenen Habitaten flhrte die Optimierung des Genoms in der Mehrzahl der
Falle in APEC und NMEC zu einer Beibehaltung des vollstdndigen GimA, da alle GimA-
Komponenten einen Beitrag zum Uberleben im Habitat ,Blut* bzw. an der Translokation der
Blut-Hirn-Schranke leisten. In UPEC ist eine Reduktion von GimA bis auf das GimA-remnant
mdglich, da im Habitat ,Harnapparat‘ eine derartige Stressantwort nicht erforderlich ist. Bei
asymptomatischen Besiedlern der Harnwege ist sogar eine vollstandige GimA-Reduktion von
Vorteil, da dies der Vermeidung einer Immunreaktion des Wirts dient, die zur Eliminierung

des Erregers fihren kdnnte.

5.5. Weitergehende Charakterisierung des pptE-Fragmentes

Die Identifizierung der Variante GimA-remnant des GimA-Lokus stellt ein besonders
interessantes Ergebnis der vorliegenden Untersuchung dar: Einerseits, weil sie bisher noch
nicht beschrieben worden ist, und andererseits aufgrund der gezeigten Assoziation mit
UPEC und der sich daraus ergebenden Mdéglichkeit, dass diese Struktur in die Pathogenese
von Harnwegsinfektionen involviert ist.

Eine in silico-Analyse der in 6ffentlichen Datenbanken hinterlegten UPEC-Stamme CFT073,
536 und F11 zeigte, dass diese Stamme das pptE-Restfragment tragen. Die 342 bp grolRe
Sequenz beinhaltet ein Start- und ein Stopkodon und wurde daher in einer open reading
frame (ORF)-Analyse mittels der Kodon Software als ein orf identifiziert und kodiert somit
potenziell fir die Aminosduresequenz eines Proteins. Die Stopkodons des Restfragmentes
und des originaren pptE sind identisch. Als Startkodon des Restfragmentes fungiert ein im
vollstandigen pptE flr Methionin kodierendes ATG an Position 2340. Zusatzlich konnte mit
Hilfe eines webbasierten ,Promotor Prediction Tool* (BPROM, verfigbar unter
http://linux1.softberry.com) upstream des Startkodons eine Bindestelle fur einen
Transkriptionsfaktor gefunden werden.

Die Assoziation mit den uropathogenen Stammen in der vorliegenden Untersuchung deutet
an, dass das resultierende Genprodukt in die Pathogenese von Harnwegsinfektionen
involviert sein kénnte. Die oben genannte funktionelle Annotation (s. 5.4.1) ergab, dass pptE
fur eine putative Phosphoenolpyruvat-Protein Phosphoryltransferase kodiert und damit, wie
die anderen GimA-Gene (mit Ausnahme von JbeA und jbeT), in den

Kohlenhydratstoffwechsel involviert ist.
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Inwieweit das pptE-Fragment tatsachlich exprimiert wird, bzw. unter welchen Bedingungen
dies stattfindet, bleibt allerdings offen. Ebenfalls ungeklart bleibt die Funktion dieses
moglichen Genproduktes. Ob das Restfragment die flr das vollstandige pptE vermutete
Funktion im Kohlenhydratstoffwechsel Ubernehmen kann, sollte Gegenstand weiterer
Untersuchungen sein. Um die Rolle dieser Nukleotidsequenz naher zu charakterisieren,
bieten sich Expressionsanalysen ebenso wie Untersuchungen in der Zellkultur und ggf. auch
im Tierversuch an.

Neben der Expression des GimA-remnant und einer direkten oder indirekten Einwirkung des
Genprodukts auf die Pathogenese von Harnwegsinfektionen, besteht die Mdglichkeit, dass
diese Nukleotidsequenz an der Regulation anderer Gene beteilig ist, ohne selbst exprimiert
zu werden. Beispielsweise konnte sie als Promotor dienen. Diese Mdoglichkeit sollte in

nachfolgende Untersuchungen eingeschlossen werden.

Zusammenfassung

Das GimA-remnant tritt gehauft bei uropathogenen Stammen auf und kénnte folglich in die
Pathogenese von Harnwegsinfektionen involviert sein. Das pptE-Fragment konnte als ORF
identifiziert werden. AuRerdem existiert eine Bindungsstelle fir einen Transkriptionsfakor.

Zur Klarung der Funktion des pptE-Fragmentes sind weitere Untersuchungen erforderlich.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Der GimA-Lokus von Extraintestinal-pathogenen E. coli (ExPEC): Reduktive Evolution
in Abhédngigkeit von Habitat und Pathovar

Untersuchungen an humanen Gehirnendothelzellen (HBMEC - brain microvascular
endothelial cells) sowie an Tierversuchsmodellen mit neugeborenen Ratten und Huihnern
konnten zeigen, dass das ibeA-Gen an der Pathogenese von systemischen E. coli-
Infektionen beteiligt ist. /beA ist in einer 20,3 kb groRen chromosomalen Region lokalisiert,
die von den Genen yjiD und yjiE flankiert wird. Diese Region ist als genetische Insel
beschrieben und wird GimA (genomic island of meningitic E. coli containing ibeA) genannt.
GimA besteht aus vier Operons (GimA1-4). Die E. coli, die die systemischen Infektionen
auslosen, gehdéren den Pathovaren APEC (aviar pathogene) und NMEC
(Neugeborenenmeningits-assoziierte E. coli) aus der Gruppe der extraintestinal-pathogenen
E. coli (EXPEC) an. Beispielsweise ist ibeA in die Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke,
einem wesentlichen Schritt in der Pathogenese der Meningitis beim Neugeborenen,
involviert.

Der putative Insertionslokus von GimA wurde mittels Long-Range-PCR und DNS-DNS-
Hybridisierung mit dem Ziel untersucht, die Phylogenie von GimA aufzudecken. Weiterhin
sollte der Inselcharakter von GimA eingehender analysiert werden. Die Untersuchungen
wurden an insgesamt 410 E. coli-lsolaten durchgeflhrt. Im Probenumfang waren die
Pathovare APEC, NMEC, UPEC (uropathogene) und SepEC (Septikdmie-assoziierte E. coli)
sowie Isolate aus Stuhlproben bzw. Kotproben von klinisch gesunden Menschen und Tieren
enthalten. Darlber hinaus waren die 72 E. coli-Stémme der EcoR-Sammlung (E. coli
reference collection) in den 410 Isolaten enthalten.

Es konnte neben einer Variante des Insertionslokus, die ein vollstandiges GimA (~20.3 kb)
(16.1%) (GimA+) und einer, die keinerlei GimA-assoziierte Strukturen (64.4%) (GimA-)
enthalt, eine dritte Variante des Lokus identifiziert werden, die ein 342 bp grolies
Restfragment von GimA aufweist (19.5%) (GimA-remnant).

Das vollstandige GimA und das GimA-remnant waren fast ausschlief3lich mit der
Phylogruppe B2 assoziiert. Zusatzlich trat das GimA-remnant bei Stammen auf, die zum
Multi-Lokus-Sequenztyp ST117 gehéren und der rekombinanten Phylogruppe ABD
zugeordnet sind. Die weiteren Phylogruppen (A, B1, AxB1, ABD (mit Ausnahme des ST117)
und D) waren GimA-.

Weiterhin konnten signifikante Assoziationen zwischen dem Vorkommen des vollstandigen
GimA und den Pathovaren APEC und NMEC gefunden werden. Das GimA-remnant war
dagegen signifikant assoziiert mit UPEC sowohl menschlichen als auch tierischen

Ursprungs. Ahnlich der Rolle, die ibeA in der Neugeborenenmeningitis-Pathogenese spielt,
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kdnnte dies einen mdglichen Beitrag dieser Struktur zur Pathogenese von durch UPEC
verursachten Harnwegsinfektionen andeuten.

Eine Sequenzanalyse des ibeA-Gens ergab eine strikte Assoziation des Gens mit dem
phylogenetischen Hintergrund. Dies kénnte ein Hinweis darauf sein, dass GimA ein
originarer Bestandteil der Phylogruppe B2 ist.

Ferner zeigten die Untersuchungen, dass ibeA innerhalb eines definierten phylogenetischen
Hintergrundes (ST95-Komplex) keinem positiven Selektionsdruck ausgesetzt ist.
Dementsprechend scheint die Evolution von jbeA aufgrund von neutraler Selektion zu
erfolgen. Obwohl einige Kriterien flr genetische Inseln erfillt werden, sprechen diese
Befunde gegen eine Mobilitdt von GimA und folglich auch gegen die Annahme, GimA sei
eine genetische Insel. GimA scheint eher ein urspringlicher Teil der Phylogruppe B2 zu sein.
Um die Zugehdrigkeit von GimA zum ,core genome*“ zu verdeutlichen sollte diese genetische
Region besser als GimA-Lokus angesprochen werden

Die Existenz von zwei weiteren Varianten des GimA-Lokus (GimA-remnant und GimA-)
deutet auf eine GréRenreduktion des Genoms in Form einer reduktiven Evolution hin. Dieser
Prozess wird moglicherweise durch Veranderungen der pathogenetischen Bedeutung von
einzelnen GimA-Komponenten in verschiedenen Habitaten verursacht. Bei von APEC und
NMEC ausgeldsten systemischen Infektionen konnten verschiedene Untersuchungen einen
Beitrag zur Pathogenese zeigen. Einige GimA-Bestandteile sind fur die Translokation der
Blut-Hirn-Schranke von Bedeutung (ibeRAT — GimA4), wahrend die dbrigen in die
Stressantwort des Erregers im Habitat ,Blut” involviert zu sein scheinen (GimA1-3).

Der Harnapparat ist im Gegensatz zum Blut ein mit weniger Stressoren flr E. coli behaftetes
Habitat. Ensprechend kénnten Gene, die die Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke vermitteln,
an Bedeutung fur E. coli verloren haben und in einem Prozess der Genomoptimierung
deletiert worden sein. Lediglich das GimA-remnant blieb erhalten. Dies deutet an, dass diese
Struktur bzw. ihre Erhaltung einen Selektionsvorteil bietet. Das GimA-remnant konnte als
OREF identifiziert werden und kénnte folglich an der Pathogenese von Harnwegsinfektionen
beteiligt sein. Weitere Untersuchungen besonders zur Funktionalitat des GimA-remnant sind
notwendig.

Die dritte Variante des GimA-Lokus kann auf zweierlei Wegen entstanden sein: (i) GimA ist
in einem einzigen Schritt vollstandig verloren gegangen oder (ii) im Anschluss an seine
Entstehung das GimA-remnant ebenfalls deletiert worden. Im Falle von UPEC koénnte
letztere Moglichkeit das Resultat eines fortgesetzten Genomoptimierungsprozesses sein. Die
resultierenden Stdmme vermeiden eine Immunantwort des Wirtes und kdnnen somit als

asymptomatische Besiedler im Harnapparat verbleiben.
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8 SUMMARY

The GimA locus of extraintestinal pathogenic E. coli (ExPEC): reductive evolution
correlates with habitat and pathovar

Studies on human brain microvascular endothelial cells (HBMEC) and on in vivo models
(newborn rats and chickens) demonstrated that in particular ibeA is involved in the
pathogenesis of several extraintestinal pathogenic E. coli (ExPEC) pathovars, including
newborn meningitic (NMEC) and avian pathogenic E. coli (APEC). E. g. it is required for
translocation of the brain blood barrier, a crucial step in the pathogenesis of newborn
meningitis. /beA is located on a 20.3 kbp chromosomal region flanked by yjiD and yjiE,
termed GimA. GimA has also been reported to be a genetic island, consisting of four operons
(GimA1-4).

To unravel the phylogeny of GimA and to investigate its island character, the putative
insertion locus of GimA was determined via Long Range PCR and DNA-DNA hybridization in
410 E. coli isolates, including APEC, NMEC, UPEC (uropathogenic), SepEC (septicemia
associated E. coli) and human and animal fecal isolates as well as in 72 strains of the E. coli
reference collection (EcoR).

In addition to a complete GimA (~20.3 kb) (16.1%) (GimA+) and a locus lacking GimA
(64.4%) (GimA-) a third pattern containing a 342 bp remnant of GimA could be found (19.5%)
(GimA-remnant).

The complete GimA and the GimA-remnant were almost exclusively associated with
phylogroup B2. Additionally, the GimA remnant occurs among strains belonging to multilocus
sequence type ST117 which is assigned to the recombinant phylogroup ABD. The remaining
phylogroups (A, B1, AxB1, ABD (with the exception of ST117), and D) lack any GimA related
structure.

Moreover, significant associations between the complete GimA and the pathovars APEC and
NMEC on the one hand and between the GimA-remnant and UPEC strains on the other
hand could be identified. Alike the known contribution of ibeA to the pathogenicity of newborn
meningitis, these findings may suggest a possible involvement of this structure in
uropathogenicity.

A detailed analysis of the ibeA sequences revealed a rigorous association to the
phylogenetic background of the strains suggesting GimA originating from phylogroup B2.
Moreover, this gene was not under positive selection in strains belonging to the
ST95 complex. Thus, the evolution of ibeA seems to be driven by neutral selection, arguing
against GimA being mobile. Although common criteria for genetic islands are partially

fulfilled, GimA rather seems to be an ancestral part of phylogroup B2. In view of this affiliation
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to the core genome instead of being an island, it would be appropriate to assign this genomic
region the name GimA locus.

The existence of two other patterns reflects a genome reduction in a reductive evolution-like
manner. The process of reduction in this genomic region may be driven by a shift in
pathogenic importance of the GimA components in certain habitats. For systemic infections
caused by APEC and NMEC a complete GimA is required. Some components mediate the
entrance to the central nervous system (ibeRAT — GimA4), while the others are involved in
stress response within the blood stream (GimA1-3). In contrast, the urinary tract is a
completely different habitat exhibiting considerably fewer stressors for E. coli. Thus, genes
allowing the translocation of the brain blood barrier as well as stress response genes may
have lost its importance. Consequently, these genes might have been deleted in a genome
optimization process and merely a remnant of GimA maintains. This structure may provide
selective advantage and therefore maintains in the E. coli-chromosome. This GimA-remant
could be identified as an ORF and is highly associated with UPEC. Hence, it may be involved
in uropathogenicity. Further investigations are needed to determine the function of the GimA-
remnant. The third variant (GimA-) could have emerged from both (i) directly by the loss of
the complete GimA in a one step deletion event and (ii) subsequently following the reduction
process leading to the GimA-remnant, respectively. The latter one could in the case of UPEC
be the result of an ongoing genome optimization process leading to attenuated strains. Such
strains avoid to provoke host response and may therefore maintain in the urinary tract as

asymptomatically colonizers.
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9 ANHANG

Tab. 27 Ubersicht tber die in der vorliegenden Arbeit verwendeten E. coli-Stamme inkl.

dem zugeordneten Pathovar, ST, Alleltyp, ST-Komplex, Phylogruppe, Variante des
GimA-Lokus und der Herkunft

Bezeich- Alleltyp Phylo- GimA-
Pathovar ST ST-Komplex Lokus- Herkunft
nung . gruppe R
adk | fumC | gyrB |icd | mdh | purA | recA Variante
APEC IMT664 88 6 4 12 1 20 12 7 | ST23-Komplex Bl GimA- Tier
UPEC IMT1200 353 36 24 9| 13 17 11 14 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
APEC IMT1431 88 6 4 12 1 20 12 7 | ST23-Komplex Bl GimA- Tier
APEC IMT1432 88 6 4 12 1 20 12 7 | ST23-Komplex Bl GimA- Tier
APEC IMT1433 88 6 4 12 1 20 12 7 | ST23-Komplex B1 GimA- Tier
APEC IMT1930 88 6 4 12 1 20 12 7 | ST23-Komplex B1 GimA- Tier
APEC IMT1932 23 6 4 12 1 20 13 7 | ST23-Komplex B1 GimA- Tier
APEC IMT1935 23 6 4 12 1 20 13 7 | ST23-Komplex B1 GimA- Tier
APEC IMT1936 23 6 4 12 1 20 13 7 | ST23-Komplex B1 GimA- Tier
APEC IMT1937 155 6 4 14| 16 24 8 14 | ST155-Komplex AxB1 GimA- Tier
APEC IMT1938 155 6 4 14| 16 24 8 14 | ST155-Komplex AxB1 GimA- Tier
APEC IMT1939 155 6 4 14| 16 24 8 14 | ST155-Komplex AxB1 GimA- Tier
APEC IMT2087 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Tier
APEC IMT2089 23 6 4 12 1 20 13 7 | ST23-Komplex B1 GimA- Tier
APEC IMT2092 347 6 94 4| 86 8 18 2 | kein Komplex AxB1 GimA- Tier
APEC IMT2094 23 6 4 12 1 20 13 7 | ST23-Komplex B1 GimA- Tier
APEC IMT2095 162 9 65 5 1 9 13 6 | ST469-Komplex AxB1 GimA- Tier
APEC IMT2097 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Tier
APEC IMT2098 115 4 26 39 25 5 31 19 | kein Komplex D GimA- Tier
APEC IMT2099 95 37 38 19 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Tier
APEC IMT2101 23 6 4 12 1 20 13 ST23-Komplex B1 GimA- Tier
APEC IMT2102 117 20 45 41| 43 5 32 kein Komplex ABD GimA-remnant | Tier
APEC IMT2104 348 6 29 32 16 11 8 14 | ST156-Komplex B1 GimA- Tier
APEC IMT2105 117 20 45 41| 43 32 kein Komplex ABD GimA- Tier
APEC IMT2106 117 20 45 41| 43 32 kein Komplex ABD GimA-remnant | Tier
APEC IMT2108 95 37 38 19 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Tier
APEC IMT2111 38 4 26 2 25 5 5 19 | ST38-Komplex D GimA- Tier
APEC IMT2112 355 36 24 10 13 17 10 25 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
APEC IMT2113 101 43 41 15 18 11 7 6 | ST101-Komplex B1 GimA- Tier
APEC IMT2120 356 6 97 12 1 20 12 7 | ST23-Komplex B1 GimA- Tier
APEC IMT2121 357 13 40 13| 13 23 25 66 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
APEC IMT2125 23 6 4 12 1 20 13 7 | ST23-Komplex B1 GimA- Tier
APEC IMT2248 358 | 13 98 10| 13 18 10 25 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
APEC IMT2250 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Tier
APEC IMT2251 95 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Tier
APEC IMT2254 126 13 43 19| 37 17 25 25 | kein Komplex B2 GimA- Tier
APEC IMT2261 349 | 34 36 39| 87 67 16 ST349-Komplex D GimA- Tier
APEC IMT2263 93 6 11 41 10 8 ST168-Komplex AxB1 GimA- Tier
APEC IMT2264 350 6 31 83| 28 1 ST350-Komplex ABD GimA- Tier
APEC IMT2265 351 6 95 4| 88 7 kein Komplex ABD GimA- Tier
APEC IMT2278 140| 55 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Tier
APEC IMT2283 23 6 4 12 1 20 13 7 | ST23-Komplex B1 GimA- Tier
APEC IMT2288 140| 55 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Tier
APEC IMT2294 115 4 26 39 25 5 31 19 | kein Komplex D GimA- Tier
APEC IMT2295 135 13 39 50 13 16 37 25 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
APEC IMT2297 95 37 38 19 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Tier
APEC IMT2352 369 6 101 12 1 20 13 7 | ST23-Komplex B1 GimA- Tier
APEC IMT2467 23 6 4 12 1 20 13 7 | ST23-Komplex B1 GimA- Tier
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Bezeich- Alleltyp Phylo- GimA-
Pathovar ST . ST-Komplex Lokus- Herkunft
nung adk | fumC | gyrB |icd | mdh | purA | recA gruppe .
Variante
APEC IMT2469 140 55 38 19 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Tier
APEC IMT2470 95 37 38 19 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Tier
APEC IMT2477 141 13 52 10| 14 17 25 17 | kein Komplex B2 GimA-remnant | Tier
APEC IMT2489 117 20 45 41| 43 32 kein Komplex ABD GimA-remnant | Tier
APEC IMT2490 117 20 45 41| 43 32 kein Komplex ABD GimA-remnant | Tier
APEC IMT2491 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Tier
APEC IMT2492 140 | 55 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Tier
APEC IMT2518 104 | 13 24 9] 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Tier
APEC IMT2532 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Tier
APEC IMT2545 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Tier
APEC IMT4514 352| 76 96 19| 89 17 1 10 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
APEC IMT4516 117 20 45 41| 43 5 32 2 | kein Komplex ABD GimA-remnant | Tier
APEC IMT4517 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Tier
APEC IMT4518 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Tier
APEC IMT4525 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Tier
APEC IMT4529 117 20 45 41| 43 5 32 2 | kein Komplex ABD GimA-remnant | Tier
APEC IMT4534 140 55 38 19 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Tier
APEC IMT4537 118 31 4 42 | 44 15 33 17 | kein Komplex ABD GimA- Tier
APEC IMT4541 88 6 4 12 1 20 12 ST23-Komplex B1 GimA- Tier
APEC IMT5110 100 10 27 5 10 12 9 ST165-Komplex A GimA- Tier
APEC IMT5119 363 13 38 84 13 17 64 26 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
APEC IMT5132 365 43 41 15 18 11 11 6 | ST101-Komplex AxB1 GimA- Tier
APEC IMT5144 141 13 52 10| 14 17 25 17 | kein Komplex B2 GimA-remnant | Tier
APEC IMT5155 140 55 38 19 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Tier
APEC IMT5215 93 6 11 4 10 7 6 | ST168-Komplex AxB1 GimA- Tier
APEC IMT5494 359 43 41 15 90 11 6 | kein Komplex AxB1 GimA- Tier
UPEC IMT6008 367 6 4 12 1 20 65 7 | ST23-Komplex B1 GimA- Tier
UPEC 536 92| 40 14 19| 36 23 11 10 | kein Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
UPEC 196 12| 13 13 9| 13 16 10 9 | ST12-Komplex B2 GimA- Mensch
UPEC 764 14| 14 14 10| 14 17 7 10 | ST14-Komplex B2 GimA- Mensch
UPEC AD110 73| 36 24 9| 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
UPEC RZ422 127 13 14 19| 36 23 11 10 | kein Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
UPEC RZ479 127 | 13 14 19| 36 23 11 10 | kein Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
UPEC U-7 117 20 45 41| 43 5 32 2 | kein Komplex ABD GimA-remnant | Mensch
UPEC Cc97 10| 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
UPEC C90 70| 34 36 28| 25 28 16 4 | kein Komplex D GimA- Mensch
UPEC C89 12 13 13 9| 13 16 10 9 | ST12-Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
UPEC C70 14| 14 14 10| 14 17 10 | ST14-Komplex B2 GimA- Mensch
UPEC ABV84 360 6 4 12 1 20 7 | ST23-Komplex B1 GimA- Mensch
APEC 2164 368 37 38 19 37 17 13 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Tier
APEC 2201 141 13 52 10 14 17 25 17 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
APEC 2446 95 37 38 19 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Tier
UPEC CFT073 73 36 24 9 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
APEC IMT8994 355| 36 24 10| 13 17 10 25 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
APEC IMT8998 355| 36 24 10| 13 17 10 25 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
APEC IMT9003 369 6 101 12 1| 20 13 7 | ST23-Komplex Bl GimA- Tier
UPEC B6977-1 131 53 40 47 | 13 36 28 29 | kein Komplex B2 GimA- Mensch
UPEC B6985-2 73 36 24 9 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
UPEC B6993 141 13 52 10| 14 17 25 17 | kein Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
UPEC B6998 361| 10 99 5| 91 2 | kein Komplex AxB1 GimA- Mensch
UPEC B7001 362 62 100 17| 31 4 | kein Komplex D GimA- Mensch
UPEC IMT9096 73 36 24 9| 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT9179 374 18 22 2 6 5 5 4 | ST31-Komplex D GimA- Tier
UPEC IMT9206 375 36 24 9| 13 17 11 68 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT9227 68| 33 26 31 5 16 19 | kein Komplex D GimA- Tier
APEC IMT9232 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Tier
APEC IMT9238 10| 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Tier
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Bezeich- Alleltyp Phylo- GimA-
Pathovar ST . ST-Komplex Lokus- Herkunft
nung adk | fumC | gyrB |icd | mdh | purA | recA gruppe .
Variante
APEC IMT9241 95 37 38 19 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Tier
APEC IMT9242 117 20 45 41| 43 32 2 | kein Komplex ABD GimA-remnant | Tier
APEC IMT9250 57 6 31 5 28 1 2 | ST350-Komplex ABD GimA- Tier
NMEC IHE 3036 390 | 37 38 86| 37| 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Mensch
NMEC IHE 3080 390 | 37 38 86| 37| 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Mensch
NMEC BK658 80| 13 24 19| 14| 23 1 10 | ST568-Komplex B2 GimA+ Mensch
NMEC B10363 95| 37 38 19| 37| 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
NMEC B13155 95| 37 38 19| 37| 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Mensch
NMEC VE239 62| 28 33 25| 29 7 11 24 | kein Komplex ABD GimA- Mensch
NMEC VE1140 95| 37 38 19| 37| 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
NMEC E817 127 | 13 14 19| 36| 23 11 10 | kein Komplex B2 GimA- Mensch
NMEC E247 127 | 13 14 19| 36 23 11 10 | kein Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
UPEC IMT9280 95| 37 38 19| 37| 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
UPEC IMT9289 73 36 24 9| 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
APEC MT78 95| 37 38 19| 37| 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Tier
APEC V-Z 117 20 45 41| 43 5 32 2 | kein Komplex ABD GimA-remnant | Tier
APEC 248 370 37 102 19 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Tier
APEC 2363 135 13 39 50 13 16 37 25 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
UPEC IMT9402 104 13 24 9 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Tier
APEC IMT9581 23 6 4 12 1 20 13 7 | ST23-Komplex Bl GimA- Tier
APEC IMT9582 117 20 45 41| 43 5 32 2 | kein Komplex ABD GimA-remnant | Tier
APEC IMT9583 23 4 12 1 20 13 7 | ST23-Komplex Bl GimA- Tier
APEC IMT9584 23 4 12 1 20 13 7 | ST23-Komplex Bl GimA- Tier
APEC IMT9586 117 20 45 41| 43 32 2 | kein Komplex ABD GimA-remnant | Tier
APEC IMT9588 371 6 31 83 28 1 67 | ST350-Komplex ABD GimA- Tier
UPEC IMT9650 372 88 103 19 36 23 44 26 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
APEC IMT9698 95 37 38 19 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Tier
APEC IMT9706 10| 10 11 4 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Tier
APEC IMT9712 373 6 11 41 10 8 ST168-Komplex A GimA- Tier
APEC IMT9713 372 | 88 103 19| 36| 23 44 26 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
Feces (Tier) IMT10666 58 6 4 4| 16 24 8 14 | ST155-Komplex AxB1 GimA- Tier
Feces (Mensch) | 61 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95 -Komplex B2 GimA- Mensch
Feces (Mensch) | 68 416 | 37 110 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Mensch
Feces (Mensch) | 89 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
UPEC 611 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
UPEC 615 421| 37 38 19| 37 17 8 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
Feces (Mensch) | 618 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Mensch
UPEC 620 417 | 37 38 89| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Mensch
UPEC 621 418 | 37 38 19| 37 72 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Mensch
UPEC 622 390 | 37 38 86| 37| 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Mensch
SepEC 627 95| 37 38 19| 37| 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Mensch
SepEC 629 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
UPEC 630 95| 37 38 19| 37| 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
UPEC 632 390 | 37 38 86| 37| 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Mensch
Feces (Mensch) | 634 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
UPEC 637 95| 37 38 19| 37| 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
SepEC 639 95| 37 38 19| 37| 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
UPEC 654 95| 37 38 19| 37| 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Mensch
Feces (Mensch) | 8658 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
Feces (Mensch) | 662 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
Feces (Mensch) | 664 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
UPEC 667 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
UPEC 668 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Mensch
Feces (Mensch) | E10097 10| 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) | E10077 162 9 65 5 1 9 13 6 | ST469-Komplex AxB1 GimA- Mensch
Feces (Mensch) | E10096 167 | 10 11 4 8 8 13 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) | E10099 34| 10 11 4 1 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
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Bezeich- Alleltyp Phylo- GimA-
Pathovar ST . ST-Komplex Lokus- Herkunft
nung adk | fumC | gyrB |icd | mdh | purA | recA gruppe .
Variante
Feces (Mensch) | E10100 405| 35 37 29| 25 4 5 73 | STA05-Komplex D GimA- Mensch
Feces (Mensch) | E10084 38 4 26 2| 25 5 5 19 | ST38-Komplex D GimA- Mensch
Feces (Mensch) | E10082 10| 10 11 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) E10095 549 21 22 20 6 5 91 4 | kein Komplex D GimA- Mensch
Feces (Mensch) E10085 10 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) E10098 69 21 35 27 6 5 5 4 | ST69-Komplex D GimA- Mensch
Feces (Mensch) E476 10 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) E164 10 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) E167 10 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) E291 10 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) E264 399 6 4 1| 95 69 8 20 | ST399-Komplex AxB1 GimA- Mensch
Feces (Mensch) E7370 538 13 40 19| 13 36 28 30 | ST538-Komplex B2 GimA+ Mensch
Feces (Mensch) E424 38 4 26 2| 25 5 5 19 | ST38-Komplex D GimA- Mensch
Feces (Mensch) E452 95 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Mensch
Feces (Mensch) E179 350 6 31 83| 28 1 1 2 | ST350-Komplex ABD GimA- Mensch
Feces (Mensch) | E176 73| 36 24 9 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
Feces (Mensch) | E175 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
SepEC 484 73 36 24 9 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
SepEC F1 73 36 24 9 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
SepEC F287 10 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
SepEC F385 73 36 24 9 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
SepEC F557 23 6 4 12 1 20 13 7 | ST23-Komplex B1 GimA- Mensch
SepEC F560 544 13 137 9 13 16 10 9 | ST12-Komplex B2 GimA- Mensch
SepEC F569 88 6 4 12 1 20 12 7 | ST23-Komplex B1 GimA- Mensch
SepEC F645 62| 28 33 25| 29 7 11 24 | kein Komplex ABD GimA- Mensch
SepEC F742 539 6 19 57| 18 9 13 6 | kein Komplex B1 GimA- Mensch
SepEC F775 540 6 7 57 1 8 8 2 | kein Komplex AxB1 GimA- Mensch
SepEC F785 10| 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
SepEC F905 10| 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
SepEC F911 12 13 13 9| 13 16 10 9 | ST12-Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
SepEC F1251 10| 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
SepEC St4723 297 6 65 32| 26 9 8 2 | kein Komplex B1 GimA- Mensch
SepEC St5119 141 13 52 10| 14 17 25 17 | kein Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
SepEC St5679 38 4 26 2| 25 5 5 19 | ST38-Komplex D GimA- Mensch
SepEC V9261 88 6 4 12 1 20 12 7 | ST23-Komplex B1 GimA- Mensch
SepEC V9343 216 | 10 11 57 8 7 18 kein Komplex A GimA- Mensch
SepEC V10744 88 6 4 12 1 20 12 ST23-Komplex B1 GimA- Mensch
SepEC W7483 73| 36 24 9| 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA- Mensch
SepEC W7716 545 | 62 100 111 31 5 5 4 | kein Komplex D GimA- Mensch
SepEC W8987 542 | 112 11 5| 12 8 8 86 | kein Komplex ABD GimA- Mensch
SepEC W9763 46 8 7 1 8 8 8 ST46-Komplex AxB1 GimA- Mensch
SepEC W9887 48 6 11 4 8 8 ST10-Komplex A GimA- Mensch
UPEC U2183 453 | 99 6 33| 33| 24 8 ST86-Komplex ABD GimA- Mensch
UPEC U2366 10| 10 11 4 8 8 8 ST10-Komplex A GimA- Mensch
UPEC U2388 73 36 24 9 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
UPEC u2873 127 13 14 19| 36 23 11 10 | kein Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
UPEC U3104 533 6 4 18 11 8 14 | kein Komplex B1 GimA- Mensch
UPEC U3145 73 36 24 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
UPEC U3372 409 | 10 11 1| 71 8 6 | kein Komplex AxB1 GimA- Mensch
UPEC U3407 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
UPEC U3292 130 | 18 22 20 6 5 5 4 | ST31-Komplex D GimA- Mensch
UPEC U3362 73| 36 24 9| 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
UPEC u3454 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
UPEC U3633 10| 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
UPEC U3622 88 6 4 12 1 20 12 7 | ST23-Komplex B1 GimA- Mensch
UPEC U4191 93 6 11 41 10 7 8 6 | ST168-Komplex AxB1 GimA- Mensch
UPEC U4252 48 6 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
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Bezeich- Alleltyp Phylo- GimA-
Pathovar ST . ST-Komplex Lokus- Herkunft
nung adk | fumC | gyrB |icd | mdh | purA | recA gruppe .
Variante

UPEC u4418 10| 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
UPEC u4437 127 13 14 19| 36 23 11 10 | kein Komplex B2 GimA- Mensch
UPEC u4417 398 | 64 7 1 1 8 8 6 | ST398-Komplex AxB1 GimA- Mensch
UPEC U4409 393 | 18 106 17 6 5 5 4 | ST31-Komplex D GimA- Mensch
UPEC U5107 10| 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
UPEC U5033 93 6 11 41 10 7 8 6 | ST168-Komplex AxB1 GimA- Mensch
UPEC U5070 69| 21 35 27 6 5 5 4 | ST69-Komplex D GimA- Mensch
Feces (Mensch) E10093 405 35 37 29| 25 4 5 73 | STA05-Komplex D GimA- Mensch
Feces (Mensch) E10089 543 83 136 110 | 117 80 1 2 | kein Komplex ABD GimA- Mensch
Feces (Mensch) E10092 536 6 107 1| 95 69 8 20 | ST399-Komplex ABD GimA- Mensch
Feces (Mensch) E10086 541 | 111 23 109 8 8 8 2 | ST522-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) E10094 126 13 43 19| 37 17 25 25 | kein Komplex B2 GimA+ Mensch
Feces (Mensch) E10090 10 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) E10091 141 13 52 10| 14 17 25 17 | kein Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
Feces (Mensch) E472 68 33 26 2| 31 5 16 19 | kein Komplex D GimA- Mensch
Feces (Mensch) | E475 537 | 14 14 10| 14 17 11 10 | ST14-Komplex B2 GimA+ Mensch
Feces (Mensch) E460 38 4 26 2| 25 5 5 19 | ST38-Komplex D GimA- Mensch
Feces (Mensch) | E165 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
Feces (Mensch) E166 10 10 11 4 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) | E292 10| 10 11 4 8 8 ST10-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) | E345 10| 10 11 4 8 8 ST10-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) | E182 73| 36 24 9| 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA- Mensch
Feces (Mensch) | E422 547 | 13 52 10 | 119 17 37 25 | kein Komplex B2 GimA+ Mensch
Feces (Mensch) | E444 548 | 10 11 4 8 81 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) E478 428 | 96 40 13| 100 23 28 66 | kein Komplex B2 GimA+ Mensch
Feces (Mensch) | E457 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
Feces (Mensch) | E177 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
Feces (Mensch) | E178 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
Feces (Mensch) | E180 10| 10 11 4 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) | E173 393 | 18 106 17 6 4 | ST31-Komplex D GimA- Mensch
Feces (Mensch) | E174 348 6 29 32| 16 11 14 | ST156-Komplex B1 GimA- Mensch
Feces (Mensch) | E464 550 | 14 14 10| 14 17 92 10 | ST14-Komplex B2 GimA- Mensch
Feces (Mensch) | E471 73| 36 24 9| 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
Feces (Mensch) | E467 88 6 4 12 1 20 12 7 | ST23-Komplex B1 GimA- Mensch
UPEC IMT14965 73 36 24 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Tier

UPEC IMT4966 73 36 24 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Tier

NMEC RS218 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Mensch
UPEC IMT14967 73 36 24 9| 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Tier

UPEC IMT14968 73 36 24 9| 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Tier

UPEC IMT14969 73 36 24 9 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Tier

UPEC IMT15014 117 20 45 41| 43 5 32 kein Komplex ABD GimA-remnant | Tier

UPEC IMT15015 12 13 13 9 13 16 10 ST12-Komplex B2 GimA-remnant | Tier

NMEC RS176 62 28 33 25| 29 7 11 24 | kein Komplex ABD GimA- Mensch
NMEC C183-77 62 28 33 25| 29 7 11 24 | kein Komplex ABD GimA- Mensch
NMEC IHE3055 95| 37 38 19| 37| 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
NMEC A459 95| 37 38 19| 37| 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Mensch
NMEC RS179 62 28 33 25| 29 7 11 24 | kein Komplex ABD GimA- Mensch
UPEC 14970 104 13 24 9 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Tier

UPEC 15016 141 13 52 10 14 17 25 17 | kein Komplex B2 GimA+ Tier

NMEC C5 95| 37 38 19| 37| 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Mensch
NMEC EC10 62 28 33 25| 29 7 11 24 | kein Komplex ABD GimA- Mensch
NMEC A90 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
NMEC RS167 144 13 43 9| 36 30 44 25 | kein Komplex B2 GimA+ Mensch
NMEC RS168 59| 27 32 24| 29 26 19 22 | ST59-Komplex ABD GimA- Mensch
NMEC 588 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
NMEC S95 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Mensch
NMEC E253 10| 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
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Bezeich- Alleltyp Phylo- GimA-
Pathovar ST . ST-Komplex Lokus- Herkunft
nung adk | fumC | gyrB |icd | mdh | purA | recA gruppe .
Variante
NMEC E334 144 | 13 43 9| 36 30 44 25 | kein Komplex B2 GimA+ Mensch
UPEC IMT15017 10 10 11 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Tier
UPEC 15019 127 13 14 19| 36 23 11 10 | kein Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT15021 73| 36 24 9] 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA- Tier
UPEC IMT15022 115 4 26 39| 25 5 31 19 | kein Komplex D GimA- Tier
UPEC IMT15024 141 13 52 10| 14 17 25 17 | kein Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT15025 12| 13 13 9] 13 16 10 9 | ST12-Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT15028 12| 13 13 9] 13 16 10 9 | ST12-Komplex B2 GimA- Tier
UPEC IMT14972 10| 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Tier
UPEC IMT15029 372 | 88 103 19| 36| 23 44 26 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
UPEC IMT15030 372 | 88 103 19| 36| 23 44 26 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
UPEC IMT15031 12| 13 13 9] 13 16 10 9 | ST12-Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT15033 73| 36 24 9] 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT14973 12| 13 13 9| 13 16 10 9 | ST12-Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT14974 12| 13 13 9| 13 16 10 9 | ST12-Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT14955 12 13 13 9 13 16 10 9 | ST12-Komplex B2 GimA- Tier
UPEC IMT14975 127 13 14 19| 36 23 11 10 | kein Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT14976 73 36 24 9 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT14977 12 13 13 9 13 16 10 9 | ST12-Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT14978 127 13 14 19| 36 23 11 10 | kein Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT14979 73 36 24 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA- Tier
UPEC IMT14980 638 76 24 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA- Tier
UPEC IMT14981 638 76 24 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT14983 539 6 19 57 18 9 13 6 | kein Komplex B1 GimA- Tier
UPEC IMT14984 372 88 103 19 36 23 44 26 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
UPEC IMT14958 73 36 24 9 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT14959 12 13 13 9 13 16 10 9 | ST12-Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT14985 12| 13 13 9| 13 16 10 9 | ST12-Komplex B2 GimA- Tier
UPEC IMT14986 141 13 52 10| 14 17 25 17 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
UPEC IMT14987 75 6 6 5| 10 20 23 6 | kein Komplex AxB1 GimA- Tier
UPEC IMT14989 141 13 52 10| 14 17 25 17 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
UPEC IMT14990 625 | 13 43 13| 14| 30 94 92 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
UPEC IMT14991 12| 13 13 9| 13 16 10 9 | ST12-Komplex B2 GimA- Tier
UPEC IMT14961 12| 13 13 9| 13 16 10 9 | ST12-Komplex B2 GimA- Tier
UPEC IMT14993 127 13 14 19| 36 23 11 10 | kein Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT14994 372 | 88 103 19| 36| 23 44 26 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
UPEC IMT14995 73 36 24 9| 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT14963 646 | 13 96| 121 | 13 17 11 10 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
UPEC IMT14964 646 | 13 96| 121 | 13 17 11 10 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
UPEC IMT14997 372 88 103 19 36 23 44 26 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
UPEC IMT14998 73 36 24 9 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT14999 681 38 39 30 13 17 25 28 | kein Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT15000 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA- Tier
UPEC IMT15001 141 13 52 10 14 17 25 17 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
UPEC IMT15002 410 6 4 12 1| 20 18 7 | ST23-Komplex Bl GimA- Tier
UPEC IMT15003 12 13 13 9 13 16 10 9 | ST12-Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT15004 127 13 14 19| 36 23 11 10 | kein Komplex B2 GimA-remnant | Tier
NMEC IHE3034 95| 37 38 19| 37 17 11 26 | ST95-Komplex B2 GimA+ Mensch
UPEC IMT15006 88 6 4 12 1| 20 12 7 | ST23-Komplex Bl GimA- Tier
UPEC IMT15007 141 13 52 10| 14 17 25 17 | kein Komplex B2 GimA- Tier
UPEC IMT15008 73| 36 24 9] 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT15009 80 13 24 19| 14 23 1 10 | ST568-Komplex B2 GimA+ Tier
UPEC IMT15010 12 13 13 9| 13 16 10 9 | ST12-Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT15011 10 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Tier
UPEC IMT15013 73| 36 24 9| 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA- Tier
UPEC IMT14953 925| 18 22| 111 6 5 5 4 | kein Komplex D GimA- Tier
UPEC IMT14954 141 13 52 10| 14 17 25 17 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
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Bezeich- Alleltyp Phylo- GimA-
Pathovar ST . ST-Komplex Lokus- Herkunft
nung adk | fumC | gyrB |icd | mdh | purA | recA gruppe .
Variante
UPEC IMT14982 959 13 13 9| 13 16 10 | 119 | kein Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT14988 929 13 43 49| 37 17 44 96 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
UPEC IMT15005 961 | 13 13 9| 13 16| 126 9 | kein Komplex B2 GimA-remnant | Tier
UPEC IMT15020 88 4 12 1| 20 12 7 | ST23-Komplex B1 GimA- Tier
UPEC IMT15027 937 29 5| 26| 24 8 6 | kein Komplex AxB1 GimA- Tier
Feces (Mensch) RM74A 10 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) | STM1 49 25 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Tier) W1R1(a) 10| 10 11 4 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Tier
Feces (Mensch) RM39A 63 30 11 5 8 7 21 2 | kein Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) RM60A 10 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) RM66C 77 6 7 5 1 8 18 27 | ST206-Komplex AxB1 GimA- Mensch
Feces (Tier) RM73C 87 6 11 14 8 20 8 2 | kein Komplex AxB1 GimA- Tier
Feces (Mensch) RM77C 10 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) FN98 10 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) | ANI 43 24 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
UPEC C97 10 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) FN59 10 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) | FN10 441 10 11 4 8 8 8 7 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
UPEC P62 10 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Mensch
Feces (Mensch) | FN3 45 6 7 23 1 8 8 2 | kein Komplex AxB1 GimA- Mensch
Feces (Tier) RM191F 46 8 7 1 8 8 8 6 | STA6-Komplex AxB1 GimA- Tier
Feces (Tier) RM200Q 47 8 11 5 1 7 18 6 | kein Komplex AxB1 GimA- Tier
Feces (Tier) RM210F 48 6 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Tier
Feces (Tier) RM210J 48 6 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Tier
Feces (Tier) RM213) 48 6 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Tier
Feces (Tier) RM213K 48 6 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Tier
Feces (Tier) RM215C 50| 26 7 4 1 8 8 6 | kein Komplex A GimA- Tier
Feces (Tier) RM183E 51 6 4 1| 13 17 8 20 | kein Komplex ABD GimA- Tier
Feces (Mensch) | FN33 52 6 11 5 1 20 8 2 | kein Komplex AxB1 GimA- Mensch
Feces (Tier) MS1 10| 10 11 4 8 8 8 2 | ST10-Komplex A GimA- Tier
Feces (Mensch) | LL 53 9 29 12 1 11 13 kein Komplex AxB1 GimA- Mensch
Feces (Tier) RM24) 53 9 29 12 1 11 13 kein Komplex AxB1 GimA- Tier
Feces (Mensch) | RM52B 54 6 30 5 1 24 8 21 | kein Komplex AxB1 GimA- Mensch
Feces (Tier) RM3A 55 6 4 4| 18 20 8 14 | ST155-Komplex AxB1 GimA- Tier
Feces (Tier) RM10A 56 6 4 4| 18 24 5 14 | ST155-Komplex ABD GimA- Tier
Feces (Tier) RM12 57 6 31 5| 28 1 1 2 | ST350-Komplex ABD GimA- Tier
Feces (Tier) RM28 56 6 4 4| 18 24 5 14 | ST155-Komplex ABD GimA- Tier
Feces (Tier) RM56C 56 6 4 4| 18 24 5 14 | ST155-Komplex ABD GimA- Tier
Feces (Tier) WIR2(a) 58 6 4 4| 16 24 8 14 | ST155-Komplex AxB1 GimA- Tier
Feces (Mensch) RM42B 59 27 32 24| 29 26 19 22 | ST59-Komplex ABD GimA- Mensch
Feces (Mensch) | RM77B 60| 28 33 24| 29 26 20 2 | kein Komplex ABD GimA- Mensch
Feces (Tier) RM44B 61 29 12 8| 12 15 2 23 | ST11-Komplex D GimA- Tier
Feces (Mensch) RM75A 62 28 33 25| 29 7 11 24 | kein Komplex ABD GimA- Mensch
Feces (Mensch) FN104 62 28 33 25| 29 7 11 24 | kein Komplex ABD GimA- Mensch
UPEC P60 62| 28 33 25| 29 7 11 24 | kein Komplex ABD GimA- Mensch
Feces (Mensch) | T44 62 28 33 25| 29 7 11 24 | kein Komplex ABD GimA- Mensch
Feces (Mensch) DAR1 64| 31 34 26| 30 27 22 17 | kein Komplex ABD GimA- Mensch
Feces (Mensch) FN36 65 28 33 25| 29 1 11 kein Komplex ABD GimA- Mensch
Feces (Tier) RM1891 66 6 22 20 6 5 5 kein Komplex D GimA- Tier
Feces (Tier) RM201C 67 6 19 5 1 9 8 kein Komplex AxB1 GimA- Tier
Feces (Tier) RM202F 68 33 26 31 5 16 19 | kein Komplex D GimA- Tier
Feces (Tier) RM211C 69| 21 35 27 6 5 5 4 | ST69-Komplex D GimA- Tier
Feces (Mensch) | C90/28512 70| 34 36 28| 25 28 16 4 | kein Komplex D GimA- Mensch
Feces (Mensch) | FN90 71| 34 37 28| 25 4 16 4 | kein Komplex D GimA- Mensch
UPEC FN90P97 72| 35 37 29| 25 4 5 18 | ST405-Komplex D GimA- Mensch
Feces (Mensch) | DD 73| 36 24 9| 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
Feces (Tier) RM73A 73| 36 24 9| 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Tier
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Bezeich- Alleltyp Phylo- GimA-
Pathovar ST . ST-Komplex Lokus- Herkunft
nung adk | fumC | gyrB |icd | mdh | purA | recA gruppe .
Variante
Feces (Mensch) | RM33B 12| 13 13 9| 13 16 10 9 | ST12-Komplex B2 GimA- Mensch
Feces (Mensch) | RM64A 73| 36 24 9| 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
UPEC FN4 74| 36 24 9| 13 17 5 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
Feces (Mensch) P106 73 36 24 9| 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA- Mensch
Feces (Tier) RM71B 73 36 24 9 13 17 11 25 | ST73-Komplex B2 GimA-remnant | Tier
Feces (Tier) RM185S 75 6 6 5 10 20 23 6 | kein Komplex AxB1 GimA- Tier
Feces (Mensch) | SIL8 76 13 13 9| 13 17 10 26 | kein Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
UPEC C89 12 13 13 9| 13 16 10 9 | ST12-Komplex B2 GimA-remnant | Mensch
Feces (Mensch) FN83 78 37 38 19| 32 17 24 26 | kein Komplex B2 GimA- Mensch
UPEC P69 79| 37 38 19| 32 17 7 26 | kein Komplex B2 GimA- Mensch
Feces (Mensch) FN21 80 13 24 19| 14 23 1 10 | ST568-Komplex B2 GimA+ Mensch
UPEC C70 81| 14 14 10| 14| 17 7 21 | ST14-Komplex B2 GimA- Mensch
Feces (Tier) RM202I 82 38 39 30 13 29 25 28 | kein Komplex B2 GimA-remnant | Tier
Feces (Tier) RM209I 83 13 38 19 13 30 25 29 | kein Komplex B2 GimA+ Tier
Feces (Tier) RM217T 84 6 29 31 16 24 8 2 | kein Komplex AxB1 GimA- Tier
Feces (Tier) RM224H 85 6 6 32| 26 11 26 7 | kein Komplex B1 GimA- Tier
Feces (Tier) RMA45EM 86 9 6 33| 33 24 8 7 | ST86-Komplex ABD GimA- Tier
Feces (Tier) RM70B 88 6 4 12 1 20 12 7 | ST23-Komplex B1 GimA- Tier
UPEC ABV84 88 6 4 12 1 20 12 7 | ST23-Komplex B1 GimA- Mensch
UPEC P68 89| 39 7 4| 34 20 7 7 | kein Komplex AxB1 GimA- Mensch
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Tab. 28 Ubersicht der Ergebnisse der Untersuchungen des GimA-Lokus mittels PCR und
DNS-DNS-Hbridisierung sowie der daraus resultierenden GimA-Lokus-Variante
der 410 E. coli-Stamme (n. a. = nicht angewendet; + = spezifische DNS-Sequenz
mittels Sonde erkannt; - = spezifische DNS-Sequenz mittels Sonde nicht erkannt)

. PCR Hybridisierung GimA-Lokus-
Bezeichnung - - - .
Screening Long Range pptE gclA pdaK/cgrD | cniT/gclK ibeA Variante

IMT664 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT1200 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT1431 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT1432 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT1433 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT1930 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT1932 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT1935 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT1936 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT1937 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT1938 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT1939 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2087 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2089 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2092 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2094 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2095 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2097 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2098 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2099 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT2101 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2102 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT2104 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2105 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2106 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT2108 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2111 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2112 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT2113 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2120 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2121 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT2125 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2248 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT2250 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2251 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2254 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2261 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2263 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2264 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2265 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2278 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2283 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2288 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT2294 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2295 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + GimA+
IMT2297 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + GimA+
IMT2352 340bp n.a. - - - - - GimA-
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. PCR Hybridisierung GimA-Lokus-
Bezeichnung - - - .
Screening Long Range pptE gclA pdaK/cgrD | cniT/gclK ibeA Variante

IMT2467 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2469 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + GimA+
IMT2470 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + GimA+
IMT2477 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT2489 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT2490 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT2491 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2492 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT2518 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT2532 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT2545 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + GimA+
IMT4514 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + GimA+
IMT4516 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT4517 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT4518 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT4525 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT4529 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT4534 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT4537 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT4541 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT5110 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT5119 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT5132 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT5144 740bp n.a. - - - - GimA-remnant
IMT5155 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + GimA+
IMT5215 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT5494 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT6008 340bp n.a. - - - - - GimA-

536 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
196 340bp n.a. - - - - - GimA-

764 340bp n.a. - - - - - GimA-

AD110 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
RZ422 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
RZ479 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
U-7 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
Cc97 340bp n.a. - - - - - GimA-

C90 340bp n.a. - - - - - GimA-

C89 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
Cc70 340bp n.a. - - - - - GimA-

ABV84 340bp n.a. - - - - - GimA-

2164 340bp n.a. - - - - - GimA-

2201 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+

2446 340bp n.a. - - - - - GimA-

CFT073 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT8994 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + GimA+
IMT8998 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + GimA+
IMT9003 340bp n.a. - - - - - GimA-
B6977-1 340bp n.a. - - - - - GimA-
B6985-2 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
B6993 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
B6998 340bp n.a. - - - - - GimA-
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Anhang

. PCR Hybridisierung GimA-Lokus-
Bezeichnung - - - .
Screening Long Range pptE gclA pdaK/cgrD | cniT/gclK ibeA Variante

B7001 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT9096 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT9179 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT9206 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT9227 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT9232 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT9238 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT9241 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT9242 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT9250 340bp n.a. - - - - - GimA-
IHE3036 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IHE3080 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+

BK658 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+

B10363 340bp n.a. - - - - - GimA-

B13155 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+

VE239 340bp n.a. - - - - - GimA-
VE1140 340bp n.a. - - - - - GimA-

E817 340bp n.a. - - - - - GimA-

E247 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT9280 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT9289 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
MT78 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+

V-Z 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
248 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + GimA+

2363 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + GimA+
IMT9402 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT9581 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT9582 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT9583 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT9584 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT9586 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT9588 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT9650 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT9698 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT9706 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT9712 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT9713 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT10666 340bp n.a. - - - - - GimA-

61 340bp n.a. - - - - - GimA-

68 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+

89 340bp n.a. - - - - - GimA-

611 340bp n.a. - - - - - GimA-

615 340bp n.a. - - - - - GimA-

618 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+

620 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+

621 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+

622 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+

627 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+

629 340bp n.a. - - - - - GimA-

630 340bp n.a. - - - - - GimA-

632 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
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Anhang

. PCR Hybridisierung GimA-Lokus-
Bezeichnung - - - .
Screening Long Range pptE gclA pdaK/cgrD | cniT/gclK ibeA Variante

634 340bp n.a. - - - - - GimA-

637 340bp n.a. - - - - - GimA-

639 340bp n.a. - - - - - GimA-

654 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+

658 340bp n.a. - - - - - GimA-

662 340bp n.a. - - - - - GimA-

664 340bp n.a. - - - - - GimA-

667 340bp n.a. - - - - - GimA-

6568 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+

E 10097 340bp n.a. - - - - - GimA-

E10077 340bp n.a. - - - - - GimA-

E10096 340bp n.a. - - - - - GimA-

E10099 340bp n.a. - - - - - GimA-

E10100 340bp n.a. - - - - - GimA-

E10084 340bp n.a. - - - - - GimA-

E10082 340bp n.a. - - - - - GimA-

E10095 340bp n.a. - - - - - GimA-

E10085 340bp n.a. - - - - - GimA-

E10098 340bp n.a. - - - - - GimA-

E476 340bp n.a. - - - - - GimA-

E164 340bp n.a. - - - - - GimA-

E167 340bp n.a. - - - - - GimA-

E291 340bp n.a. - - - - - GimA-

E264 340bp n.a. - - - - - GimA-

E7370 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+

E424 340bp n.a. - - - - - GimA-

E452 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+

E179 340bp n.a. - - - - - GimA-

E176 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
E175 340bp n.a. - - - - - GimA-

i484 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
F1 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
F287 340bp n.a. - - - - - GimA-

F385 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
F557 340bp n.a. - - - - - GimA-

F560 340bp n.a. - - - - - GimA-

F569 340bp n.a. - - - - - GimA-

F645 340bp n.a. - - - - - GimA-

F742 340bp n.a. - - - - - GimA-

F775 340bp n.a. - - - - - GimA-

F785 340bp n.a. - - - - - GimA-

F905 340bp n.a. - - - - - GimA-

F911 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
F1251 340bp n.a. - - - - - GimA-

St4723 340bp n.a. - - - - - GimA-

St5119 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
St5679 340bp n.a. - - - - - GimA-

V9261 340bp n.a. - - - - - GimA-

V9343 340bp n.a. - - - - - GimA-
V10744 340bp n.a. - - - - - GimA-

W7483 340bp n.a. - - - - - GimA-
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Anhang

. PCR Hybridisierung GimA-Lokus-
Bezeichnung - - - .
Screening Long Range pptE gclA pdaK/cgrD | cniT/gclK ibeA Variante

W7716 340bp n.a. - - - - - GimA-

W8987 340bp n.a. - - - - - GimA-

W9763 340bp n.a. - - - - - GimA-

W9887 340bp n.a. - - - - - GimA-

U2183 340bp n.a. - - - - - GimA-

U2366 340bp n.a. - - - - - GimA-

U2388 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
U2873 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
U3104 340bp n.a. - - - - - GimA-

U3145 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
U3372 340bp n.a. - - - - - GimA-

uU3407 340bp n.a. - - - - - GimA-

U3292 340bp n.a. - - - - - GimA-

U3362 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
U3454 340bp n.a. - - - - - GimA-

U3633 340bp n.a. - - - - - GimA-

U3622 340bp n.a. - - - - - GimA-

U4191 340bp n.a. - - - - - GimA-

U4252 340bp n.a. - - - - - GimA-

U4418 340bp n.a. - - - - - GimA-

U4437 340bp n.a. - - - - - GimA-

U4417 340bp n.a. - - - - - GimA-

U4409 340bp n.a. - - - - - GimA-

U5107 340bp n.a. - - - - - GimA-

U5033 340bp n.a. - - - - - GimA-

U5070 340bp n.a. - - - - - GimA-

E10093 340bp n.a. - - - - - GimA-

E10089 340bp n.a. - - - - - GimA-

E10092 340bp n.a. - - - - - GimA-

E10086 340bp n.a. - - - - - GimA-

E10094 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+

E10090 340bp n.a. - - - - - GimA-

E10091 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
E472 340bp n.a. - - - - - GimA-

EA75 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+

E460 340bp n.a. - - - - - GimA-

E165 340bp n.a. - - - - - GimA-

E166 340bp n.a. - - - - - GimA-

E292 340bp n.a. - - - - - GimA-

E345 340bp n.a. - - - - - GimA-

E182 340bp n.a. - - - - - GimA-

E422 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+

E444 340bp n.a. - - - - - GimA-

E478 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+

E457 340bp n.a. - - - - - GimA-

E177 340bp n.a. - - - - - GimA-

E178 340bp n.a. - - - - - GimA-

E180 340bp n.a. - - - - - GimA-

E173 340bp n.a. - - - - - GimA-

E174 340bp n.a. - - - - - GimA-

E464 340bp n.a. - - - - - GimA-
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Anhang

. PCR Hybridisierung GimA-Lokus-
Bezeichnung - - - .
Screening Long Range pptE gclA pdaK/cgrD | cniT/gclK ibeA Variante

E471 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
E467 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT14965 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT14966 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
RS218 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT14967 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT14968 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT14969 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT15014 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT15015 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
RS176 340bp n.a. - - - - - GimA-
C183-77 340bp n.a. - - - - - GimA-
IHE3055 340bp n.a. - - - - - GimA-
BE1-2928 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+

RS179 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT14970 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT15016 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + GimA+

C5 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + GimA+

EC10 340bp n.a. - - - - - GimA-

A90 340bp n.a. - - - - - GimA-

RS167 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+

RS168 340bp n.a. - - - - - GimA-

S88 340bp n.a. - - - - - GimA-

S95 340bp n.a. - - - - - GimA-

E253 340bp n.a. - - - - - GimA-

E334 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT15017 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT15019 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT15021 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT15022 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT15024 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT15025 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT15028 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT14972 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT15029 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + GimA+
IMT15030 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + GimA+
IMT15031 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT15033 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT14973 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT14974 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT14955 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT14975 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT14976 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT14977 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT14978 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT14979 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT14980 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT14981 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT14983 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT14984 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + GimA+
IMT14958 740bp n.a. - - - - GimA-remnant
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Anhang

. PCR Hybridisierung GimA-Lokus-
Bezeichnung - - - .
Screening Long Range pptE gclA pdaK/cgrD | cniT/gclK ibeA Variante

IMT14959 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT14985 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT14986 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT14987 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT14989 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + GimA+
IMT14990 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + GimA+
IMT14991 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT14961 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT14993 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT14994 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT14995 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT14963 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT14964 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT14997 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT14998 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT14999 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT15000 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT15001 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT5002 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT15003 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT15004 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IHE3034 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT15006 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT15007 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT15008 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT15009 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT15010 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT15011 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT15013 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT14953 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT14954 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT14982 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT14988 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+
IMT15005 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
IMT15020 340bp n.a. - - - - - GimA-
IMT15027 340bp n.a. - - - - - GimA-

RM74A 340bp n.a. - - - - - GimA-

STM1 340bp n.a. - - - - - GimA-
W1R1(a) 340bp n.a. - - - - - GimA-

RM39A 340bp n.a. - - - - - GimA-

RM60A 340bp n.a. - - - - - GimA-

RM66C 340bp n.a. - - - - - GimA-

RM73C 340bp n.a. - - - - - GimA-

RM77C 340bp n.a. - - - - - GimA-

FN98 340bp n.a. - - - - - GimA-

ANI 340bp n.a. - - - - - GimA-

Cc97 340bp n.a. - - - - - GimA-

FN59 340bp n.a. - - - - - GimA-

FN10 340bp n.a. - - - - - GimA-

P62 340bp n.a. - - - - - GimA-

FN3 340bp n.a. - - - - - GimA-
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Anhang

. PCR Hybridisierung GimA-Lokus-
Bezeichnung - - - .
Screening Long Range pptE gclA pdaK/cgrD | cniT/gclK ibeA Variante

RM191F 340bp n.a. - - - - - GimA-
RM200Q 340bp n.a. - - - - - GimA-
RM210F 340bp n.a. - - - - - GimA-
RM210J 340bp n.a. - - - - - GimA-
RM213)J 340bp n.a. - - - - - GimA-
RM213K 340bp n.a. - - - - - GimA-
RM215C 340bp n.a. - - - - - GimA-
RM183E 340bp n.a. - - - - - GimA-

FN33 340bp n.a. - - - - - GimA-

MS1 340bp n.a. - - - - - GimA-

LL 340bp n.a. - - - - - GimA-

RM24) 340bp n.a. - - - - - GimA-

RM52B 340bp n.a. - - - - - GimA-

RM3A 340bp n.a. - - - - - GimA-

RM10A 340bp n.a. - - - - - GimA-

RM12 340bp n.a. - - - - - GimA-

RM28 340bp n.a. - - - - - GimA-

RM56C 340bp n.a. - - - - - GimA-
WIR2(a) 340bp n.a. - - - - - GimA-

RM42B 340bp n.a. - - - - - GimA-

RM77B 340bp n.a. - - - - - GimA-

RM44B 340bp n.a. - - - - - GimA-

RM75A 340bp n.a. - - - - - GimA-

FN104 340bp n.a. - - - - - GimA-

P60 340bp n.a. - - - - - GimA-

T44 340bp n.a. - - - - - GimA-

DAR1 340bp n.a. - - - - - GimA-

FN36 340bp n.a. - - - - - GimA-
RM1891 340bp n.a. - - - - - GimA-
RM201C 340bp n.a. - - - - - GimA-
RM202F 340bp n.a. - - - - - GimA-
RM211C 340bp n.a. - - - - - GimA-
C90/28512 340bp n.a. - - - - - GimA-

FN90 340bp n.a. - - - - - GimA-
FN90P97 340bp n.a. - - - - - GimA-

DD 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
RM73A 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
RM33B 340bp n.a. - - - - - GimA-

RM64A 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
FN4 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
P106 340bp n.a. - - - - - GimA-

RM71B 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
RM185S 340bp n.a. - - - - - GimA-

SIL8 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
Cc89 740bp n.a. + - - - - GimA-remnant
FN83 340bp n.a. - - - - - GimA-

P69 340bp n.a. - - - - - GimA-

FN21 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + + GimA+

C70 340bp n.a. - - - - - GimA-

RM202| 740bp n.a. - - - - GimA-remnant
RM209I1 k.A. 10,5kb/10,5kb + + + + GimA+
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Anhang

. PCR Hybridisierung GimA-Lokus-
Bezeichnung - - - .
Screening Long Range pptE gclA pdaK/cgrD | cniT/gclK ibeA Variante
RM217T 340bp n.a. - - - - - GimA-
RM224H 340bp n.a. - - - - - GimA-
RM45EM 340bp n.a. - - - - - GimA-
RM70B 340bp n.a. - - - - - GimA-
ABV84 340bp n.a. - - - - - GimA-
P68 340bp n.a. - - - - - GimA-
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Anhang

Tab. 29 Verwendete E. coli-Stamme der EcoR-Sammlung (Ochman und Selander, 1984)

mit ST, ST-Komplex, Variante des GimA-Lokus und Phylogruppe

EcoR Nr. | Bezeichnung | ST ST-Komplex GimA-Lokus- Phylogruppe
Variante
ECOR-01 RM74A 10 ST10 -Komplex GimA- A
ECOR-02 STM1 49 ST10 -Komplex GimA- A
ECOR-03 W1R1(a) 10 ST10 -Komplex GimA- A
ECOR-04 RM39A 63 kein Komplex GimA- A
ECOR-05 RM60A 10 ST10 -Komplex GimA- A
ECOR-06 RM66C 77 ST206 -Komplex GimA- AxB1
ECOR-07 RM73C 87 kein Komplex GimA- AxB1
ECOR-08 RM77C 10 ST10 -Komplex GimA- A
ECOR-09 FN98 10 ST10 -Komplex GimA- A
ECOR-10 ANI 43 ST10 -Komplex GimA- A
ECOR-11 c97 10 ST10 -Komplex GimA- A
ECOR-12 FN59 10 ST10 -Komplex GimA- A
ECOR-13 FN10 44 ST10 -Komplex GimA- A
ECOR-14 P62 10 ST10 -Komplex GimA- A
ECOR-15 FN3 45 kein Komplex GimA- AxB1
ECOR-16 RM191F 46 ST46 -Komplex GimA- AxB1
ECOR-17 RM200Q 47 kein Komplex GimA- AxB1
ECOR-18 RM210F 48 ST10 -Komplex GimA- A
ECOR-19 RM210J 48 ST10 -Komplex GimA- A
ECOR-20 RM213) 48 ST10 -Komplex GimA- A
ECOR-21 RM213K 48 ST10 -Komplex GimA- A
ECOR-22 RM215C 50 kein Komplex GimA- A
ECOR-23 RM183E 51 kein Komplex GimA- ABD
ECOR-24 FN33 52 kein Komplex GimA- AxB1
ECOR-25 MS1 10 ST10 -Komplex GimA- A
ECOR-26 LL 53 kein Komplex GimA- AxB1
ECOR-27 RM24) 53 kein Komplex GimA- AxB1
ECOR-28 RM52B 54 kein Komplex GimA- AxB1
ECOR-29 RM3A 55 ST155 -Komplex GimA- AxB1
ECOR-30 RM10A 56 ST155 -Komplex GimA- ABD
ECOR-31 RM12 57 ST350 -Komplex GimA- ABD
ECOR-32 RM28 56 ST155 -Komplex GimA- ABD
ECOR-33 RM56C 56 ST155 -Komplex GimA- ABD
ECOR-34 WIR2(a) 58 ST155 -Komplex GimA- AxB1
ECOR-35 RM42B 59 ST59 -Komplex GimA- ABD
ECOR-36 RM778B 60 kein Komplex GimA- ABD
ECOR-37 RM44B 61 ST11 -Komplex GimA- D
ECOR-38 RM75A 62 kein Komplex GimA- ABD
ECOR-39 FN104 62 kein Komplex GimA- ABD
ECOR-40 P60 62 kein Komplex GimA- ABD
ECOR-41 T44 62 kein Komplex GimA- ABD
ECOR-42 DAR1 64 kein Komplex GimA- ABD
ECOR-43 FN36 65 kein Komplex GimA- ABD
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Anhang

EcoR Nr. | Bezeichnung | ST ST-Komplex GimA-Lokus- Phylogruppe
Variante

ECOR-44 RM1891 66 kein Komplex GimA- D
ECOR-45 RM201C 67 kein Komplex GimA- AxB1
ECOR-46 RM202F 68 kein Komplex GimA- D
ECOR-47 RM211C 69 ST69 -Komplex GimA- D
ECOR-48 C€90/28512 70 kein Komplex GimA- D
ECOR-49 FN90 71 kein Komplex GimA- D
ECOR-50 FN9OOP97 72 ST405 -Komplex GimA- D
ECOR-51 DD 73 ST73 -Komplex GimA-remnant B2
ECOR-52 RM73A 73 ST73 -Komplex GimA-remnant B2
ECOR-53 RM33B 12 ST12 -Komplex GimA- B2
ECOR-54 RM64A 73 ST73 -Komplex GimA-remnant B2
ECOR-55 FN4 74 ST73 -Komplex GimA-remnant B2
ECOR-56 P106 73 ST73 -Komplex GimA- B2
ECOR-57 RM71B 73 ST73 -Komplex GimA-remnant B2
ECOR-58 RM185S 75 kein Komplex GimA- AxB1
ECOR-59 SIL8 76 kein Komplex GimA-remnant B2
ECOR-60 C89 12 ST12 -Komplex GimA-remnant B2
ECOR-61 FN83 78 kein Komplex GimA- B2
ECOR-62 P69 79 kein Komplex GimA- B2
ECOR-63 FN21 80 ST568 -Komplex GimA-+ B2
ECOR-64 C70 81 ST14 -Komplex GimA- B2
ECOR-65 RM202I 82 kein Komplex GimA-remnant B2
ECOR-66 RM209I 83 kein Komplex GimA+ B2
ECOR-67 RM217T 84 kein Komplex GimA- AxB1
ECOR-68 RM224H 85 kein Komplex GimA- B1
ECOR-69 RM45EM 86 ST86 -Komplex GimA- ABD
ECOR-70 RM70B 88 ST23 -Komplex GimA- B1
ECOR-71 ABV84 88 ST23 -Komplex GimA- B1
ECOR-72 P68 89 kein Komplex GimA- B1
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