Materia und Methoden

3 Material und M ethoden
3.1 Material
3.1.1 Verwendete Bakterienstamme

Es wurden insggesamt 150 E. coli-Isolate von an Kolibazillose erkrankten und verendeten
Hihnern  unterschiedlichen  Alters  untersucht. Es handdte sch um Legehennen (105),
Legehennen-Elterntiere (3), Broiler (7), Broilerkiken (2), Madttiere (3), Madt-Elterntiere (11),
Puten (6) und Puten-Elterntiere (1). Von 12 Isolaten ist lediglich bekannt, dass es vom
Geflige gammt. Diese 150 E. coli-Feldstdmme wurden Uber enen Zetraum von 11 Jahren
von verschiedenen Berieben in Deutschland, aber auch in Agypten, GroRbritannien und
Jordanien isoliert. In der Regd stammen ein bis sechs Isolate vom gleichen Betrieb, lediglich
in drel Betriecben wurden 10, 11 sowie 12 E. coli-St@mme isoliert. Naheres Uber die
geographische Herkunft sind der Tab. 2 sowie der Abb. 2 zu entnehmen

Abb.2/Tab. 2: Herkunft aviarer pathogener E. coli-1solate (n = 150)
Herkunft Haufigo Pro
(Land / Region) keit zent
n %
Deutschland / Nordwesten (NW) 92 61,4
Deutschland / Nordosten (NO) 17 114
Deutschland / Stidwesten (SW) 15 10,0
Deutschland / Stidosten (SO) 14 9,3
Agypten 3 2,0
Groflbritannien 2 1,3
Jordanien 5 3,3
unbekannt 2 1,3
Gesamt 150 100

Nordwesten: Cuxhaven (55 E. coli-lsolate), Kid (1), Neuminster (7), Nienburg (3),
Osnabriick (13), Paderborn (3), Rotenburg/Wimme (4), Vechta (3), Weser-Ems (4)
Nordosten: Belin (4), Belin-Potsdam (4), Haberstadt (1), Jerichower Land (1),
Leipziger Land (1), Ludwigdust (1), Magdeburg (1), Ostvorpommern (1), Potsdam:
Mittelmark (1), Riesa (1), Stendd (1)

Sldwesten: Darmstadt (4), Frankfurt (1), Kaiserdautern (4), Neckar-Odenwaldt (1),
Schwébisch Hdl (3), Stuttgart (2)

Sudosten: Freising (3), Gotha (3), Muinchen (4), Ostthiiringen (4)
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3.1.2 Gerate

Brutschranke
Elektrophoresekammern
FIm (inkl. Negativ)
Filmkassetten
Fluorometer
Hybridiserungsofen
Kihlzentrifuge
Objekttrager
pH-Meter
Photo-Kamera
Photospektrometer
Pipetten

Pulsdd-Gel el ektrophorese-
kammer

Rontgenfilme
Schttler
Schiittelinkubator
Spannungsgerat
Sterilwerkbank
Thermocycler
Tischzentrifuge

Trandlluminator

UV-Tisch
Vortexer
Waage
Wéarmeschrank
Wasserbader

Heraeus, Typ B6060

AGS; Hybaid; MWG

Polaroid Polapan 665PN |SO 80/20°
Kodak BioMax Cassette

Hoefer DyNA Quant™ 200

Hybad

Sigma 3K30

Roth 76 x 26 mm

Knick 766 Caimatic

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

Rad Chef-DRC 111 System; Electrophoresis Cell;
BioRad- Cooling Module

Kodak X-OMAT AR

IKA Labortechnik KS 250 basic

New Brunswick Scientific, C 24 Incubator Shaker
Hybaid PS 250

Steag Laminarflow- Prozefdechnik

Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400
Eppendorf Centrifuge 5415D

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

UP 890 CE

Biometra Tl 1

IKA MS2 Minishaker

Sartorius LA 230S und BP 2100
WTC Binder

Julabo; Th. Karow GmbH
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3.1.3 Chemikalien, Nahrmedien und L 6sungen

3131 Chemikalien

Folgende Kits wurden von den nachfolgenden Firmen bezogen:
- MasterPure™ Genomic DNA Purification Kit Epicentre, Biozym, Hessisch Oldendorf

- High Pure PCR Product Purification Kit Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
- PCR DIG Probe Synthesis Kit Roche Diagnogtics GmbH, Mannheim
- DIG Luminescent Detetion Kit Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim

Die Enzyme und Oligonukleotid- Primer sammen von folgenden Firmen:
- Qbiogene, Heidelberg und MWG Biotech, Ebersberg

Bezugdirmen fir wetere in diesar Arbet vewendete organische und anorganische
Reagenzien waren Acila GMNmbH, Walldorf, BioRad, Minchen, Life Technologies',
Karlsruhe, Merck AG, Darmstadt, New England Biolabs® GmbH, Schwalbach/Taunus, Oxoid

Unipath GmbH, Wesd, Promega GmbH, Mannheim, Roth® GmbH & Co., Karlsruhe, Serva,

Heldeberg sowieS'gmao, Desenhofen
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3132 Nahrmedien

- LB-Medium (Luria Broth)

- LB-Agar (Luria Bertani)

- Wasser blau-M etachrom-
Agar nach Gassner,
modifiziert

- Blutagar (Nahragar 1)

NaCl 5,00 g/l
Pankresti sches Pepton (Casain) 10,00 g/l
Hefeextrakt 5,00 g/l

pH 7,0+0,2

autoklaviert bei 121 °C, 15 min

NaCl 5,00 g/l
Pankresti sches Pepton (Casain) 10,00 g/l
Hefeextrakt 500 g/l
1 N NaOH 1,00 ml
Agar 15,00 g/l

pH 7,0+0,2

autoklaviert bei 121 °C, 15 min

Pankrestisches Pepton (Fleisch) 4,40 g/l
Pankresti sches Pepton (Casain) 4,40 g/l
Hefeextrakt 2,709/l
Lactose 10,00 g/l
Saccharose 10,00 g/l
NaCl 5,00 g/l
Metachromgelb 0,40 g/l
Agar 10,00 g/l

pH 7,0+0,2

autoklaviert bei 121 °C, 15 min

Pankregtisches Pepton (Fleisch) 5,00 g/l
Pankresatisches Pepton (Gdantine) 5,00 g/l
Pankresti sches Pepton (Casain) 5,00 g/l
Eiwe hydrolysat 3509/
Hefeextrakt 3,50 g/l
NaCl 5,00 g/l
Agar 10,00 gl
pH 7,0+0,2

autoklaviert bei 121 °C, 15 min

abkuhlen auf 45-50 °C

anschliel}end Zugabe von

5 % defribiniertem Schafblut
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3.1.33

31331

- TBE-Puffer Stamm-
L 6sung (10 x konz.)

L 6sungen

Losungen fur die Agarose-Gelelektrophorese (DNS)

- Stop-L 6sung

- Agarose

Tris 890 mM
Borsaure 890 mM
EDTA-Lsg. pH 8,0 500 mM
engesdIt mit NaOH

Formamid
EDTA-Lsg. pH 8,0
Bromphenolblau
Xylencyanol FF

A. bidest

500 mM

Agarose

- EthidiumbromidiGsung 1 %

3.1.33.2

Losungen fur die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

- 10 x PCR buffer*

- Tag DNA Polymerase*

Tris-HCl, pH 8,4
KCI

- Magnesium Chlorid Solution®

- dNTP?

PCR Nucdlectide Mix:
dATP, dCTP, dGTP, dTTP

1 GIBCOBRLY, Life Technologies
2 Promega Corporation

34

107,82 g
55,039
18,62 ¢

auf 100 ml
davon 40 ml
auf 1000 ml
A. bidest

9,50 ml
0,40 ml
500 mg
5,00 mg
0,100 m

1,00-150¢g

auf 100 ml
1x TBE

200 mM
500 mM

5Uipl

50 mM

each dNTP 10 mM
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3.1.3.3.3

- ESP-Puffer

- TE Puffer

- TBE-Puffer Stamm-
L 6sung (10 x konz.)

- Enzympuffer

fur Xbal

EDTA

Sarcosyl

pH 9,5 eingestd It mit
NaOH

PorteinaseK

Tris
EDTA
pH 7,5

Tris

Borsaure
EDTA-Lsg. pH 8,0
eingestelt mit NaOH

Tris

NaCL

M gC|2

pH 8,0 eingestellt mit NaOH
M ercaptoethanol

Bovines Serumabumin
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L6sungen fur die Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)

500 mM
34mM

10 mM
10 mM

890 mM
890 mM
500 mM

10 mM
50 mM
10 mM

10 mM

18,62 g
1,009

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

1219
3,729

auf 1000 ml
A. bidest

107,82 g
55,039
18,62 ¢

auf 100 ml
davon 40 ml
auf 1000 mi
A. bidest

0,12g
0,06 g
0,20 g

0,78 ml
auf 100 ml
A. bidest

0,1 mg/ml
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31334 Loésungen fur die DNS-DNS-Hybridisierung

Zusammensstzung der Loésungen unter Verwendung des DIG

(Boehringer Mannhem GmbH, Mannheim)

- Maleinsaur e-Puffer

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

- SDS (10 %ig)

- SSC (20 x)

- Hybridiserungspuffer

- Stringenz |

- Stringenz 1

Maeinsaure (100 mM)
NaCl (150 mM)
pH 7,5, eingestelIt mit NaOH

Blocking Reagenz

SDS

Na-Citrat

SSC (5 %)

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

SSC (2 X)
SDS (0,1 %)

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

36

Luminescent Detection Kit

1M 100 mi
1M 150 m

auf 1000 ml
A. bidest

10 % 10,00 g
auf 100 ml
Maensturepuffer

Erhitzen bis 65 °C, autoklavieren

Lagerung bel 4 °C

10 % 20,00 ¢
auf 200 ml

A. bidest

1M 300 ml
auf 1000 ml

NaCl

20 X 12,50 ml
10 x 500 ml
10 % 1,00 ml
10 % 0,10 ml
auf 50 ml

A. bidest

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

A. bidest

20 x 200ml
10 % 4,00 ml
auf 400 ml

A. bidest
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- Waschpuffer 1 Maeinsiurepuffer 100 mi
Tween® 20 0,3% 0,30 ml
- Blocking Solution (1 x) BRSS 10 x 10,00 ml
auf 100 ml
Maensturepuffer
- Detektionspuffer Tris (100 mM) 1M 10,00 ml
NaCl (100 mM) 1M 10,00 ml

pH 9,5, eingestdlt mit HCI
auf 100 mi
A. bidest
- Strippingpuffer NaOH (0,2 M) 3M 333ml
SDS (0,1 %) 10 % 5,00 ml
auf 500 mi
A. bidest

Das Anti-Dig-AP Konjugat sowie die CSPDP° Lésung wurden entsprechend den Angaben des
DIG Luminescent Detection Kit (Boehringer Mannheém GmbH, Mannheim) verdinnt und
engesetzt.
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314

3141

Samtliche  Oligonukleotid-Primer  wurden von der Firma MWG Biotech, Ebersberg

Oligonukleotid-Primer und DNS-Sonden

Oligonukleotid-Primer fur die PCR-Amplifikation

synthetisiert.

Tab. 3 Uberblick Uber Sequenzen und Spezifitaten der Oligonukleotid-Primer
zum Nachweis der virulenzassoziierten Gene astA, stx2f, fyuA, irp2, iss,
hylE, papC, fimC, iucD und tsh in APEC-Stdmmen

Primer Primersequenz (5 - 3') Gen Loiliﬁlgaefqlon Referenz
EAST-1s  TGCCATCAACACAGTATATCC astA 135155

EAST-las  TAGGATCCTCAGGTCGCGAGTGCGGC astA 219-245 1
STX2fs AGATTGGGCGTCATTCACTGGTTG stx2f 519-542

STX2fas  TACTTTAATGGCCGCCCTGTCTCC stx2f 024-947 ®
FyuA s GCGACGGGAAGCGATGACTTA fyuA 786-806

FyuA as CGCAGTAGGCACGATGTTGTA fyuA 1540-1560 %
HMWP-2s AAGGATTCGCTGTTACCGGAC irp2 241-261

HMWP-2as TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT irp2 508-528 %
HLYE s TCGGCATCCACATTAGTTG hlyE 163-181

HLYEass  AATCGAGTTGTTTCCGTCTCT hlyE 739-759 92
ISSs TCTGGCAATGCTTATTACAGG iss 333-353

ISSas AGTGATAAAACCGAGCAATCC iss 532-552 diese Arbeit
PAPCs TGATATCACGCAGTCAGTAGC papC 1284-1304

PAPC as CCGGCCATATTCACATAA papC 1749-1766 %
FIMCs GGGTAGAAAATGCCGATGGTG fimC 215-235

FIMC as CGTCATTTTGGGGGTAAGTGC fimC 671-691 %

AERA s ACAAAAAGTTCTATCGCTTCC iucD 239-259

AERAas  CCTGATCCAGATGATGCTC iucD 913-931 %

TSHs GTGATAAACAAGTCGGCAACA tsh 2992-3012

TSH as GCATTGA GACATCCATTCC tsh 3778-37% %

s = sense

as = antisense
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Die folgenden Tabellen 4 und 5 geben dnen Uberblick Uber die in den jewsligen
Nachweissystemen eingesatzten Podtivkontrollen sowie die in der DNS-DNS-Hyhbridiserung

eingesetzten Negativkontrollen:

Tab. 4 Listeder zur Evaluierung der Nachweissysteme verwendeten Referenz-
und Kontrollséamme

Stamm Serovar Virulenzassoziierte Gene Referenz
H10407 O78:K80:H11 astA, fyuA, irp2 36. diese Arbeit
ATCC 9610 08, Biovar 1b fyuA, irp2 diese Arbeit

IMT 663 0O78:K80 tsh, iucD 58

IMT 2467 O1K1 fimC, papC 58

964660 078 hlyE o

5998 unbekannt stx2f o8

IMT 2540 OLH astA, fyuA, irp2, tsh, iucD, fimC, . .

papC, iss diese Arbeit

Tab.5 Liste der in der DNS-DNS-Hybridisierung eingesetzten Negativkontrollen
Stamm Serovar Spezies Herkunft (Tierart)
DSM 1104 unbekannt Staphylococcus aureus unbekannt
1166/00 unbekannt Eryselothrix rhusiopathiae Huhn
705/1/00 unbekannt Salmonella pullorum Huhn
X491/1-99 unbekannt Campylobacter jejuni Huhn
BgvVve0o7 unbekannt Campylobacter jejuni Gefliigel

DSM 5283 CCUC24141 Serotyp A1l Mannhei mia haemolytica unbekannt

AFA 14 A (F2) 1:1280 Pasteurella multocida Ziege
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3.14.2 Oligonukleotid-Sonden fir die DNS-DNS-Hybridiserung

Zum Nachweis der virulenzassoziierten Gene astA, stx2f, fyuA, irp2, hylE, iss, papC, fimC,
iucD und tsh in APEC-Stdmmen wurden DNS-Sonden mit Hilfe des ,PCR DIG Probe
Synthesis Kit* hergesdlt. Die Polymerase-Kettenraktionen (PCR) wurden entsprechend den
Herstdlerangaben des o. g. Kits durchgefiihrt. Als Template wurde die mittels ,,Master Pure
Genomic DNA Purification Kit* isoliete DNS der jeweligen, in der Tabele 4 aufgefihrten
Referenz- und Kontrollsdmme verwendet, die Negativkontrollen snd der Tabdle 5 zu
entnehmen. Nach durchgefihrter PCR wurden die markieten DNS-Sonden mit Hilfe des
»High Pure PCR Product Purification Kit* aufgerenigt und anschliefeend durch die Frma
AGOWA, Belin, sequenziert. Die Sequenzanadyse und der Vergleich mit den bekannten
Gensegquenzen efolgte mittds des HUSAR/GCG-Programmpakets (Biocomputing Unit  des
DKFZ-Heideberg) oder mit dem Programm DNASIS™ (Hitachi Software Engineering Co.,
Ltd. San Francisco, USA).
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3.2 Methoden
3.2.1 Anzucht und Stammhaltung der Bakterien

Die Anzucht der E.coli-S@mme efolgte auf Gassner- sowie Blutagarplatten be 37 °C.
Jewells eine Kolonie einer Uber Nacht (U. N.) bebriteten Blutagarplatte wurde in e@n mit 5 ml
LB-Medium geflilten Reagenzrohrchen gempft und be 37°C U. N. unter Schitteln
inkubiert. Von dieser Bakterienkultur wurden 1,3ml enthommen, mit 05ml Glycerin
(Rotipurar®, Glycerol, Roth GmbH & Co., Karlsuhe) vermischt und in einem 2ml Cryo-
Réhrchen (Cryovid®, Roth GmbH & Co., Karlsruhe) bei —20 °C sowie—70 °C gelagert.

3.2.2 DNS-Isolierung

Hitze-Lyse

Diese Methode ermdglicht es, auf einfache und schnelle Weise genomische DNS aus
Bakterien zu gewinnen und in der Polymerase-Kettenregktion einzusetzen. Eine Kolonie ener
0. N. bebriteten LB-Agarplatte wurde in 5ml LB-Medium geimpft und be 37 °C {. N. unter
Schiitteln inkubiert. 50 pl diessr  Ubernacht-Bouillon-Kultur wurden mit 150l A. bidest in
en 05m Resktionggefd? (Typ ,safe-lock”, Eppendorf, Hamburg) Uberfiihrt, gemischt und
fir 10 min in dnem Themocycler (Biometra, Gottingen) bel 100 °C gekocht. Nach
anschlielfender kurzer Zentrifugation (30 sec, Raumtemperatur (RT), 16.000 x @) wurden
50ul des Ubergtandes fir einen 50 Y-PCR-Ansatz bzw. 2,0l fir dnen 25 p-Multiplex-
PCR-Ansaiz ds DNS-Template (Matrizen- DNS) eingesetzt.

3.2.3 Serotypisierung

Die Seotypiserung beruht auf der An- oder Abwesenheit von Antigenen auf der
Zdloberflache (O-Antigene), von Gesseln (H-Antigene) und von Kapsen (K-Antigene) und
deren Resktion mit spezifischen Antiseren.

Die APEC-Stdmme wurden mittels Objekttréger-Schndlagglutingtion  auf  das
Vorhandensein der O-Gruppen O1, O2 und sowie des Serovars O78:K80 untersucht. Es
wurden die entsprechenden koagulierenden Reegenzien (KR) von E.coli vom Gefligd
verwendet (BVTECH, BioVac Company, Beaucouzé, Frankreich). Hierzu wurden ein
Tropfen phydologische Kochsdzlésung sowie en Tropfen der jeweligen KR auf enen
Objekttrager gegeben. Eine Ose Kulturmateria wurde in der physiologischen Kochsalzlésung
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verrieben und anschlieRend  vorschtig mit dem  Serum  breitflachig  vermischt.  Der
Objekttréger wurde dann vorschtig geschwenkt. Nach ca. 20 sec konnte das Ergebnis, im
positiven Fal eine Schlierenbildung, abgelesen werden.

3.24 Polymer ase-K ettenr eaktion (PCR)

Be dea Polymerase-Kettenregktion (PCR) wird en betimmter DNS-Bereich in vitro
enzymatisch  mittedls zweder  Oligonukleotid-Primer  sowie der  Tag-DNA-Polymerase
exponentid| amplifiziert.

Als Template-DNS wurde chromosomae DNS verwendet, die mittds Hitzelyse
(s. Punkt 3.2.2) isoliert wurde. Nach erfolgter thermischer Denaturierung der Template-DNS
binden die Primer, kurze gynthetisch hergestelite Oligonuklectide (18-26mer), be
entsprechenden  Anneding-Temperaturen an  die  komplementéren DNS-Einzestrangbereiche.
Mithilfe der Tag-DNA-Polymerase findet dann die Elongation deit, wobel die Lange des
Amplifikates exakt dem Abstand der beiden Primer entspricht. Da jedes Amplifikat eine neue
Matrizen-DNS darstellt, werden bis zu 2°® Kopien (bei 30 Zyklen) der urspriinglichen DNS
synthetisiert [7].

Der auf Eis pipettierte Resktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

50 10 x PCR Puffer
25mM MgCl (50 mM)

0,2 mM each dNTPs

10 pmal je Reaktionsprimer
05U Taqg DNA Polmerase
50 ul Template DNS
ads50pul A. bidest

Der PCR-Ansaiz wurde nech Schitteln kurz hochtourig zentrifugiert und in den auf
94 °C vorgeheizten Thermocycler gestdlt. Die Programme des Thermocyclers fir die jewells
eingesetzten Primer sind der Tabelle 6 zu entnehmen.
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Tab. 6: Reaktionsbedingungen der Polymerase-Kettenreaktionen zum Nachweis
von virulenzassoziierten Genen in APEC-Stammen

Gen Brimer Reaktionsbedingungen Zyklen
Denaturierung Anlagerung Amplifizierung zahl
astA  EAST-1s-/ EAST-1as 94°C, 40" 50°C, 80~ 72°C, 60~ 25
stx2f  STX2f s/ STX2f as 94°C, 30" 57°C, 60" 72°C, 60" 30
fyuA  FYUAs/FYUA as 94°C, 60" 65°C, 60 72°C, 60" 30
irp2  HMWP-2s/ HMWP-2 as 94°C, 60" 55°C, 60" 72°C, 60" 30
hlyE  HLYEs/HLYEas 94°C, 60" 52°C, 60" 72°C, 60”7 30
iss  ISSs/ISSas 94°C, 60" 58°C, 60 72°C, 60”7 30
papC  PAPCs/PAPC as 94°C, 60" 59°C, 60 72°C, 90" 30
fimC  FIMCs/FIMCas 94°C, 60" 59°C, 60 72°C, 90" 30
iucD  AERA s/AERA as 94°C, 60" 55°C, 60" 72°C, 60" 30
tsh  TSHs/TSHas 94°C, 60" 55°C, 60 72°C, 60" 30

S = sense

as = antisense

Um mehrere fir die Kolibazillose reevante virulenzassoziierte Gene nachzuweisen,
wurde eine Multiplex-PCR etabliert. Diese emoglicht es, mit nur einem PCR-Ansstiz zwel
und mehr DNS-Fragmente gleichzetig zu identifizieren. Folgende Primerpaare (sense und
antisense) wurden zum Nachweis der entsprechenden Gene in der Multiplex-PCR eingesetzt:
EAST, ISS, HMWP-2, PAPC, AERA sowie TSH. Die entsprechenden Sequenzen,
Lokaisationen und Referenzen sind in der Tabelle 3 aufgefihrt.

Der Reaktionsansatz fur die Multiplex-PCR setzte sich wie folgt zusammen:

25ul 10 x PCR Puffer
40mM MgCl, (50 mM)

0,8 MM each dNTPs

20 pmoal je Reaktionsprimer
25U Taq DNA Polmerase
20 Template DNS

ad 25l A. bidest

Der Ansatz fur die Multiplex-PCR wurde nach Schiitteln kurz hochtourig zentrifugiert
und in den auf 94 °C vorgehei zten Thermocycler gestellt.
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Programm des Thermocyclers:

Schritt 1 Denaturierung der doppel strangigen DNS 94°C  4min

Schritt 2 Denaturierung der doppel stréngigen DNS 94°C 30sec

Schritt 3 Anlagerung der Primer anden DNS-Einzelstrang - Anneding- 58°C 30sec

Schritt 4 Extenson— Amplifikation 68°C 3min
Schritt 2—4  25x

Schritt 5 Extendgon 72°C 10min

Zur Ermittlung und ldentifizierung der Fragmentgrole wurde anschlief3end eine Agarose
Gelektrophorese durchgefihrt (s. Punkt 3.2.5).

3.25 Agarose-Gelelektophorese

Die Agaose-Gddektrophorese is eine enfache und sehr effektive Methode, DNS
Fragmente zu separieren, identifizieren und aufzurenigen; diese werden nach ihrer Grofe
aufgetrennt.

1,0-1,5 g Agarose wurde durch Aufkochen in 100 ml 1 x TBE gedl6st. Nach Abkihlen
auf ca 55°C und Zugabe von 1l ene Ethidiumbromidosung (1%-ig) zum Zwecke der
Sichtbarmachung der DNS-Banden auf einem UV-Tisch wurde die flissge Agarose in ene
Gekammer gegossen, in der sch ein Probentaschenkamm mit 12 bis 24 Taschen befand.
Nach dem Erhéten wurde das Gd in die entsprechende, mit 1 x TBE-Puffer gefiillte
Elektrophoresekammer gelegt. Nachdem 10l des PCR-Produktes, vermischt mit 2 pl der
Stop-Loésung, sowie der 100bp DNA Ladder (Life Technologies™, Life Technologies
GmbH, Karlsuhe) in die enzelnen Probentaschen pipettiet worden waren, wurde en
gektriscches Fed von 90V fir 90min bzw. 120min (Multiplex-PCR) an die
Elektrophoresskammer angelegt. Anschlielend wurden die DNS-Banden mittds  enes
Tranglluminators (s. Punkt 3.1.2) visudisiert und fotografiert.
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3.2.6 Contour -clamped homogeneous electric field — Pulsfeld-Gelelektr o-
phorese (CHEF-PFGE)

Diee Methode beschreibt en Vefahren, mit wdchem E. coli-Sdmme unterhdb der
Speziesebene typidert werden kénnen.

Von ener 5ml Ubemacht-Kultur der E. coli-Isolate in  LB-Bouillon (37 °C,
Schittelinkubator) wurden 1 ml entnommen. Anschlie3end wurde unter Zugabe ener 0,9%-
igen Kochsdzlésung photometrisch eine optische Dichte ODgoonm VOn 1,0 eingestellt. Von
diesr Sugpenson wurden 15 ml in 2 ml Resktionsgefd3e (Eppendorf, Hamburg) Uberfihrt
und 2 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet in
1,0ml sowie nach erneuter Zentrifugation in 05 ml Kochsdzlésung resuspendiert. Nach der
Zugabe dieser 500l Bakteriensuspenson zu 750l ener 1,2%-igen, auf ca 56°C
temperierten  Agarose (Pulsed Fidd Cetified Agarose, BioRad, Mdulnchen) und guter
Durchmischung wurden ca. 100l zigig und ohne Bildung von Luftlasen in die
entsorechenden Gielfformen fir Agaroseblockchen pipettiert. Nachdem die Blockchen ergtarrt
waren, wurden Se vorschtig aus der Gielischablone entfernt und jewels in 500yl ESP-
Lésung mit 1,8 mg/ml Proteinase K bel 56 °C fir 24 him Wasserbad inkubiert.

Die s0 in den Agaroseblockchen freigesetzte und der nachfolgenden Redtriktion
zuganglich gemachte DNS wurde am néchgten Tag dremd mit jewels 14 m TE-Puffer be
4°C unter vordchtigem Schwenken in einen 100ml Erlenmeyerkolben jewels 90 min
gewaschen. AnschlielZend wurden die Blockchen hdbiet und entweder unmittdbar fir die
Redtriktion vorbereitet oder in TE-Puffer be 4°C gdagert. Zur Durchfihrung des DNS
Restriktionsendonuklease-Verdaus wurde jeweils ein habietes Geblockchen in ein deriles
2ml Resktionsgefdd Uberflhrt und be Raumtemperatur 30 min in 600 pl Enzympuffer fir
Xbal inkubiert. AnschlieRend wurde der Enzympuffer enthommen und die hdbierten
Blockchen wurden nach erneuter Zugabe von 150 pul des Enzympuffers vermischt mit 20
Einhdten des Enzyms Xbal (Qbiogene, Heidelberg) Uber Nacht be 37 °C im Wasserbad
inkubiert.

Nach Beendigung der Redriktion wurden die Blockchen vorsichtig mit einem Spatel
in die Taschen enes 1%-igen Agarosegels Uberfihrt. Die Taschen wurden mit  der
entsprechenden Agarose verseget. Die eektrophoretische  Auftrennung  der  restringierten
DNS-Fragmente wurde in ene Contour-clamped homogeneous-dectric  fidd-Kammer
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(CHEF DR llI; BioRad, Minchen) in 05 x TBE unter folgenden Bedingungen durchgefthrt:
Laufzat: 22h; Temperatur: 14 °C; Winkd: 120°; Spannung: 6V; Pulszat: 5-50 sec. Die
Ausvertung efolgte nach 20-minltiger Fabung in ene  Ethidiumbromidésung  mit
anchlielfender Waésserung in A. bidest und Photographieren der Gele unter  UV-Licht
(Tranglluminator TI, Biometra, Wiesbaden; Photo-Kamera Polaroid MP4+ Ingtant Camera
System). Die Verwandtschaftsandyse, baserend auf den Postionen der DNS-Banden, wurde
mit dem Computerprogramm GelcomparO (Applied Maths BVBA, Kortrijk, Begien;
Herolab, Wiedoch) durchgefihrt.

3.2.7 DNS-DNS-Hybridisierung

Mit Hilfe der DNS-DNS-Hybridiserung lassen sch gleiche oder sehr &hnliche Sequenzen der

zu untersuchenden Nukleinsdure und der markierten Sonden nachweisen

Durch den Hybridiserungsvorgang kommt es zu einem Kontakt zwischen einer DNS
Sonde und der auf der Membran gebundenen denaturierten DNS, so dass die Sonde wéhrend
der Inkubetion an die entsprechenden Ubereingimmenden Bereiche bindet. Es bilden sch
sogenannte  ,Hybrid-Molekile®, die nach Entfernung der nicht gebundenen DNS-Sonde
sichtbar gemacht werden kdnnen (s. Punkt 3.2.7.3).

3271 Dot-Blot

Fur die Herselung eines Dot-Blot wurden 2ml dner 5 ml Ubernacht-Kultur in LB-Bouillon
(37 °C, Schittelinkubator) in en deriles 2 ml Resktionsgefdd (Typ . safe-lock”, Eppendorf,
Hamburg) Uberfihrt und 5min bel 8000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen,
und das Pelet wurde anschlief?end in 1 ml sowie nach erneuter Zentrifugation in 200
A. bidest resuspendiert. Diese Bakteriensuspenson wurde 10 min be 100 °C im Wasserbad
gekocht und danach sofort auf Eis gestellt. Von dieser bakterielen DNS wurden 3ul auf ene
pogtiv geladene Nylonmembran (Boehringer  Mannhem  GmbH, Mannhem) punktférmig
aufgetropft. Nach kurzer Trocknung der Membran wurde die DNS anschlief?end durch
Inkubation be 120°C fir 30min fixiet und bis zur weteen Vewendung be
Raumtemperatur aufbewahrt.
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3.2.7.2 Sondenher stellung mittels PCR

Die in der vorliegenden Arbet \erwendeten DNS-Sonden wurden durch den Einbau von Dig-
dUTP im Rahmen einer PCR markiert. Die Markierung wurde unter Verwendung enes ,,PCR
DIG Probe Synthess Kit* entsprechend den Empfehlungen des Herstdlers durchgefiinrt.
Mittels einer Agarosegelelektrophorese wurde festgestellt, ob die Markierung der Sonden
efolgreich durchgefihrt wurde, da das Laufverhdten des markieten Amplifikates gegeniiber
dem nicht markierten veréndert ist.

3.27.3 Hybridiserungsvorgang und Visualiserung

Der Hybridiserungsvorgang und die Visudiserung wurden entsprechend den Vorschriften
des ,DIG Luminescent Detection Kit* durchgefiihrt. Die verwendeten Reegenzien und Puffer
sind unter Punkt 3.1.3.3.4 aufgefhrt.

Die hybridiserten DNS-Blots wurden in Zdlophanfolie verpackt und auf enen
Rontgenfilm gdegt. Anschlieffend wurden de in ener lichtdichten Filmkassette je nach
verwendeter Sonde zwischen 30min und 3 h exponiet. Anhand der Schwérzung der
Rontgenfilme konnte die Chemilumineszenzresktion nachgewiesen werden.

47



