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"Man darf nie an die ganze Strale auf einmal denken, verstehst du?

Man muss nur an den nidchsten Schritt denken, an den niachsten Atemzug,

an den nichsten Besenstrich. Und immer wieder nur an den nichsten. [...]

Dann macht es Freude; das ist wichtig, dann macht man seine Sache gut.

Und so soll es sein. [...]

Auf einmal merkt man, dass man Schritt fiir Schritt die ganze Stral3e gemacht hat.
Man hat gar nicht gemerkt wie,

und man ist nicht auB8er Puste."

Auszug aus dem Buch ,,Momo* von Michael Ende
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EINLEITUNG

1. Einleitung

Schon seit Jahrhunderten werden Schwermetalle wie Arsen, Kupfer, Quecksilber, Silber

und Zink als heilende Substanzen in der Human- und Veterinarmedizin eingesetzt (Rensing et al.
2018; Hobman und Crossman 2015): In einem Schiffswrack aus dem zweiten Jahrhundert vor
Christus wurden beispielsweise Behalter zur Verwahrung von medizinischen Produkten ge-
funden. Die Ergebnisse der Spektroskopie der Inhalte dieser Gefalde lieferten den Beweis fur die
Verwendung von Zink als ,Medizin“ bereits in der Antike (Giachi et al. 2013). Die antimikrobielle
Wirkung von Schwermetallen wurde jedoch erst spat, im 20. Jahrhundert, entdeckt (Hobman und
Crossman 2015). Darlber hinaus ist seit 1919 bekannt, dass Zink eine wichtige Funktion als
Spurenelement fur den Stoffwechsel hoherentwickelter Tiere hat (Birckner 1919). Studien
belegen seit Ende der 1980er Jahre zudem einen positiven Effekt hoher Zinkmengen im Futter
im Hinblick auf Pravention und Therapie von Durchfallerkrankungen bei Ferkeln (Hill et al. 2001;
Poulsen 1995; Hahn und Baker 1993). Neben diversen anderen Erregern wie
Campylobacter spp., Clostridium perfringens, Salmonella spp., Rotaviren der Gruppe A sowie
Coronaviren zahlen insbesondere pathogene Escherichia (E.) coli zu den Erregern der Diarrh6
beim Schwein, insbesondere auch bei Ferkeln (Mesonero-Escuredo et al. 2018). In Folge der
gesetzlich vorgeschriebenen Reduktion des Antibiotikaeinsatzes in der konventionellen
Schweineproduktion nahm der Einsatz von Zinkoxid zur Pravention von E. coli-assoziierten
Durchfallerkrankungen beim Ferkel daher deutlich zu (Ciesinski et al. 2018; Han und Thacker
2010; Fairbrother et al. 2005).
Hohe Zinkkonzentrationen sind toxisch fir Bakterien (Zhou et al. 2015; Wang und Fierke 2013).
Da bei E. coli die genetische Information fur Schwermetallresistenzen sowie Resistenzen gegen
Antibiotika und Biozide haufig gemeinsam auf einem mobilen genetischen Element (MGE) liegt,
beispielsweise auf einem Plasmid (Argudin et al. 2019; Pal et al. 2015; Yazdankhah et al. 2014),
koénnte der Einsatz von Zink die Selektion von weiteren Resistenzen beginstigen. Daraus stellte
sich zu Beginn dieser Arbeit die generelle Frage nach dem Einfluss der Zinkfutterung auf die
Zusammensetzung der porzinen intestinalen E. coli-Population und deren womaéglich durch Zink
beeinflussten phano- und genotypischen Eigenschaften, insbesondere der Resistenzen gegen
Antibiotika und Biozide.

1.1. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Effekte einer zinkreichen Fitterung auf die porzine intestinale
E. coli-Populationen, vor allem im Genotyp, anhand der stratifizierten Zufallsstichprobe von 179
ausgewahlten E. coli-Isolate aus einer vorausgegangenen Futterungsstudie (99 Isolate aus der

Zinkgruppe, 80 Isolate aus der Kontrollgruppe) zu untersuchen.
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Hierflr wurden mehrere Fragestellungen entworfen:

1. Inwieweit tolerieren die aus der Futterungsstudie gewonnenen E. coli unterschiedliche

Zinkkonzentrationen?

2. In welchem Zusammenhang steht die Diversitdt der E. coli-Population mit der

Zinkfutterung?

3. Zeigen die E. coli-Populationen der unterschiedlichen Futterungsgruppen Unterschiede
im Hinblick auf die phanotypischen Antibiotika- und/oder Schwermetall- und/oder

Biozidempfindlichkeiten?

4. Treten genetische Unterschiede zwischen E. coli- Isolaten der Zinkfiitterungs- und der
Kontrollgruppe hinsichtlich ihrer antimikrobiellen Resistenz sowie Zink- (Schwermetall-)

und Biozidtoleranz auf?

5. Treten Virulenz-assoziierte Gene (einschlief3lich definierter Pathotypen) und Bakteriozin-
assoziierte Gene in den E. coli aus der Futterungsstudie auf und gibt es in diesem

Zusammenhang Unterschiede zwischen beiden Gruppen?

Zur Beantwortung der genannten Fragenstellungen wurden zu Beginn bei E. coli-Isolaten aus
einer vorausgegangenen Futterungsstudie Empfindlichkeitsprifungen von Schwermetallen,
insbesondere Zink, sowie Bioziden und antimikrobiellen Wirkstoffen (Frage 1 und 3) durchgefihrt
und ausgewertet. Auf Grundlage von Ganzgenomanalysen wurden bei allen E. coli-Isolaten zum
einen die Resistenzeigenschaften gegenitber antimikrobiellen Wirkstoffen sowie Zink
(Schwermetalle) und Bioziden anhand des Auftretens spezifischer Resistenzgene sowie deren
Veranderungen in Gen- bzw. Proteinsequenzen untersucht (Frage 4) zum anderen wurden
Virulenz-assoziierte Gene einschlieRlich Einteilung von definierten Pathotypen und Bakteriozin-
assoziierte Gene detektiert (Frage 5). Darliber hinaus wurden alle Ganzgenomdaten mittels eines
Maximum Common Genome Alignements verglichen und zu einem phylogenetischen Baum

erstellt (Frage 2).

Ergebnisse sowie Methodik zu diesen Forschungsfragen werden in den folgenden zwei

Publikationen (Abschnitt 3 ,Verdffentlichungen®) vorgestellt und ausfihrlich diskutiert.
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2. Literatur

2.1. Steckbrief Escherichia coli

E. coli als Gram-negative, fakultativ anaerobe stabchenférmige Spezies der Familie der
Enterobacteriaceae werden von Leimbach et al. (2013) passend als ,Allrounder” beschrieben.
E. coli treten oftmals als Kommensale des Gastrointestinaltraktes von Warmblitern, Végeln und
Reptilien auf (Hobman et al. 2007; Gordon und Cowling 2003). Gelangen diese Kommensale in
andere Habitate, beispielsweise in die Lunge, in Wunden sowie Blut oder Kérperhdhlen, kénnen
sie hier pathogene Wirkung zeigen (Kaper et al. 2004). Zuséatzlich kénnen Erkrankungen von
Kommensalen verursacht werden, wenn die Immunantwort des Wirtes temporar geschwacht oder
geschadigt ist (nach chirurgischen Eingriffen, nach Verletzungen oder durch vorhandene
immunsupprimierte Erkrankungen). Nun wirken die kommensalen Bakterien als opportunistische
Pathogene (Lazar et al. 2018). Der Hauptbestandteil der duReren Zellmembran Gram-negativer
Bakterien sind Lipopolysaccharide (LPS). Teile dieser LPS wirken unter anderem als Endotoxine
(Lipid A). Entweder werden diese bei lebenden Bakterien mittels Abspaltung von Vesikeln
freigesetzt oder sie gelangen nach Absterben der Bakterien in den Wirtskreislauf
(Schwechheimer und Kuehn 2015). Durch Aufnahme von spezifischen Virulenzgenen, wie bei-
spielsweise die genetischen Informationen fliir das Adhasin Intimin oder das Shigatoxin, kdnnen
sich E. coli darliber hinaus zu sehr vielfaltigen Pathogenen entwickeln (Kaper et al. 2004).
Deutlich wird diese Veranderung auch in der GroRe des Genoms: Kommensale E. coli haben ein
deutlich kleineres Genom als pathogene Erreger (Chaudhuri und Henderson 2012).

Das Bakterium wachst optimal bei 37°C (Boniece und Mallmann 1950) und ist entweder non-motil
oder zeigt mittels peritricher Begeil3elung durch Flagellen eine Beweglichkeit (Haiko und
Westerlund-Wikstrdm 2013). Die Flagellen werden auch als H-Antigene (,Hauch“-Antigene) be-
zeichnet, wobei der Name auf das schwarmende Wachstum auf einer Agarplatte zurtickzufihren
ist (Poolman und Wacker 2016). 44 von 53 H-Antigene werden durch die Expression von
Varianten des Flagellin-Gens fliC gebildet. Der Rest der H-Antigene ist abhangig vom Auftreten
der Varianten von flkA (H3, H35, H36, H47 und H53), fllA (H44 und H55), fimA (H54) und flnA
(H17) (Joensen et al. 2015). Die Flagellen sind in der duf3eren Membran verankert (Haiko und
Westerlund-Wikstrom 2013), die aus der LPS-Schicht besteht. Die LPS-Schicht umfasst das
innere Endotoxin Lipid A, die mittleren Kern-Oligosaccharide und die aulieren vielfaltigen O-
Polysaccharide, auch als O-Antigene bekannt (DebRoy et al. 2016). Die Mehrzahl der O-Antigene
wird Uber die Membran transloziert und von O-Antigen-Prozessproteinen polymerisiert, die von
wzx (O-Antigen-Flippase) und wzy (O-Antigen-Polymerase) codiert werden. Bei den O-Typen O8,
09, 052 sowie 099 sind alternative Proteine, ein Transportprotein (wzm) sowie eine ATP-

Bindungskomponente (wzt) bekannt (Joensen et al. 2015). Dartber hinaus werden von E. coli
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noch Kapsel-Polysaccharide (K-Antigene) gebildet, die mit der Umwelt interagieren (Orskov und
Orskov 1977). Diese bedeutenden Zellwandkomponenten der Enterobacterales sind Grundlage
fur das Typisierungsschema zur Klassifizierung von Salmonellen (,Kauffmann und White
Schema®), welcher auf dem serologischen Nachweis bestimmter O- und H-Antigene beruht
(Kauffmann 1964). Zur Anwendung in der Differentialdiagnostik von E. coli wurde eine Sero-
typisierung auf Basis dieser Oberflachenstrukturen durch Kauffmann und Vahine entwickelt, die
.E. coli-Serologie® (Kauffmann und Vahine 1945). Wenige Laboreinrichtungen konnten
K-Antigene typisieren, so dass die Serotypisierung von O- und H-Antigenen als ,,Goldstandard*
etabliert wurde (DebRoy et al. 2016). Somit wird E. coli mit der O:H-Seroformel in verschiedene
Serotypen, wie beispielsweise O101:K32 differenziert. Zurzeit sind etwa 186 verschiedene
O-Antigene und 55 H-Antigene bei E. coli bekannt (Fratamico et al. 2016). Anhand von Ganz-
genomdaten gibt es auch die Moglichkeit der in silico Serotypisierung von E. colianhand der oben
genannten Gene fur die O-Antigene (wzx, wzy, wzm und wzf) sowie Flagellin-Gene (fliC, flkA,
flIA, fimA und flnA) (Joensen et al. 2015).

2.2. E. coli als Kommensale und Infektionserreger beim Schwein

E. coli treten ubiquitar in der Umwelt auf und kénnen hier oftmals persistieren, bis sie von
Wirten aufgenommen werden (Wirth et al. 2006; Conway et al. 2004). Neuere Studien legen
zudem nahe, dass E. coli sich auch speziell an Wasser / Gewasser anpassen kann. Die
Anpassungsstrategien von E. coli werden gleichermallen durch den phylogenetischen
Hintergrund sowie die 6kologische Nische beeinflusst (Touchon et al. 2020).
Der Gastrointestinaltrakt (GIT) eines adulten Schweines beherbergt eine grolde, facettenreiche
und komplexe mikrobiologische Gemeinschaft von 1x10'" — 1x10'" Bakterien pro Gramm
Darminhalt (Guevarra et al. 2019). Der GIT eines Saugertiers gilt vor der Geburt als kaum durch
Bakterien besiedelt. Erst nach der Geburt beginnt im Neonaten eine bemerkenswerte
Metamorphose von einem nahezu keimfreien Zustand hin zu einer hohen mikrobiellen
Populationsdichte (Guevarra et al. 2019; Alain B. Pajarillo et al. 2014; Isaacson und Kim 2012).
Dieser Vorgang der Etablierung der wirtseigenen Mikrobiota dauert allerdings mehrere Wochen
und andert sich auch im Zuge des weiteren Lebens immer wieder (Knecht et al. 2020).
Mikroorganismen wie E. coli als Bestandteil der Mikrobiota der Mutter oder aus der Umgebung
werden wahrend des Geburtsvorgangs oder im Laufe der ersten Lebensstunden vom Ferkel
aufgenommen bzw. auf dieses Ubertragen (Kenworthy und Crabb 1963). Bedingt durch die
Kolostrum- und spatere Milchaufnahme beherrschen zu Beginn der Besiedlung des Darms
Milchsaurebakterien die intestinale Mikrobiota des Ferkels (Konstantinov et al. 2006). Danach
beeinflussen vor allem Umweltfaktoren und die Aufnahme fester Nahrung die Zusammensetzung

der Bakterienpopulation unterschiedlicher Korperregionen bis hin zu einer Phase der
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Stabilisierung (Guevarra et al. 2019; Guevarra et al. 2018). Nach etwa 120 Lebenstagen
beinhaltet z.B. der Darmtrakt vor allem Gram-positive und etwas mehr als 10% Gram-negative
Anaerobier. Die aktuelle Zusammensetzung der Mikrobiota, dominiert von den Phyla
Bacteroidetes, Proteobacteria, Spirochaetes und Synergistetes sowie der Firmicutes, ahnelt dem
eines adulten Tieres nun sehr (Knecht et al. 2020). Der Stoffwechsel von E. coli hat sich
erfolgreich an die 6kologische Nische des GIT adaptiert und konkurriert erfolgreich mit mehr als
500 andere Bakterienspezies (Tenaillon et al. 2010). Diese starke Anpassungsfahigkeit erklart
unter anderem das sehr haufige Vorkommen von E. coli im Gastrointestinaltrakt bei Sdugetieren,
vor allem in den Mucusschichten von Caecum und Colon (Tenaillon et al. 2010).

Die genetische Informationen zur Funktionen und Aufrechterhaltung des allgemeinen
Stoffwechsels und zur Vervielfaltigung der Erbinformation wird als so genanntes Kerngenom
bezeichnet (Vieira et al. 2011). Die variablen Gene werden im akzessorischen Genom
zusammengefasst (McNally et al. 2016). Dariber hinaus sind vielfaltige individuelle
Charaktereigenschaften auf mobilen genetischen Elementen (MGE) codiert. Zum Beispiel
befinden sich die genetischen Informationen fir Shigatoxine auf Bakteriophagen (Muniesa et al.
2000) und die fir das Hitze-stabile Enterotoxin STa auf einem Transposon (So und McCarthy
1980). Viele weitere Virulenzfaktoren und Resistenzgene befinden sich auf Plasmiden (Johnson
et al. 2011; Carattoli 2009; Johnson und Nolan 2009; Diaz-Aroca et al. 1984). Der Austausch von
genetischer Information zwischen lebenden Organismen wird als horizontaler Gentransfer (HGT)
bezeichnet (La Cruz und Davies 2000). Die Aufnahme solcher Virulenzfaktoren kann einen
kommensalen, eher apathogenen E. coli zu einem Pathogen transformieren (Leimbach et al.
2013; Stecher et al. 2012). Ein bekanntes Bespiel hierfir ist die Entstehung der
enterohamorrhagische E. coli (EHEC) O157:H7, deren Entstehung auf die Aufnahme des Toxin-
codierenden Gensegments von Shigella dysenteriae Typ 1 durch E. coli der Serogruppe 055
zurlckzufuhren ist (Lathem et al. 2003). In diesem Zusammenhang gelten Kommensale
allgemein auch als Reservoir von Resistenzgenen fir pathogene Erreger (Lambrecht et al. 2019;
Blake et al. 2003).

Pathogene E. coli kdnnen ein breites Spektrum an Erkrankungen hervorrufen. Wahrend intestinal
pathogene E. coli (InPECs) fur Infektionskrankheiten des Gastrointestinaltraktes verantwortlich
sind, kénnen extraintestinal pathogene E. coli (EXPECs) zu bakteriellen Erkrankungen des
Urogenitaltraktes, des Blutes oder des zentralen Nervensystems fuhren (Kaper et al. 2004). Die
Kombination von spezifischen Virulenzfaktoren bedingt hierbei die spezifische Adaption an das
entsprechende Organ bzw. die entsprechende Umgebung. Die Art und Zusammensetzung der
jeweiligen Virulenzfaktoren wird bei pathogenen E. coli fir die Klassifizierung in sogenannte
Pathotypen genutzt: Die InPECs werden in sechs gut beschriebene Gruppen aufgeteilt:
enteropathogene E. coli (EPEC), enterohdamorrhagische E. coli (EHEC), enterotoxische E. coli
(ETEC), enteroaggregative E. coli (EAEC), enteroinvasive E. coli (EIEC) und diffus adharente
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E. coli (DAEC). Extraintestinale Erkrankungen werden am haufigsten durch uropathogene E. coli
(UPEC, Verursacher von Infektionen des Urogenitalttrakts) sowie Meningitis-assoziierte E. coli
(MNEC, Verursacher von Meningitiden und Septikamien) induziert. Zusatzlich gibt es die aviaren
pathogenen E. coli (APEC), die v.a. in Zusammenhang mit respiratorischen Infektionen,

Perikarditis und Septikdmien beim Gefligel auftreten (Kaper et al. 2004).
2.3. E. coli-Infektionskrankheiten beim Schwein

VanderWaal und Deen (2018) zeigten, dass in mehr als 57.000 Veroffentlichungen tber
Schweinekrankheiten weltweit E. coli zu den Bakterien gehoéren, die am haufigsten als
Infektionserreger in der Schweineproduktion identifiziert werden. Dabei treten verschiedene mit
E. coli assoziierten Erkrankungen, meist in bestimmten Lebensabschnitten auf (Abb. 1). Direkt
nach der Geburt steht die neonatale Diarrh6 im Vordergrund (2.3.1). In folgenden Lebenswochen
bis zum Absetztermin (7.-28. Lebenstag) kann eine weitere Durchfallproblematik bei Ferkeln
beobachtet werden, die so genannte ,Pre-weaning“-Diarrhd. Nach dem Absetzen ab dem 28.
Lebenstag schliel3t sich die Lebensphase an, in der die ,Post-weaning“-Diarrhé (PWD) auftreten
kann (2.3.2). Zur gleichen Zeit kénnen Ferkel Erkrankungen durch andere spezifische E. coli
erleiden, besonders zu erwdhnen ist hier die Odemkrankheit (2.3.3) (Fairbrother und Nadeau
2019; Kongsted et al. 2018; Luppi et al. 2016).

Neonatale Pre-weaning Postweaning Diarrhé /
Diarrhd Diarrhd Odemkrankheit
A A
FAT ™~
e | :
Geburt 4. 7. 28. Lebenstage
F4 (K88), F4 (K88), F5 (K99), F4 (K88), F18
Adhésine  F5(K99), F6 (987p),
F6 (987p), Fa1 STa
Toxine STa STa

Intimin

STEC

F18
STx2e

Abbildung 1 | Ubersicht zu Infektionen durch E. coli beim Ferkel

Abkurzungen: EPEC, enteropathogene E. coli; ETEC, enterotoxische E. coli, STEC, Shigatoxin-produzierende E. coli
F4-F41, Fimbrien; STa, Enterotoxin Typ A, STx2e, Shigatoxin Typ 2e

Referenzen: (Kongsted et al. 2018; Luppi 2017)
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2.3.1. E. coli-assoziierte Diarrh6 (Kolidiarrh6) der Neonaten

E. coli werden Uber das Muttertier ausgeschieden. Somit kdnnen die E. coli entweder
direkt von der Sau, durch andere infizierte Ferkel desselben Wurfes oder Uber Exkremente in der
Umwelt auf das Neugeborene Ubertragen werden. Direkt nach der Geburt oder im Verlauf der
ersten Lebenstage folgen dann ein wassriger Durchfall, der zum Grofteil mit hohen Mor-
talitatsraten verbunden ist (Fairbrother und Nadeau 2019; J. Genovese et al. 2001). Liegt ein
endemisches Geschehen vor, kdnnen Ferkel aus dem ersten Wurf einer Sau in Folge fehlenden
Schutzes durch die passive Immunitat vermehrt infiziert werden (Luppi 2017). Hier I6sen vor-

rangig ETEC typische Durchfallsymptomatik aus (Dubreuil et al. 2016; Fairbrother et al. 2005).

2.3.2. E. coli-assoziierte Diarrh6 (Kolidiarrho) der Absetzferkel

Der Zeitraum des Absetzens ist einer der kritischen Faktoren im Leben eines Ferkels. In
der konventionellen Haltung werden Ferkel zwischen der 3. und 4. Lebenswoche von der
Muttersau getrennt, obwohl das naturliche Absetzen erst nach 17 Lebenswochen erfolgt (Jensen
1986).

Die mit E. coli-assoziierte Diarrhd der Absetzferkel, auch als (engl.) ,Post-weaning Diarrhea“
(PWD) bezeichnet, ist mit groRen finanziellen Verlusten in der Schweineindustrie weltweit
verbunden. In Europa sterben 17% der Ferkel nach dem Absetzen (Lallés et al. 2007). Die Ferkel
verenden entweder perakut oder zeigen charakteristische Symptome wie Durchfall, De-
hydratation und Wachstumseinbuf3en (Fairbrother et al. 2005). Bei der Sektion fallt ein dilatierter
Darm mit zum Teil 6dematdésen Darmwanden und hochgradig hamorrhagischen Bereichen auf
(Luppi 2017). Diverse Stressfaktoren, unter anderem die Trennung von der Muttersau, eine
Futterumstellung und die Neuaufstallung zusammen mit Tieren aus verschiedenen Betrieben,
beeinflussen das Immunsystem negativ und kdénnen zu einer enteralen Dysbiose filhren
(Sutherland et al. 2014; Campbell et al. 2013). Unter diesen Voraussetzungen kénnen ETEC
sowie EPEC proliferieren und durch die Entfaltung ihrer lokalen Schadwirkung Durchfall

verursachen (Luppi et al. 2016).

2.3.3. Odemkrankheit beim Schwein

Die Odemkrankheit tritt bei Schweinen nach der Phase des Absetzens auf. Diese
Erkrankung fuhrt durch hohe Mortalitdtsraten zu grof3en Verlusten bei Absetzferkeln (Casanova
et al. 2018). Typische klinische Anzeichen sind ein subkutanes Odem der Augenlieder sowie
neurologische Symptome wie Ataxie, Konvulsionen und Paralyse (Imberechts et al. 1992). Hier

I6sen STEC die Krankheit aus (Casanova et al. 2018). Das Shigatoxin zerstort nach Eindringen
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in den Wirtskreislauf die Gefalkendothelzellen. Eine verstarkte Durchlassigkeit des Ka-
pillargefalRsystems ist die Folge. Flissigkeit kann in das umliegende Gewebe durchtreten und es

entstehen die namensgebenden Odeme (Casanova et al. 2018; Imberechts et al. 1992).
2.4. \Virulenzfaktoren

2.4.1. Virulenzfaktoren von enterotoxischen E. coli beim Schwein

Spezifisch fir enterotoxische E. coli ist das Zusammenwirken von Enterotoxinen und
Adhasinen, die zur Auspragung der gastrointestinalen Krankheitssymptome flihren. Zu Beginn
kommt es zu einer Interaktion zwischen den Adhasinen (Fimbrien) und den Liganden der Mikrovilli
des Dinndarms ohne eine morphologische Veranderung des Darmepithels (Luppi 2017).

Bei der neonatalen Diarrhd werden hauptsachlich diagnostisch E. coliim gesamten Jejunum und
lleum nachgewiesen, die Fimbrien F4 (K88) exprimieren. Aulterdem gelangen E. coli aus Ende
des Jejunums und lleums zum Nachweis, die die Fimbrien F5 (K99), F6 (F987p) und F41 (Luppi
2017) besitzen. Bei der PWD werden neben F4(K88)-enthaltenen E. coli auch F18-positive E. coli
festgestellt. Nach Bindung der Fimbrien an spezifischen Rezeptoren im Dinndarm folgt die Phase
der Kolonisierung der Darmwand (Luppi et al. 2016; Delisle et al. 2012). Dubreuil et al.
(2016)berichten detailliert Gber den Aufbau aller Fimbrientypen, die wirtsseitigen Rezeptoren, die
fimbriale Biogenese sowie die Stratifizierung der codierenden Gene in ,Fimbriencluster® und
deren Regulation bei ETECs. Zusatzlich gehdrt das nicht-fimbriale Adhasin AIDA (adhesin
involved in diffuse adherence) zur Gruppe der ETEC-spezifischen Virulenzfaktoren beim Schwein
(Moredo et al. 2015). Jedoch ist deren Rolle in der PWD noch nicht genau geklart (Zajacova et
al. 2013).

Nach erfolgreicher Adhasion und Kolonisation des Dunndarms produzieren ETEC unter anderem
die namensgebenden Enterotoxine. Dies sind extrazellular sezernierte Proteine oder Peptide.
Diese Toxine greifen das intestinale Epithel an (Gyles 1992) und fihren zum Elektrolyt- und
Flussigkeitsverlust (Loos et al. 2012). Bei Schweinen ohne Rezeptoren fir die Adhasine ist eine
Darmbesiedlung nicht mdglich, sie weisen eine naturliche Resistenz gegeniiber diesen Bakterien
auf (Luise et al. 2019). Bei einer Infektion durch ETEC-Isolate, welche die Fimbrien F18 (F18%)
besitzen, erkrankten nur 6% der Schweine mit F18- resistenter Genetik. Dagegen wurde eine
Infektionsrate von bis zu 87% bei genetisch empfindlichen Tieren gegenuber F18 festgestellt
(Frydendahl et al. 2003).

Bei den ETEC-spezifischen Enterotoxinen differenziert man zwischen den hitzestabilen
Enterotoxinen vom Typ A und Typ B (STa, STb) (Zhang et al. 2006), einem enteroaggregativen
hitzestabilen Enterotoxin (EAST-1) (Savarino et al. 1993) sowie einem hitzelabilen Toxin (LT)
(Johnson et al. 2009).
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Die neonatale Diarrhd wird haufig mit Enterotoxin STa in Verbindung gebracht, wohingegen alle

oben aufgeflhrten Enterotoxine die PWD hevorrufen kénnen (Luppi 2017).

Tabelle 1| O-Serotypen von enterotoxischen E. coli (ETEC), die laut Literatur am

haufigsten mit PWD beim Ferkel assoziiert sind.

O- Serotypen Assoziierte fimbriale F-Antigene Referenzen

8 F4ab (K88ab), F4c (K88ac) (Frydendahl 2002;
Harel et al. 1991)

138 F18, F4ac (Frydendahl 2002;
Harel et al. 1991;
Nagy et al. 1990)

139 F18 (Frydendahl 2002;
Nagy et al. 1990)

141 F18, F4ab, F4ac (Frydendahl 2002;
Nagy et al. 1990)

147 F4ac, F18 (Harel et al. 1991;
Nagy et al. 1990)

149 F4ac, F18 (Frydendahl 2002;
Salajka et al. 1992;

Harel et al. 1991;

Nagy et al. 1990)

157 Fdac (Nagy et al. 1990)

Referenz: (Heo et al. 2013)

In der Literatur werden bestimmte Serotypen haufiger als andere mit PWD in Verbindung
gebracht. Die haufigsten ETEC-Serotypen, die bei Fallen von PWD detektiert wurden, sind O8,
0138, 0139, 0141, 0147, 0149, sowie 0157 (Tabelle 1). Dabei scheint die Pravalenz der
Serotypen geografisch unterschiedlich zu sein (Vu-Khac et al. 2007). Darlber hinaus wurde
berichtet, dass die Virulenz innerhalb eines Serotyps variieren kann (Zhang et al. 2007).

Sobald eine Kolonisation von ETEC im Magen-Darm-Trakt des Schweins begonnen hat, wird die

mikrobiotische Vielfalt im Darm reduziert (Messori et al. 2013).
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2.4.2. Virulenzfaktoren von enterpathogenen E. coli beim Schwein

Die enteropathogenen E. coli beinhalten wie die enterohdamorrhagischen E. coli die
Pathogenitatsinsel ,LEE®, (engl. ,Locus for enterocyte effacement®), dich sich aus funf Genloci
zusammensetzt. Die Genloci LEE1-3 enthalten Gene, die Komponenten des Typ-llI-Se-
kretionssystem codieren, LEE4 besteht aus Genen fir Effektorproteine und LEES enthalt die
genetische Information fur Intimin und dem Intimin-Rezeptor Tir (engl. translocated intimin
receptor) (Franzin und Sircili 2015). Nach der engen Intimin-vermittelten Adhasion von E. coli am
Darmepithel (engl. attaching) kommt es zur lokalen Zerstérung der Mikrovilli (engl. effacing), die
auch als AE-Lasion bezeichnet wird (Zhu et al. 1994; Moon et al. 1983).

Nicht nur bei kranken Schweinen kénnen EPEC-typische Virulenzfaktoren nachgewiesen
werden. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass von 198 Kotproben von gesunden
Schweinen aus dem Schlachthof 89% der Proben das Intimin-Gen eae enthalten (Frohlicher et
al. 2008). Die AE-Lasionen bei Schweinen werden haufig noch mit dem Intimin-ahnlichen Gen
paa (engl. ,porcine AE-associated gene®) in Verbindung gebracht (Nagy und Fekete 1999). Wenn
dardber hinaus das Gen bfp (engl. ,bundle-forming pilus®) nicht identifiziert werden kann, werden
die Isolate als atypische EPECs (aEPECSs) klassifiziert (Garcia-Menifio et al. 2018).

Der haufigste Serotyp, der mit dem LEE-Locus in der Literatur assoziiert wird, ist der
O-Serotyp 045 (An et al. 2000; Zhu et al. 1994).

2.4.3. Virulenzfaktoren von Shigatoxin-produzierenden E. coli beim Schwein

Die wichtigsten und namensgebenden Virulenzfaktoren der STEC sind die Shigatoxine.
Es gibt zwei Varianten, STx1 und Stx2. Die Stx1 kann man in drei (Stx1a, Stx1b und Stx1c) und
STx2 in sieben (Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f und Stx2g) Subtypen einteilen
(Baranzoni et al. 2016). Bei Schweinen wird nur Stx2e nachgewiesen (Tseng et al. 2014b) und in
Kombination mit der Fimbrie F18 16st es die Odemkrankheit aus (Frydendahl 2002; Imberechts
et al. 1992).

Die Tabelle A im Anhang gibt eine Ubersicht tiber die wichtigsten Virulenz-assoziierten Gene von

porzinen enteralen E. coli-Pathotypen.
2.5. Diagnostik von E. coli-Infektionen beim Schwein

Bei Durchfallerkrankungen des Schweines eignen sich zur Identifizierung pathogener
Erreger zum einen frische Kot- sowie Kottupferproben zum anderen kénnen aus der Sektion
entnommene Darmabschnitte fur die Diagnostik hilfreich sein. Zum Erhalt der Frische des
Materials sollten die Proben bei 4 °C gekuhlt und innerhalb von 24 Stunden zum Labor trans-
portiert werden (Luppi 2017). Die bakteriologische Untersuchung beginnt mit der Anzucht der

10
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Proben fir 24-48 Stunden bei 37°C auf Blutagar sowie Selektivnahrbéden, welche die
unerwlnschte Begleitflora hemmen, wie zum Beispiel Wasserblau-Metachrom-Gelb Laktoseagar
(Gassner Medium, Oxoid Deutschland GmbH, Deutschland) oder McConkey, (Burow et al. 2019;
Mesonero-Escuredo et al. 2018). Auf der Gassner-Agarplatte wachsen E. coli grundsatzlich als
tiefblaue Kolonien mit blauem Hof. Ursachlich hierfir ist der Farbumschlag des Indikatorfarbstoffs
Wasserblau bei saurem pH-Wert durch die Laktose-Verwertung von E. coli (Mesonero-Escuredo
et al. 2018). Der McConkey-Agar enthalt Neutralrot als Indikator, der Laktose-verwertende Isolate
auf dem Agar rétlich bzw. pink mit Prazipitation wachsen lasst (Baban 2017). Die endgultige
Erreger-ldentifizierung kann zum einen mittels der ,Bunten Reihe®, die standardisierte
biochemische Reaktionen beinhaltet, oder mittels der MALDI-TOF Massenspektrometrie, die eine
Matrix-unterstitze Laser Desorption/lonisation mit einer Flugzeit-Messung (time of flight, TOF)
kombiniert, erfolgen (Shell et al. 2017; Petersen und Abu-Ghazaleh 1960). Im Anschluss kénnen
enteropathogene E. coli durch serologische Agglutination mittels spezifischer Antiseren auf
einem Objekttrager identifiziert werden (Osek 1999; Kauffmann und Vahlne 1945). Der hier
ermittelte Sero- bzw. Fimbrientyp wird durch das O- /H-Antigen bzw. F-Antigen definiert (DebRoy
et al. 2016). Kreuzreaktionen zwischen absorbierten O-Antigen und kreuzreagierenden Anti-
korper, die in polyklonalen Kaninchen-Seren vorhanden sind, fihren zu fehlerhaften Typi-
sierungsergebnissen (DebRoy et al. 2016). Der Verlust vom O-Antigen durch Mutationen der
Oligosaccharide im LPS fihrt zu einer Autoagglutination in Kochsalzlésung. Hier liegen die E. coli
in ,Rauform“ vor (DebRoy et al. 2011). Abschlielend kénnen durch den Einsatz weiterfiihrender
molekularbiologischer Verfahren wie z.B. die Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain
reaction, kurz PCR) die fur bestimmte Pathotypen kennzeichnenden Virulenzfaktoren identifiziert
werden (Casey und Bosworth 2009).

2.6. Colicine

Wenn die Darmmikroben von S&ugetieren eine stabile und resiliente Biozénose formen,
kann die Etablierung von Pathogenen im Darm oftmals verhindert werden (Pickard et al. 2017).
Zur Aufrechterhaltung der fur den Wirt vorteilhaften Zusammensetzung der Mikrobiota z&hlen
komplexe Mechanismen, die auf den Wettbewerb von Kommensalen und Pathogenen um
dasselbe Habitat Einfluss nehmen (Jin et al. 2000). Hierzu zahlt unter anderem das Konkurrieren
der Bakterien um Nahrung (Sweeney et al. 1996) und die Aktivierung der Wirts-Immunantwort
(Pickard et al. 2017). AuRerdem wird vermutet, dass die sogenannte ,Kolonisationsresistenz®
durch das gezielte Abtoten oder Unterdriicken des Wachstums von Pathogenen geférdert wird
(Pultz et al. 2005). Hierzu zahlt auch die Produktion von inhibitorischen Metaboliten wie
kurzkettigen Fettsduren (SCFAs, short-chain fatty acids), die sich zum Beispiel negativ auf die

Expression von Virulenzfaktoren bei Pathogenen auswirken kann (Gantois et al. 2006; Shin et al.
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2002). Auch Polypeptide mit bakterizider Wirkung, sogenannte Bakteriozine, kdénnen zur
Kolonisationsresistenz beitragen. Diese werden in die unmittelbare Umgebung freigegeben und
inhibieren meist Bakterienspezies derselben oder einer (nah-)verwandten Spezies (Hammami et
al. 2013). Somit kdnnen Pathogene ,ausgeschaltet* werden (Schamberger und Diez-Gonzalez
2002) und gleichzeitig wird der Erhalt von Bakteriozin-produzierenden Kommensalen wie E. coli
im Darmtrakt gesichert (Gillor et al. 2009).

Diese Bakteriozine sind in E. coli als Colicine bekannt (Cameron et al. 2019). Die genetische
Information fir die Colicine sind auf Plasmiden, den sogenannten Col Plasmiden (pCol), codiert
(Hardy et al. 1973). Die genetische Grundstruktur der Operons fur die Colicinbildung,
beispielsweise auf dem Plasmid pColE1, beinhaltet mindestens zwei, meistens drei Gene:
(1) das eigentliche Colicin (Strukturgen), z.B. col oder cea, (2) Gen flr ein Immunitatsprotein (z.B.
imm) und (3) ein weiteres Gen, welches flr das Lysisprotein oder ein Bakteriozin-
Freisetzungsprotein (kil oder lys) codiert (Cursino et al. 2002). Insgesamt werden die Colicine
nach (i) ihrer bakteriziden Wirkung, (ii) ihren Membranrezeptoren und/oder (iii) ihrem
Mechanismus eingeteilt, auf welchem sie das Periplasma passieren (Cascales et al. 2007). Fir
den Transport gibt es zwei unterschiedlichen Systeme, Tol und TonB (Cascales et al. 2007). Der
Gruppe A zugeordneten Colicine (A, E1-E9, K, L, N, S4, U und Y) (Webster 1991) nutzen das
Tol-System, wahrend die Gruppe der B-Colicine (B, D, H, la, Ib, M, 5 und 10) Gber das TonB-

System transloziert werden (Braun 1989).
2.7. Pravention und Therapie der Post-Weaning Diarrhea (PWD)

Die prophylaktische Gabe von Antibiotika zur Pravention vor E. coli-assoziierter Diarrho
der Absatzferkel hat die Akkumulation von antimikrobiellen Resistenzen in ETEC gefordert (Smith
et al. 2010; Docic und Bilkei 2003). Als Folge wurde neben dem Einsatz von antimikrobiellen
Wachstumsférderern (,antimicrobial growth promotors“, AGPs) auch die prophylaktische Gabe
von Antibiotika von der EU (seit 2006), Korea (seit 2005) und USA (seit 2013) verboten (Maron
et al. 2013; FDA, 2013). Im 3. Bericht der World Organisation for Animal Health (OIE) aus dem
Jahr 2019 gaben 110 Lander (n=155; 71%) an, keine antimikrobiellen Wachstumsforderer bei der
Produktion von fleischliefernden Tieren zu nutzen. Weitere 45 Lander (18 amerikanische, 14
asiatische, 10 afrikanische Lander sowie zwei Lander in Europa und ein Land im Mittleren Osten)
nutzen diese AGPs noch, vor allem Tylosin und Bacitracin. Beide Substanzen sind auf der OIE
Liste der antimikrobiellen Wirkstoffe mit veterinarmedizinischer Bedeutung zu finden und sollten
daher nicht unkritisch, ohne entsprechende Indikation und in grol3en Mengen verwendet werden
(OIE, 2019).

Derzeit gibt es unterschiedliche Strategien zur Pravention und Therapie von PWD (Rhouma et al.

2017a): Die bedeutendste PraventionsmalRnahme zur Vorbeugung der neonatalen Diarrhd in

12



LITERATUR

Ferkel-erzeugenden Betrieben beruht auf der Reduktion von pathogenen E. coli in der un-
mittelbaren Umgebung der Tiere durch gezielte Hygienemalnahmen sowie ein Biosicher-
heitssystem fir die Versorgung und Betreuung der Tiere (Luppi 2017).

Fir die Therapie von PWD wird Colistinsulfat haufig als oral zu verabreichendes Antibiotikum
eingesetzt (Rhouma et al. 2017b). Im Sinne der Reduktion von Antibiotikaeinsatzen in der
Schweineproduktion werden zudem diverse Alternativen angewandt: Organische Sauren senken
nachweislich den pH-Wert des Magens und verringern auf diesem Weg die Infektion des Darms
durch pathogene Erreger (Knarreborg et al. 2002; Tsiloyiannis et al. 2001). Dartber hinaus gibt
es eine Studie, die einen positiven Effekt auf das Wachstums der Ferkel beschreibt (Le Thanh et
al. 2017). Jedoch ist der konkrete Effekt der organischen Sauren auf die porzine Mikrobiota noch
weitestgehend unerforscht (Suiryanrayna und Ramana 2015). Die Gabe von Pra-, Pro- und
Synbiotika soll laut dem Review-Artikel von Heo et al. (2013) die intestinale Gesundheit starken
und ETEC-Infektionen verringern, in dem die Adhasion pathogener ETEC kompetitiv inhibiert wird
(Liu et al. 2015; Bednorz et al. 2013a; Badia et al. 2012). Des Weiteren kommen Impfprogramme
gegen F4-exprimierenden ETEC zum Einsatz (Melkebeek et al. 2013).

Zu den weiteren praventiven Malinahmen zahlt der Einsatz von vergleichsweise grolten Mengen
an Zinkoxid (bis zu 3000 mg/kg Futter) in der Schweineflitterung (Kloubert et al. 2018; Bednorz
et al. 2013b; Vahjen et al. 2011). Im folgenden Abschnitt werden die Eigenschaften und der

Einsatz von Zink ausfiihrlich beschrieben.

2.7.1. Biologische Bedeutung von Zink

Zink ist nach Eisen das zweithaufigste vorkommende Ubergangsmetall im Koérper von
Saugetieren und dem Menschen und gehdrt zu den essentiellen Spurenelementen. Die
zweiwertigen Zinkionen (Zn?*) spielen als katalytische und strukturelle Co-Faktoren in (ber
hundert Biomolekilen eine wichtige Rolle und sind unersetzliche lonen bei der
Neurotransmission, dem Zellwachstum und der Apoptose (Andreini et al. 2006; Vallee und
Falchuk 1993; Vallee und Auld 1990). Mehr als 30% aller Proteine bendtigen mindestens einen
Metall-Cofaktor (Nies und Grass 2009; Waldron et al. 2009). Der Anteil der Zink-Metalloproteine
betragt bei Prokaryoten 5-6% dieser Co-Faktor-abhangigen Proteine (Andreini et al. 2006). In
héheren Konzentrationen bilden Schwermetallionen unspezifische Komplexe, welche zu
toxischen Effekten fiihren konnen. Zum Beispiel flihren Komplexe aus Quecksilber- (Hg?*),
Cadmium- (Cd?*), Silber- (Ag?*), Nickel- (Ni¢*) und Zinkionen (Zn?*) zu Einschrankungen der
physiologischen Zellfunktionen und zeigen zelltoxische Eigenschaften (Wang und Fierke 2013;
Silver und Phung 2005). Nach dem S&ure-Base-Konzept von G.N. Lewis agiert Zn?* als elektro-
philer Elektronenpaarakzeptor und kann daher als sogenannte Lewis-Saure Elektronenpaare
binden (Crichton 2008).
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2.7.2. Einsatz von Zink zur Pravention und Behandlung von PWD

Zinkoxid wird seit den frihen 1990er Jahren zur Pravention von PWD eingesetzt (Kloubert
et al. 2018; Hagjberg et al. 2005; Poulsen 1995). Zum einen reduziert der Zink-Zusatz im Futter
das Auftreten von PWD-Fallen, zum anderen beeinflusst dieser anscheinend den Stoffwechsel
der Ferkel, da eine erhdhte Futteraufnahme der Ferkel beobachtet wurde. Die durch Zinkoxid
bedingte geringere Aufnahme von Natrium und Kalium reduziert die Wassersekretion in das
Darmlumen und steigert so die fakale Trockenmasse (Walk et al. 2015; Hollis et al. 2005; Hill et
al. 2001). Die positiven Effekte der Zinkoxid-haltigen Futterung beim Schwein sowie das Verbot
des Einsatzes von antimikrobiellen Wachstumsférderern wie Colistin in der EU (2006) haben die
Gabe von Zinkoxid in der Schweineproduktion deutlich gesteigert (Kloubert et al. 2018; Vahjen et
al. 2015; Fairbrother et al. 2005).

Die derzeitige Ernahrungsempfehlung fir die physiologische Versorgung der Ferkel mit Zink liegt
zwischen 80 und 100 mg/kg Futter und ist in der EU bei maximal 150 mg/kg gedeckelt (Regulation
(EC) No 1334/2003). AuRerhalb der EU wird Zink in Konzentrationen von 2000-3000 mg/kg dem
Futter zugesetzt (Poulsen 1995).

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass Zink scheinbar einen nitzlichen Effekt gegen
pathogene E. coli, wie EPEC, STEC und EAEC hat, indem deren Adhasion, Biofilm-Bildung sowie
Expression von Virulenzgenen verringert wird (Medeiros et al. 2013; Crane et al. 2011; Crane et
al. 2007). Als weitere mogliche Effekte des Zinkfiitterungszusatzes wurde eine gesteigerte
Synthese von antimikrobiellen Peptiden im Dunndarm diskutiert (Wang et al. 2004).

Die Wirkung eines hohen Zinkzusatzes im Futter auf die intestinale Mikrobiota der Ferkel ist
bislang nicht vollkommen geklart: Starke et al. (2014) haben eine Reduktion der E. coli- und
Enterobacteriaceae-Haufigkeiten im Magen und Dunndarm verzeichnet. Dagegen kamen
Hgajberg et al. (2005)zu einem gegenteiligen Ergebnis.

Die ,Kehrseite“ der groflen Mengen Zinkoxid in Schweinefutter ist sowohl die co-selektive
Wirkung des Schwermetalls, die im Hinblick auf gleichzeitig auftretende antimikrobielle und
Schwermetall- (Zink-) Resistenzen zu vermuten ist (Argudin et al. 2019; Yu et al. 2017; Pal et al.
2015; Seiler und Berendonk 2012; Holzel et al. 2012; Fard et al. 2011), wie auch die Akkumulation
des Schwermetalls Zink auf Ackerflachen durch das Auftragen der Schweinegllle (Noulas et al.
2018; Jensen et al. 2016; Romeo et al. 2014; Shi et al. 2011). Als Konsequenz hat die
europaische Kommission auf Empfehlung des Europaischen Arzneimittel-Agentur (engl.
European Medicines Agency, EMA) -Komitees fur Tierarzneimittel (engl. Committee for Medicinal
Products for Veterinary Use, CVMP) einen Durchfihrungsbeschluss verabschiedet, laut dem ab
Juni 2022 bestehende Zulassungen flr zinkoxidbasierte Tierarzneimittel widerrufen und keine
neuen Zulassungen mehr erteilt werden (Commission Implementing Decision of 26.6.2017, C
(2017) 4,529 Final).
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2.8. Zink-Homoostase in E. coli

Wie viel Zink benétigen Bakterien flir einen physiologischen Stoffwechsel? Schatzungen
gehen von einer erforderlichen Konzentration im pico- (Wang et al. 2012) bis femtomolaren
(Outten et al. 2001) Bereich fir freie Zinkionen bei E. coli aus. Fur Bakterien ist es wichtig, die
Balance zwischen einer ausreichenden Zinkkonzentration zur Aufrechterhaltung diverser
Zellfunktionen zu sichern und Zinkakkumulationen in Richtung toxischer Konzentrationen zu
verhindern. In Enterobacterales wird die Homdostase durch ein komplexes System
aufrechterhalten: Membranstandige In- und Effluxpumpen (Wang et al. 2012) sowie die
Sequestration von Metallionen im periplasmatischen Spalt durch Bindung an entsprechende
Proteine halten das System im Gleichgewicht (Porcheron et al. 2013). Uber Zink-abhangige
Transkriptionsfaktoren, die entweder als Repressor oder als Aktivator reagieren (Mikhaylina et al.

2018), wird die Expression von Transportern (fein-)reguliert (Waldron et al. 2009).

2.8.1. Aufnahme von Zink durch E. coli

Zinkionen werden auf unterschiedlichen Wegen in die E. coli-Bakterienzelle
aufgenommen (Abbildung 2, rechte Seite). Das Zinkaufnahmesystem (1) ZnuABC (znu, engl.
zinc uptake) (Patzer und Hantke 1998) ist hier zu nennen, welches bei geringen
Zinkkonzentrationen in der Umgebung eine hohe Affinitat zu Zinkionen zeigt (Patzer und Hantke
2000). Im periplasmatischen Spalt binden Zink-lonen an das Zink-Binddeprotein ZnuA, welches
diese wie ein ,Shuttle” zur Transmembrankomponente ZnuB transportiert. Mittels ATP-Hydrolyse
durch die ATPase ZnuC wird dann genigend Energie frei, um Zink tber die Pore, die durch ein
Dimer aus ZnuB gebildet wird, in die Zelle zu transportieren (Wang et al. 2016; Patzer und Hantke
2000; 1998).

Der Zinkaufnahmeregulator Zur (engl. zinc uptake regulator) gehdrt zur Fur-(engl. ferric uptake
regulator) Familie der Metalloregulationsproteine und kontrolliert das ZnuABC-System (Gilston et
al. 2014; Patzer und Hantke 1998). Er fungiert als Repressor von znuABC und zinT (Gabbianelli
et al. 2011).

Eine weitere Moéglichkeit fir Zinkaufnahme erfolgt Gber (2) ZupT. Das Protein zahlt zu der Familie
der ZIP-(engl. ZRT-, IRT-like protein) Transporter (engl. zinc-regulated transporter-, iron-
regulated transporter-like proteins) (Grass et al. 2002). Bei moderaten Zinkkonzentrationen in der
Umgebung erfolgt der Zinktransport meist ber ZupT (Porcheron et al. 2013). Ansonsten zeigt
das Transportprotein eine geringe Affinitdt zu Zink und kann zusatzlich Eisen, Cobalt, Cadmium
und Magnesium transportieren (Grass et al. 2005; Grass et al. 2002).

Ein weiteres Protein, ZinT (ehemals YodA), ist fur die Aufnahme von Zink bedeutsam (Gabbianelli
et al. 2011). Neben Zink bindet ZinT weitere Kationen wie Cd?*, Ni?* und Hg?* (Kershaw et al.

2007). Im periplasmatischen Spalt bindet es freie Zinkionen und ist in der Lage mit dem
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Transportprotein ZnuA (siehe oben) eine Bindung einzugehen, jedoch ist dieser ZnuA-ZinT-
Komplex nicht stabil (Gabbianelli et al. 2011; Petrarca et al. 2010). Dartber hinaus wird die
Fahigkeit der extrazellularen Zinkbindung beim Protein vermutet, in dem ZinT Uber die dulRere
Membran sezerniert werden kann (Gabbianelli et al. 2011). Eine weitere Aufnahme von Zink kann
Uber ein nicht-spezifisches Transportprotein (PitA) erfolgen. Dieses transportiert anorganisches
Phospat, aber auch Verbindungen wie beispielsweise Zinksulfat, in relativ hohen Dosen (0,5-
2,0 mM) (Jackson et al. 2008; Beard et al. 2000). Insgesamt hangt der Zinkeinstrom in die
Bakterienzelle nicht nur von der Menge an freien transmembrandsen Transportern ab, sondern

auch von der Konzentration der fur den Transport verfugbaren freien Zinkionen (Nies 2007).

Abgabesystem Aufnahmesystem
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Abbildung 2 | Vereinfachte Darstellung der Zinkhomdostase und ihrer Regulation in E. coli
Die vereinfachte Darstellung mit duflerer Membran, periplasmatischem Spalt, innerer Membran und Zytoplasma zeigt
auf der linken Seite Transportsysteme des ,Abgabesystems” (ZntA, ZitB, YiiP und MdtABCTolC sowie MdtD) und auf
der rechten Seite alle Transportsysteme des ,Aufnahmesystems® (ZnuABC, ZupT und PitA) im zelluldren
Zinkstoffwechsel. Darlber hinaus sind weitere Proteine im periplasmatischen Spalt lokalisiert, wie ZraP, Spy und ZinT,
die das Zink binden kénnen. Der Membrantransport Uber die duRere Membran erfolgt passiv tUber Porine (im engl.
auch channel). Zinkionen werden aktiv vom Zytoplasma ins Periplasma geschleust oder andersherum, entweder mit
oder gegen einen Zn?*-Gradienten. Die Expression der Transportsysteme wird entweder durch Regulationsfaktoren,
wie BaeSR oder Zur, aktiviert oder inhibiert bzw. direkt von der Konzentration von Zink beeinflusst (Watly et al. 2016;
Blindauer 2015; Porcheron et al. 2013; Waldron et al. 2009).
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2.8.2. Abgabe von Zink durch E. coli

Die Abgabe von Zink (Detoxifikation; Abbildung 2, linke Seite) wird vor allem durch
(1) P-Typ-ATPasen und (2) engl. Cation Diffusion Facilitators (CDF), aber auch durch (3) engl.
Resistance Nodulation Cell Division (RND)-Transportsysteme bewaltigt (Anes et al. 2015; Wei
und Fu 2006; Grass et al. 2001; Rensing et al. 1997a). Metallionen gelangen vom Zyto- ins
Periplasma, in dem der Transport durch P-Typ-ATPasen oder CDF-Transporter tber die innere
Membran durchgefihrt wird (Klein und Lewinson 2011). (1) Bei hohen Zinkkonzentrationen fallt
der P1,-Typ-ATPase ZntA eine entscheidende Rolle in der Entgiftung von E. coli zu (Wang et al.
2012; Rensing et al. 1997a). Durch die freiwerdende Energie der ATP-Hydrolyse transportiert
ZntA neben Zinkionen auch Cd?* und Pb?* (Binet und Poole 2000). Der Transkriptionsfaktor ZntR
(engl. zinc-response transcripitonal regulator), zur MerR (engl. mercury resistance operon
regulatory protein) - Familie zahlend, steigert die Expression von zntA. Bei Abwesenheit von Zink
bindet ZntR am ZntA-Promotor und verhindert eine Expression von zntA. Sobald Zink in hohen
Konzentrationen vorhanden ist, wandelt sich ZntR in einen transkriptionellen Aktivator
(Brocklehurst und Morby 2000b; Outten et al. 1999).
(2) CDF-Transporter sind sekundar aktiv und nutzen die Energie, die durch den Antiport von
zweiwertigen Metallionen (M?*) gegen Protonen (H*) entsteht, um lonen vom Zytoplasma aus der
Zelle hinaus oder in andere Zellkompartimente zu tragen (Chao und Fu 2004). Im Gegensatz zu
P-Typ-ATPasen oder ABC-Transportern transportieren CDF-Proteine ausschlieBlich Metallionen
(Anton et al. 2004). Neben ZntA ist ZitB ein wichtiger Zink-Exporter, der unter normalen Zink-
Bedingungen aktiv ist (Wang et al. 2012). Eine gesteigerte Zinktoleranz und reduzierte Aufnahme
von Zink fiihrt zu einer Uberexpression von ZitB (Grass et al. 2001). Ein weiterer CDF-Vertreter
ist YiiP, der Zink und Cadmium transportiert (Hoch et al. 2012; Wei und Fu 2005). Die Expression
von YiiP ist abhangig von Zink (Grass et al. 2001). Eine Deletion oder Uberexpression des Gens
fuhren jedoch anscheinend nicht zu einer Zinktoleranz bei E. coli (Grass et al. 2001).
(3) Die groRe Gruppe der Multidrug-Resistance (MDR)-Effluxpumpen gehért zur RND-Efflux-
Familie, die mitunter eine wichtige Rolle in der intrinsischen Resistenz bei Gram-negativen
Bakterien spielt (Fernando und Kumar 2013). Sie setzen sich aus dem zentralen RND-Substrat-
Antiporter, einem periplasmatischen Membranfusionsprotein (MFP) und dem Aulen-
membrankanalfaktor zusammen (Hinchliffe et al. 2013; Kim et al. 2011). In E. coli wurden einige
solcher RND-Efflux-Systeme beschrieben (Nikaido 2011), die neben vielen anderen Substraten
auch Zink transportieren kénnen, zum Beispiel das MdtABC-TolC-Efflux-System (Wang und
Fierke 2013). Dieses Efflux-System wird durch das BaeSR (engl. bacterial adaptive response)-
Zweikomponentensystem reguliert (Leblanc et al. 2011).
Weitere Proteine in E. coli tragen zur zelluldaren Zink-Homdostase bei. Das periplasmatische

Protein ZraP (engl. zinc resistance-associated protein) Ubernimmt die Funktion eines
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Metallochaperons, indem es Zink im Periplasma bindet (Petit-Hartlein et al. 2015). Bei exzessiven
Zinkmengen wird dessen Expression hochreguliert. Dieser Prozess wird Uber das ZraSR-
Zweikomponentensystem gesteuert (Petit-Hartlein et al. 2015). Ein zusatzliches Bindungsprotein
ist das kleine periplasmatische Protein Spy (engl. Spheroplast protein Y), welches E. coli vor
Zink-induzierter Proteindenaturierung und Aggregation im Periplasma schitzt (Quan et al. 2011).
Die Expression von Spy wird Uber das Cpx (engl. Conjugative pilus expression)- bzw. das Bae-

Zweikomponentensystem in E. coli reguliert (Bury-Moné et al. 2009).
29. Mogliche Ursachen von Schwermetallresistenz

Resistenzen (Definition 1) gegenuber Schwermetallen kénnen bei Bakterien auf
Chromosomen und/oder mobilen genetischen Elementen wie Plasmiden oder Transposons co-
diert sein (Brown et al. 1995; Rouch et al. 1995; Carlin et al. 1995; Kholodii et al. 1995).
Grundsatzlich sind funf unterschiedliche Mechanismen als Hauptursache fur Resistenzen gegen
Schwermetalle in Bakterien und anderen Mikroorganismen beschrieben (Tabelle 2): (1) Im-
permeabilitat der Barrieren (Egler et al. 2005; Gupta et al. 1995), (2) Verringerung des aktiven
Transportes (Mergeay et al. 2003; Rensing et al. 2000; Srikumar et al. 1998; Odermatt und Solioz
1995), (3) intrazelluldre Sequestration von Metallen durch Bindungsproteine (Kotrba et al. 1999;
Gupta et al. 1993), (4) extrazellulare Sequestration (Slaveykova et al. 2010; Foster et al. 2000)
und (5) gesteigerte Detoxifikationsleistung (Wang et al. 2017; Morais et al. 2011; Robinson und
Tuovinen 1984).

Definition 1 | Wenn Bakterien durch bestimmte antimikrobielle Wirkstoffe nicht mehr eradiziert
oder in ihrem Wachstum gehemmt werden, bezeichnet man sie als ,resistent‘. Der Grad der
Empfindlichkeit wird haufig Uber die Bestimmung der minimale Hemmkonzentration (MHK; engl.,
minimum inhibitory concentration, MIC) gemessen. Sie beschreibt die geringste wirksame
Konzentration (ug/ml) eines bestimmten antimikrobiellen Wirkstoffes, die das Wachstum eines zu
untersuchenden Bakterien-Isolates hemmt (Schwarz et al. 2010b).

Grundsatzlich wird zwischen einer naturlich vorkommenden (intrinsische, inherente) und einer
erworbenen Resistenz unterschieden. Die intrinsische Resistenz ist die Fahigkeit einer
Bakterienspezies gegen die Wirkung eines bestimmten antimikrobiellen Wirkstoffs als Ergebnis
inharenter struktureller oder funktionaler Eigenschaften standzuhalten. Ein einfaches Beispiel
hierflr ist die Undurchlassigkeit der dufleren Membran Gram-negativer Bakterien gegenliber dem
Glykopeptid-Antibiotikum Vancomycin, das normalerweise an Zielpeptiden im Periplasma bindet
(Blair et al. 2015). Befindet sich der MHK-Wert aller Isolate einer Bakterienspezies tUber dem
festgelegten Grenzwert (Breakpoint), liegt methodisch eine intrinsische Resistenz vor (Martinez
2014).

Bakterien konnen ebenfalls Resistenzen gegenlber antimikrobiellen Wirkstoffen durch
Mutationen von chromosomalen Genen bzw. die Aufnahme von neuen Genen uber den
Horizontalen Gentransfer (HGT) erwerben (erworbene Resistenz). Generell fihren Mutationen
von drei Arten bakterieller Gene zu einer Resistenz: (1) Zielstruktur-Gene (2) Transporter
(Effluxpumpen)-Gene bzw. deren Regulationsgene und (3) Gene fur Antibiotika-
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dekontaminierende Elemente (hauptsachlich modifizierende Enzyme und Multidrug-
Effluxpumpen) (Martinez 2014). Beispielsweise fiuhren Mutationen an den Zielstrukturgenen der
Topoisomerase |l und IV (gyrA bzw. gyrC) zu einer Fluorchinolon-Resistenz (Martinez und
Baquero 2000).

Der HGT von Resistenzgenen kann durch drei verschiedene Wege erfolgen: (1) bei Kontakt
zweier Bakterienzellen durch Konjugation, (2) durch Transduktion bei Bakteriophagen oder (3) im
Fall eines Transposons durch ein ,Uberspringen* auf eine Empfangerzelle (Furuya und Lowy
2006). Die Resistenzgene sind beim HGT haufig auf mobilen genetischen Elementen (MGE) wie
Plasmide oder Transposons lokalisiert.

Dahingegen Uberdauern ,tolerante‘ Bakterien die veranderte Umgebung in einem Ruhezustand
ohne sich genetisch zu verandern. Darunter kénnen sich ,persistente® Subpopulationen
befinden, die durch ein epigenetisches Merkmal gekennzeichnet sind. Sie zeigen eine Toleranz
gegenuber einem Wirkstoff und ruhen ohne metabolische Aktivitat (Levin-Reisman et al. 2019).

2.9.1. Zinktoleranz

Der bislang am genausten untersuchte Zinkresistenzmechanismus ist das Czc-System
aus der Gram-negativen Familie Cupriavidus (C.) (bekannt als Trinkwasserbakterien). Dieses
System wurde in dem Wildtyp-Isolat C. metallidurans CH34 mit zwei Megaplasmiden festgestellt.
Die enthaltenen czc-Gene auf dem Plasmid pMOL30 vermitteln Resistenzen gegenliber Cobalt,
Zink und Cadmium (Nies et al. 1987). Das System funktioniert als ein Kation/Protonen-Aus-
tauscher, der Kationen aus der Zelle transportiert (Rensing et al. 1997b). Ein dhnliches Gen-
cluster hat man im Isolat Pseudomonas (P.) aeruginosa CMG103 als czr identifiziert, das eben-
falls bei einer Cadmium- und Zinkresistenz eine Rolle spielt (Hassan et al. 1999).

Ein weiterer Transportmechanismus, der mit Zinktoleranz in Verbindung gebracht wird, sind be-
stimmte P-typ ATPasen von E. coli (Beard et al. 1997) und P. putida (Choudhury und Srivastava
2001).

Bevor Zinkionen in die Bakterienzelle gelangen, kdnnen sie durch folgende Proteine gebunden
werden: Negativ geladene Exopolysaccharide (EPS) an der Auenhulle stehen im Verdacht
Schwermetalle zu binden, wie zum Beispiel die Zinkbindungsfahigkeit der Diguanylat-Zyklase
DgcZ in E. coli beweist (Lacanna et al. 2016). DarUber hinaus gibt es Porine an der Auf3en-
membran, wie OmpF bei E. coli, bei denen die Genexpression unter Zinkstress gesteigert wird
(Easton et al. 2006).

Nicht allein der Export kann zur Detoxifikation beitragen, sondern auch die Mdéglichkeit,
Metallionen intrazelluldar zu binden und damit die zelluldare Schadwirkung zu verringern.
Metallothionein (MT) beispielsweise ist ein Stress-induziertes Protein mit antioxidativer Wirkung,
welches zur intrazellularen Homoostase beitragt, indem es Zink, Cadmium, Kupfer, Quecksilber
und Silber (gesteigerte Affinitdt nach Reihenfolge) bindet (Henkel und Krebs 2004). Vor allem
werden diese Proteine in eukaryotischen Zellen gebildet, jedoch wurden in Cyanobakterien

(Synechococcus spp.) und in P. putida MT-ahnliche Proteine identifiziert, die Kupfer, Cadmium
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und Zink binden kénnen (Higham et al. 1984; Olafson et al. 1979). Eine Deletion im MT-Locus
smt, der die Gene smtA und smitB beinhaltet, fihrt zu einer Reduktion der Zink- und
Cadmiumtoleranz (Higham et al. 1984). Eine schnelle Antwort des Bakteriums auf Anderungen
von Umweltbedingungen ist primar das Ausschleusen von toxischen Metallionen. Halten die
hohen Konzentrationen von Metallionen Uber einen langeren Zeitraum an, kénnen Bindungs-
resp. Speicherungsprozesse am oder im Bakterium eine Uberlebenswichtige Moglichkeit
darstellen und somit eine Erklarung fir ein tolerantes bzw. resistentes Verhalten sein
(Chandrangsu et al. 2017; Choudhury und Srivastava 2001). Die Bakterien P. syringae, E. coli,
sowie C. metallidurans CH34 sind in der Lage exzessive Mengen Kupfer im periplasmatischen
Spalt zu lagern, um lebensfeindliche Umgebungen mit hohen Konzentrationen zu Uberdauern
(Monchy et al. 2007; Brown et al. 1995; Cooksey 1987). Ein vergleichbares Phdnomen kann
womoglich durch das Spy-Protein in E. coli induziert werden: Mutanten ohne spy wuchsen in
Gegenwart hoher Zinkkonzentrationen langsamer und es konnten groRere Mengen an freiem
Zink in der Bakterienzelle gemessen werden (Wang und Fierke 2013).

Betrachtet man zudem Ubergeordnete Regulationsmechanismen, so gibt es Hinweise auf
Veranderungen in Gegenwart grof3er Zinkmengen. In Transkriptomstudien wurden Gene de-
tektiert, die bei Anwesenheit von Zink hochreguliert werden (Lee et al. 2005; Yamamoto und
Ishihama 2005). Zum Beispiel wurde die Expression des Zweikomponentensystems BaeRS und
des MdtABC-Operons unter Zinkexzess gesteigert (Lee et al. 2005). Exzessiver Kupfergehalt
fuhrt nachweislich zu einer Veranderung der Transkription von Genen, die zur Zink- und
Eisenhomdostase gehoren (Pontel et al. 2014). Jedoch wurde bisher kein System in E. coli

gefunden, das ausschliellich fir eine erheblich gesteigerte Zinktoleranz verantwortlich ist.
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Beispiele

Protein/
o o -
Typ Wie? Art Gen Protein-Familie Besonderheiten Referenzen

periplasmatisches Protein / mit

zraP . ) ) " (Petit-Hartlein et al. 2015)
Metalloproteine/- Bindunasproteine CpxP Familie Zinkresistenz assoziiert
chaperone indungsprotel spy periplasmatisches Spheroplast Protein y (Porcheron et al. 2013)
bmtA BmtA Metallothionein (SmtA-ahnlich) (Blindauer et al. 2002)
transkriptionaler Regulator / bindet Zink,
zntR MerR Blei und Cadmium; Uberexpression unter (Wang et al. 2012)
Zinkstress
S . baeS Histidine-Proteinkinase
tzeifg;ngbeer Regulation des Exports baeR transkriptionaler Regulator / reguliert (Wang und Fierke 2013)
9 Tes MdtABC, MdtD und Spy
zraS Histidine-Proteinkinase
transkriptionaler Regulator / aktiviert unter ~ (Petit-Hartlein et al. 2015)
zraR } .
hohen Zinkkonzentrationen
zur Fur Zink uptake regulator (Choi et al. 2017)
SR CLF Regulation des Imports T kriptionaler Requlator:
Zinkaufnahme soxR MerR ra.n.s riptionaler Regurator, u.a. (Warner und Levy 2012)
Aktivierung von znuABC
) Transkriptionelle Veranderungen der Cpx- (Pontel et al. 2014; Lee et
Stressantwort Regulation der Stressantwort Cpx Cpx eerEn Eane ) SeremEri e i al. 2005)

Gene des Veranderungen der Zinkaufnahme

Zinkhaushalt:
inkhaushaties Veranderungen der Zinkabgabe

Die Ursachen einer Zinktoleranz bei E. coli kénnen in folgenden Bereichen verankert sein: (1) Undurchlassigkeit, (2) Export und (3) Import, (4) intrazellulare
Sequestrierung, (5) Regulation der Homdostase und (6) Mutation. Bei der Undurchlassigkeit kdnnen die Ursachen einer Zinktoleranz in der Aulenmembran, in
Bindungen an Zellwandkomponenten oder in speziellen Porinen zu finden sein. Eine hohere Exportrate, Affinitatssteigerung zu Zink und/oder die
Expressionssteigerung von Exportproteinen kénnen zu einer Zinktoleranz fiihren. Zusatzlich halten geringere Importraten, Affinitdtssenkung und/oder geringere
Expression von Importproteinen Zink vom Eintritt in die Zelle ab. Sobald Zink in der Zelle importiert ist, kénnen intrazelluldre Sequestrierungen zu einer Zinktoleranz
fuhren. Auf der Regulationsebene sind mogliche Steigerung des Effluxes und/oder Senkung des Influxes Ursachen einer Zinktoleranz. Mogliche Mutationen in
Genen des Zinkhaushaltes I6sen Mechanismen aus, die zu einer Zinktoleranz fiihren kénnen.

Abkiirzungen

ABC: ATP binding cassette; CDF: Cation Diffusion Facilitator; Cpx: conjugative pilus expression, Fur: Ferric uptake regulator; I1Z: intrazellular; MerR: Mercury
resistance operon regulatory system; MFP: Multidrug Fusion Protein; OMF: Outer Membrane Factor; OMP: Outer Membrane Protein; RND: Resistance Nodulation
Devision; SP: Sugar Protein; TCS: two-component signal transduction system; ZIP: Zinc regulated transporter (ZRT)-/ Iron regulated transporter (IRT)- like Protein
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2.10. Assoziation zwischen bakterieller Schwermetalltoleranz und Antibiotika-

Resistenz in der Umwelt

Nach der zufalligen Entdeckung von Penicillin im Jahre 1928 durch den Bakteriologen
Alexander Fleming war die suffiziente antibiotische Behandlung vieler bakterieller Infektionen
bei Menschen und Tieren fir lange Zeit gesichert (Ventola 2015). Heute wird die Bekampfung
von bakteriellen Infektionskrankheiten durch verschiedene Entwicklungen immer schwieriger:
Auf der einen Seite steigt die Anzahl (multi-) resistenter pathogener Bakterien in der Human-
und Veterinarmedizin stetig an. Auf der anderen Seite werden nur wenige neue antimikrobielle
Wirkstoffe entwickelt, weil Pharmaunternehmen an der Neuentwicklung und Zulassung eines
Produkts nur geringes Interesse zeigen bzw. die Entwicklung sehr anspruchsvoll ist. Die
Entwicklung neuer Arzneimittel ist mit immensen Kosten verbunden, doch der Vertrieb
vergleichsweise geringer Mengen Antibiotika, gar fir Tiere, erzielt nicht die Marge wie z.B. ein
Blutdrucksenker, der dauerhaft von vielen Menschen eingenommen werden muss (Ventola
2015; Conly und Johnston 2005). Im Fokus der Wissenschaft steht daher unter anderem die
Verhinderung der Entstehung und Weitergabe von Resistenzen gegenuber den bisher
gangigen Wirkstoffen (Yu et al. 2017). Um die Verbreitung und Entstehung von Antibiotika-
resistenzen zu minimieren, sind unter anderem seit 2006 antimikrobielle Wirkstoffe in Form
von Futterzusatzstoffen in der EU verboten (Cogliani et al. 2011).

Schatzungen aus 2015 zufolge erwartet man weltweit jedes Jahr einen Durchschnittsbedarf
an Antibiotika fir die Behandlung von landwirtschaftlichen Nutztieren von 45 mg/kg bei
Rindern, 148 mg/kg bei Hihnern und 172 mg/kg bei Schweinen. Voraussichtlich steigt daher
der weltweite Antibiotikadurchschnittsverbrauch von 2010 bis 2030 um 67% an (Van Boeckel
et al. 2015). Bis zu einem Drittel dieser Steigerung werden Folgen der Umstellung der
bauerlichen Agrarwirtschaft zur Intensivlandwirtschaft in Entwicklungs- und Schwellenlandern
sein, in der antimikrobielle Wirkstoffe in subtherapeutischen Dosen zur Pravention und Wachs-
tumsfoérderung statt ausschlieRlich zur Behandlung von Krankheiten eingesetzt werden (Van
Boeckel et al. 2015).

Das gleichzeitige Auftreten von Schwermetallresistenzen und antimikrobiellen Resistenzen in
Bakterien wird in zahlreichen Veroffentlichungen aufgezeigt. Medardus et al. (2014) konnten
bei fast 2/3 der Salmonella-Isolate aus Futter-, Fakal- und Stallbodenproben aus der
Schweineproduktion eine phanotypische Multiresistenz gegeniber Antibiotika nachweisen.
Zusatzlich wiesen diese Isolate eine erhdéhte phanotypische Zink- (bis zu 8 mM) und Kupfer-
toleranz (24 mM) auf, die genotypisch mit dem Vorhandensein der Gene czcD (Zinktoleranz)
und pcoA (Kupfertoleranz) assoziiert waren. Insgesamt konnte das phanotypische und geno-
typische Toleranz-/Resistenzverhalten der Isolate mit der Futterung von Zink- und Kupfer-

haltigem Schweinefutter in Zusammenhang gebracht werden (Medardus et al. 2014). Diese
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Assoziation zwischen Fitterung von schwermetallhaltigen Zusatzfuttermitteln und dem
Auftreten einer Co-Resistenz von Zink-, Kupfer- und Antibiotika-Resistenzgenen wird im
Review-Artikel von Yazdankhah et al. (2014) anhand von diversen Studien, wie beispielsweise
Uber Staphylococcus aureus (czrC, s. 2.9.1) oder Enterococcus spp. (Kupferresistenzgen tcrB
und Erythromycin-Resistenzgen ermB auf einem Plasmid) ebenfalls beschrieben.

Weitere Schwermetall-Kontaminationen in der Umwelt sind unter anderem in Abwassern
(Becerra-Castro et al. 2015; Ferreira da Silva et al. 2007), Abflissen von landwirtschaftlichen
Nutzflachen (Srivastava et al. 2017) sowie Abwassern aus Industrie und Pharmazie (Deredjian
et al. 2011) bekannt. Durch den Kontakt der Bakterien mit diversen Wirkstoffen wie Antibiotika,
Schwermetallen und organischen Losungsmitteln in der Umwelt entsteht ein Selektionsdruck,
der zu Toleranzen und letztlich zur Resistenz (Definition 1) gegenuber diesen Substanzen
fuhren kann (Ashbolt Nicholas et al. 2013). Der Review-Artikel von Nguyen et al. (2019)
betrachtet 42 Studien und vergleicht die aufgefihrten Schwermetall- und Antibiotika-
resistenzen in Bakterien aus diversen Umweltreservoiren (Wasser, Abwasser und Boden). Am
haufigsten wird Uber P. aeruginosa und E. coli berichtet, meist zu phanotypischer Resistenz
gegenuber Cadmium, Kupfer und Zink sowie gegenlber verschiedenen Antibiotika, z.B.
Aminogylkosiden oder Tetrazyklinen (Nguyen et al. 2019).

Grundsatzlich wird bei Bakterien zwischen Co-Resistenz (engl. co-resistance) und

Kreuzresistenz (engl. cross-resistance) unterschieden (Nguyen et al. 2019) (Definition 2).

Definition 2 | Eine Kreuzresistenz definiert ein Ereignis, bei dem ein Bakterium gegen zwei
oder mehrere Substanzen, wie beispielsweise Desinfektionsmittel und Antibiotika, resistent ist.
Entweder zeigen die Substanzen eine ahnliche chemische Struktur oder verfigen Uber die
gleichen Wirkmechanismen in oder an der Bakterienzelle. Die sogenannte Co-Resistenz
beschreibt das gemeinsame Auftreten von separaten Resistenzmechanismen von phano-
typisch resistenten Bakterien auf einem mobilen genetischen Element (MGE, wie zum Beispiel
Plasmide, Transposons und Integrons). Die Co-Regulation / Co-Expression beinhaltet die
gleichzeitige Regulation der Expression von Resistenzgenen gegeniber Antibiotika und
Schwermetallen durch einen gemeinsamen Regulator (Pal et al. 2015; Baker-Austin et al.
2006).

Allgemein kommt eine Kreuzresistenz haufig durch (engl.) multidrug resistance (MDR)-
Effluxpumpen zum Tragen: Diese Effluxpumpen kénnen verschiedene Substanzen, darunter
auch antimikrobielle Wirkstoffe und Schwermetalle, aus der Zelle schleusen. Ein Beispiel
hierfir ist das Effluxsystem MdtABC-TolC, das zur Familie der RND-Systeme gehort und Me-
talle wie Kupfer oder Zink transportiert (Wang und Fierke 2013) sowie diverse Substrate wie
Novobiocin und Gallensalze (Nagakubo et al. 2002), Quinolone und Fosfomycin (Nishino und
Yamaguchi 2001) und Myricetin (Kim und Nikaido 2012).
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Fang et al. (2016) haben folgenden Co-Resistenz in E. coli-lsolaten aus Proben von er-
krankten, lebensmittelliefernden Tieren beschrieben: Es wurden Plasmide identifiziert, auf
denen Gene fir Effluxsysteme zur Detoxifikation von Kupfer, Silber und Arsen sowie gleich-
zeitig Determinanten fir Antibiotika- und Schwermetall-Resistenzen lokalisiert waren (Fang et
al. 2016). Ein weiteres Beispiel fliir eine Co-Resistenz beschreiben folgende Studien: Zunachst
konnte in einer Studie die phanotypische Assoziation zwischen Zink- und Methicillinresistenz
bei Staphylococcus (S.) aureus, die aus Proben von danischen Schweinen isoliert wurden,
dargelegt werden (Aarestrup et al. 2010). Darauf folgte eine weitere Studie, die die Gene flr
die zuvor bestatigte phanotypische Zinkresistenz sowie eine gleichzeitige Cadmiumresistenz
(czr) identifizierte (Cavaco et al. 2010). Zudem zeigten Cavaco et al. (2010) die Verbindung
des Cadmium- und Zinkresistenz-Gens czrC mit einer bestimmten Genkassette fur die
Methicillinresistenz (SCCmecV) der S. aureus-Isolate.

Ein weiteres Beispiel flr eine Co-Regulation verdeutlicht eine Studie an P. aeruginosa (Perron
et al. 2004). Die Expression des CzcCBA-Effluxsystems in P. aeruginosa vermittelt eine
Resistenz gegenuber Zink, Cadmium und Cobalt und wird durch das Zweikomponentensystem
CzcR-CzcS reguliert. Gleichzeitig reguliert das System die Expression fir das OprD-Porin, das
mit einer Resistenz gegenliber Carbapeneme (Imipenem) assoziiert wird (Perron et al. 2004).
Die Wirkung von Schwermetallen kann also zum Anstieg der Antibiotikaresistenzen in
Umweltbakterien, Kommensalen sowie Pathogenen beitragen, da durch diesen Selektions-
druck Uber den Weg der Co-Selektion die horizontale Verbreitung von MGE einschlief3lich

deren Resistenzdeterminanten gegen Antibiotika und Schwermetallen begunstigt wird.
2.11. Vorausgegangene Studien

Aus den Erkenntnissen zum gemeinsamen Auftreten von Schwermetallresistenz- und
Antibiotikaresistenzgenen auf MGEs bei Bakterien (Argudin et al. 2019; Pal et al. 2015;
Yazdankhah et al. 2014) und der steigenden Anzahl von multi-resistenten Erregern in der
Schweineproduktion (Ciesinski et al. 2018; Bednorz et al. 2013b) ergab sich die Hypothese,
dass ein hoher Anteil von Zinkoxid im Ferkelfutter die Ausbreitung multi-resistenter Bakterien

in der Schweineproduktion mdglicherweise beglnstigt.

Im Rahmen des Sonderforschungsbereichs (SFB) 852 ,Erndhrung, intestinale Mikrobiota und
Wirtsinteraktionen beim Schwein® wurde ein Teilprojekt (A3) zur Klarung dieser Frage
eingerichtet. Dieses Projekt analysierte die Effekte und Mechanismen von Probiotika und Zink
auf die Mikrobiota des Schweines. Im Rahmen einer Fltterungsstudie konnten sowohl

kommensale als auch pathogene E. coli aus der Darmmukosa des Colons, der Digesta sowie
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dem Kot von Ferkeln isoliert werden. Diese intestinalen E. coli-Isolate wurden molekular-
biologisch auf ihre klonale Verwandtschaft mittels Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) Uber-
pruft, um eine Analyse von Duplikaten auszuschliel®en. Darlber hinaus wurde die antimikro-
bielle Resistenz jedes Klons (eine phylogenetisch verwandte Gruppe von lIsolaten) mittels
Mikrodilutionsverfahren ermittelt. Insgesamt konnte als Ergebnis dieses Teilprojektes im SFB
gezeigt werden, dass die Futterung von Zinkoxid einen erheblichen Effekt auf die intestinale
E. coli-Population hat. Die mittels Makrorestriktion von genomischer DNA ermittelten klonalen
Unterschiede lieRen auf (1) eine hohere genetische Variabilitat sowie (2) eine hohere Rate
resistenter E. coli bei zinkgefutterten Ferkeln schliefen (Bednorz et al. 2013b). Dennoch
konnte statistisch keine signifikante Assoziation zwischen Zinktoleranz und antimikrobieller
Resistenz in E. coli erfasst werden (Ghazisaeedi et al. 2020; Bednorz et al. 2013b).

Um den Einfluss von Zink auf die Resistenz von E. coli besser bewerten zu kdnnen und einen
Einblick in die mdglicherweise zugrundeliegenden Mechanismen zu gewinnen, wurden weitere
Studien durchgefuhrt. Innerhalb eines weiteren Zinkfutterungsversuches mit Ferkeln wurden
die absoluten E. coli-Zahlen sowohl fur die Zinkfutterungsgruppe als auch fur die Kontroll-
gruppe fur drei unterschiedliche Entnahmeorte (Fazes, Digesta und Mukosa) zu drei
unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht. Hier konnte ein deutlicher Anstieg des Anteils von
antibiotikaresistenten E. coli in der Zinkfitterungsgruppe gegenuber der Kontrollgruppe bei
gleichzeitiger Abnahme der relativen E. coli-Gesamtpopulation in beiden Fitterungsgruppen
verzeichnet werden (Ciesinski et al. 2018). Daraufhin wurden Konjugationsexperimente
durchgefuhrt um den moglichen Einfluss von Zink auf die Konjugationsrate der Bakterien zu
ermitteln, welche eine mdgliche Erklarung fir die erhohte Resistenzrate bei hohen
Zinkkonzentrationen bieten kdnnte. Einzelne Ergebnisse wiesen allerdings eher auf eine
verringerte Konjugationsrate in Gegenwart von Zink hin (Ciesinski et al. 2018).

Beide vorausgegangenen Futterungsstudien konnten die Ursachen fir die beobachtete
Zunahme der Diversitat und die héheren Resistenzraten bei E. coli unter Zinkeinfluss nicht
abschliel3end klaren. Aus der zweiten Fitterungsstudie standen 817 E. coli-Isolate vom letzten
Beprobungszeitpunkt (52 + 2 Tage) fur weitere, auf genomische Analysen beruhende
Untersuchungen zur Verfigung. Unter Beachtung von Probeentnahmeort, Fltterungsgruppe
und phanotypischem Antibiotikaprofil wurde eine stratifizierte Zufallsstichprobe von 179

E. coli-lsolaten ausgewahilt.
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Strategies to reduce economic losses associated with post-weaning diarrhea in pig
farming include high-level dietary zinc oxide supplementation. However, excessive
usage of zinc oxide in the pig production sector was found to be associated
with accumulation of multidrug resistant bacteria in these animals, presenting an
environmental burden through contaminated manure. Here we report on zinc tolerance
among a random selection of intestinal Escherichia coli comprising of different antibiotic
resistance phenotypes and sampling sites isolated during a controlled feeding trial from
16 weaned piglets: In total, 179 isolates from “pigs fed with high zinc concentrations”
(high zinc group, [HZG]: n = 99) and a corresponding “control group” ((CG]: n = 80) were
investigated with regard to zinc tolerance, antimicrobial- and biocide susceptibilities
by determining minimum inhibitory concentrations (MICs). In addition, in silico whole
genome screening (WGSc) for antibiotic resistance genes (ARGs) as well as biocide- and
heavy metal tolerance genes was performed using an in-house BLAST-based pipeline.
Overall, porcine E. coli isolates showed three different ZnClo MICs: 128 pwg/ml (HZG,
2%; CG, 6%), 256 pg/ml (HZG, 64%; CG, 91%) and 512 pg/ml ZnCl, (HZG, 34%, CG,
3%), a unimodal distribution most likely reflecting natural differences in zinc tolerance
associated with different genetic lineages. However, a selective impact of the zinc-rich
supplemented diet seems to be reasonable, since the linear mixed regression model
revealed a statistically significant association between “higher” ZnClo MICs and isolates
representing the HZG as well as “lower ZnCl, MICs” with isolates of the CG (p = 0.005).
None of the zinc chloride MICs was associated with a particular antibiotic-, heavy metal-
or biocide- tolerance/resistance phenotype. Isolates expressing the 512 pg/ml MIC
were either positive for ARGs conferring resistance to aminoglycosides, tetracycline and
sulfamethoxazole-trimethoprim, or harbored no ARGs at all. Moreover, WGSc revealed a
ubiquitous presence of zinc homeostasis and — detoxification genes, including zitB, zntA,
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and pit. In conclusion, we provide evidence that zinc-rich supplementation of pig feed
selects for more zinc tolerant E. coli, including isolates harboring ARGs and biocide- and
heavy metal tolerance genes — a putative selective advantage considering substances
and antibiotics currently used in industrial pork production systems.

Keywords: Escherichia coli, zinc, antimicrobial resistance, pig, heavy metal tolerance

INTRODUCTION

Enterotoxigenic  Escherichia coli (ETEC) are commonly
associated with post-weaning diarrhea (PWD) in piglets, a
disease causing serious losses in the pig industry worldwide
(Fairbrother et al, 2005; Rhouma et al, 2017a). Currently,
different strategies are utilized to reduce ETEC-associated
economic costs in pig farming, including oral colistin sulfate
treatment in some regions of the world (Rhouma et al., 2017b),
vaccination (Moon and Bunn, 1993; Blazquez et al., 2018) and
probiotics (Li et al., 2018; Yan et al., 2018). In addition, high-level
dietary zinc oxide supplementation is used against PWD in the
pig production sector (Fairbrother et al., 2005; Vahjen et al,,
2011; Bednorz et al., 2013; Starke et al., 2014; Pieper et al., 2015;
Kloubert et al., 2018).

However, the effects of zinc-rich diets on porcine intestinal
bacterial populations, especially E. coli, are not fully understood
yet. Zinc is the second most abundant transition metal in most
phyla and generally considered as essential for life. Together with
copper, it is an important trace element required for hormone
function, reproduction, vitamin synthesis, enzyme formation
and it promotes a strong immune system function (Yu et al,
2017). Both metals are usually added to animal feed in amounts
necessary for physiological body function (Yazdankhah et al.,
2014; Yu et al., 2017).

As a divalent cation (Zn?>*), zinc plays an important role
as a catalytic and structural cofactor in virtually all aspects of
cell metabolism (Vallee and Auld, 1990). Keeping a balanced
intracellular zinc homeostasis is a prerequisite for mammals and
most bacterial species (Nies and Grass, 2009). Therefore, zinc
quantities within cells are highly regulated, as zinc deprivation
hinders bacterial growth, while an excess of zinc could be
toxic (Gielda and DiRita, 2012). Factors reported to increase
zinc tolerance levels in E. coli described so far include the
cation diffusion facilitator (CDF) ZitB, the Pyj-type ATPase
ZntA and the low-affinity inorganic phosphate transporter Pit
(Beard et al., 2000; Grass et al., 2005; Deus et al., 2017;
Hoegler and Hecht, 2018).

So far, an increased tolerance toward (trace) metals, including
zing, is clearly linked to genes conferring antibiotic resistance in
different bacterial species (Cavaco et al., 2011; Agga et al., 2014;
Medardus et al., 2014; Becerra-Castro et al., 2015; Song et al,,
2017; van Alen et al,, 2018), possibly indicating a worrisome
co-selective effect of zinc oxide mass utilization (Seiler and
Berendonk, 2012; Bednorz et al., 2013; Yazdankhah et al., 2014;
Ciesinski et al., 2018). Consequently, the current anthropogenic
contamination of the environment with heavy metals is regarded
as a serious problem (Seiler and Berendonk, 2012).

In E. coli, an extensive, finely tuned network of efflux pumps,
ligands and transcription factors is involved in intracellular
osmoadaption and heavy metal detoxification, also warranting
maintenance of cellular zinc homeostasis (Hantke, 2005; Nies
and Grass, 2009; Porcheron et al, 2013; Watly et al., 2016).
Recent studies revealed that zinc tolerance levels differ not
only between bacterial species but also within particular species,
including E. coli of human and avian origin (Deus et al., 2017;
Stocks et al., 2019).

The aim of this work is to study the effects of zinc-rich diets on
a representatively selected collection of intestinal E. coli obtained
from post-weaning piglets, considering a putative association of
a nutritive zinc oxide excess and (i) phenotypic zinc tolerance
levels, (ii) antibiotic- and biocide susceptibility profiles, and (iii)
genes involved in antimicrobial resistance, zinc (heavy metal)-
and biocide tolerance.

MATERIALS AND METHODS

Sample Size and Isolate Selection

The representative set of E. coli isolates investigated here was
selected based on a previous feeding trial (Ciesinski et al.,
2018) carried out in accordance with the principles of the Basel
Declaration following the institutional and national guidelines
for the care and use of animals. The protocol was approved by
the local state office of occupational health and technical safety
“Landesamt fiir Gesundheit und Soziales, Berlin” (LaGeSo Reg.
Nr. 0296/13) as described before (Ciesinski et al., 2018).

Briefly, 32 landrace piglets weaned at day 25 + 1 were
separated in two groups for 4 weeks: the first group of piglets,
denoted here as the high-zinc group (HZG) was fed with a
diet supplemented with a comparatively high amount of zinc
oxide (2,103 mg zinc/kg diet), while the second group served
as control. This control group (CG) received a common piglet
diet containing a physiologic concentration of zinc oxide (72 mg
zinc/kg diet) to avoid trace metal malnutrition (Ciesinski et al.,
2018). The trial started with 32 piglets, which were sacrificed
mid-trial (38 &+ 2 days, n = 16) and at the end (52 + 2
days, n = 16).

Here we focus on E. coli obtained from samples of pigs
sacrificed at the end (n = 16; 52 £ 2 days) of the feeding trial
only. Altogether, 817 E. coli collected from the feces, digesta-
and mucosa samples obtained from these final 16 pigs were
stored in glycerol stocks at —80° (Ciesinski et al., 2018). Using
meta data such as sampling site, feeding group and evaluation
of growth on plates containing different antibiotics which were
available for all the 817 E. coli obtained from this initial approach
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(Ciesinski et al., 2018) we selected a stratified random sample
comprising 179 isolates (Table 1 and Supplementary Table S1).

Phenotype Characterization of Porcine
E. coli

A broth microdilution assay was carried out for biocides and
heavy metal salts using microtiter-plates (Merlin, Bornheim-
Hersel, Germany) as described before (Deus et al, 2017)
including alkyl diaminoethyl glycin hydrochloride [ADH],
benzethonium chloride [BEN], benzalkonium chloride [BKC],
guanidine chlorhexidine [CHX], acridine compound acriflavine
[ACR], copper sulfate [COP], silver nitrate [SIL] and zinc
chloride [ZKC]. E. coli strains ATCC25922 and ATCC10536
were used for internal quality control. In addition, E. coli strain
RKI6122 was used as a reference for growth in the presence of
1024 pg ZnCly/ml (Deus et al., 2017).

Antimicrobial susceptibility testing (AST) using the VITEK® 2
system (BioMérieux, Germany; AST card GN38) was performed
including amikacin, amoxicillin/clavulanic acid, ampicillin,
cephalexin,  chloramphenicol, enrofloxacin,  gentamicin,
marbofloxacin, piperacillin, tetracycline, tobramycin and
trimethoprim/sulfamethoxazole according to the standards
given by the CLSI VET01-A4 and M100-S21) (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2012, 2013).

Molecular Characterization of E. coli

Hundred and seventy nine E. coli were sequenced using
IMlumina MiSeq® 300 bp paired-end whole genome sequencing
(WGS) with an obtained coverage of >90X. Plasmid DNA of
E. coli RKI3099, an isolate representing a frequently occurring
genomic background associated with increased zinc tolerance
together with antimicrobial resistance (Supplementary Table
S1), was isolated using Qiagen Plasmid Mini Kit according
to manufacturer’s instructions. The purified plasmid DNA was
sequenced using the Pacific Biosciences RS II platform with
the P6C4 chemistry in a single flowcell. Pacific Biosciences

sequencing was completed by generating a sequencing library
from 5 to 20 kb using standard methods. PacBio raw data and
the Illumina short reads were hybrid assembled using unicycler
v44 (Wick et al, 2017). Adapter-trimmed reads were used
for de novo assembly into contiguous sequences (contigs) and
subsequently into scaffolds using SPAdes v3.11. All draft genomes
were annotated using Prokka (Seemann, 2014).

In previous studies, factors have been described as being
capable to confer elevated zinc tolerance levels in E. coli (Grass
et al., 2005; Deus et al, 2017; Vidhyaparkavi et al., 2017;
Stocks et al., 2019). Consequently, we analyzed the presence or
absence of a broad set of genes involved in zinc homeostasis
(n = 35) including zinc-binding metalloenzymes (n = 69)
(Supplementary Table S2).

Since co-selection of antibiotic- and metal resistance is an
issue of utmost importance and metal resistance genes are
often co-located on mobile genetic elements (MGEs) alongside
antibiotic resistance genes (ARGs) (Baker-Austin et al.,, 20065
Fard et al., 2011; Holzel et al, 2012; Fang et al., 2016; Song
et al, 2017; Argudin et al, 2019), we further investigated the
occurrence of genes known to be associated with either antibiotic-
or metal resistance on mobile genetic elements among our
isolate collection (Supplementary Table S1).

Further investigation included screening of 203 genes
described by Pal et al. (2013), particularly known to be associated
with increased tolerance or even resistance toward different
biocides, for example acridine compound acriflavine [ACR],
benzalkonium chloride [BKC] and benzethonium chloride
[BEN]. The screening procedure included among others gacE,
its variant qacE(A1), gacL, sugE, ygiW, ymgB (Supplementary
Table S3) and further operons known to be involved in heavy
metal detoxification (arsABCD, cusABCE, merRT, pcoABCDE,
pcoRS, silABCEFP, silRS, terBCDWZ, ygiW) alongside their
regulatory genes (Supplementary Table S3).

Consequently, in silico whole-genome screening for all these
genes associated with antibiotic resistance (ARGs) [n = 2570

TABLE 1 | Distribution of E. coli among sampling sites, feeding groups, pigs, ZnCl, MICs and antibiotic resistance profiles.

Antibiotic resistance profiles

AMP/
AMP/ PIP/
Piglets E. coli ZnCly MICs (.g/ml) AMP/ TET/ PIP/ TET/
128 256 512 suscep. SXT TET PIP SXT TET SXT
Site Group n n n n n n n n n n n n
Mucosa HZG 7 33 1 22 10 18 0 0 0 6 9 0
CG 8 25 0 25 0 16 0 2 0 1 6 0
Digesta HzZG 8 33 1 17 15 17 0 0 0 8 8 0
CG 8 25 3 20 2 16 1 1 0 0 3 4
Feces HzG 8 33 0 24 9 17 0 0 1 6 2 7
CG 7 30 2 28 0 18 0 0 0 0 9 3

Distribution of 179 E. coli isolates among sampling sites, feeding groups, piglets (n = 16), zinc chloride tolerance levels and antibiotic resistance profiles. n, number;
HZG, high zinc fed group; CG, control group; suscep., fully susceptible toward antibiotics tested; SXT, sulfamethoxazole-trimethoprim; TET, tetracycline; AME, ampicillin;

PIR, piperacillin.
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included variants of ARGs], biocide resistance or heavy metal
tolerance was performed using an in-house BLAST-pipeline with
the general identity threshold 95% ID and 90% minimum length
based on ResFinder 3.1 (Zankari et al., 2012), CARD (The
Comprehensive Antibiotic Resistance Database, Jia et al., 2017)
and BacMet (Antibacterial Biocide & Metal Resistance Genes
Database; Pal et al., 2013).

Whole genome screening data were used for further
genotype characterization including determination of multilocus
sequence type (ST) using MLSTFinder 2.0 (Larsen et al,
2012), serotype prediction (SerotypeFinder 2.0, Joensen et al.,
2015) and occurrence of plasmid incompatibility groups with
PlasmidFinder 2.0 with a threshold of 95% ID (Carattoli et al.,
2014). A detailed overview on all isolates and characteristics is
provided in Supplementary Table S1.

Whole genome sequences for all 179 E. coli are deposited
into NCBI-Genbank and accession numbers are provided in
Supplementary Table S4.

Statistical Analysis

Data were analyzed using SPSS software version 25.0 (IBM,
New York, NY, United States). P-values < 0.05 were considered
statistically significant.

A linear mixed-model regression approach was used to test
whether feeding group and sampling sites (mucosa, digesta
and feces) had an effect on E. coli ZnCl, MICs, with the
individual pig as a random factor. The logarithm (basis 2) of
ZnCl, MIC values was the dependent variable in all analyses.
All two-way interactions were included in the models. Non-
significant interactions were removed one by one. Variance
components were used to determine the proportion of variance
that accounted for differences between individual animals. Model
diagnostics included visual inspection of residuals for normality
and homoscedasticity.

Further, mixed linear regression models were developed to
investigate the influence of

e occurrence of resistance toward one or more antibiotic
classes (yes or no),

e the MIC levels of acridine
(logarithmic to the basis 2),

e silver nitrate (logarithmic to the basis 2), or

e chlorhexidine (logarithmic to the basis 2), respectively,

compound acriflavine

on lg2 ZnCl, MIC values including sample origin and feeding
group as fixed factors and the individual pig as a random factor.

RESULTS

Zinc Tolerance Levels of Porcine

Intestinal E. coli

Here we present results based on a stratified random sample
comprising 179 E. coli (Supplementary Table S1) representing
different AST phenotypes, three different sampling sites (digesta,
mucosa, feces) and two feeding groups (HZG and CG). For
this collection three different levels of tolerance toward zinc
chloride (ZnCl,) were detected (Table 1). The lowest level
of tolerance toward ZnCl, (128 pg/ml) was recorded for 2%
of the HZG and 6% of the CG isolates, respectively. Sixty
four percent of the HZG and 91% of the CG isolates were
associated with a ZnCl, MIC of 256 pg/ml. Considering the
maximum ZnCl, MIC of 512 pg/ml exhibited by isolates in
this study, a clear difference between isolates belonging to the
distinct feeding groups was obvious: while 34% of the E. coli
from samples of the HZG clustered here, only 3% of those
obtained from the CG reached this particular tolerance level as
well (Figure 1).
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FIGURE 1 | Distribution of zinc chloride MICs among 179 intestinal E. coli from piglets. Relative (%) distribution of three different ZnCl, MICs among isolates from the

high-zinc group (HZG, n = 99) and the control group (CG, n = 80).
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TABLE 2 | Results of mixed linear regression model examining the influence of
feeding group and sample site on Ig2 ZnCl, (dependent factor) for 179 E. coli with
pig as random variable.

Factor Regression coefficient p-value 95% ClI
Intercept 8.282 <0.001 8.111-8.453
Mucosa 0.006 0.937 —0.137-0.148
Digesta 0.052 0.358 —0.078-0.202
Feces oP 0.6362

HzG oP . .

CG -0.332 0.005 —0.552 - (—0.111)

HZG, high zinc group; CG, control group; CI, Confidence interval. Global p-value
determined for three sampling sites (mucosa, digesta, feces). bThis parameter is
set to zero because it is redundant. Bold numbers indicate a significant p-value.

Further analysis using a linear mixed regression model
taking inter-individual host (n = 16 pigs) differences (inter-
host variance: 16.7% of total variance) into account revealed
a statistically significant association between ZnCl, MICs and
isolates representing the HZG as well as ZnCl, MICs with
isolates of the CG (p = 0.005) with a regression coefficient
of —0.332 (Table 2). Considering E. coli from the three
sampling sites (mucosa, digesta from colon ascendence and
feces from the ampulla recti), ZnCl, MICs lacked significant
differences (p = 0.636).

Zinc Tolerance, Antibiotic and Biocide
Susceptibility Profiles

To answer the question whether a particular level of zinc
tolerance is associated with a certain antibiotic resistance
phenotype, all E. coli were grouped according to their individual
resistance profile and zinc tolerance level (Figure 2). Non-
susceptibilities detected for the 179 E. coli included those
to sulfamethoxazole-trimethoprim, tetracycline, ampicillin and
piperacillin only (Table 1 and Figure 2). Isolates expressing the
“highest” ZnCl, MIC (512 pg/ml) showed either a susceptible
phenotype toward the panel of antibiotics tested here or
yielded non-susceptibility for tetracycline and sulfamethoxazole-
trimethoprim. Overall, MICs of antibiotic-resistant (resistance
toward one or more antibiotic classes) and susceptible isolates
showed no significant difference using mixed linear regression
(p = 0.119) (Table 3), but drug resistant isolates had slightly
higher ZnCl, MIC values than susceptible isolates (regression
coefficient 0.105). Overall, zinc tolerance levels of E. coli
investigated in this study lacked a particular association with the
occurrence of any antibiotic resistance phenotype concerning the
antimicrobial substances included.

Minimum inhibitory concentrations detected for biocides and
further inorganic metal compounds showed a unimodal value
distribution (Table 4), possibly indicating the lack of a distinct
non-wild type E. coli subpopulation for any of the substances
tested here. The broadest distribution of MICs was recorded for
acridine compound acriflavine, silver nitrate and chlorhexidine,
comprising four dilution steps each (Table 4).

We have set up mixed linear regression models to investigate
a putative association between ZnCl, MICs and tolerance levels

toward a specific biocide or inorganic metal. The model including
1g2 acridine MICs as an influence factor beside the feeding group
and the three sampling sites once again showed a significant
association between ZnCl, MICs and feeding group (p = 0.011),
but not with either sampling site (p = 0.640) or Ig2 acridine MICs
(p = 0.746) (Supplementary Table 5A).

The silver nitrate model (dependent variable 1g2 ZnCl,
MIC, independent variables lg2 silver nitrate MIC, feeding
group and sampling site) also showed a significant association
with the feeding group (p = 0.010), but not for 1g2 silver
nitrate (p = 0.979) nor the sampling site (p = 0.643,
Supplementary Table 5B).

The model build to test the influence of chlorhexidine
showed a significant interaction between the feeding group
and the lg2 chlorhexidine MICs (p = 0.047). While the
lg2 ZnCl, MICs decreased with increasing 1g2 chlorhexidine
MICs in the HZG, they increased slightly in the CG with
increasing Ig2 chlorhexidine MICs. The parameters sampling
site (p = 0.338) and feeding group (p = 0.137) did not have
significant effects, but 1g2 chlorhexidine MIC (p = 0.022) did
(Supplementary Table 5C). 15.6% of the variance was due to
variance between animals.

Genomic Background and Genes

Involved in Zinc Tolerance

Whole genome screening data were used to assign all E. coli ST
and to predict serotypes among the isolates representing the HZG
(n =99) and the CG (n = 80). As shown in Figure 2, these 179
isolates representing the two feeding groups were assigned to 15
STs each. Overall, isolates belonging to the sequence type complex
(STC) 10 (ST10 and ST34) were most common among the
representative isolates of both groups (HZG, 50.5%; CG, 40%).

Considering the corresponding predicted serotypes, E. coli
062:H30 (ST34) was common in the representative samples of
both feeding groups (20% [HZG]/19% [CG]), followed by the
ST10 O88:H12 (9% [HZG]/7% [CG]) (Figure 2). In addition,
most E. coli representing both feeding groups (141 of 179) showed
a ZnCl, MIC of 256 pg/ml. These isolates were assigned to 17
STs and 27 serotypes. The isolates with ZnCl, MIC 128 pg/ml
belonged to three different STs (4 serotypes) and the ZnCl,
MIC of 512 pg/ml included isolates of seven STs and seven
corresponding serotypes (Figure 3). Both groups of E. coli
representing the two different feeding groups included predicted
serotypes which were unique to it, for instance CG isolates
belonging to 092:H2 and O157:H43 or O89:H38 and 0182:H19
in the HZG (Figure 3).

In particular factors have been described as being capable
to confer elevated zinc tolerance levels in E. coli (Grass
et al., 2005; Deus et al, 2017; Vidhyaparkavi et al., 2017;
Stocks et al., 2019). Consequently, we analyzed the presence or
absence of a broad set of genes involved in zinc homeostasis
(n = 35) (Table 5) including zinc-binding metalloenzymes
(n = 69) (Supplementary Table S2). All 179 isolates harbored
genes associated with zinc detoxification such as zitB, zntA
and pit (Table 5). Also, factors involved in zinc uptake like
ZupT (metal uptake protein, preference for zinc), the ABC
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FIGURE 2 | Antibiotic resistance pattern and zinc chloride MICs of porcine intestinal E. coli. Relative (%) distribution of resistance pattern compared with zinc
chloride MICs (light gray = ZnCly, MIC of 128 pg/ml; gray = ZnCly, MIC of 256 pg/ml; dark gray = ZnCly MIC of 512 wg/ml) in high-zinc group (blue) [HZG] and
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control group (green) [CG]. SXT, sulfamethoxazole-trimethoprim; TET, tetracycline; AMP, ampicillin; PIP, piperacillin.
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transporter ZnuABC and major regulators such as Zur were
identified in each of the genomes. Only the Rac-prophage
zinc-binding chaperone protein YdaE (Blindauer et al., 2002)
and the Zn(II)-responsive ribosomal proteins YkgM (Hensley
et al., 2012) was not ubiquitously distributed among isolates of
the three distinct ZnCl, MICs (Table 5). In addition, almost
all genomes were found positive for genes encoding zinc-
binding metalloenzymes involved in a highly diverse net of cell
functions (Supplementary Table S2). A detailed overview on
gene presence or absence, query protein coverage and number
of predicted protein variants for these 104 factors investigated
here is provided in Table 5 and Supplementary Table S2.
Accordingly, sheer presence or absence of particular factors
or even a particular amino acid sequence variant does not
explain the different levels of zinc tolerance among the analyzed
E. coli population.

Antibiotic Resistance - Biocide — And

Heavy Metal Tolerance Genes

In total, 87/179 E. coli comprising isolates of both feeding
groups and each zinc tolerance level lack ARGs, which is in
strict concordance with their resistance phenotype (Figure 2 and
Table 6). However, genes known to confer antibiotic resistance

have been identified on MGEs within the isolate collection. While
the ZnCl, MIC 128 pg/ml is associated with the occurrence of 0-
4 ARGs and three STs, the ZnCl, MIC 256 j1g/ml shows a range
from 0 to7 ARGs and ZnCl, MIC 512 pg/ml harbors either 0 or
5 ARGs (Supplementary Table S1).

TABLE 3 | Results of mixed linear regression model examining the influence of
antimicrobial resistance, feeding group and sampling site on Ig2 ZnCI2 MIC
(dependent factor) for 179 E. coli with pig as random variable.

Factor Regression coefficient p-value 95% CI
Intercept 8.343 <0.001 8.156-8.530
Mucosa 0.007 0.926 —0.135-0.149
Digesta 0.064 0.365 —0.075-0.203
Feces ob 0.6312

HzG oP . .

CG -0.327 0.006 —0.548-(—0.106)
Susceptible —0.105 0.119 —0.236-0.027
Resistant oP

HZG, high zinc group; CG, control group; Cl, Confidence interval. @Global p-value
determined for the three sampling sites. °This parameter is set to zero because
it is redundant. Bold numbers indicate a significant p-value.
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TABLE 4 | Distribution of biocide- and heavy metal MICs among 179 porcine commensal E. coli.

MICs (rg/ml)
Substance Feeding group 0.0625 0.125 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 4096 8192 MIC5g MiCgqg
ZKC HzZG 0 0 0 0 0 2 63 34 0 0 0 0 256 512
ce --Illlo A
CHX HzG 5 0 0 0 0 0 0 0.5 1
CG 50 22 7 1 0 0 0 0 0 0.5 1
BKC HzG 0 0 73 26 0 0 0 8 16
CG 0 3 59 18 0 0 0 8 16
ACR HzG 0 0 10 64 25 0 0 16 32
CG 0 0 19 52 9 0 16 32
SIL HzZG 0 76 4 1 0 0 0 2 2
CG 0 68 1 0 0 0 0 .. 2 2
BEN HzG 0 0 0 1 98 0 0 16 16
CG 0 0 0 1 79 0 0 0 16 16
COoP HzG 0 1 0 1024 1024
= HEERER ° .
ADH HzZG 0 0 98 0 0 0 0 0 0 0.25 0.25
S - ol...----

MIC value ranges for different biocides and heavy metals in ug/ml. Distribution is shown for isolates representing both feeding groups (HZG, high zinc group; CG, control group). ACR, acridine compound acriflavine;
ADH, alkyldiaminoethy! glycin hydrochloride; BKC, benzalkonium chloride; BEN, benzethonium chloride; CHX, chlorhexidine; COFR, copper sulfate; SIL, silver nitrate; ZKC, zinc chloride. MICsg represents the MIC value
at which >50% of the isolates in a test population are inhibited, MICgo the MIC value at which >90% of the isolates within a test population are inhibited (Turnidge et al., 2006). MICs not included in the range tested

are shaded in gray.
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Serotypes Sequence types
O8:HS8 ST4577
098:H5 ST3057
0109:H48 ST2946
O unkown:H49 ST1607
O unknown:H7 ST1308
O177:H45 ST1040
0O100:H30 ST993
O8:H10 ST681
O83:H33 ST567
O157:H43 ST218
0O89:H38 ST154
O82:H8 ST101
0104:H10 ST88
O8:H10 ST88
O8HY ST88
O117H9 ST58
O8:H25 ST58
O unknown:H2 ST58
O113:H21 ST56
0O39:H21 ST40
092:H2 i ST34
O62:H30 _ ST34
O78:H9 - E | ST23
O8:HY ST23
026:H11 ST21
O182:H19 ST10
O149:H12 ST10
O88:HI2 ST10
O84:H11 ST10
036:H19 ST10
O9:H9 ST10
O8HO ST10
O unknown:H2 ST10
20 0 10 15 20
Zine feeding group No. of isolates Control group
HZG) (CG)
ZnClL-MIC 512 pg/ml [l [ ZnCl,-MIC 256 pg/ml B ] zncl,-MIC 128 pg/ml
FIGURE 3 | Sequence types and serotypes of 179 with £. coli showing three different zinc chloride MICs. Sequence- and (predicted) serotype distribution and
frequencies of 179 E. coli isolates representing both feeding groups together with zinc chloride tolerance MICs. Most isolates showed the ZnCl, MIC of 256 pg/ml,
represented by 17 STs in both feeding groups. The broadest heterogeneity seems to be associated with sequence type complex (STC)10 isolates, which were
obtained from both feeding groups (high-zinc group [HZG] and control group [CG]), including representatives for each of the three zinc chloride tolerance values.

Seven isolates expressing a ZnCl, MIC of 128 pg/ml
belonged to ST10 O36:H19 (n = 3), ST34 O62:H30 (n = 1),
092:H2 (n = 2), and ST40 O39:H21 (n = 1). ARGs conferring
resistance to aminoglycosides, beta-lactams and tetracycline
(aadAl, blatgp—1p, strA, strB, and tetB) were solely associated
with both serotypes belonging to ST34.

Sixty nine of 136 E. coli with the 256 pg/ml ZnCl, MIC
harbored a different ARG combinations, e.g., isolates belonging
to ST56 O113:H21 (n = 4) were positive for aadAl and sull and
ST993 O100:H30 (n = 4) isolates harbored tetB. ST10 O88:H12
(n = 13) harbored aadAl, dfrAl, blargym—1p, strA, strB, sul3,
and fefA.

Considering the 36 isolates with the 512 pg/ml ZnCl, MIC,
ARGs (aadAl, dfrAl, sull, sul3 and tetA) conferring resistance
to aminoglycosides, trimethoprim, sulfonamides and tetracycline
were exclusively associated with 19 isolates belonging to ST10
0182:H19. The remaining 17 isolates completely lack ARGs
and belong to six different STs (101, 154, 681, 2946, 3057,
4577) (Supplementary Table S1). WGSc indicated the presence
of more than one plasmid harboring the 5 ARGs and further
genes conferring tolerance toward biocides and heavy metals
(Figure 4) among the ST10 O182:H19 isolates. Subsequently,
PacBio sequencing was employed to further investigate the

composition of these structures extracted from a representative
isolate (RKI3099).

As a result, two novel plasmids (Figure 4) with a size of
115 kb (pRKI3099a; accession number MN124285) and 102 kb
(pRKI3099b; accession number MN124286) were identified. Both
plasmids carry class I integron variants characterized by integrase
IntI1, and either a disrupted form of the biocide resistance gene
qacE (qacEA1) (Paulsen et al., 1996) or the biocide resistance
gene qacL, as well as the sulfonamide resistance genes sull
(RKI3099b) or sul3 (pRKI3099a). The plasmid pRKI3099a is a
IncFII-type plasmid that also carries the tetracycline resistance
gene tetA and the nearly 40 kb transfer operon (tra) which
is essential for F-plasmid transfer (Frost et al., 1994). The
IncFIB plasmid RKI3099b harbors the mercury resistance operon
merRTPCDAB, diverse insertion sequences and a hly-operon
disrupted by IS91. Additionally, both plasmids include typical
plasmid partitioning genes such as toxin-antitoxin systems
(e.g., vapB/C and hicA/B) and further mobile element related
genes (Figure 4).

Taken together, the occurrence of certain ARGs is more
associated with the genomic background and serotype of
the E. coli investigated here than with a particular zinc
tolerance level or feeding group. Consequently, we decided
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TABLE 5 | Screening results of factors involved in zinc homeostasis for 179 porcine commensal E. coli.

Distribution Protein

ZnCly-MICs (ig/ml)

128 256 512
Function Symbol Gene n="7 n =1362 n =367 L AV [+ | REF

% % % AA n % %
Zinc uptake
Metal binding protein zZinT zinT 100 100 100 216 14 100 98.4 1]
Zn-binding protein (ABC) ZnuA ZNUA 100 100 100 311 1 100 98.4 2]
Integral subunit (ABC) ZnuB znuB 100 100 100 252 1 100 98.5 [2]
ATPase subunit (ABC) ZnuC znuC 100 100 100 261 5 100 99.0 [2]
Zn2* uptake transporter ZupT zupT 100 100 100 257 2 100 99.6 [3]
Zn?t uptake regulator Zur zur 100 100 100 172 10 100 96.4 [4]
Ammonia channel AmtB amtB 100 100 100 428 5 100 99.9 [5]
Put. arylsulfatase AslA aslA 100 100 100 552 11 100 98.5 [6]
OM channel OmpC ompC 100 100 100 368 10 100 90.8 5]
Put. protein YdfE ydfE 100 100 100 255 19 100 96.1 [6]
Efflux protein (cysteine) EamB eamB 100 100 100 195 10 100 98.7 [5]
Efflux
AMG efflux pump AcrD acrD 100 100 100 1037 15 100 99.8 7
MDR transporter MdtA matA 100 100 100 415 20 100 99.2 [71
MDR transporter MdtB matB 100 100 100 1040 24 100 98.1 [7]
MDR transporter MdtC matC 100 100 100 1025 24 100 98.0 7
MDR transporter MdtD madtD 100 100 100 471 20 100 98.4 [71
Ferrous-iron efflux pump FieF viip 100 100 100 300 4 100 99.7 [8]
Metal transporter ZitB ZitB 100 100 100 314 10 100 99.6 [9]
P1b-type ATPase ZntA zntA 100 100 100 732 13 100 97.4 [7
Histidine-protein kinase BaeS baeS 100 100 100 467 10 100 94.3 7
Transcriptional regulator BaeR baeR 100 100 100 240 10 100 99.3 [7]
Transcriptional regulator SoxS soxS 100 100 100 108 8 100 99.5 [10]
Transcriptional activator SoxR soxR 100 100 100 154 8 100 99.5 [10]
Transcriptional regulator ZntR zntR 100 100 100 142 12 100 98.9 [11]
Transglycosylase E EmtA emtA 100 100 100 203 4 100 99.7 [6]
Formate dehydrogenase FdnG fdnG 100 100 100 1016 9 100 99.5 [6]
Put. Znt protease PaglL pgql 100 100 100 932 10 100 98.1 [12]
GTP cyclohydrolase Il RibA ribA 100 100 100 197 7 100 99.8 [6]
Periplasmic chaperone Spy spy 100 100 100 159 9 100 99.7 [5]
Put. Zn2t chaperone YdaE ydaE 42.9 16.2 52.8 57 3 100 85.0 [5]
Zn?*-stimulated GTPase YeiR yeiR 100 100 100 328 6 100 99.4 [13]
508 ribosomal protein YkgM ykgM 571 99.3 100 88 8 100 98.4 [14]
Zn?* resistance as. protein ZraP zraP 100 100 100 142 11 100 98.0 [5]
Transcriptional regulator ZraR zraR 100 100 100 441 17 100 99.2 [15]
Sensor protein ZraS zraS 100 100 100 441 15 100 98.5 [15]

All 179 porcine commensal E. coli were screened with respect to the presence or absence of 35 factors involved in zinc homeostasis as described before. Predicted amino
acid sequence lengths were compared to those of E. coli K-12 MG1655 in order to check for putative premature stop codons or deletions affecting the putative function
of the protein. None of the amino acid sequence variations (AV) was solely associated with a particular ZnCl, MIC. Amino acid sequence variation among the isolate
collection primarily reflects the isolate’s genetic backgrounds. Put., putative; OM, outer membrane; MDR, multidrug resistance; AMG, aminoglycoside; as., associated;
n, number of isolates; @, number of isolates with particular ZnClo MIC; L, length; AA, amino acid sequence; AV, number of amino acid sequence variants; C, amino acid
sequence coverage with respect to reference protein in E. coli K-12 MG1655; |, maximum amino acid sequence identity among the 179 isolates; REF, references. [1]
Colaco et al., 2016; [2] Yatsunyk et al., 2008; [3] Grass et al., 2005; [4] Choi et al., 2017; [5] Lee et al., 2005; [6] Graham et al., 2009; [7] Wang and Fierke, 2013; [8] Lu
et al., 2009; [9] Watly et al., 2016; [10] Warner and Levy, 2012; [11] Wang et al., 2012; [12] Subashchandrabose et al., 2013, [13] Blaby-Haas et al., 2012; [14] Hensley
et al., 2012; [15] Petit-Hartlein et al., 2015.

to abstain from further statistic calculation for individual Genes known to confer resistance/tolerance toward biocides
resistance genes clearly mirroring frequencies of certain and heavy metals located on plasmids seem to have a
genomic lineages only. strong association (p < 0.05) with isolates of the HZG,
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TABLE 6 | Antibiotic resistance genes (ARGs).

Distribution Protein
ZnCl,-MICs (ng/ml) REF
Factor Symbol Gene 128 256 512
n=72 n =136 n =367 L AV C 1
% % % AA n % %
Streptomycin 3"-adenyltransferase AadA1 aadA1l 28.6 18.4 52.8 263 2 100 99.2 1]
Aph(3”)-Ib PT APH(3")-Ib StrA 14.3 38.2 0 267 2 100 99.9 2]
Aph(6)-1d PT APH(6)-Id strB 14.3 38.2 0 287 1 100 100 [2]
Tetracycline resistance protein Tet(A) tet(A) 0 11.0 52.8 399 2 100 99.9 [3]
Tetracycline resistance protein Tet(B) tet(B) 14.3 294 0 401 1 100 99.9 [4]
Macrolide 2/-PT Il MPH(29-II mph(B) 0 2.2 0 302 1 100 100 5]
B-lactamases BlaTEM-1b blaTEM-1b 0 30.9 0 286 1 100 98.6 [6]
Dehydrofolate reductase DfrA1 dfrA1 0 11.8 52.8 157 2 100 99.9 [7
Dihydropteroate synthase-type 1 DHPS-1 sull 0 8.1 52.8 279 2 100 99.9 [8]
Dihydropteroate synthase-type 2 DHPS-2 sul2 0 0.7 0 271 1 100 99.4 [8]
Dihydropteroate synthase-type 3 DHPS-3 sul3 0 9.6 52.8 263 1 100 99.9 [8]

Whole genome sequencing data of 179 porcine commensal E. coli were screened with respect to antibiotic resistance genes (ARGs). Predicted amino acid sequence
lengths were compared to those of the ResFinder 3.1 data base (Zankari et al., 2012) in order to check for putative premature stop codons or deletions affecting the
putative function of the protein. None of the amino acid sequence variations (AV) was solely associated with a particular ZnClo MIC. Isolates with the 512 wg/ml ZnClo
MIC which were positive for plasmid-associated ARGs exclusively belonged to ST10 O182:H19 (Figure 4). n, number of isolates; @, number of isolates with particular
ZnClo MIC; L, length; AA, amino acid; AV, number of amino acid sequence variants; C, amino acid sequence coverage with respect to ResFinder 3.1 data base (Zankari
et al., 2012); I, maximum amino acid sequence identity among the 179 isolates; REF, references. [1] Hollingshead and Vapnek, 1985, [2] Scholz et al., 1989; [3] Aldema

et al., 1996; [4] Roberts, 2005, [6] Pawlowski et al., 2018; [6] Salverda et al., 2010; [7] Skéld, 2001, [8] Antunes et al., 2005.

comprising different STs and serotypes (Supplementary Table
S1). However, considering the ZnCl, MIC of 512 pg/ml within
the HZG, only isolates belonging to ST10 O182:H19 carried the
above mentioned plasmids harboring biocide resistance (e.g.,
quaternary ammonium compound efflux transporters encoded
by gacL or qacEA1) and heavy metal tolerance genes (e.g.,
mercury resistance operon merRTPCDAB) alongside further
ARGs (Figure 4).

DISCUSSION

Former studies revealed an increase in antibiotic resistance
among E. coli (Holzel et al., 2012; Bednorz et al., 2013) and
other bacteria (Aarestrup et al., 2010; Cavaco et al, 2010)
obtained from pig manure which were previously exposed to
high zinc supplemented diets. Although a general correlation
between heavy metal - and antibiotic resistance seems to exist
(Pal et al, 2015; Yu et al, 2017), so far only a few factors
conferring heavy metal resistance in different bacterial species
have been identified, mostly located alongside ARGs on mobile
genetic elements such as insertion sequences and composite
transposons (Rice and Carias, 1998), unit transposons (Rubens
et al, 1979; Liebert et al.,, 1999), gene cassettes and integrons
(Kholodii et al., 2003; Petrova et al., 2011) and plasmids
(Carattoli, 2013; Fernandez-Lopez et al., 2016). A prominent
example might be the zinc-resistance factor Crz identified on
the staphylococcal chromosomal cassette conferring methicillin
resistance (SCCmec type V) in S. aureus from livestock
(Cavaco et al.,, 2011).

Zinc Tolerance Levels, Antibiotic- and
Biocide Susceptibility of Porcine
Intestinal E. coli

Here we report about phenotypic and genotypic characteristics
of 179 E. coli selected from a collection obtained from piglets
fed with either a zinc-rich diet (n = 8) or a common piglet diet
(n = 8). Considering the ZnCl, MICs in this study, our isolate
collection seems to reflect the naturally occurring unimodal
distribution of zinc tolerance levels most likely lacking non-
wildtype phenotypes, as previously reported for E. coli of avian
and human origin (Deus et al., 2017). So far, an association
between a ZnCl, MIC and a particular antibiotic resistance
phenotype has not been detected.

Nonetheless, the linear mixed regression model revealed a
statistically significant association between “higher” ZnCl, MICs
and isolates representing the HZG as well as “lower ZnCl,
MICs” with isolates of the CG (p = 0.005), indicating a selective
advantage of distinct commensal E. coli lineages in the presence
of high amounts of zinc in the piglets’ diet. One exception is E. coli
belonging to ST4577 (O8:H8). This genotype shows a 512 pg/ml
zinc MIC, and while it occurs in samples from both feeding
groups, it is nonetheless only rarely found among CG isolates
(2.5%) (Figure 3).

A recent study showed that zinc inhibits virulence expression
of diarrheagenic E. coli by inducing the bacterial envelope
stress response while inhibiting the SOS response (Bunnell
et al, 2017). Moreover, zinc salts were found to be capable
of reducing SOS-induced hypermutation through error-prone
polymerases in the presence of antibiotics (Bunnell et al., 2017).
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FIGURE 4 | Schematic circular representation of plasmids pRKI3099a and pRKI3099b from E. coli isolate RKIZ099. RKI3099 belonged to ST10 O182:H19
expressing ZnCly MIC of 512 pwg/ml. The predicted protein function are indicated by color code as follows: plasmid-association (yellow), antibiotic resistance (red),
metal resistance (dark red), toxin-antitoxin system (orange), mobile genetic elements (blue), conjugal transfer (green), mutagenesis and repair (gold), SOS inhibition
(pink) and the zinc metalloprotease StcE (brown). Plasmid pRKI3099a (115 kpb; IncFll) and pRKI3099b (102 kbp; IncFIB) carry class 1 integron variants by integrase
Intl1 (small blue arrows), and a disrupted form of the biocide resistance gene gacE (qacEA1) or the biocide resistance gene gacL, as well as the sulfonamide

Consequently, isolates exhibiting comparatively higher levels
of zinc tolerance might reflect a more inert SOS-system
activation, gaining a selective advantage by preventing early SOS-
induced hypermutation, even at sub-inhibitory concentrations of
antibiotics. Clearly, further studies on that particular subject are
needed, as our comprehensive in silico analysis did not give any
explanation about which mechanism might be responsible for the
variety of zinc tolerance measured.

The distribution of MICs obtained for further heavy metals
and different biocides suggested the lack of a non-wild type
population among the isolate collection, as assumed before (Deus
et al., 2017). The mixed linear regression model set-up for
lg2 chlorhexidine MICs indicated a putative association of 1g2
chlorhexidine MICs and 1g2 ZnCl, MICs in the different feeding
groups. However, the complex nature of interactions between
biocides and heavy metals and their possible effects on bacterial
populations needs to be further investigated.

Genomic Background and Genes

Involved in Zinc (Heavy Metal)- and

Biocide Tolerance

Escherichia coli belonging to the STC10 (ST10 and ST34) were
most common among the isolates of both groups (HZG, 50.5%;
CG, 40%). This finding is in accordance with a recent study

which summarizes that in Germany, Denmark, Ireland, and
Spain STC10 is the dominant genomic lineage among commensal
E. coli from pigs (Cortés et al., 2010; Bednorz et al., 2013;
Herrero-Fresno et al., 2015; Wang et al., 2016; Ahmed et al,
2017) and reported this lineage as being predominant among
intestinal E. coli from Australian pigs’ as well (Reid et al., 2017).
Moreover, E. coli belonging to STC10 have been characterized
as opportunistic, frequently associated with multidrug resistance
and widely distributed among a broad host range (Alcald et al.,
2016; Cordoni et al., 2016; Guenther et al., 2017).

Based on former studies, several genes have been emphasized
with respect to their capability to confer increased zinc tolerance
or even -resistance in E. coli. In this context, the Plb-
type ATPase ZntA and the CDF ZitB have been frequently
nominated (Hantke, 2005; Ding et al., 2012; Porcheron et al,
2013; Watly et al., 2016; Deus et al,, 2017; Ojer-Usoz et al.,
2017). In addition, the protein ZraP associated with zinc-
resistance, the transcriptional regulatory protein ZraR (synonym:
HydG), the serine acetyltransferase CysE and the low-affinity
inorganic phosphate transporter PitA have been linked to zinc
tolerance (Casewell et al., 2003; Hoegler and Hecht, 2018; Stocks
et al, 2019). We were able to provide evidence that genes
encoding these and many other factors involved in bacterial zinc
hemostasis were present in almost all 179 isolates investigated,
indicating that the sheer presence of these factors or even certain
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combinations do not confer zinc tolerance MICs deviating from
the unimodal distribution.

As was described for ZupT, point mutations are able to
change the kinetics of metal uptake systems toward an increase
zinc tolerance (Taudte and Grass, 2010). However, isolates
investigated here lack any ZupT amino acid sequence variation
(Table 5). Considering the predicted amino acid variations of
other zinc-associated proteins, differences seem to be lineage-
specific and lack particular associations with the distinct zinc
MICs (Table 5).

Accumulations of metals such as copper and zinc have
also been linked to antibiotic resistance development in
environmental bacteria, as thoroughly reviewed by Poole
(2017). However, molecular mechanisms responsible for
the presence as well as absence of heavy metal-, antibiotic-,
and biocide co-resistances are not fully understood vyet
(Yu et al, 2017). A putative effect of overexpressing non-
specific efflux pumps conferring phenotypic resistance to
antibiotics, biocides and heavy metals, as described for Listeria
monocytogenes (Mata et al., 2000) to the phenotypes reported
here cannot be ruled out completely. Therefore, studying
the transcriptomic response of distinct genomic lineages
with respect to different ZnCl, MICs might reveal the most
relevant factors explaining our results. However, for each of
the antibiotic resistance phenotypes detected in our isolates at
least one corresponding ARG was identified (Supplementary
Table S1), clearly reasoning against a primary role of any
non-specific efflux pumps.

In the past, there has been an extensive and substantial
discussion about fitness cost(s) of ARGs for bacteria, especially
E. coli (Melnyk et al., 2015), which is beyond the scope of
this project. However, the ZnCl, MIC 512 pg/ml value is
associated with either ST10 O182:H19 and the ARGs aadAl,
dfrAl, sull, sul3, and tetA (Figure 4) conferring resistance to
aminoglycosides, trimethoprim, sulfonamides and tetracycline or
no ARG at all (6 STs; 6 serotypes) (Supplementary Table S1
and Figure 2). Notably, most of these ARGs in ST10 0182:H19
are associated with class I integrons, which are commonly
regarded as “low-cost structures,” known to promote selection
while confronted with sub-inhibitory antibiotic concentrations
(Lacotte et al, 2017). Thus, picturing a co-selective pressure
above the minimal selective pressure induced by zinc excess
together with any of the antibiotics mentioned, a clear selective
advantage, even if associated with cost(s), seems reasonable
for this serotype, as it was discussed for appearance and
elimination of resistance genes before (Yu et al., 2017). Moreover,
a former study from Australia revealed commensal E. coli
from pigs as a reservoir for class 1 integrons, frequently
associated with three or more ARGs as well as genes conferring
heavy metal tolerance (Reid et al, 2017). As proposed,
biocides may promote dissemination of mobile genetic elements
and hence resistance genes (Gillings et al., 2008). Moreover,
biocides may have driven the fixation and spread of class 1
integrons, responsible for a major part of antibiotic resistance
(Gillings et al., 2008).

Almost all 179 E. coli described here harbored the
chromosomally encoded AcrAB-TolC-system which is known

to decrease susceptibility toward a wide variety of antibiotics
and biocides including acriflavine (Buffet-Bataillon et al,
2012). While detoxification by overexpression of AcrAB-
TolC and other efflux pumps (e.g., MdtEF-TolC) has been
reported before (Novoa and Conroy-Ben, 2019), this study
aimed to evaluate the genes whose presence were described as
responsible or involved in increasing bacterial zinc tolerance
(Table 5), an assumption we have clearly rejected. Nonetheless,
regulatory proteins such as SoxS for AcrAB are sensitive for
oxidative stress (Harrison et al., 2009) induced by different
metal ions, subsequently leading to an increased expression
of the corresponding efflux system while mediating tolerance
toward a broad range of antibiotics (Seiler and Berendonk,
2012). Consequently, further research on differences in
transcription patterns during zinc-induced stress might reveal
the factors essential for increased zinc tolerance in particular
E. coli lineages.

CONCLUSION

Using comprehensive phenotypical and in silico analyses, this
study sheds light on the effects of high-zinc oxide diets on
intestinal E. coli populations in weaned piglets: An association
of the isolates ZnCl, MIC with the feeding group was
obvious, while neither the presence nor the rare absence
of a specific gene or gene combination involved in cellular
zinc homeostasis could be identified to be associated with a
particular degree of zinc tolerance. Thus, a simple model of
co-selection does not account for the different levels of zinc
tolerance reported here.
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To prevent economic losses due to post-weaning diarrhea (PWD) in industrial pig
production, zinc (Zn) feed additives have been widely used, especially since awareness
has risen that the regular application of antibiotics promotes buildup of antimicrobial
resistance in both commensal and pathogenic bacteria. In a previous study on 179
Escherichia coli collected from piglets sacrificed at the end of a Zn feeding trial, including
isolates obtained from animals of a high-zinc fed group (HZG) and a corresponding
control group (CG), we found that the isolate collection exhibited three different levels of
tolerance toward zinc, i.e., the minimal inhibitory concentration (MIC) detected was 128,
followed by 256 and 512 wg/ml ZnClo. We further provided evidence that enhanced zinc
tolerance in porcine intestinal E. coli populations is clearly linked to excessive zinc feeding.
Here we provide insights about the genomic make-up and phylogenetic background of
these 179 E. coli genomes. Bayesian analysis of the population structure (BAPS) revealed
alack of association between the actual zinc tolerance level and a particular phylogenetic
E. coli cluster or even branch for both, isolates belonging to the HZG and CG. In addition,
detection rates for genes and operons associated with virulence (VAG) and bacteriocins
(BAG) were lower in isolates originating from the HZG (41 vs. 65% and 22 vs. 35%,
p < 0.001 and p = 0.002, resp.). Strikingly, E. coli harboring genes defining distinct
pathotypes associated with intestinal disease, i.e., enterotoxigenic, enteropathogenic,
and Shiga toxin-producing E. coli (ETEC, EPEC, and STEC) constituted 1% of the isolates
belonging to the HZG but 14% of those from the CG. Notably, these pathotypes were
positively associated with enhanced zinc tolerance (512 wg/ml ZnCl, MIC, p < 0.001).
Taken together, zinc excess seems to influence carriage rates of VAGs and BAGs in
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porcine intestinal E. coli populations, and high-zinc feeding is negatively correlated with
enteral pathotype occurrences, which might explain earlier observations concerning the
relative increase of Enterobacterales considering the overall intestinal microbiota of piglets
during zinc feeding trials while PWD rates have decreased.

Keywords: E. coli, zinc, pig, virulence associated genes, bacteriocins, gut

INTRODUCTION

The gastrointestinal microbiota of pigs is a large, multifaceted
and complex microbial community which has been estimated
to comprise of 10'°-10!! bacteria per gram of gut content (1).
Different stress factors are capable of altering the healthy gut
microbiome of a piglet, e.g., weaning from the sow, which
is among the most stressful events in a piglets life (2): The
prompt change in diet, social and environmental life conditions
affects the gut microbiota in composition and structure and
prevalently enhances vulnerability for onset of enteral post-
weaning infections (3). Considering feed additives, different
products are marketed to assist in boosting the pigs’ immune
system, regulate gut microbiota, and reduce negative impacts
of weaning and other environmental challenges, including
pharmacological levels of zinc and copper (4). However, a
recent review concluded that it is not possible to recommend
a specific additive that will have positive effects in all diets,
since the effects strongly depend on the health status of the
animals (4). Therefore, maintaining a physiological/healthy
gut microbiota composition and equilibrium during and after
weaning is important to prevent attachment, proliferation and
spread of pathogenic microorganisms, especially enterotoxigenic
Escherichia coli, which is a frequent cause of post-weaning
diarrhea (PWD) in piglets (5).

E. coli causing intestinal diseases usually express virulence
factors which induce and/or support an inflammation of the
gut often leading to diarrhea, while the number of intestinal
commensals decreases (6). Complex mechanisms of interaction
between commensal and pathogenic bacteria have evolved within
the gut, including competition for nutrients, shielding from the
activated enteral immune response and induction of competitor-
eliminating bacteriocin production (7). These bacteriocins are
polypeptide toxins comprising colicins and microcins which
exhibit a broad range of different cytotoxic mechanisms (8-
10). Both colicins and microcins are capable of killing a
narrow spectrum of competing Enterobacterales, including other
E. coli lineages (9). Porcine pathogenic E. coli have been
shown to produce predominantly colicins, especially colicin BM
and Ib (11).

To prevent or mend PWD which is most commonly caused
by enterotoxigenic E. coli (12), high-level dietary zinc oxide
supplementation is used in the pig production sector in different
parts of the world (5, 13, 14). Although the particular effects
of zinc on the enteral microbiota are not fully understood yet,
piglets fed with high-zinc supplemented diets clearly showed
changes with respect to the overall composition and abundance
of distinct gut-associated bacteria (15-17), which are probably

associated with bacteriocin-producing bacteria as well. We
therefore hypothesized that the occurrence of genes encoding
bacteriocins might have an impact on the composition of the
E. coli population in zinc-fed piglets.

The manifestation of clinical symptoms and pathology of
E. coli-induced enteral diseases is closely associated with the
occurrence of certain virulence associated genes (VAGs) (18,
19). Mainly based on the presence of distinct VAGs but also
additional, especially phenotypical characteristics, diarrheagenic
E. coli of importance for the pig production sector are
often classified as enterotoxigenic E. coli (ETEC). Furthermore,
enteropathogenic E. coli (EPEC), Shiga toxin-producing E. coli
(STEC), enteroaggregative E. coli (EAEC), enteroinvasive E. coli
(EIEC) and diffusely adherent E. coli (DAEC) have been reported
as a probable cause of diarrhea in pigs as well (5, 19-21).

While we have recently shown that high-zinc supplemented
diets foster accumulation of E. coli associated with increased zinc-
tolerance in weaned piglets (22), the effects of that particular feed
additive on the occurrence of VAGs and bacteriocin associated
genes (BAGs) among the intestinal E. coli population of these
piglets were not investigated so far. In the current study, we
analyzed the phylogenetic relationship and make up of a broad
collection of E. coli obtained from a former piglet zinc-feeding
trial together with strains isolated from pigs suffering from
clinical disease in order to investigate the presence of a putative
correlation between feeding group and the zinc tolerance level of
the isolates with the occurrence of VAGs and/or BAGs.

MATERIALS AND METHODS

Animal Trial and Bacterial Isolates

The representative set of E. coli isolates characterized here was
selected based on a previous feeding trial (23) carried out in
accordance with the principles of the Basel Declaration following
the institutional and national guidelines for the care and use
of animals. The protocol was approved by the local state office
of occupational health and technical safety “Landesamt fiir
Gesundheit und Soziales, Berlin” (LaGeSo Reg. Nr. 0296/13) as
described before (23).

Briefly, 32 landrace piglets of regular commercial origin
weaned at day 25 £ 1 were separated into two groups for 4
weeks: the first group of piglets, designated here as the high-
zinc group (HZG) was fed with a diet supplemented with a
comparatively high amount of zinc oxide (2,103 mg zinc/kg
diet), while the second group served as the control group. This
control group (CG) received a common piglet diet containing a
concentration of zinc oxide (72 mg zinc/kg diet) sufficient to meet
the nutritional requirements to avoid trace metal malnutrition
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(23). The trial started with 32 piglets, which were sacrificed
mid-trial (38 £ 2 days of age, n = 16, 8 per group) and at
the trial's end (52 £ 2 days of age, n = 16, 8 per group).
No symptoms of disease were observed within the two feeding
groups during the entire trial. Here we focus on E. coli obtained
from three different sampling sites (feces, digesta and mucosa
obtained from the colon ascendens) of those piglets sacrificed
at the end (52 + 2 days of age; n = 16) of the feeding trial. In
total, 179 E. coli were collected as a stratified random sample
(HZG = 99, CG = 80), with an average number of 11 E. coli
isolates investigated per piglet (all three sampling sites). These
isolates were previously studied with regard to their respective
zinc tolerance levels and susceptibility patterns for antibiotics and
biocides (22).

To compare, we chose six additional porcine strains isolated
from clinically ill piglets [diarrhea (n = 4), edema disease (n = 2)]
available in the strain collection of the Institute of Microbiology
and Epizootics (IMT) as representatives for non-commensal
isolates and a high-zinc tolerant isolate from a clinical human
case (RKI6122) (24).

Whole Genome Sequencing, Phylogenetic
Analysis, and Screening for Virulence
Associated- (VAGs) and Bacteriocin

Associated Genes (BAGs)

E. coli were sequenced using Illumina MiSeq® 300 bp paired-end
whole genome sequencing (WGS) with an obtained coverage of
>90x. The Illumina short reads were hybrid assembled using
unicycler v4.4 (25). Adapter-trimmed reads were used for de novo
assembly into contiguous sequences (contigs) and subsequently
into scaffolds using SPAdes v3.11. All draft genomes were
annotated using Prokka v1.14.5 (26). Illumina raw read data
sequenced for this study is available at NCBI under Bioproject
ID PRJNA552271. The determination of the maximum common
genome (MCQG) (27) alignment was done comprising those genes
present in all 179 genomes. To obtain this, we clustered the
coding sequences based on the parameters sequence similarity
(min. 90%) and coverage (min. 90%) and defined the genes that
were present in each genome, fulfilling the threshold parameters
as MCG. This resulted in 2,804 orthologous genes that we
used for the comparisons. We extracted the allelic variants of
these genes from all genomes by a BLAST-based approach,
aligned them individually for each gene and concatenated them,
which result in an alignment of 2.762 Mbp for these 179
strains. This alignment was used to generate a phylogenetic tree
with RAXML v 8.2.10 (28) using a General Time Reversible
model and gamma correction for among site rate variation.
Bayesian analysis of population structure (BAPS) (29) was
applied to identify genetically distinct linages based on the
constructed phylogeny.

An in-house BLAST-pipeline with the general gene identity
threshold of 95 and 90% minimum coverage was used to identify
25 VAGs selected because of their (putative) importance
in intestinal pathogenicity (Table1). Further genotype
characterization included the determination of multilocus
sequence type (ST) and sequence type complex (STC) using

MLST 2.0 (35), and serotype prediction using SerotypeFinder
2.0 (36).

The screening procedure for bacteriocin associated genes
included colicin types depending on either a Tol-dependent
translocation system (group A) such as colicin A, E1-E4, E6-E9,
K, N, S$4, U, Y or a Ton system (group B) including colicin B, Ia,
Ib, E5, E7, 5,10, G, H, Js, D, and M (37-41). An in-house BLAST-
pipeline was set-up for each of the corresponding genes with the
general identity threshold of 95 and 90% minimum gene coverage
(Supplementary Figure 1) (9, 41).

Each gene encoding a bacteriocin (colicin, microcin) was
further investigated with respect to its predicted amino acid
(aa) sequence coverage and identity using corresponding
reference/prototype aa sequences of the particular E. coli protein
from NCBI (Supplementary Figure 1). An in silico comparative
analysis was performed on these aa sequences using Geneious
Prime (version 2019.0.04).

A detailed overview of the characteristics of all animal trial
isolates and the strains included for comparative purposes are
provided in Supplementary Tables 1, 2.

Statistical Analysis

Data were analyzed using SPSS software version 25.0 (IBM,
New York, NY, USA). P-values < 0.05 were considered
statistically significant.

A mixed-model regression approach was used to test whether
the feeding group and E. coli ZnCl, MICs had an effect on
the total number of different VAGs, with the individual pig as
random factor. Since the dependent variable showed a Poisson
distribution, Poisson regression and logarithmic link function
were applied, with feeding group and ZnCl, MICs (< vs. > =
512) included as factors into the model. Interactions were tested
and removed when the p-value was >0.05. Variance components
analysis was used to determine the proportion of variance
that accounted for differences between individual animals. In a
second mixed logistic regression model, the individual effects of
the above mentioned influence factors on the presence of major
diagnostic markers was tested. Interactions were also tested as
described above.

RESULTS

Population Structure Analysis of Porcine E.
coli of Different Feeding Groups and Zinc

Tolerance Levels
Considering the overall phylogenetic diversity, we identified
2,804 orthologous genes representing the “maximum common
genome” (MCG) of 186 genomic sequences representing isolates
from both feeding groups (HZG = 99, CG = 80), six isolates
previously collected from diagnostic samples of severely ill piglets
(diarrhea, edema disease) and one further isolate of human
origin [RKI6122 (24)] which exhibited a MIC value of 1,024
ng/ml ZnCl,.

The phylogeny was constructed from the MCG alignments
of 186 genomes (Figurel) and further investigated using
Bayesian Analysis of Population Structure (BAPS). Seven distinct
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TABLE 1 | Occurrence and distribution of VAGs associated with different types of intestinal pathogenic E. coli of relevance for pigs.

ZnCly MIC (ng/ml) Feeding group

128 256 512 HZG CG

n % n % n % n % n %
Gene Protein Associated pathotype 7 100 136 100 36 100 929 100 80 100
aidA adhesin involved in diffuse adherence DAEC/ETEC 43 15 11 3 8 4 17 21
aah AT adhesin heptosyltransferase DAEC/ETEC 43 15 11 3 8 17 21
bfpA type IV bundle-forming pili EPEC
eae Intimin STEC/EPEC 12 9 1 1 11 14
faeG F4 fimbrial adhesin ETEC
fasA F6 fimbrial adhesin ETEC
fanC F5 fimbrial adhesin ETEC
fedA F18 fimbrial adhesin ETEC
f41 F41 fimbrial adhesin ETEC
iha novel non-hemagglutinin adhesin STEC 12 9 19 53 20 20 11 14
pic serine protease autotransporter EAEC 18 13 4 11 9 9 13 16
paa porcine AE associated protein STEC/EPEC 10 7 1 1 9 1
saa STEC autoagglutinating adhesin STEC
cat cytolethal distending toxin EPEC 2 6 2 2
astA/ east1 enterohemolysin EAEC 31 23 4 1 9 9 26 33
ehxA enterohemolysin EPEC 10 7 1 1 9 1
efal/ lifA lymphostatin EPEC 10 7 1 1 9 1
eltAB heat-labile (LT) enterotoxin subunit A and B ETEC 2 29 8 22 6 6 4 5
estA heat-stable enterotoxin STa ETEC 4 3 7 19 7 7 4 5
estB heat-stable enterotoxin STb ETEC 12 9 2 6 3 3 11 14
set1AB Shigella enterotoxin 1, ShET1 EAEC 2 2 1 3 2 2 1 1
stxq Shiga toxin 1 (subunit A and B) STEC 2 2
Stxo Shiga toxin 2 (subunit A and B) STEC 14 10 14 18

All 179 porcine E. coli from both feeding group (HZG and CG) were screened with respect to the presence or absence of 13 different adhesion and 11 different toxin encoding genes
associated with intestinal E. coli pathotypes. References for the major diagnostic markers are provided by Ref. (18-20, 30-34).
n, number of isolates; HZG, high zinc fed group; CG, control group; VAG, virulence associated genes; DAEC, diffuse adherent E. coli, ETEC, enterotoxigenic E. coli; STEC, Shiga

toxin-producing E. coli; EPEC, enteropathogenic E. coli, EAEC, enteroaggregative E. coli.

phylogenetic groups were identified, namely the BAPS cluster
I-VII (Figure 1). BAPS cluster I comprised 54 isolates of both
feeding groups (HZG: n = 35; CG: n = 19) distributed among
eight STs, half of which containing strains with a ZnCl, MIC
of 256 pg/ml [ST21 (n = 10), ST56 (n = 4), ST58 (n = 8), and
ST1308 (n = 2)]. ST101 (n = 4) and ST4577 (n = 6) isolates
showed a ZnCl, MIC of 512 g/ml, including the only two CG-
isolates with this MIC. ST154 (n = 14) isolates were associated
with ZnCl, MICs of either 256 (n = 12) or 512 pg/ml (n = 2), and
ST40 (n = 6) isolates showed ZnCl, MICs of 128 pg/ml (n = 1)
and 256 pg/ml (n = 5).

Cluster II (n = 6; HZG: n = 2; CG: n = 4) contained five
isolates associated with the 256 wg/ml ZnCl, MIC including
ST567 (n=1),ST681 (n=2), and ST1040 (n = 2). A third ST681
isolate of cluster II showed a 512 pg/ml ZnCl, MIC.

With 84 isolates, BAPS cluster III formed the largest
phylogenic group and consisted exclusively of isolates belonging
to STC10 (HZG: n = 51; CG: n = 32; pathogenic isolate: n = 1).
In more detail, ST10 (n = 45) isolates with distinct ZnCl, MICs
[128 pg/ml (n = 3), 256 mg/ml (n = 23), and 512 pg/ml (n = 19)
ZnCly], and ST34 (n = 38) isolates with either 128 pug/ml (n = 3)

or 256 ug/ml (n = 35) ZnCl, MICs, respectively, belonged to
cluster III. In addition, one STEC isolate (IMT4632) isolated
from a pig suffering from diarrhea (ST10; 256 jLg/ml ZnCl, MIC)
clustered here, too.

Because of “long-branch attraction” artifacts (42), 12 CG
isolates belonging to two different phylogenetic lineages (ST218,
n = 8 and ST993, n = 4) with a ZnCl, MIC value of 256 pg/ml
were assigned to BAPS cluster IV. Also, two of the strains
included for comparative reasons, i.e., one porcine ETEC-isolate
(IMT203; ST100; 256 wg/ml ZnCl, MIC) and the high-zinc
tolerant human isolate (RKI6122; ST617; 1,024 ug/ml ZnCl,
MIC), clustered in BAPS IV, too.

Cluster V included 13 STC23-isolates (ST23, n = 8 [HZG: n
= 3; CG: n = 5] and ST88, n = 5 [all CG]) associated with the
256 pg/ml ZnCl, MIC. Six isolates of ST3057 (HZG: n = 3, CG:
n = 3) were assigned to BAPS cluster VI (256 p.g/ml ZnCl, MIC,
n=4;512 ZnCl, MIC, n = 2).

Last, BAPS cluster VII consisted of ST1607 (n = 3) isolates
associated with 256 pg/ml ZnCl, MIC and ST2946 (n = 2)
isolates associated with 512 pug/ml ZnCl, MIC, all originating
from animals of the HZG. Four of the pathogenic E. coli isolates
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FIGURE 1 | Maximum Common Genome Alignment of 179 commensal E. coli isolates, six porcine pathogenic E. coli and a high-zinc tolerant reference. Information
about feeding group, ZnCl, MIC values, BAPS (Bayesian analysis of the population structure (BAPS) clusters, sequence types, serotypes, presence (dark green) and
absence (light green) of genes encoding adhesins, toxins, colicins, and microcins are presented from left to right.
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included in our analysis (IMT19-ST42, STEC; IMT20-ST114,
STEC; IMT6655-ST4247, ETEC; and IMT8071-ST302, EPEC;
all associated with 256 ug/ml ZnCl, MIC) clustered here, too
(Supplementary Table 3).

In other words, the BAPS cluster analysis mirrored the
predicted serotypes and STs, irrespective of the individual isolate’s
zinc tolerance level, clearly rejecting the idea of a directional
association between a certain E. coli phylogenetic lineage and a
particular zinc tolerance level or feeding group.

Distribution of VAGs in E. coli Genomes of
the HZG and the CG

To assess the virulence potential of the isolate collection, we
screened all genomes for the presence of genes that have
frequently been reported as being associated with porcine enteral

diseases (Supplementary Table 1). As a result, 18 out of 24
targeted genes were identified in at least one of the screened
genomes (Table 1), with the number of VAGs per isolate ranging
from 0 VAGs (n = 86 isolates) to a maximum of 7 VAGs (n =
3). Interestingly, 93% of the isolates originating from the HZG
but 72% of the CG isolates harbored none, one, or two VAG(s)
only. Isolates harboring more than two VAGs constituted 7% of
the HZG and 28% of the CG isolates, indicating an influence of
high-zinc diets on the intestinal microbiota with respect to VAG-
carrying E. coli. Regression analysis revealed that the feeding
group (p < 0.001) as well as the respective ZnCl, MIC (p <
0.001) were associated with the number of VAGs present in
an isolate. For instance, isolates belonging to the CG had 4.4
times higher odds for harboring higher numbers of VAGs (95%
confidence interval: 2.0-9.8) compared to E. coli from the HZG.
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However, the odds ratio to carry higher numbers of VAGs was
4.2 (95% confidence interval 2.4-7.4) for E. coli associated with
the 512 pg/ml ZnCl, MIC when compared to the lower MICs.

Since most of the VAGs frequently associated with enteral
diseases in piglets are carried by highly mobile genetic
elements (43-46), divergent distribution of VAGs even beyond
ST/serotype boundaries might occur. While there was an obvious
association between ST/serotypes and VAG pattern, we also
noted variation, even between isolates of the same serotype
obtained from one piglet (e.g., pig 1, ST21 O26:H11 or pig 4, ST10
0182:H19) (Supplementary Table 1, Figure 1).

Since all isolates were originally obtained from healthy piglets
kept under the defined conditions of an animal experiment, the
overall low detection rates for enterotoxin and adhesion encoding
genes, especially for ETEC-associated fimbriae (0%), was not
surprising. However, all genes encoding the 11 toxins of interest
here were identified among the 179 E. coli (Table 1). Again,
isolates belonging to the CG harbored more toxin encoding genes
than those obtained from the HZG (56 vs. 18%).

Eight of the 179 isolates were positive for the genes encoding
the heat-labile enterotoxin eltAB (HZG, n = 6; CG, n = 2).
Twenty-five isolates carried either the heat-stable enterotoxin
gene estA (HZG, n = 7; CG, n = 4) or estB (HZG, n = 3; CG,
n=11) (Table 1).

Shiga toxin encoding genes were completely absent in E. coli
representing the HZG, while 16 isolates of the CG were positive
(20%, n = 16: stx; n = 2 and stxye 1 = 14). Genes encoding
other toxins including astA encoding the enteroaggregative E.
coli heat-stable enterotoxin EAST-1 (HZG, n = 9; CG, n =
26), enterohemolysin-encoding ehxA (HZG, n = 1; CG n =
9) or efa-1/lifA (HZG, n = 1; CG, n = 9) were detected
in genomes from isolates of both feeding groups (Tablel,
Supplementary Table 1).

Considering additional factors involved in the onset of
PWD in piglets (47), 21 isolates (HZG, n = 4; CG, n =
17) harbored genes encoding an adhesion-involved-in-diffuse-
adherence (AIDA-I) autotransporter and the AIDA-associated
heptosyltransferase (aah) required to fully activate AIDA-I
(Table 1). While 14% (n = 11) of the CG-isolates were found
positive for the eae- encoded intimin associated with attaching
and effacing, only one (1%) HZG isolate (RKI4865, ST21) was
eae-positive, too.

According to the VAG profile, the six clinical porcine isolates
included comprised two enterotoxigenic E. coli (ETEC—eltAB-
and/or estB-positive), two Shiga toxin-producing E. coli (STEC—
stxj— and stxy-positive), one ETEC/STEC-hybrid (estA, estB, stx;,
stx;), and one enteropathogenic E. coli (aEPEC—eae-positive),
respectively (Supplementary Table 2).

Occurrence of Pathotypes Among E. coli
Isolates With Different Zinc Tolerance
Levels

The E. coli isolates obtained from piglets fed with a high-zinc
supplemented diet showed generally a lower VAG frequency.
Based on this finding, we further investigated whether a specific
pathotype is associated with a particular zinc tolerance level

considering the previously determined ZnCl, MIC values of 128,
256, or 512 pg/ml (22, 24) or not.

Our results showed that major diagnostic markers defining
an isolate as ETEC were associated with all three different zinc
tolerance levels and both feeding groups (Table 2). Moreover,
ETEC showed a broad heterogeneity with respect to their
phylogenetic backgrounds. However, genes encoding for ETEC-
associated fimbriae F4, F5, F6, F18, and F41 were not identified.
VAG combinations (eae, paa) that define porcine atypical EPEC
(aEPEC) expressed the 256 pg/ml ZnCl, MIC only, and were
predominately detected among CG isolates (one exception)
(Table 2). Isolates showing STEC characteristics were associated
with the 256 pg/ml ZnCl, MIC and the CG only.

The mixed logistic regression model showed that both, the
ZnCl, MIC and the feeding group were associated with the
occurrence of major diagnostic markers defining an enteral
pathotype in the present E. coli collection. The probability
for harboring major diagnostic markers defining an enteral
pathotype was lower in the HZG than in the CG [p = 0.002, odds
ratio 47.6 (95%-confidence interval: 4.3-500)]. However, the
ZnCl, MIC 512 resulted in 58.6-fold higher odds for the presence
of a major diagnostic marker (p < 0.001; 95% confidence
interval 7.4-467.7). Nevertheless, 77% of the total variation was
associated with variation between individual animals, indicating
a greater similarity of E. coli obtained from one animal than
between those of different pigs.

Distribution of BAGs in E. coli Genomes of
the HZG and the CG

Amongst others, to kill or at least suppress the growth of non-
host specific bacteria is one of the most important functions of
the host-microbiota, a challenge which is fostered, beyond others,
by production of plasmid-borne colicins and/or microcins (37,
51). To answer the question about whether genes required for
colicin or microcin production were diversely distributed in E.
coli obtained from different feeding groups, we screened the
genomes under investigation accordingly. A detailed overview
of information on aa sequence with the respective reference
sequences used here for BAG identification is provided in
Supplementary Figure 1.

Overall, 28 of 80 (35%) E. coli obtained from piglets belonging
to the CG and 22 0f 99 (22%) from the HZG harbored at least one
BAG (Table 3). The most frequently detected BAGs were operons
encoding for colicin B (cba+cbi: HZG n = 1; CG n = 18; cbi only,
HZG n = 4; CG n =5) and colicin M (HZG n =5, CG n = 21)
which are commonly co-located on a Col plasmid [(52), 35]. In
addition, the plasmid carrying the colicin Ia encoding operon had
alower occurrence among the HZG isolates (HZG n =6 vs. CG n
= 16). Contrarily, the plasmid carrying the operon encoding for
microcin V, one of the few actively secreted microcins (53), was
more frequently associated with HZG isolates (HZG n = 15 vs.
CGn=23).

Other types were only rarely detected, including colicin S4
(HZG n = 4; CG n = 1), colicin Ib (HZG, n = 4; CG, n = 2),
colicin E5 (HZG, n = 0; CG, n = 2), colicin E7 (HZG, n = 3; CG,
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TABLE 2 | Distribution of VAG profiles including major diagnostic markers and additional determinants associated with intestinal E. coli pathotypes.

ZnCl, MIC Feeding group

Serotype ST ng/mi HzZG CG Pathotype Major diagnostic marker Additional virulence determinants identified REF
092:H2 ST34 128 0 2 ETEC eltAB (19, 34, 48)
026:H11 ST21 256 0 7 aEPEC eae iha, paa, ehxA, efal/lifA (49)
026:H11 ST21 256 1 2 aEPEC eae iha, paa, pic, ehxA, efal/lifA (49)
O177:H45 ST1040 256 0 2 STEC eae, stxi iha, aidA, aah (50)
084:H11 ST10 256 0 1 ETEC estB (19, 34, 48)
0157:H43 ST218 256 0 5 ETEC estB aidA, aah (19, 34, 48)
0157:H43 ST218 256 0 1 ETEC estB aidA, aah, pic (19, 34, 48)
Ounknown:H43 ST218 256 0 1 ETEC estB aidA, aah (19, 34, 48)
0100:H30 ST993 256 0 4 ETEC/STEC estA, stx2e (19, 34, 48)
098:H5 ST3057 256 0 3 ETEC estB aidA, aah (19, 34, 48)
098:H5 ST3057 256 1 0 ETEC estB aidA, aah, pic (19, 34, 48)
08:H8 ST4577 512 4 2 ETEC eltAB (19, 34, 48)
08:H9 ST23 256 0 5 STEC stx2e (50)
08:H9 ST88 256 0 3 STEC stx2e (50)
08:H10 ST88 256 0 1 STEC stx2e (50)
0104:H10 ST88 256 0 1 STEC stx2e (50)
0182:H19 ST10 512 7 0 ETEC estA iha (19, 34, 48)
098:H5 ST3057 512 2 0 ETEC estB aidA, aah (19, 34, 48)
0109:H48 ST2946 512 1 0 ETEC eltAB cdt, pic (19, 34, 48)
0109:H48 ST2946 512 1 0 ETEC eltAB cat (19, 34, 48)

Screening results for 179 porcine E. coli with respect to the presence of major diagnostic markers defining an intestinal pathotype of importance for pigs. Sequence- and serotypes of
isolates representing two different feeding groups (HZG, CG) and their respective ZnClo MICs are shown. References (REF) for the major diagnostic markers and additional virulence genes

(19, 34, 48-50).

ST, sequence type; HZG, high-zinc fed group; CG, control group; VAG, virulence associated genes; ETEC, enterotoxigenic E. coli; aEPEC atypical enteropathogenic E. coli, STEC, Shiga

toxin-producing E. coli.

n = 2), microcin H47 (HZG, n = 2; CG, n = 1), and microcin J25
(HZG, n=4; CG, n=0).

Considering the pathogenic isolates investigated in this study,
IMT203 (ETEC) and IMT8071 (EPEC) harbor genes encoding
colicin B und M (Supplementary Table 2), while IMT19 (STEC)
and the high-zinc tolerant reference strain RKI6122 possessed
genes for colicin Ia.

Occurrence of BAGs Among E. coli Isolates

With Different Zinc Tolerance Levels

As mentioned before, the focus of our analysis was on the three
different ZnCl, MIC values determined for the E. coli collection
in a previous study (22).

Of the seven 128 pg/ml ZnCl, MIC isolates, two harbored
BAGs. Both belonged to ST34, serotype O92:H2 and were
positive for genes encoding colicin B, V, E5, and E7, while the
remaining E. coli with 128 pug/ml ZnCl, MIC did not carry any of
the BAGs investigated.

One third of the isolates with MICs of 256 pg/ml ZnCl, (n =
136, 17 STs) carried at least one bacteriocin gene (n = 46, 34%).
In addition, colicin M, colicin $4, colicin Ib and the microcin J25
were found to be exclusively associated with isolates showing the
MIC value of 256 pg/ml for ZnCl, in a wide range of genomic
backgrounds (Figure 1, Table 3). Isolates with a higher level
of zinc tolerance (512 pg/ml MIC; n = 36, 7 STs) showed, by

comparison, only rarely colicin encoding genes (n = 3, 8.33%)
(Figure 1, Table 3).

DISCUSSION

Here we showed an analysis of E. coli genomes representing
intestinal isolates collected from piglets fed with either a zinc-
rich or common piglet diet (23) which exhibited three distinct
zinc tolerance levels (22). A combination of different in silico
analyses of the WGS data provided insights into the phylogenetic
structure of these 179 porcine E. coli and their virulence
and bacteriocin associated gene profiles. At present, there is
only limited information available on the genetic diversity and
relatedness of intestinal E. coli from pigs receiving high-zinc
supplemented feed (13, 16, 23, 54).

Our results confirm that a certain phylogenetic background
does not contribute to a particular zinc tolerance level in E. coli,
since the tolerance levels obviously differed even within the
STs of a single BAPS cluster (Figure 1). Despite their clearly
phylogenetic heterogeneity (Figure 1), all six pathogenic porcine
E. coli included for comparative purposes were assigned to the
same “middle class” zinc tolerance level (256 jLg/ml ZnCl, MIC).

Serogroups frequently reported as being associated with
diarrhea in pigs are 08, 0138, 0139, 0141, 0147, 0149, and
0157 (5, 20, 44, 55, 56). Our E. coli collection included
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TABLE 3 | Occurrence and distribution of 31 BAGs among 179 porcine E. col.

ZnCl, MIC (rg/ml)

Feeding group

128 256 512 HZG CG

n % n % n % n % n %
Gene Protein 7 100 136 100 36 100 99 100 80 100
cba Colicin B 2 29 17 13 1 1 18 23
cbi 2 29 26 19 5 5 23 29
cma Colicin M 26 19 5 5 21 26
cmi 26 19 5 5 21 26
csa Colicin S4 5 4 4 4 1 1
csi 5 4 4 4 1 1
csl 5 4 4 4 1 1
cia Colicin la 20 15 2 6 6 6 16 20
iia 20 15 2 6 6 6 16 20
cib Colicin Ib 6 4 4 4 2 3
iib 6 4 4 4 2 3
cea Colicin E1 12 9 1 10 10 3 4
imm 12 9 1 10 10 3 4
lys 12 9 1 10 10 3 4
ceak Colicin E5 2 29 2 3
imm 2 29 2 3
lys2 2 29 2 3
ceaG Colicin E7 2 29 3 2 3 3 2 3
ceiG 2 29 3 2 3 3 2 3
celG 2 29 3 2 3 3 2 3
cvaA Microcin V 2 29 15 11 1 3 15 15 3 4
cvaB 2 29 15 11 1 3 15 15 3 4
cvaC 2 29 15 11 1 3 15 15 3 4
cvi 2 29 15 11 1 3 15 15 3 4
mcjA Microcin J25 4 3 4 4
mcjB 4 3 4 4
mcjC 4 3 4 4
mcjD 4 3 4 4
mchB Microcin H47 2 1 1 2 2 1 1
mchC 2 1 1 2 2 1 1
mchl 2 1 1 2 2 1 1

BAG screening results for 179 porcine E. coli representing two feeding groups associated with different ZnCl, MICs are displayed.
ST, sequence type; HZG, high-zinc fed group,; CG, control group; BAC, bacteriocin associated genes.

a total of m = 23 isolates belonging to O8 (different
H-types), one O149:H12 and seven O157:H43 isolates
(Supplementary Table 1). Besides its association with porcine
diarrhea, O157 isolates are of clinical importance for human
patients, since Shiga toxin-producing E. coli of this particular
serotype have been reported as a cause of severe foodborne
illnesses (57, 58). Considering the collection investigated here,
strains of this serotype were exclusively found in the CG,
associated with the 256 wg/ml ZnCl, MIC, harboring two to five
VAGs, but all were negative for genes encoding Shiga toxins.
Isolates belonging to the O8 serogroup were detected in
samples from both feeding groups, but more frequently in those
representing the CG (HZG, n = 8; CG, n = 15). Interestingly,

these CG isolates harbored none to two VAGs, including n=9
that are stx2e-positive, while Shiga toxin-encoding genes were
completely absent from isolates of HZG samples.

Despite the high standards of the animal trial performed and
the good health status of the animals during the whole trial period
(23), our strain collection apparently included E. coli belonging to
serotypes frequently associated with disease. In addition, isolates
harboring key pathogenic markers defining pathotypes (Table 2)
were identified as well, but they were less frequent among isolates
representing the HZG, indicating a possible prophylactic effect
of the feed additive. It also underlines the importance of the
husbandry conditions to ensure a healthy gut microbiome (59),
and, in line with this -to minimize the necessity of antibiotic
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consumption affecting the natural composition of the intestinal
microbiota (60).

Furthermore, we identified serotype 026 : H11 belonging
to ST21 (SupplementaryTable1), a strain background
mainly reported for isolates of human and bovine origin
and presumptively associated with EPEC and STEC/EHEC
pathotypes (61-65). Previously, aEPEC strains of ST21-026:H11
showed a close phylogenetic relationship to STEC/EHEC and the
results of lysogenic conversion experiments using stx-depleted
bacteriophage identified aEPEC (ST21-026:H11) as progenitors
of typical EHEC (66). Atypical EPEC (ST21-026:H11) were also
identified in our isolate collection, harboring a combination of
VAGs (eae-positive, stx-negative, bfp-negative) meeting criteria
for possible progenitor of human-pathogenic STEC/EHEC
(67, 68).

While there is generally a strong association between genetic
background and accessory gene content including VAGs and
BAGs in our isolate collection, their occurrence and distribution
were not solely lineage-specific: Some of the VAGs investigated
here, for instance iha, estA and estB were present in different
(Figure 1, Table 1). The EAEC associated enterotoxin EAST-1
(astA) was detected in E. coli from both feeding groups. While
it has been assumed that there is an association between this
toxin and diarrhea in humans and pigs (30, 31, 69), a further
study found higher astA rates in E. coli from healthy pigs
compared to isolates obtained from clinically ill pigs, questioning
the particular role of astA as a virulence factor in porcine E. coli
(32). In addition, the occurrence of one or a few VAGs alone does
not necessarily reflect the pathogenic potential of E. coli, unless
the strain acquires a compatible combination of VAGs able to
cause disease in a specific host species (70).

The logistic regression applied in the present study revealed
a positive association between the presence of E. coli major
diagnostic markers and the 512 pg/ml ZnCl, MIC. However,
whether these E. coli are able to cause enteral disorders in piglets
needs to be further studied. The heat stable enterotoxin I encoded
by estA, which is the most common pathogenic marker associated
with the 512 pg/ml ZnCl, MIC, has been reported as a cause of
neonatal diarrhea in different animals. This enterotoxin seems to
be associated with ETEC causing PWD as well, but rarely as the
sole enterotoxin (5). However, none of the six porcine pathogenic
E. coli variants (aEPEC, ETEC, STEC; ETEC/STEC) included
in our study for comparative purposes exhibited the 512 pg/ml
ZnCl, MIC (Table 2), possibly suggesting that pathogenic field
strains commonly lack enhanced zinc tolerance.

Following this line of thought, it seems likely that zinc
does not only affect the overall composition of the porcine E.
coli intestinal population favoring phenotypes with enhanced
zinc tolerance (22, 71), but also reduces the abundance of
potentially harmful (field) strains. These effects possibly provide
an explanation for former observations indicating an increase in
relative abundance of intestinal Enterobacterales among piglets
fed with high amounts of zinc (72, 73), while the occurrence of
PWD and detection of pathogenic bacteria seemed to decrease
coincidentally (74).

Our findings might also indicate the presence of a zinc-
tolerant subpopulation of E. coli carrying genetic marker for

the intestinal pathotypes. In the environment of an animal
trial with high-standard hygienic conditions, this subpopulation
might not be able to proliferate well enough to cause disease,
but the presence of this subpopulation indicates the importance
of housing conditions, feed and water hygiene and prophylactic
measures like vaccinations to maintain a healthy animal
population and produce a save food product.

Since fimbriae are key features of pathogenic E. coli in pigs
(20, 30, 75-77), we were not surprised that our collection of
isolates obtained from healthy piglets lacked these particular
genes (Table 1). Notably, a former study investigating 844 E. coli
isolates from PWD-affected pig farms in Europe showed that
the prevalence of genes encoding fimbriae was low even among
PWD-associated ETEC (9% F4 fimbriae; 9% F18 fimbriae) from
Germany (19), possibly indicating that further factors might play
arole in the pathogenesis of E. coli in PWD.

Moreover, previous research has also shown that the
bacteriophage-encoded genes stx; and stx; are upregulated by
DNA-damage induced activation of the SOS-response (78, 79),
while zinc excess has been shown to mute the SOS-response
via inhibition of recA (80). In addition, zinc is also known
to inhibit expression of further VAGs (81), including those
promoting adherence to the gut epithelium (i.e., esp genes) (82).
In consequence, pathogenic strains might lose their ability to
harm the host, which has exemplarily been demonstrated for
STEC as well as EPEC before (82).

Since bacteriocins promote the producing bacterial cells while
competing for resources in a distinct ecological niche with
other E. coli strains and closely related bacteria, they probably
play an important role in structuring microbial communities
residing in the gut (83). In addition, activity of particular
bacteriocin-producing E. coli toward competing bacteria, e.g.,
STEC O157:H7, has been reported (84, 85). This led us to
investigate if HZG-E. coli and/or those isolates associated with
the 512ug/ml ZnCl, MIC harbor either more BAGs or a
certain BAG pattern (Figure 1, Table 3). Yet, similar to the
results for VAGs, BAGs seem to be less common among isolates
representing the HZG and especially less common among the
group of E. coli expressing the 512 pg/ml ZnCl, MIC.

The general structural organization of the colicin encoding
operons includes at least two, usually three genes (i.e., activity
gene, gene encoding the immunity protein and gene encoding
the lysis protein), which are commonly co-located on a large
conjugative plasmid in E. coli (52, 86, 87). Colicins B and M
are among the most common colicins in porcine E. coli (12, 19,
23, 88). While most of the colicins are released by cell death
of the producing cell only, these colicins are among the few
actively secreted bacteriocins (53) and their production might
therefore be less “costly” (89). In our dataset, colicin B and
M were frequently associated with isolates belonging to the
CG, while rarely detected among isolates of the HZG (Table 3).
For most colicins, induction is assumed to be associated with
the DNA-damage induced SOS response (90). However, recent
research indicated the production of biologically significant
amounts of several colicins in the absence of such stress (91).
Furthermore, colicin M was found to be secreted despite the
absence of the SOS box believed to regulate its production
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(88). Consequently, higher detection rates of genes encoding
colicin M might be a result from its less severe “production
consequences” for the individual cell, since cell death is not
a prerequisite for its release. Interestingly, genes encoding
colicin BM were found in BAPS cluster I, II, IV and V
(Figure 1), but all these isolates lack zinc tolerance above the
mid-range 256 p.g/ml ZnCl, MIC (Supplementary Table 1). The
complete absence of colicin BM genes in isolates associated
with enhanced zinc tolerance (isolates distributed within BAPS
cluster I, II, III, VI and VII) suggests that co-occurrence of
enhanced zinc tolerance with colicin BM production lacks a
beneficial outcome for intestinal E. coli in piglets fed with high
amounts of zinc. However, more investigation on this subject is
clearly needed.

Contrarily, the operon encoding microcin V was more
associated with isolates from the HZG than the CG, however
it was also rarely associated with isolates with a 512 pg/ml
ZnCl, MIC. The expression of the immunity protein (Cvi)
of this operon depends on the presence of iron [reviewed
in (53)], since the cvi promoter region is associated with a
previously identified binding site for the ferric uptake regulation
protein (Fur) (53, 92). Interestingly, zinc excess was reported
to increase the bacterial demand for iron (93), and microcin
V activation might increase the chances of bacteria to benefit
from iron released by dead competing populations. However,
more research on functional interactions of bacteria under
zinc-induced stress is needed, which left speculation only
considering the interlinkages of microcin V expression and
zinc excess.

CONCLUSION

Our analysis comprising 179 E. coli obtained from piglets
of two different feeding groups using Bayesian analysis of
the genomes showed a population structure (BAPS) which
lacked an association between a particular zinc tolerance
level and a phylogenetic cluster or even branch for both,
isolates belonging to the HZG and CG, suggesting that zinc
tolerance is not a characteristic of a particular phylogenetic
background. In addition, detection rates for genes and operons
associated with virulence (VAG) and bacteriocins (BAG)
were lower in isolates originating from the HZG (41 vs.
65% and 22 vs. 35%, p < 0.001 and p = 0.002, resp.),
indicating an effect of high-zinc supplementation of the piglets’
diet on the occurrences of these genes among intestinal
E. coli populations.

This effect seems to be more even more important
considering E. coli harboring genes defining distinct pathotypes
associated with intestinal disease, 1ie., enterotoxigenic,
enteropathogenic and Shiga toxin-producing E. coli (ETEC,
EPEC and STEC), which constituted only 1% of the
isolates belonging to the HZG but 14% of those from
the CG, supporting previous observations that high zinc
supplemented diets for piglets were associated with a decrease
of PWD.
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4. Weiterfiihrende Diskussion

Die Vorstellung der Methoden, Ergebnisse sowie die Diskussion der Studien-
ergebnisse befinden sich in den zuvor genannten zwei Verdéffentlichungen (Publikation |
.Effects of a Four-Week High-Dosage Zinc Oxide Supplemented Diet on Commensal
Escherichia coli of Weaned Pigs.“ und Publikation Il ,High-zinc supplementation of weaned
piglets affects frequencies of virulence and bacteriocin associated genes among intestinal
Escherichia coli populations®). Im Folgenden werden Ubergreifend verschiedene Aspekte der
Studien diskutiert: (1) die Herausforderungen im Hinblick auf den Nachweis einer Zink- resp.
Schwermetallresistenz gegenlber dem Nachweis einer antimikrobiellen Resistenz, (2) die
Verbreitung von Schwermetall-Resistenzen in der Umwelt und (3) Colicine und deren mdgliche
Wirkung auf Pathogene. AbschlieRend werden (4) mdgliche weitere Forschungsansatze

bezlglich der Mechanismen diskutiert, welche zu einer Zinktoleranz fihren kénnten.

41. Die Herausforderungen im Hinblick auf den phanotypischen und genotypischen
Nachweis einer Zink- resp. Schwermetallresistenz gegeniiber dem Nachweis

einer antimikrobiellen Resistenz
4.1.1. Der phanotypische Nachweis

Die Empfindlichkeit von Bakterien gegeniiber antimikrobiellen Wirkstoffen kann mit
verschiedenen Verfahren bestimmt werden. Die phanotypischen Empfindlichkeitsprifungen
werden unter anderem haufig mittels Agardiffusions- und Agardilutionstests, Makro- resp.
Mikrodilutionsverfahren oder mit sogenannten E-tests in vitro durchgefuhrt. Fur die Durch-
fuhrung liegen standardisierte Methoden von verschiedenen Organisationen vor, wie das
Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI), das Deutsche Institut fir Normung e.V. (DIN)
(Schwarz et al. 2010b) oder das European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) (Kahlmeter et al. 2003). Die Einhaltung dieser Standards erlaubt die Ver-
gleichbarkeit der Prifungsergebnisse zwischen einzelnen Laboren und sichert die Qualitat und
Aussagekraft der Prifergebnisse. Durch molekularbiologische Untersuchungen, wie PCR-
Assays oder DNA-Mikroarrays, zur Detektion von Resistenz-vermittelnden Faktoren werden
Gene bzw. Genmutationen lokalisiert, die fir eine spezifische Resistenz verantwortlich sind
(Louie und Cockerill 2001). Zur Bestimmung von Empfindlichkeiten von pathogenen Bakterien
gegenuber Schwermetallen sind standardisierte Methoden bislang selten. Meist wird auf
standardisierte Vorgehensweisen zur Prufung der Empfindlichkeit von Bakterien gegen Anti-
biotika zurtckgegriffen. Hier werden besonders haufig Mikrodilutionsverfahren verwendet
(Yang et al. 2020; Sutterlin et al. 2018; Deus et al. 2017), aber auch andere Methoden wie der

Agardiffusionstest kommen zum Einsatz (Kourmouli et al. 2018; Hassen et al. 1998).
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Fur die Auswertung der Ergebnisse der antimikrobiellen Resistenzbestimmung bzw. die
Interpretation der Ergebnisse flir die Therapie einer Erkrankung in resistent, intermediar oder
sensibel sind ebenfalls standardisierte Verfahren erforderlich, beispielsweise nach passenden
CLSI-Dokumenten M31-A3 (Clinical and Laboratory Standards Institute 2018) oder nach
EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 2020). Der Kon-
zentrationsbereich des gewahlten Wirkstoffes wird anhand derzeit verfugbarer klinischer
Grenzwerte (engl. Clinical Breakpoints) sowie anhand der verflgbaren Qualitatskontroll-
bereiche (,QC-Bereiche®) ausgewahlt (Wallmann et al. 2014). Die klinischen Grenzwerte
berlcksichtigen (1) pharmakokinetische und pharmakodynamische Parameter, (2) Dosierung
des Wirkstoffes, (3) Applikationsart und -form, (4) die Wirkstoffkonzentration, die am
Infektionsort erreicht wird, (5) die MHK-Werte der zu bekdmpfenden Erreger sowie die
Ergebnisse klinischer Wirksamkeitsprifungen (Wallmann et al. 2014; Schwarz et al. 2010a).
Diese werden beispielsweise von der CLSI flr die Veterindrmedizin in den CLSI-Dokumenten
VETO01-A4 (Clinical and Laboratory Standards Institute 2018) sowie deren
Nachfolgedokumente verdffentlicht. Seit 2015 gibt es das Veterinary Committee on
Antimicrobial Suceptibility Testing (VetCAST) im Rahmen der EUCAST mit dem Ziel, klinische
Grenzwerte flr den europaischen Raum bereitzustellen (VetCAST). Trotz alledem gibt es nicht
fur jeden Erreger und jeden Wirkstoff, jede Tierart und jede Indikation Bewertungskriterien in
der Veterinarmedizin. Unter anderem arbeitet aktuell die Arbeitsgruppe 3 des European
Network for Optimization of Veterinary Antimicrobial Treatment (ENOVAT) an der ldenti-
fizierung und Erweiterung von speziesspezifischen klinischen Bewertungskriterien fur die
Veterinarmedizin. Bislang wird haufig auf Bewertungskriterien bzw. Grenzwerte aus an-
grenzenden Bereichen der Veterinarmedizin (z.B. Verwendung von Daten anderer Tierarten,
wie Grenzwerte fur Rinder fur die Pferdemedizin bei fehlender Datenlage) bzw. aus der
Humanmedizin zurtuckgegriffen, wenn keine passenden Vorschriften zur Verfigung stehen
(Schwarz et al. 2010b). Einer der grolen Schwierigkeiten bei der Interpretation der Ergebnisse
aus Resistenzbestimmung gegenlber Schwermetallen besteht im bislang (03/2021) voll-
stéandigen Fehlen von Grenzwerten (Lima de Silva et al. 2012).

Haufig werden in der Literatur die Begriffe ,Resistenz* und ,Toleranz* willkirlich verwendet.
Gadd (1992) verwendete den Begriff ,Resistenz* bei Bakterien nur, wenn ein bestimmter und
spezifischer Mechanismus zur Detoxifikation fur ein Metall nachgewiesen wurde (Lima de Silva
et al. 2012).

Empfindlichkeitsprifungen gegenuber Schwermetallen sind mit Herausforderungen ver-
bunden: Erstens kdnnen Schwermetalle mit Komponenten des jeweils eingesetzten Wachs-
tumsmediums Komplexe bilden, sogar ausfallen. Ein weiteres Problem stellen die mit
Schwermetallen assoziierten Redoxreaktionen dar, die mit der Testung interferieren kdnnen

(Harrison et al. 2005). Reichhaltige Medien kénnen zu einer schnellen Ausfallung bzw.
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Komplexierung von Metallen neigen, so dass bei der Wahl der Medien auf salzarme Gehalte
geachtet werden sollte (Liu et al. 2014). Hier konnte auf das salzarme Luria-Bertani (LB)-
Medium (Harrison et al. 2005) oder auf spezielle Medien zur Laborarbeit mit Metallen
zuruckgegriffen werden, wie beispielsweise auf das Neidhardt MOPS Minimal Medium (NM3)
(Neidhardt et al. 1974). Die Zink-Empfindlichkeitsprifung in Publikation | wurde mit einem
bereits evaluierten Mikrodilutionsverfahren unter Einsatz von Mueller-Hinton II-Bouillon (Deus
et al. 2017) durchgefuhrt.

Unsere Studie zeigt drei verschiedene MHKs fur ZnCl> (molare Masse = 136,286), von
128 pg/ml bis 512 pg/ml (~0,94 bis 3,76 mM) innerhalb der porzinen intestinalen E. coli-
Populationen (Publikation I). Dem gegentber stehen Ergebnisse von Deus et al. (2017), die
vereinzelt einen hoheren ZnCl>-MHK von 1024 pg/ml (~7,51 mM) bei E. coli-Isolaten humaner
Herkunft nachweisen konnten. Eine Studie von Aarestrup und Hasman (2004) bestatigt
generell die limitierte Breite (,Range”) der ZnCl>-MHKs durch ihre Ergebnisse fir E. coli- und
Salmonella (S.) spp. -Isolate von Tieren, die zwischen 2-4 mM lagen (Medardus et al. 2014).
Bei multiresistenten porzinen S. enterica-Stammen wurden hohere MHKs zwischen 4-8 mM
fur ZnCl; ermittelt (Medardus et al. 2014). Bei der Gram-positiven Spezies
Staphylococcus aureus wurde die Breakpoint fur Resistenz gegenlber ZnCl, bei 24 mM
festgelegt (Aarestrup et al. 2010).

Wie in Publikation | dargestellt, l1asst die enge Verteilung der drei aufeinander folgenden
ZnCl>-MHKs in dieser Studie auf eine natlrlich vorkommende E. coli-Population schlief3en, in
der Phanotypen, die sich deutlich als ,Nicht-Wildtyp“ vom Rest der Population absetzen, fehlen
(Abbildung 3, unveroffentlicht). Aufgrund dieser engen Verteilung konnte kein maximaler
MHK (ECOFF: epidemiologischer Cut-Off-Wert) fur ZnCl. bei E. coli ermittelt werden, der die
»Wildtyp“-Population von einer ,Nicht-Wildtyp“-Population trennt. In der Literatur sind bisher

keine Daten zu einem Cut-Off-Wert von ZnCl; bei E. coli veroffentlicht.

Die Auswahl der Empfindlichkeitsprifung sowie deren Auswertung in unserer Studie
(Publikation I) wurden durch die chemischen Eigenschaften von Zink und Zinkverbindungen
beeinflusst. Die Lo&slichkeit von Zinkverbindungen variiert. Zinkazetat, Zinksulfat oder
Zinkchlorid lassen sich leicht in Wasser 16sen. Dagegen ist Zinkoxid so gut wie unloslich in
Wasser-basierten Medien. Zinksulfat neigt bei pH-Werten Gber 5,5 zur Komplexbildung (Kim
et al. 2018). Aufgrund dieser chemischen Eigenschaften wurde in Publikation | ein bereits
evaluiertes Mikrodilutionsverfahren zur Empfindlichkeitsprifung von Schwermetallen ein-
schlieflich Zinkchlorid und Bioziden gewahlt, obwohl Zinkchlorid bei der Schweinefutterung
nicht direkt zum Einsatz kommt. Im Magen des Schweines wandelt die dort gebildete Salz-
saure das Zinkoxid im Futtermittel in Zinkchlorid um und wird in der flissigen Phase gel6st

(Henderson et al. 1995). Somit zeigen die Studienergebnisse der ZnCl,-MHK-Werte auch
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Relevanz fur die Praxis. Die schwere Wasserldslichkeit sowie das Neigen zur Komplexbildung
von Zink und Zinkverbindungen erschweren zusatzlich die Bestimmung des MHKs. Hier wurde
nur ein deutlich abgrenzbarer Zellrasen jeder Vertiefung in der 96- Wellplatte als Wachstum
definiert. Eine alternative Methode zur verbesserten Schwermetall-Empfindlichkeitsprifung
bei Bakterien konnte ein Mikrodilutionsverfahren mit Zugabe eines Redox-Indikators dar-
stellen. Aktive Bakterienzellen reduzieren beispielsweise das nichtfluoreszierende Resazurin
(blau) zum fluoreszierenden Resorufin (pink) (O'Brien et al. 2000). Mittels des Farbindikators
gibt es eine direkte quantifizierbare Methode der metabolischen Aktivitat der Bakterien. Zu-
sammenfassend bilden die Wahl der Medien und der pH-Wert entscheidende Faktoren, die

die Ermittlung von Toleranz-/Resistenzeigenschaften bei Bakterien beeinflussen konnen.

% ,Wildtyp?* ————— ®HZG (n = 99)
90
80
70 63,64
60
50 E. coli
40 34,34 humaner
30 Herkunft
20
2
10 507 22 2,50
0 I
264 128 256 512 21024

ZnCl,-MHK-Verteilung (ug/ml)

Abbildung 3 | Die enge Verteilung der ZnCl>-MHKSs der E. coli aus Publikation |

In der Studie (Publikation 1) wurden drei aufeinander folgende ZnCl2-MHKs gemessen. Der Messbereich von ZnCl2
lag zwischen 4 — 8192 yg/ml und wurde mittels einem validierten Mikrodilutionsverfahren nach Deus et al. (2017)
ermittelt. Im Vergleich zur Literatur und aufgrund der engen Verteilung der ZnCl>-MHK der E. coli-Isolate wird hier
auf eine ,Wildtyp“-Population geschlossen. Aufgrund der nicht fiir die gesamte E. coli Population reprasentative
Studie kdnnen keine Riickschliisse auf die Nicht-Wildtyp Population bzw. deren MHK getroffen werden. Abbildung
modifiziert nach (Bywater et al. 2006)

Abkiirzung: HZG: Zinkfitterungsgruppe, CG: Kontrollgruppe

4.1.2. Der genotypische Nachweis

In der Vergangenheit wurde eine Vielzahl von Genen mit dem Vorhandensein einer
Zinktoleranz bei E. coli in Verbindung gebracht (Tabelle 3, unveréffentlicht). Haufig wurden
diese Gene als fakultativ beschrieben, d.h. man ging davon aus, dass nur E. coli ber diese
verfugte (Lee et al. 2005; Harris et al. 2001; Grass et al. 2001; Rensing et al. 1997a).
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Wie in Paper | dargelegt, konnten nahezu alle 104 Zinkhomoostase-Gene, die fir die Zink-
Transport- und Bindungsproteine sowie Regulationsfaktoren codieren, in allen in dieser Studie

untersuchten 179 E. coli-Isolaten in silico detektiert werden.

Bisher verbinden viele Autoren bestimmte Zinkhomoéostase-Gene mit einer moglichen
Zinkresistenz/-toleranz (Tabelle 3, unveroéffentlicht). Am haufigsten werden die Pip-type
ATPase ZntA und der Kationdiffusionsvermittler ZitB (CDF, engl. cation diffusion facilitator) mit
einer Zinkresistenz/-toleranz assoziiert (Deus et al. 2017; Vidhyaparkavi et al. 2017; Porcheron
et al. 2013; Grass et al. 2005; Chao und Fu 2004; Legatzki et al. 2003).

Aus der ersten Studie von Grass et al. (2001) resultiert eine gesteigerte Zinktoleranz bei E. coli
aus einer Uberexpression von zitB und die daraus entstehende vermehrte Zinkabgabe in den
periplasmatischen Raum (Grass et al. 2001). Auf3erdem stehen in der Literatur das Zink-
resistenz-assoziierte Protein ZraP, der Transkriptionsregulator ZntR, die Serin-Acetyl-
transferase CysE und der anorganische Phosphattransporter PitA in direktem Zusammenhang
mit einer Zinktoleranz/-resistenz (Stocks et al. 2019; Hoegler und Hecht 2018; Beard et al.
2000) (Publikation I). Seit der Veroffentlichung tUber Microarray-Transkriptom-Daten von
E. coli unter Zinkstress (Lee et al. 2005), wird ZraP aufgrund seiner gesteigerten Expression
mit einer Zinktoleranz in Verbindung gebracht. Diesen Zusammenhang kdonnen Petit-Hartlein
et al. (2015) sowie van der Weel et al. (2019) in ihren Studien nicht bestatigen. Ein weiterer
Hinweis auf eine Zinkresistenz stellt die schnelle und anhaltende Detoxifikation von Zink aus
E. coli in einer Studie dar, die durch die Expression von ZntA vermittelt wird.

Somit wird die Transkription von zntA unter Zinkstress durch den Transkriptionsfaktor ZntR
hochreguliert (Wang et al. 2012; Brocklehurst und Morby 2000a). AuRerdem konnte eine Zink-
resistenz auf eine Mutation im pitA bei E. coli-lsolaten zurlckgefuhrt werden. Der PitA-
Transporter konnte als Folge nur noch geringere Mengen an Zink transportieren (Jackson et
al. 2008; Beard et al. 2000). Diese Mutation kann bei keinem der E. coli-Isolate unserer Studie

nachgewiesen werden.

In der Literatur wurden bis heute nicht nur Bindungs- und Transportgene, sondern auch
Regulationsfaktoren der Zinkhomoéostase-Gene mit einer Zinkresistenz in Verbindung ge-
bracht. Bei Knock-out-Varianten des Zinkaufnahmeregulators Zur (Azur) in Bakterien konnten
zum einen hdhere Zinkgehalte in der Zelle gemessen werden, zum anderen steigerte sich die
Sensibilitdt gegentber hohen Zinkkonzentrationen in der Umgebung. Diese Knock-out-Phano-
typen gaben Hinweise darauf, dass Zur nicht nur benétigt wird, um die Zinkaufnahme unter
limitierenden Bedingungen zu steigern, sondern auch, um die Zinkaufnahme unter Zinkexzess
herunter zu regulieren (Mikhaylina et al. 2018; Gilston et al. 2014; Patzer und Hantke 2000).
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Tabelle 3| Literaturiibersicht {iber Zinkhomoostase-Gene, die bisher mit einer
Zinkresistenz assoziiert worden sind.
Gene Zitat Referenz
ZitB “Furthermore, the chromosomally-located genes zntA and zitB  (Deus et al.
————— were present in both isolates from hospitalized humans with 2017)
zntA MICs of 1024 ug/mL zinc chloride.”
ZitB . ) o (Hoegler und
———— “We divided the 48 metal-resistant hits into three groups.”
cyskE Hecht 2018)
“Overexpression of zitB in E. coli resulted in a significant (Grass et al.
) increase in zinc tolerance and reduced uptake of zinc, while
zitB : o o . . 2001)
overexpression of yiiP did not confer additional zinc resistance,
and deletion of yiiP did not alter zinc resistance”
“ZitB was implicated in a role of an efflux pump by the (Chaound Fu
ZitB observations that overexpression of ZitB increased zinc 2004)
tolerance”
“‘Recently we showed that ZitB, one of the two intrinsic CDF  (Grass et al.
ZitB proteins in E. coli, is responsible for Zn?* resistance.” 2005
)
zntA (Lee et al.
orap L] be i£1volved in Zn tolerance, particularly zntA, zraP, and 2005)
= hydG..]
hydG
ZniA “This soft metal-translocating P1-type ATPase confers (Vidhyaparkavi
resistance to Pb(lIl), Cd(ll), and Zn(Il)” et al. 2017)
zntA “This screen identified zntA, as well as zntR, which encodes a  (Stocks et al.
——_ zinc-dependent activator of zntA; these genes are known to be 2019)
zniR required for zinc-resistance”
“Expression of zntA from R. metallidurans in Escherichia coli (Legatzki et al.
zntA predominantly mediated resistance to zinc. 2003)
“Attempting to counteract these effects, E. coli uses the Zn- (Colacgo et al.
translocating P-type ATPase ZntA to export cadmium, implying
zntA . . . . 2016)
that mechanisms of zinc and cadmium resistance are closely
related.”
“We describe here the properties of a mutant that showed (Beard et al.
it enhanced resistance to Zn(ll). The mutation is located within 2000)
P pitA, which encodes the inorganic phosphate transport system
(Pit) in E. coli.”
(Jackson et al.
pitA “[...] mutations in pitA confer Zn(ll) resistance.”

2008)

34



DISKUSSION

Es gab keine Assoziation zwischen Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP, engl. Single
Nucleotide Polymorphism) oder Mutationen von Genen und den auftretenden drei unter-
schiedlichen Zinktoleranz-Werten. Da in der Studie der Einsatz von Zink zu (1) keinen
genetischen Veranderungen der E. coli-Isolate gefiihrt hat und (2) die Ubertragung von mo-
bilen genetischen Elementen sowie (3) der Verlust von Porinen sowie die Hochregulierung von
Effluxpumpen mit den durchgefiihrten Methoden nicht beurteilt werden konnten, wurde kein
genauer Mechanismus fur eine mogliche Zinkresistenz identifiziert. In Anbetracht dieser Beo-
bachtungen wird die Fahigkeit der E. coli-Isolate in der Studie, in Gegenwart von (ver-

gleichsweise) hoher Konzentration von Zink zu Gberleben, als ,Toleranz® definiert (Publikation

1),

Andere Bakterienspezies tragen hingegen Gene in ihrem Genom, die nachweislich zu einer
direkten Zinkresistenz fuhren. Einer der bedeutendsten Beispiele bei Gram-negativen
Bakterien ist das Czc-System aus Cupriavidus mit einer gemeinsamen vermittelten Resistenz
gegenltber Cobalt, Zink und Cadmium (Nies et al. 1987). Dieses Gen-Cluster wurde in
weiteren  Bakterien, wie Staphylococcus aureus (Cavaco et al. 2010) und
Pseudomonas aeruginosa (Perron et al. 2004) identifiziert (siehe auch Kapitel 2.9.1 Zink-
toleranz). Ein weiteres Beispiel fur eine Zinkresistenz ist das zia-Operon von Cyanobakterien
(Syncheocystis spp.) (Blencowe und Morby 2003), indem genetische Informationen eines
Zinktransporters (ziaA) und seinem Genregulator (ziaR) lokalisiert sind. Die Expression dieses
Zinkexporters vermittelt gleichzeitig eine Zinkresistenz und eine verringerte Zink-Akkumulation
in der Zelle (Blencowe und Morby 2003).

4.2. Die Verbreitung von Schwermetall-Resistenzen in der Umwelt

Anhand von diversen Studien konnte sowohl die Umwelt als auch der
Gastrointestinaltrakt vom Mensch und von Tieren als mogliches Reservoir fur Antibiotika-
Resistenzgene (ARGs) aufgezeigt werden (Berendonk et al. 2015). Im Gegensatz zu den
meisten Metaboliten von Antibiotika sind Schwermetalle in der Umwelt schwer abbaubar und
kénnen daher einen langjahrigen Selektionsdruck auf Bakterien in ihrer Umgebung ausuben,
der mdglicherweise zur Aufrechterhaltung und Ausbreitung (multi-)resistenter Bakterien
beitragt (Argudin et al. 2019; Na et al. 2018; Poole 2017; Becerra-Castro et al. 2015; Hoélzel et
al. 2012). Mitunter gelangen Schwermetalle in héheren Konzentrationen durch die Fazes vom
Schwein aufgrund von Kupfer- und Zink-Fitterungszusatzen im Schweinefutter in die Umwelt
(Medardus et al. 2014). Als Folge gelangten bereits groflere Mengen an Schwermetallen in
Abwasser, Béden und in das Grundwasser. Diese Mengen kdénnen vielfach aufgrund ihrer

toxischen Konzentration nicht mehr von Pflanzen verstoffwechselt werden (Noulas et al. 2018).
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Als Beispiel fir den mdglichen Einfluss von Schwermetallen auf die Antibiotika-Resistenz
konnte in der Studie von Hdlzel et al. (2012) eine signifikant hdhere Resistenzrate gegenlber
beta-Laktamen bei E. coli in kupferhaltigen Schweinemist (Ampicillin, Amoxicillin mit Clavulan-
saure und Piperacillin) sowie in zinkhaltigen Schweinemist (Piperacillin und Doxycyclin)

detektiert werden.

Eine einfache Erklarung fur das Auftreten von Antibiotika-resistenten Bakterien in
Schwermetall-kontaminierter Umgebung ist das gemeinsame Auftreten von Resistenzgenen
gegenluber beider antimikrobieller Wirkstoffe auf dem Chromosom oder auf mobilen
genetischen Elementen (MGE), wie Plasmiden (Poole 2017).

Ein Teil der Studien-Isolate mit einer vergleichsweise héheren Zinkchloridtoleranz (512 pg/mi
ZnCl; MHK) wiesen gleichzeitig Antibiotika-, Schwermetall- und Biozidresistenz-
bzw -toleranzgene auf (Tabelle 4, unveroéffentlicht). Die Lokalisation dieser Gene konnte auf
Klasse-1-Integrons auf zwei verschiedenen Plasmiden (IncFll und IncFIB, engl. Feritlity) be-
grenzt werden (Publikation I). In der Literatur treten haufig Resistenzgene gegeniber
Sulfonamiden, beta-Laktamen, Aminoglykosiden sowie Tetrazyklinen gleichzeitig auf. Eben-
falls werden Resistenz- bzw. Toleranzgene gegeniber Quecksilber, Cadmium, Arsen und

Kupfer sowie Biozid-Resistenzgene wie gac auf Plasmiden lokalisiert (Pal et al. 2015).

Tabelle 4| Ubersicht der nachgewiesenen Antibiotika-, Schwermetall- und Biozid-
Toleranz- resp. Resistenzgene auf zwei neuen Plasmiden aus der

Publikation |
IncFlI-Plasmid pRKI3099a, 115kpb IncFIB-Plasmid pRKI3099b, 102 kbp
Resistenzgene  Resistenz gegeniber Resistenzgene  Resistenz gegentber
aadA1 Aminoglykoside aadA1 Aminoglycoside
dfrA1 Trimethoprim sat1 Streptothricin
sul3 Sulfonamide sull Sulfonamide
tet(A) Tetrazykline
arsRP Arsen merDACRPT Quecksilber (engl.
Mercury)
acl. quartare Ammonium- acEAT quartdre Ammonium-
q verbindungen q verbindungen (defekt)

MGEs wie Integrons oder ISCR (engl. Insertion sequence common region)-Transposons
werden haufig mit denselben Plasmiden detektiert, auf denen gleichzeitig Antibiotika-Re-
sistenz-, Metall- sowie Biozid-Resistenzgene lokalisiert sind (Pal et al. 2015).

Klasse-1-Integrons werden haufig bei Pathogenen aus klinischem Material von Menschen

(Sutterlin et al. 2020) oder von verschiedenen lebensmittelliefernden Tieren (Karimi Dehkordi
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et al. 2020; Cavicchio et al. 2015; Murinda et al. 2005) nachgewiesen, jedoch auch, wie in
Publikation | schon aufgefiihrt, bei kommensalen E. coli-lsolaten vom Schwein (Reid et al.
2017; Changkaew et al. 2015). GleichermalRen werden Klasse-1-Integrons auch bei vielen
Erregern aus der Umwelt isoliert, die durch Aktivitdten anthropogenen Ursprungs beeinflusst
werden (Pal et al. 2015; Heuer et al. 2012; Gillings et al. 2008).

Der direkte Zusammenhang zwischen Biozid- und Schwermetallbelastungen der Umwelt
(Selektion) und der Erhéhung der Abundanz von Integrons fiihrt méglicherweise zur Uber-
tragung von Antibiotika-Resistenzgenen aus Umwelterregern auf klinische Pathogene (Pal et
al. 2015). Schon 1967 hat Smith Resistenz(R)-Plasmide aus klinischen E. coli- und
Salmonella-Isolaten isoliert, die sowohl Antibiotika-Resistenzgene als auch Resistenzgene
gegenuber Quecksilber, Nickel, Cadmium, Cobalt und Arsen enthielten (Pal et al. 2015; Smith
1967). Heutzutage werden gehduft Bakterien aus der Umwelt isoliert, die Plasmide mit
mehreren gleichzeitig auftretenden antimikrobiellen und Schwermetallresistenzgenen (Co-Se-
lektion) enthalten (Nguyen et al. 2019; Argudin et al. 2019; Li et al. 2017). Bei 25 E. coli, die
urspriinglich aus erkrankten Tieren stammen, konnten auf IncH2-Plasmiden sowohl zwei
Operons, die Resistenzen gegenlber Kupfer (pco) und Silber (sil) vermitteln, als auch Re-
sistenzgene gegenuber Quinolone (0gxAB) und beta-Laktame (blacrx-m) lokalisiert werden
(Fang et al. 2016). Das Auftreten der Plasmide konnte hier in einen direkten Zusammenhang
zu erhéhten MHK-Werten von CuSos und AgNos gebracht werden (Fang et al. 2016).

Bei klinischen Pseudomonas aeruginosa-lsolaten belegt eine aktuelle Studie die Verbreitung
der Multiresistenz durch Auftreten einer Megaplasmid-Familie, die sowohl Schwermetall-
Resistenzgene gegenuber Tertium (terZABCDEF) und Quecksilber (merRTPCA bzw.
merRTPFADE) als auch Antibiotika-Resistenzgene gegenuber beta-Laktamen (blaves [engl.
Vietnamese extended-spectrum beta-lactamases], blaoxa-10 [engl. Oxacillin-hydrolyzing class
D beta-lactamases], blacare-z[engl. Carbenicillinase-3 beta-lactamase]), Aminoglykoside (aad
bzw. ant(2”)-la fir Aminoglykosid-Adenyltransferasen oder aph(6)-1d fir Aminoglyokosid-
Phosphotransferasen), Sulfonamide (sul1), Tetrazykline (tet), Makrolide (ermE) und Fluor-

phenicole (floR) aufweist (Cazares et al. 2020).

Die Ubertragung von Resistenzen Uber MGEs sind mit wahrscheinlich erheblichen
energetischen ,Kosten® flr das Bakterium verbunden (Hernando-Amado et al. 2017; Vogwill
und MacLean 2015). Dies zeigt sich ggf. durch eine langsamere Wachstumsrate sowie
geringere Virulenz oder Ubertragungsrate von Genen bei resistenten Bakterien im Gegensatz
zum Wildtyp (Andersson und Hughes 2010). Weitere Studien zeigen, dass Klasse-1-Integrons
mit geringeren ,Fitness-Kosten“ fir das Bakterium assoziiert sind (Lacotte et al. 2017)
(Publikation I). Dennoch erfordert die Mobilisierung, der Erwerb und die stabile Integration
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von Integrons im Erbgut vermutlich einen kontinuierlichen Selektionsdruck (Sutterlin et al.
2020). Die entstehenden Nachteile missen durch einen Selektionsvorteil, zum Beispiel
gegenuber Antibiotika oder Schwermetallen, ausgeglichen werden, damit die Plasmid-tra-
genden Bakterien in der Population erhalten bleiben (Yu et al. 2017; Gullberg et al. 2014).
Integrons kdonnen auch in das Genom selbst integriert werden und gelten dann als stabiles
Element, so dass das Bakterium geringe oder gar keine ,Fitnesskosten® hat (Sutterlin et al.
2020).

Durch den direkten Einfluss des Menschen auf die Verbreitung von Resistenzgenen stellt die
schnelle Identifizierung potentieller Eintragungsquellen von ARGs in die Umwelt eine wichtige
Rolle in der Resistenzminimierung dar. Zur eindeutigen Eingrenzung der vermeintlichen Quelle
von ARGs werden bereits ARG-Verteilungsmuster auf Basis von molekularbiologischen
Verfahren (Kombination von PCR-basierter Nachweishaufigkeit bzw. -intensitat von Zielgenen
und Umweltvariablen) angewendet (Li et al. 2018; He et al. 2014). Durch die Kombination von
umfassenden metagenomischen ARG-Analysen mit einem Maschine-learning Klassifikations-
tool (,SourceTracker”) konnte bereits mdgliche ,ARG-Kontaminationsquellen® ausfindig ge-
macht werden (Li et al. 2018). Darlber hinaus gibt es Methoden, wie Korrelations- und
Metagenomanalysen, die die Trager von ARGs identifizieren (Rice et al. 2020). Das ,Tracking*
von Schwermetall-kontaminationsquellen sowie das Umwelt-Monitoring von Schwermetall-
toleranzen bzw. -resistenzen bei Bakterien sollte durch die in Kapitel 2.10 ,Assoziation
zwischen bakterieller Schwermetalltoleranz und Antibiotika-Resistenz in der Umwelt ge-

schilderten Co-Selektionsphanomene mehr in den Fokus ricken (Thomas IV et al. 2020).
4.3. Colicine im (Konkurrenz-)Kampf gegen Pathogene

Angesichts der Komplexitat der intestinalen Mikrobiota liegt es nahe, dass Uber-
lebensstrategien wie die Wachstumshemmung der Konkurrenten durch die Produktion von
antimikrobiellen Bakteriozinen wichtig fiir ein erfolgreiches Uberleben der eigenen Spezies
bzw. Population ist und somit wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Organisation des in-
testinalen Mikrobioms darstellt (Zhao et al. 2017).

Insgesamt beinhalteten vergleichsweise wenig E. coli-Isolate dieser Studie, die von gesunden
Schweinen stammen, Colicin-Gene (HZG: 22%, CG: 35%, Publikation Il). Bei Tierarten wie
z.B. Schafen wird von einem signifikant h6heren Vorkommen von colicinogenen E. coli bei an
Durchfall-erkrankten Individuen berichtet im Vergleich zu gesunden Tieren (Askari und
Ghanbarpour 2019). Die Ergebnisse einer neuen Studie zeigen, dass potenziell energetisch
aufwendige Abwehrmechanismen in Form von Colicinen fir Kommensale in ihrer adaptierten

Umgebung keine wichtige Rolle spielen (Samuels et al. 2020). In der Vergangenheit wurde
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jedoch den Colicinen eine wichtige Bedeutung fiir das bakterielle Uberleben bei Enteritiden
zugesprochen (Kommineni et al. 2015; Stecher et al. 2013). Anfang der 70er Jahre haben
Salajka und Sarmanova (1971) gezeigt, dass 34% der ETEC-Isolate, die aus an Durchfall-
erkrankten Schweinen isoliert wurden, Colicine enthalten. Uberraschend mehr apathogene
Isolate (49%) trugen ebenfalls Gene fur Colicine. Aulerdem wurde festgestellt, dass bei zehn
genesenen Ferkeln ETEC-Isolate durch apathogene Stdmme ersetzt wurden, die Colicine
produzierten, welche die ETEC-Isolate in vitro zerstort hatten (Salajka und Sarmanova 1971).
Eine andere Studie aus Tschechien zeigte, dass Colicine aus ETEC-Isolaten keine Wirkung
auf die Kommensalen der intestinalen Mikroflora haben (Trcka und Smarda 2003).

Um diese Erkenntnisse im Rahmen unserer Studie zu priufen, kdnnte man die Colicin-Wirkung
der E. coli-Isolate (Publikation Il) in Form eines Spot-Bioassay nach Smajs et al. (2010)
beurteilen (Abbildung 4, unverdéffentlicht).

Der Einsatz von Colicinen/Bakteriozinen kann in Zukunft méglicherweise eine Alternative zur
Verfutterung von Kationen zur Pravention von E. coli-assoziierte Durchfallerkrankungen beim
Schwein darstellen (Rhouma et al. 2017a; Cutler et al. 2007; Stahl 2005) bzw. sogar als
Alternative zu Antibiotikatherapien eingesetzt werden (Bosak et al. 2020).

Vereinzelt gibt es Studien, die eine erfolgreiche Colicin-Wirkung auf Pathotypen von E. coli-
Isolaten nachweisen konnten. Die Inhibition der Aktivitat von F4*- und F18"-ETEC-Isolaten
konnte beispielsweise in vitro und in vivo durch Colicin E1 bewirkt werden. Die Wachs-
tumsleistung der untersuchten Schweine stieg an und die Inzidenz von PWD sank deutlich
(Cutler et al. 2007). Weitere Studien konnten zudem zeigen, dass colicinogene E. coli-Isolate
eine Aktivitat gegen STEC aufwiesen (Wisener et al. 2015; Schamberger und Diez-Gonzalez
2004) (Publikation Il). Andere Bakterien wie Laktobazillen (meist im Einsatz als Probiotika)
kénnen ebenfalls Bakteriozine produzieren, die unter Umstanden die Toxin- und Adhasin-

produktion der pathogenen E. coli inhibieren kdnnen (Callaway et al. 2008).
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Abbildung 4 | Beurteilung der Colicinwirkung bei E. coli mittels Spot-Bioassay

Der Spot-Bioassay nach Smajs et al. (2010) stellt eine Methode zur phanotypischen Beurteilung einer
Colicinwirkung bei E. coli gegenliber Referenzstdmmen dar. Als Beispiel ist oben das Ergebnis eines Spot-
Bioassay gezeigt. Hierbei wird mittels der Softagar-Overlay-Technik ein Referenzstamm in einen Agar gegossen.
Die zu testenden E. coli-Isolate werden Uber Nacht inkubiert und auf den Agar ,gespottet” (erste Reihe, GUNK).
AuBerdem wird der beim Pelletieren der (iN-Kultur entstehende Uberstand auf den Agar gegeben (zweite Reihe,
U). Final wird ein zuvor vorbereiteter Bakteriozin-Extrakt auf den Overlay-Agar gespottet (dritte Reihe, B). Die
lytische Aktivitdt der drei verschiedenen Spots wird ausgewertet. Beispielsweise konnte im Stamm ,103“ im
Uberstand (Spot 2) und im Bakteriozin-Extrakt (Spot 3) eine lytische Aktivitdt gegeniiber dem Indikatorstamm
ATCC10536 gezeigt werden. Zur gesamten Beurteilung der Colicinwirkung werden diverse Indikatorstdmme
verwendet.

4.4. Ausblick auf mogliche Forschungsvorhaben beziiglich der fiir Zinktoleranz

verantwortlichen Mechanismen

Mégliche Homoéostase-Veranderungen unter Zinkexzess kdénnen in den Bereichen
Genregulation und Expression beteiligter Proteine vorliegen (Publikation |, Tabelle 5). Um
diese Moglichkeiten zu beurteilen, gibt es in der Literatur nur wenig Informationen tber die
Genexpression der Zinkhomdostase-Proteine, sowie Transkriptionsfaktoren von E. coli-
Bakterien.

Eine neue Studie (Xu et al. 2019) zeigt einen Zusammenhang zwischen Zinkliberschuss und
Eisen- sowie Kupferhomoostase in E. coli-Bakterien. Daraus resultieren steigende Eisen-
gehalte folglich von sich steigernder Genexpression der Eisenaufnahme-Gene sowie
sinkender Genexpression der Eisenspeichergene. Aus dem nun entstandenen intrazellularen

Eisen-Exzess wird die Kupferdetoxifikationskaskade aktiviert und die Kupfergehalte sinken in
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der Zelle. Diese Studie von Xu et al. (2019) verdeutlicht die Komplexitat des Gleichgewichts
der physiologischen Funktionen einer Bakterienzelle.

LaVoie (2018) betrachtet die transkriptionelle Antwort von E. coli wahrend anorganischer und
organischer Quecksilber-Belastung durch RNA-Sequenzierungsanalysen. Mechanismen, die
an der Entwicklung der Zinktoleranz/-resistenz in E. coli beteiligt sind, bleiben bisher ungeklart.
Vergleichende Transkriptom-Analysen kdnnen unter anderem die Zink-induzierte Stress-
antwort und die Genexpression der Zink-Homoostase- und Regulationsproteine bei E. coli

unterschiedlicher genetischer Linien naher betrachten.

Eine weitere Moglichkeit fur unterschiedliche Zinktoleranzen ist die Persistenz von E. coli-
Bakterien bei steigenden Zinkkonzentrationen der Umgebung als sogenannte Persister. In der
Forschung verwendet man den Begriff Persister bei der Toleranz gegenuber antimikrobiellen
Wirkstoffen (Amato et al. 2014; Lewis 2007). Es entstehen Subpopulationen, die den akuten
Antibiotika-Stress Uberleben. Ohne Ausbildung von Mutationen reduzieren die Bakterien ihre
Zellteilung und treten in eine Art Ruhezustand ein. Sie haben eine ginstige phanotypische
Nische gefunden, die ihnen den Vorteil gewahrt, die Umgebungsveranderung zu tiberdauern.
Tritt der Normalzustand der Umgebung wieder ein, ,erwachen® die Bakterienzellen und
steigern ihren Stoffwechsel (Lewis 2010).

Persistierende Zellen kdnnen tolerant gegentber antimikrobiellen Therapien sein. Da Kupfer
und weitere Schwermetalle antimikrobielle Eigenschaften aufweisen, wurde die Wirkung von
Kupfer in einer Laborstudie auf einer persistierenden E. coli-Population getestet. Anhand
dieser Population konnte gezeigt werden, dass Kupferverbindungen die Persisterzellen ab-
toten (Moreira Martins et al. 2020). Weitere Testverfahren mit anderen Schwermetallen in

Bezug auf persistierenden E. coli sind bisher in der Literatur nicht bekannt.
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5. Zusammenfassung

Seit 2006 sind antimikrobielle Futterungszusatzstoffe in der Europaischen Union (EU)
verboten. Um das Auftreten der verlustreichen Post-weaning Diarrhea (PWD) in der
Ferkelaufzucht zu reduzieren, welche vor allem durch enterotoxische E. coli (ETEC)
hervorgerufen wird, werden bislang verschiedene Strategien angewendet. Hierzu zahlt die
zum Teil exzessive Futterung von Zinkoxid, welches nach Magenpassage als zweiwertiges
Kation vorliegt (Zn?*). Gene, die Resistenzen gegen kationische Spurenelemente vermitteln,
sind haufig mit antimikrobiellen Resistenzgenen co-lokalisiert. Daher wurde in friheren
Studien die Hypothese aufgestellt, dass Zink-Fltterung eine der Ursachen fir die Ausbreitung
resistenter Bakterien darstellt.

Bis heute sind die Effekte der zinkreichen Fltterung auf die intestinale Bakterienpopulation
beim Schwein, v.a. auf die E. coli-Population, nicht vollstandig geklart. Vor diesem Hintergrund
wurden in dieser Arbeit die phanotypischen und genotypischen Charakteristika einer re-
prasentativen Auswahl von E. coli-Isolaten zur Aufklarung des Einflusses von Zink als

Futterzusatzstoff auf die intestinale E. coli-Population beim Schwein untersucht.

Insgesamt wurden 179 E. coli-Isolate aus einer Zinkfitterungsstudie mit Absatzferkeln
betrachtet. 99 Isolate wurden aus der Zinkfltterungsgruppe (high-zinc fed group [HZG]) und
80 Isolate aus der Kontrollgruppe (control group [CG]) des letzten Beprobungstages (52. Tag)
zufallig ausgewahlt. Alle Isolate wurden auf Zinktoleranz, antimikrobielle und Schwermetall-
Empfindlichkeiten gepruft. Dazu wurden minimale Hemmkonzentrationen (MHK) durch ein
Mikrodilutionsverfahren ermittelt. Darlber hinaus wurden Ganzgenomanalysen zur Detektion
von antimikrobiellen Resistenz-, Schwermetalltoleranz- und Biozidresistenzgenen sowie Viru-
lenz-assoziierten und Bakteriozin-assoziierten Genen Uber eine in-house BLAST-basierte
Pipeline (Treffer bei 2 90% Sequenzahnlichkeit) durchgefuhrt. Auf Grundlage eines Maximum
Common Genome Alignements aller Isolate wurde ein phylogenetischer Baum erstellt. Um
genetische Unterschiede der Abstammungslinie zu identifizieren, wurde eine Bayesian

Analysis of Population Structure angewandt.

In dieser Studie wurden drei verschiedene Zinkchlorid- (ZnCl;) MHK-Werte bei E. coli ermittelt:
(1) 128 pg/ml (HZG: 2%, CG: 6%), (2) 256 pg/ml (HZG: 64%, CG: 91%) und (3) 512 ug/mi
(HZG: 34%, CG: 3%; p < 0,001). Die enge Verteilung der ZnCl,-MHK-Werte lasst auf eine
naturlich vorkommende E. coli-Population schlielen. Zwischen héheren ZnCl, MHK-Werten
und Isolaten der Zinkfitterungsgruppe sowie niedrigen ZnCl, MHK-Werten mit Isolaten der

Kontrollgruppe bestand eine statistisch signifikante Assoziation (lineares gemischtes
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Regressionsmodell, p = 0,005). Dieses Ergebnis kann auf einen Selektionsvorteil ver-
schiedener kommensaler E. coli-Populationen in Anwesenheit hoher Zinkmengen im
Schweinefutter hinweisen. Die Zinkchlorid-Toleranzwerte in dieser Studie zeigen jedoch
keinen statistischen Zusammenhang zum Auftreten eines Antibiotikaresistenz-Phanotyps.
Isolate der héheren ZnCl, MHKs von 512 pg/ml wiesen zum Teil (n=19/36) zwei neue F (engl.
Fertility) -Plasmide auf, die neben diversen antimikrobiellen Resistenzgenen (aadA1, dfrA1,
sull, sul3 und tetA) auch Schwermetalltoleranzgene (merRTPCDAB und arsRP) sowie
Biozidresistenzgene (gacL und unterbrochenes qacE [gacEA1]) beinhalteten. Zink-
resistenzgene, die flr andere Spezies bereits beschrieben sind, wurden auf den Plasmiden
nicht lokalisiert.

Die bisher publizierte Literatur hatte verschiedene Gene als verantwortlich flr eine
Zinkresistenz gesehen, einschlielllich zitB und zntA, die fir Zink-Exporter codieren, und pit,
welches fir einen unspezifischen anorganischen Phosphat-Transporter codiert. Ganzgenom-
Untersuchungsdaten von Genen, die an der Zinkhomoéostase beteiligt sind, offenbaren ein
vollstdndiges Vorhandensein nahezu aller bislang genannten Gene und Faktoren in den

E. coli-lsolaten dieser Studie, ein Zinkresistenzgen wurde nicht identifiziert.

Die phylogenetischen Analysen zeigten keine Assoziation zwischen den ermittelten
Zinkchlorid-Toleranzwerten und der phylogenetischen E. coli-Populationsstruktur in der
Studie. Die Bayesian Analysis of Population Structure-Cluster spiegelten ausschlieRlich die
Sequenz- resp. Serotypen wider. Das Ergebnis weist darauf hin, dass eine Zinktoleranz keine

Eigenschaft eines bestimmten phylogenetischen Hintergrundes ist.

Insgesamt traten weniger Virulenz-assoziierte Gene (41% vs. 65% in Isolaten der
Kontrollgruppe, p < 0,001) und Bakteriozin-assoziierte Gene (22% vs. 35% in Isolaten der
Kontrollgruppe, p = 0,002) in Isolaten der Zinkfltterungsgruppe auf. Hier zeichnet sich ein
Effekt der Zinkfutterung auf das Vorkommen dieser Gene in der intestinalen E. coli-Population
ab. Die Verteilung bestimmter Virulenzdeterminanten wies auf deutliche Unterschiede im
Auftreten verschiedener assoziierter E. coli-Pathotypen (enterotoxische E. coli [ETEC],
enteropathogene E. coli [EPEC], Shigatoxin bildende E. coli [STEC]) in beiden Futterungs-
gruppen hin (1% HZG, 14% CG). Zink scheint nicht nur die intestinale Zusammensetzung von
porzinen E. coli-Populationen hinsichtlich der Phanotypen mit erhéhter Zinktoleranz zu be-

gunstigen, sondern auch die Populationsdichte potenziell pathogener Isolate zu verringern.

Weitere Untersuchungen uber die Mechanismen, die an der Entwicklung der Zinktoleranz in
E. coli beteiligt sind, mussen folgen, insbesondere Forschungsarbeiten zur zinkinduzierten

Stressantwort durch vergleichende Transkriptom-Analysen.
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The influence of zinc as a feed additive
on the porcine intestinal Escherichia coli population in piglets

6. Summary

In 2006, the European Union banned the use of antimicrobial growth promoters in
animal production. Since then, different alternative strategies were used to reduce the
economic losses due to post-weaning diarrhea (PWD) associated with particularly
enterotoxigenic Escherichia (E.) coli (ETEC) in piglet farming. One of the most prominent
strategies is supplementation of pig fed with zinc oxide (ZnO). The low pH in the stomach
allows the formation of the divalent cation as a soluble salt (Zn?*). Of note, genes conferring
resistance against cationic trace elements are often co-localized with genes conferring
antimicrobial resistance in bacteria. Previous studies hypothesized that zinc feeding selects
for antimicrobial resistant bacteria due to co-resistances harbored by on mobile genetic
elements. However, effects of high-zinc diets on porcine intestinal bacterial populations,
especially E. coli, are not fully understood yet.

Therefore, the aim of this study was the phenotypic and genotypic characterization of a
representative selection of E. coli isolates to clarify the influence of zinc as feed additive on the

porcine intestinal E. coli population.

In total, 179 E. coli isolates, consisting of a group of 99 high-zinc fed (HZG) isolates and a
corresponding control group (CG) of 80 isolates were collected from piglets sacrificed at the
end of a Zn feeding trial (52™ day). All isolates were screened for zinc tolerance, antimicrobial-
and biocide susceptibilities by determination of minimum inhibitory concentrations (MICs). In
addition, in silico whole genome screening (WGS) of all isolates for genes conferring
antimicrobial resistance, heavy metal tolerance and biocide resistance was carried out. In
addition, virulence-associated- and bacteriocin-associated genes were identified using an in-
house BLAST-based pipeline (hits based on =2 90% sequence identity). The maximum common
genome alignment was used to generate a phylogenetic tree. Bayesian analysis of population

structure was applied to identify genetically distinct lineages based on the constructed

phylogeny.

In this study, porcine E. coli yielded three different levels of zinc chloride (ZnCl,) MIC: 128
pg/ml (HZG, 2%; CG, 6%), 256 pug/ml (HZG, 64%; CG, 91%) and 512 pyg/ml (HZG, 34%; CG,
3%; p < 0.001). The close distribution of ZnCl, MICs seems to reflect a naturally occurring
E. coli population. A statistically significant association was revealed between “higher” ZnCl.

MIC values and isolates representing high zinc-fed group and “lower” ZnCl> MIC values with
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isolates of the control group (linear mixed regression model, p = 0.005), indicating a selective
advantage of distinct commensal E. coli populations in the presence of high amounts of zinc
in the piglets’ diet. The different zinc tolerance levels investigated in this study lacked a
particular association with the occurrence of an antibiotic resistance phenotype profile.

The isolates with the 512 ug/ml ZnCl; MIC particularly harbored two novel F (Fertility) plasmids
(n= 19/36) carrying antimicrobial resistance genes (aadA1, dfrA1, sull, sul3 and tetA), heavy
metal tolerance genes (merRTPCDAB and arsRP) and biocide resistance genes (qacL and
disrupted qacE [gacEA1]). Zinc resistance genes that had been previously detected among

other species were not identified on the plasmids.

WGS data screening for genes involved in zinc homeostasis revealed an almost ubiquitous
presence of most factors tested, including zitB, zntA both encoding zinc exporters and pit
encoding unspecific inorganic phosphate transporter formerly described as important for zinc
resistance.

The phylogenetic analysis showed no association between zinc tolerance levels and the
phylogenetic E. coli population structure in the study. The Bayesian Analysis Population
Structure cluster reflected just the sequence resp. serotypes. The results suggested that zinc

tolerance lacks a particular association with a specific phylogenetic background.

Overall, fewer virulence-associated genes (41% vs. 65% in isolates from control group,
p<0.001) and bacteriocin-associated genes (22% vs. 35% in isolates from control group,
p=0.002) were detected in isolates from the high-zinc fed group. The results indicate an effect
of high-zinc supplementation of the piglets’ diet on the occurrences of these genes among
intestinal E. coli populations: The distribution of typical virulence determinants demonstrated
obvious differences in the occurrence of distinct E. coli pathotypes (enterotoxigenic E. coli
[ETEC], enteropathogenic E. coli [EPEC] and shiga toxin-producing E. coli [STEC]) in both
feeding groups (1% in HZG, 14% in CG). Zinc seems not only to favor the intestinal
composition of porcine E. coli population regarding the phenotypes with increased zinc

tolerance, but also to reduce the abundance of potentially pathogenic isolates.

Further research on mechanisms involved in development of zinc tolerance in E. coli is
needed, especially regarding the zinc-induced stress response, for instance by employment of

comparative transcriptomics.
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Weitere Virulenzfaktoren

Patho- Diagnostische Marker
typ Protein Gen Marker Lokalisation Adhdsin Lokalisation Toxin Lokalisation Klinik Referenzen
STa estA P, T faeG (F4) P
. . ) Luppi et al. 2016;
P fanC (F5 P
STb ostB Hitzestabile Enterotoxine anC (F5) Moredo et al. 2015;
fasA (F6) P,C Zajacova et al.
ETEC astA (EAST1) P PWD )
LT-l eltA P fedA (F18) P 2?1226(%@31% e-|t
Hitzelabile Enterotoxine 1 (Fa1) C ak 1é97u reut
LT-II eltB P aida (AIDA-I) P
paa (porcine EAE- Vidotto et al. 2013;
EPEC Eae eae Intimin PAI associated factor) P ehxA (EhxA) P PWD Chapman et al.
bfpA (Bfp) lifAefat (LifA/Efa1) P 2006
paa (porcine EAE-
associated factor) Tseng et al. 2014a;
EHEC Eae eae Intimin PAI . ehxA (EhxA) P Chapman et al.
iha (lha) P
2006
saa (Saa) P
Tseng et al. 2014a;
STx st Shigatoxin Ph eae PAI Barth et al. 2011;
STEC Six2 Ph Chapman et al.
STx2e  six2e Shigatoxin 2e Ph f18ab(F18ab) aida (AIDA) c 2006; Niewerth et
D, ED al. 2001
pic (Pic) C astA (EAST1) P Harrington et al.
. . L 2009; Chapman et
2 setAB (ShET-1 PAI '
EAEC AAF aaf | Aggregative Adharenz-Fimbrien P a09R (AggR) c.p ( ) al. 2006; Weiner ot
pet (Pet) P al. 2004
AFA afa afimbirales Adhasin C.P
Chapman et al.
DAEC 5 i ot i i aah (AAH) C UTl, D
AIDA aida Adhasin involviert in diffuser c 2006

Abkiirzungen

ETEC: enterotoxische E. coli; EPEC: enteropathogene E. coli: EHEC: enterohamorrhagische E. coli; STEC: Shigatoxin produzierende E. coli; EAEC:
enteroaggregative E. coli; DAEC: diffuse adharente E. coli; VAGs: Virulenz-assoziierte Gene; P: Plasmid; C: Chromosom; Ph: Phage; PAI: Pathogenitatsinsel; T:
Transposon; PWD: Post-weaning Diarrhea; HUS: hamolytisch uramisches Syndrom; D: Diarrhd; ED: Edema Disease; UTI: Urogenitaltraktinfektion
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In anndhernd allen 179 E. coli Genomen wurden Gene der Zinkhomdostase und Gene, die fiir Zinkmetalloenzyme codieren, gefunden. Schwermetall- und

Biozidresistenzgene, die auf Plasmiden lokalisiert sind, scheinen eine signifikante Assoziation zu den Isolaten der Zinkfiitterungsgruppe zu haben (p < 0,005).
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