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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Lebensmittelbedingte Infektionskrankheiten

Jedes Jahr sterben weltweit etwa 1,9 Millionen Menschen an Durchfallerkrankungen meist
verursacht durch lebensmittel- oder wasserassoziierte Pathogene (Lopez und Mathers, 2006).
Die Mehrheit der Pathogene, die fiir diese Krankheitslast (,,burden of disease®)
verantwortlich ist, wird den zoonotischen Erregern zugerechnet (Schlundt et al., 2004).
Zoonosen sind Infektionen und Erkrankungen, die zwischen Tier und Mensch zum Beispiel
iiber kontaminierte Lebensmittel libertragen werden. Um das Auftreten von Zoonosen zu
vermeiden, ist es wichtig, die Hauptquelle der Infektion, also Tier oder Lebensmittel, zu
identifizieren. (EFSA, 2010a). Die groe Mehrheit der bakteriellen lebensmittelbedingten
Erkrankungen kann auf drei Erreger zuriickgefiihrt werden, nidmlich Campylobacter, nicht-
typhose Salmonellen und enterohaemorrhagische Escherichia coli (EHEC) (Schlundt et al.,
2004).

Die Salmonellose ist in Europa mit mehr als 130 000 bestétigten humanen Féllen im Jahr
2008, die zweithdufigste berichtete zoonotische Erkrankung nach der Campylobacteriose
(EFSA, 2010a). In diesem Zeitraum wurden in der Europdischen Union (EU) {iber 5000
lebensmittelbedingte Ausbriiche berichtet, die 45 000 humane Fille mit mehr als 6000
Krankenhausaufenthalten und 32 Tote zur Folge hatten. Die meisten der berichteten

Ausbriiche (35,4%) wurden durch Salmonellen verursacht (EFSA, 2010a).

1.2 Die Gattung Salmonella

Salmonellen sind stibchenformige, fakultativ anaerobe Bakterien, die Katalase positiv und
Oxidase negativ sind, und negative Gram-Firbung zeigen. Sie sind liblicherweise beweglich,
besitzen eine GroBe von 0,7 — 1,5 um x 2,0 — 5,0 pm und bilden Kolonien mit einem
Durchmesser von 2 — 4 mm. Die Gattung Salmonella gehort zur Familie der
Enterobacteriaceae und ist nach dem amerikanischen Bakteriologen D.E. Salmon benannt,
der S. choleraesuis im Jahr 1885 entdeckte (Farmer III, 2003). Aktuell ist die Gattung,
basierend auf Multilocus Enzym Elektrophorese, DNA-DNA Hybridisierung sowie
vergleichender Sequenzanalyse von Housekeeping-Genen und rRNA-Genen, in zwei
Spezies unterteilt namlich Salmonella enterica und Salmonella bongori (Reeves et al., 1989;

LeMinor und Popoff, 1987; Boyd et al., 1996; Christensen et al., 1998). Die Spezies

1



Einleitung

Salmonella enterica wird weiter unterteilt in sechs Subspezies, S. enterica subsp. enterica
(bezeichnet Subspezies 1), S. enterica subsp. salamae (Subspezies II), S. enterica subsp.
arizonae (Subspezies I1la), S. enterica subsp. diarizonae (Subspezies IIIb), S. enterica subsp.
houtenae (Subspezies 1V) und S. enterica subsp. indica (Subspezies VI) (siche Tab. 1).
Gewohnlich werden Stdmme der Subspezies I von Menschen und anderen Warmbliitern
(Sdugetiere und Vogel) isoliert, wihrend die anderen Subspezies eher bei Kaltbliitern
(Reptilien) und in der Umwelt gefunden werden. Um zwischen den verschiedenen Spezies
und Subspezies zu unterscheiden, konnen eine Reihe biochemischer Reaktionen genutzt
werden (Farmer 111, 2003).

Die Subspezies werden weiter unterteilt in Serovare, die nach dem White-Kauffmann-
LeMinor-Schema auf Grund ihrer Oberflichen-, Flagellen- und Kapselantigene definiert sind
(Serotypie) (Grimont und Weill, 2007). Mittlerweile sind im White-Kauffmann-LeMinor-
Schema mehr als 2500 Serovare festgelegt, die sich in der Kombination ihrer
Lipopolysaccharid-Zusammensetzung auf der Oberfliche (O-Antigene), der Flagellen-
Proteine (HI1- und H2-Antigene) und soweit vorhanden, der Kapsel-Polysaccharide (Vi-
Antigene) unterscheiden (Seroformel O:H1:H2). (Grimont und Weill, 2007; Popoff und
LeMinor, 2001; Guibourdenche et al., 2010).

Zur weiteren Differenzierung wird z.B. bei Salmonella enterica subsp. enterica Serovar
Typhimurium (im Folgenden S. Typhimurium) die Phagentypie angewendet. Dabei werden
iiber 200 definitive Typen (DTs) abhédngig vom Lysismuster verschiedener Bakteriophagen
definiert (Callow, 1959; Anderson et al., 1977). Diese Methode wird zur epidemiologischen
Uberwachung von Infektionen und Ausbriichen genutzt, um die Verbreitung bestimmter
Phagentypen zu verfolgen. Beispiel hierfiir ist der in den 1990er Jahren aufkommende,
multiresistente Salmonella S. Typhimurium Phagentyp DT104, der mittlerweile weltweit
verbreitet ist (Threlfall, 2000; Rabsch et al., 2001).
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Tabelle 1. Anzahl und Zuordnung der Serovare zu

Salmonella Spezies und Subspezies.

S. enterica Anzahl der Serovare
subsp. enterica (1) 1547

subsp. salamae (11) 513

subsp. arizonae (111a) 100

subsp. diarizonae (111b) 341

subsp. houtenae (IV) 73

subsp. indica (VI) 13

S. bongori 23

Gesamt 2610

1.3 Aufbau und molekulare Grundlage des O-Antigens

Das O-Antigen als &dullerer Abschluss des Lipopolysaccharids (LPS) Gram-negativer
Bakterien ist hochvariabel und das dominierende Antigen bei vielen Immunantworten
(Slauch et al., 1996; Reeves, 1993). Die spezifischen Gene fiir die Synthese des O-Antigens
liegen im rfb-Gencluster (rough B), so benannt, da Mutanten mit fehlendem O-Antigen
Kolonien mit rauer Oberflachenerscheinung bilden. Jeder Typ des O-Antigens besteht aus
vielen Wiederholungen einer Oligosaccharid Untereinheit (O-Einheit) mit drei bis sechs oder
mehr Zuckern pro O-Einheit. Die Struktur der Wiederholungseinheit definiert eine
bestimmte O-Gruppe. Zum Beispiel besteht das O-Antigen von S. Typhimurium (Seroformel
1,4,[5],12:1:1,2) aus einem Polysaccharid mit sich wiederholenden Galaktose-Rhamnose-
Mannose Einheiten und einer Abequose (3,6-Didesoxy-Galaktose) am Mannose-Rest (siche
Abb. 1). Diese Abfolge definiert die Serogruppe B (Hellerqvist et al., 1968; Reeves, 1993).
Wenn der Abequose-Rest an der 2-Hydroxylgruppe acetyliert ist, erhdlt man zusétzlich den
O5-Serotyp (Hellerqvist et al., 1968).

Das O5-Antigen (Faktor 5) wird in der Seroformel in eckigen Klammern geschrieben, da es
in Gruppe O:1,4,12 an- oder abwesend sein kann und ohne Bezug zu Phagenkonversion ist,
d.h. die verantwortlichen Gene sind nicht durch Phagen kodiert (Grimont und Weill, 2007).
Die Expression des O5-Antigens wurde bisher zur Diskriminierung von S. Typhimurium
Stimmen genutzt (Rabsch et al., 2002; Hauser et al., 2009). Die Variante, die den Faktor 5

nicht exprimiert, wurde urspriinglich Variante ,,Copenhagen® genannt (Kauffmann, 1934).
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Abbildung 1. Ausschnitt aus der Zellmembran von Salmonella enterica.

Das Lipopolysaccharid der AuBenmembran hat drei Komponenten: Lipid A mit Fettsduren, die das Molekiil in
der Membran verankern, einen Oligosaccharidkern (schwarze Schraffur) und das langkettige Polysaccharid des
O-Antigens (helle Schraffur). Gezeigt ist die sich wiederholende O-Antigen Einheit der Serogruppe B (nach
Reeves, 1993). OAc, Acetylgruppe.

1.3.1  Das O5-Antigen in S. Typhimurium und seine genetische Grundlage

Das O5-Antigen wird kodiert durch das oaf4-Gen. Das OafA-Protein gehdrt zu einer Familie
membrandurchspannender Proteine, die in die Acetylierung exportierter Kohlenhydrat-
Bindungen involviert ist (Slauch et al., 1996). OafA allein ist verantwortlich fiir die
Acetylierungsreaktion.

Das Gen ist im S. Typhimurium Genom nachfolgend zu STM2231 und einer mdglichen
Peptidase (STM2230) in Nachbarschaft zum tRNAproL-Gen lokalisiert (siche Abb. 2).
Vorgelagert ist ein Cluster phagenverwandter Gene, gefolgt vom sspH2-Gen (McClelland et
al., 2001; Hansen-Wester und Hensel, 2002). Das sspH2-Gen kodiert fiir ein Effektorprotein
des Typ-III-Sekretionssystems (T3SS) (Miao et al., 1999). Bei S. Tyhpi, einem O5-Antigen
negativen Serovar, sind das oaf4-Gen und die phagenverwandten Gene nicht vorhanden

(Hansen-Wester und Hensel, 2002). Diese Region wurde spéter, nach Vergleich mit dem
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S. Choleraesuis Genom, als Salmonella Pathogenitétsinsel 12 (SPI-12) bezeichnet (Chiu et
al., 2005).

o N » o o
& & & & & @
& s & &g & g
TS e =
Position (bp) 2.330.000 2.332.000 2.334.000 2.336.000 2.338.000 2.340.000 2.342.000

Abbildung 2. Lokalisation des O5-Antigen kodierenden o0afA-Gens in S. Tyhpimurium LT2. Die
Pfeilrichtung gibt die 5'- 3" Orientierung der Gene an. Gene gleicher Farbe sind in einem Operon kodiert. Eine

Skalierung zeigt die Position der Gene im S. Typhimurium LT2 Genom.

1.3.2  Bedeutung des O5-Antigens fiir die Virulenz von S. Typhimurium

Das LPS Gram-negativer Bakterien dient als Grenze zwischen Zelle und Umwelt. Das O-
Antigen Polymer des LPS représentiert seine vorherrschende Immunkomponente. In einer
fritheren Studie wurde gezeigt, dass ein monoklonaler Immunglobulin A Antikérper gegen
das O5-Antigen (Sal4) gerichtet, ausreichend war, die Adhédrenz und Invasion von
S. Typhimurium bei polarisierten Zell-Monolayern in Kultur zu verhindern (Michetti ef al.,
1994). Es wurde auch gezeigt, dass die Acetylierung die strukturellen und immunologischen
Eigenschaften des S. Typhimurium LPS O-Antigens beeinflusst (Slauch et al., 1995). Jedoch
konnte kein Effekt auf die Virulenz von S. Typhimurium in Miusen nach Verlust der

Acetylierung nachgewiesen werden (Michetti ef al., 1992).

1.4 Phasenwechsel und monophasischer Phinotyp bei Salmonellen

Salmonellen koénnen ein (monophasisch) oder zwei (biphasisch) Sets von Flagellen
auspriagen. Die Mehrheit der Salmonella Serovare ist biphasisch, wobei sie in einem
Phasenwechsel jeweils entweder das Phase-1-Flagellin (H1-Antigen) oder das Phase-2-
Flagellin (H2-Antigen) produzieren (siche Abb. 3) (McQuiston et al., 2008). Ein Wechsel
erfolgt mit einer Rate von 107 bis 10° pro Zellgeneration (Stocker, 1949). Der
Phasenwechsel bei den Flagellen von Salmonella beruht auf dem Phinomen, dass die zwei
Flagellingene fIiC (Phase 1) und fIjB (Phase 2), die die strukturellen Untereinheiten der H-
Antigene kodieren, abwechselnd exprimiert werden. Der Phasenwechsel wird durch eine

reversible Inversion eines DNA-Segments mit dem Namen H-Segment kontrolliert, welches
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den Promotor fiir das fIjB-Gen enthélt (Zieg et al., 1977; Zieg und Simon, 1980; Yamamoto
und Kutsukake, 2006). AuBBerdem befindet sich auf dem H-Segment das hin-Gen, welches
fiir eine DNA-Invertase kodiert. Das fljB-Gen bildet mit dem fIj4-Gen, das einen negativen
Regulator fiir die fliC-Expression kodiert, gemeinsam ein Operon. Wenn das H-Segment
sich in der ,,an* Orientierung befindet, werden sowohl fIjB als auch flj4 transkribiert und es
kommt zur Bildung des Phase-2-Flagellins, wie auch zur gleichzeitigen Repression des fliC-
Gens. Invertiert das H-Segment in die ,,aus® Orientierung, werden weder fIjB noch flj4
transkribiert mit der Folge, dass es zur Phase-1-Flagellin Ausbildung kommt (Aldrige et al.,
2006; Yamamoto und Kutsukake, 2006). Bei monophasischen Serovaren wird auf Grund
von Mutationen oder Deletionen in den beschriebenen Genen entweder die erste oder die

zweite Flagellen-Phase dauerhaft exprimiert.

FlIjB

% .
pLin PlﬂfBlﬂZA | P fiiC

fliB fliA P fiiC

Abbildung 3. Phasenwechsel der Flagellen in Salmonella.

Durch die reversible, Hin-vermittelte, Inversion eines 996 bp Segments (H-Segment) des S. Tyhpimurium
Chromosoms kommt es zur Inversion des Promotors. Dieser treibt die Expression des fIjB-Flagellingens und
die Expression von fIlj4A (Inhibitor des alternativen Flagellingens f7iC) an. Die Hin-Rekombinase in
Kombination mit dem Fis-Protein katalysiert die Seiten-spezifische Rekombinationsreaktion.

(Oben) fIjBA wird transkribiert. Es kommt zur Produktion von FljB-Flagellin, wihrend die fliC-Expression
durch die Aktion von FljA inhibiert wird. (Unten) Der Promotor fiir das fIjBA-Transkript ist deaktiviert, und
nur fIiC wird exprimiert (nach Aldridge et al., 2006).
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1.5 Wirtsadaption

Salmonella Serovare konnen auf Basis ihrer Wirtspriavalenz klassifiziert werden. Demnach
kann man sie in drei Gruppen einteilen: wirtsspezifisch, begrenzt auf einen Wirt, oder
ubiquitidr vorkommend (Rabsch et al., 2002; Baumler et al., 1998).

Die wirtsspezifischen Serovare S. Typhi und S. Paratyphi A und C, verursachen typhdses
bzw. paratyphdses Fieber ausschlieBlich beim Menschen (Blaser und Newman, 1982; Edsall
et al., 1960; Kidgell et al., 2002). Die Serovare S. Gallinarum und S. Abortusovis
verursachen nahezu ausschlieBlich systemische Erkrankungen bei Gefliigel bzw. Schafen
(Wu et al., 2005; Pardon et al., 1990).

Andere Serovare sind primir auf eine Wirtsspezies begrenzt, konnen aber selten auch
Erkrankungen bei anderen Spezies hervorrufen. Dazu gehdéren z.B. S. Dublin und
S. Choleraesuis, die mit schweren systemischen Erkrankungen in Wiederkduern bzw.
Schweinen assoziiert sind (Chu et al., 1999; Gray et al., 1996).

Auf der anderen Seite stehen die ubiquitiren Serovare mit einem breiten Wirtsspektrum, wie
z.B. S. Enteritidis und S. Typhimurium, die Erkrankungen bei vielen verschiedenen Spezies,
wie beim Menschen, im Nutztierbestand, bei Nagetieren oder Vogeln, hervorrufen konnen.
(Rabsch et al., 2002). Diese gehdren in der Regel zu den Gastroenteritis-Erregern.
Genomvergleiche zwischen ubiquitidren und wirtsspezifischen Serovaren wie S. Enteritidis
mit S. Gallinarum deuten darauf hin, dass der Verlust verschiedener Genfunktionen ein
allgemeiner Evolutionsmechanismus zur Wirtsadaption sein kénnte (Thomson et al., 2008;

Parkhill et al., 2001).

1.6 Pathogenese und Infektionsweg

Die Auspriagung einer Infektion hdngt von mehreren Faktoren ab, wie der Anzahl der
aufgenommenen Keime, dem Immunstatus des Wirts und dem genetischen Hintergrund von
Wirt und Infektionserreger. Generell konnen humane Infektionen, verursacht durch
Salmonella enterica, in zwei Gruppen unterteilt werden. Zur ersten Gruppe gehoren S.
Typhi, §. Paratyphi A, S. Paratyphi B (d-Tartrat negativ), S. Paratyphi C und S. Sendai.
Diese Stimme sind invasiv und verursachen normalerweise systemische Erkrankungen. Die
andere Gruppe sind die nicht-typhdsen Salmonellen (NTS), die in der Regel Gastroenteritis
verursachen und nur unter bestimmten Bedingungen, wenn die Abwehr des Wirts

geschwicht ist, auch zu systemischen Erkrankungen fiihren. Die genauen bakteriellen
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Eigenschaften fiir die Auspragung einer systemischen Ausbreitung im Wirt sind jedoch nicht
bekannt (Langridge et al., 2008)

Die typischen Symptome einer Gastroenteritis-Erkrankung durch Salmonella enterica zeigen
sich innerhalb von 6 - 24 Stunden nach Verzehr kontaminierter Nahrung oder
kontaminierten Wassers und dauern etwa eine Woche. Anfingliche Ubelkeit und Erbrechen
werden gefolgt von abdominalen Schmerzen und Durchfall, manchmal auch Fieber (Blaser
und Newman, 1982; Selander ef al., 1990).

Bei systemischen Infektionen betrdgt die Inkubationszeit ungefdhr eine Woche. Die
Bakterien gelangen ins Blut und verteilen sich iiber den ganzen Korper. Die Symptome sind
hohes Fieber (typhoses Fieber) und Appetitlosigkeit. AuBerdem koénnen Kridmpfe und
Delirium auftreten. Ohne Behandlung sterben etwa 12 — 30% der infizierten Personen
(Blaser und Newman, 1982; Parry et al., 2002; www.cdc.gov/nczved/divisions/dfbmd/
diseases/typhoid_fever/technical.html).

Nach Aufnahme der Salmonellen gelangen diese iiber den Magen in den Darm, adhérieren
iiber Fimbrienantigene an die Epithelzellen, z.B. Peyer’s Patches, und kénnen iiber Invasion,
mittels Typ-III-Sekretionssystem, Phagozytose oder Adhédsin-vermittelt in die Wirtszelle
aufgenommen werden. AnschlieBend werden die Salmonellen in einem modifizierten
Phagosom umschlossen, welches als Salmonella enthaltende Vakuole (SCV ,,Salmonella
containing vacuole*) bezeichnet wird (Ibarra und Steele-Mortimer, 2009; Foley und Lynne,
2008). Obwohl die meisten Salmonella Infektionen auf den Darm beschriankt bleiben, wo die
Stimulierung der inflammatorischen Antwort zur Diarrhoe fiihrt, kommt es bei systemischen
Erkrankungen zum Uberleben der Salmonellen in den Makrophagen und der Verbreitung

iiber den Blutkreislauf und das Lymphsystem in Leber und Milz (McGhie et al., 2009).

1.7 Virulenzgene
1.7.1  Salmonella Pathogenititsinseln

Die Mehrheit der Virulenzgene von Salmonella ist in Clustern iiber das Chromosom verteilt.
Diese werden Sa/monella Pathogenititsinseln genannt (SPIs). Sie unterscheiden sich in ihrer
Basenzusammensetzung vom Kerngenom und sind hédufig mit Insertionsstellen wie z.B.
tRNA-Genen assoziiert, was auf eine Aufnahme durch horizontalen Gentransfer hindeutet
(Groisman und Ochman, 1997; Marcus et al., 2000; Hensel, 2004; van Asten und van Dijk,
2005).



http://www.cdc.gov/nczved/divisions/dfbmd/%20diseases/typhoid_fever/technical.html
http://www.cdc.gov/nczved/divisions/dfbmd/%20diseases/typhoid_fever/technical.html
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Einer Theorie zufolge evolvierte die Virulenz im Genus Sa/monella in drei Phasen. Die erste
Phase beinhaltete die Aufnahme der SPI-1 wahrscheinlich von eciner Linie, von der alle
Salmonella Serovare abstammen, da sie in allen phylogenetischen Linien des Genus
Salmonella anwesend ist, aber nicht bei E. coli und anderen verwandten Organismen
vorkommt (Béumler et al., 1998; Li et al., 1995; Mills et al., 1995; Ochman und Groisman,
1995). Die Aufnahme einer zweiten Pathogenitétsinsel SPI-2 durch S. enterica gilt als zweite
Phase und erfolgte nach der Trennung der Spezies S. enterica und S. bongori (siche Abb. 4)
(Hensel et al., 1997; Ochman und Groisman, 1996). Es wird angenommen, dass die auf SPI-
1 und SPI-2 lokalisierten Virulenzgene zu unterschiedlichen Zeitpunkten, nédmlich der
intestinalen bzw. der systemischen Phase einer Infektion, benotigt werden (Béumler et al.,
1998). Die Wirtsadaption der S. enferica Subspezies I nach Trennung von den anderen
Subspezies charakterisiert die dritte Phase in der Evolution der Virulenz im Genus

Salmonella (Bédumler et al., 1998).

| species || | subspecies |

S. enterica |

S. enterica VI
S. enterica 11

— —— 8. enterica  I1Ib

S. enterica IV

LS. enterica VI
S. enterica ITla

8. bongori  V

Escherichia coli, Shigella spp.

| 1
~120-160 ~35-40 0

million years ago

Abbildung 4. Dendrogramm der phylogenetischen Verwandtschaft der Salmonella Subspezies. Aufnahme
der Salmonella Pathogenitétsinseln SPI-1 und SPI-2, die bei allen Salmonella enterica Stimmen
hochkonserviert sind. Sie gilt als Schliisselereignis in der Evolution von Salmonella spp. (nach Ehrbar und

Hardt, 2005).
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1.7.1.1 Charakterisierung der Salmonella Pathogenititsinseln

SPI-1, eine ca. 40 kb grole DNA-Region, kodiert fiir ein Typ-III-Sekretionssystem. Dieses
transportiert, dhnlich dem Mechanismus einer Spritze, bakterielle Proteine, wie die
aktinbindenden Proteine SptP und SopE, in das Cytosol der Zielzelle, welche zu einer
Aufnahme des Bakteriums durch die Zelle fithren (Hayward und Koronakis, 2002).

Der ebenfalls ca. 40 kb grof3e SPI-2 Genlocus kodiert ein zweites Typ-III-Sekretionssystem
und ist fiir das Uberleben der Bakterien in Epithelzellen und Makrophagen notwendig.

SPI-3 ist bis zu 17 kb grof8 und besitzt bis zu zehn offene Leserahmen. Hierbei ist die
Hauptvirulenzfunktion das hoch-affine Mg*"-Aufnahme-System MgtCB, welches fiir die
Anpassung an Nihrstofflimitierung in Phagosomen notwendig ist (Blanc-Potard et al.,
1999).

SPI-4 ist eine ca. 25 kb groBe Insel, die fiir das Uberleben in Makrophagen benétigt wird,
und wahrscheinlich ein Typ-I-Sekretionssystem tragt, das in die Toxinsekretion involviert ist
(Wong et al., 1998).

Sequenzanalysen von SPI-5 zeigten die Anwesenheit von sechs Genen einschlieflich sopB,
welches fiir ein Effektorprotein kodiert. Dieses wird iiber das SPI-1 kodierte Typ-III-
Sektrektionssystem iibertragen und ist in die Steuerung der Fliissigkeitssekretion
eingebunden, die in Symptome der Diarrhoe resultiert (Hensel, 2004).

Basierend auf der kompletten Genomsequenz von S. Typhi CT18 wurden weitere Regionen
als Salmonella Pathogenititsinseln SPI-6 bis SPI-10 benannt (Parkhill et a/., 2001). Darunter
auch SPI-7, welche unter anderem das Vi-Antigen in S. Typhi, S. Dublin und S. Paratyphi C
kodiert. Durch Genomvergleiche sind weitere Salmonella Pathogenititsinseln (bis SPI-21)
beschrieben worden (Chiu et al., 2005; Shah et al., 2005; Vernikos und Parkhill, 2006;
Fuentes et al., 2008; Blondel et al., 2009).

Zusétzlich gibt es eine weitere Anzahl kleinerer Regionen mit abweichendem G+C Gehalt
im Salmonella Genom, die als ,,Pathogenitits-Islets* bezeichnet werden, da sie nur eine
geringe Anzahl von Virulenzgenen tragen (Groisman und Ochman, 1997; van Asten und van

Dijk, 2005).

1.7.2  Virulenz-Plasmide

Einige Serovare wie z.B. S. Enteritidis, S. Dublin und S. Typhimurium besitzen

Virulenzplasmide, die serovarspezifisch sein konnen und sich je nach Serovar in ihrer Gréf3e
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unterscheiden. Diese Plasmide beherbergen eine Reihe von Virulenzgenen, davon ist allen
das spv-Operon gemeinsam, welches aus den Genen spvRABCD besteht und in das
Uberleben von Salmonellen in Makrophagen involviert ist (van Asten und van Dijk; 2005,
Boyd und Hartl, 1998). Weitere Virulenz assoziierte Gene, die auf dem Virulenzplasmid
kodiert sein konnen, sind rck und das pef~-Operon, jedoch sind diese Gene nicht auf allen
Virulenzplasmiden der verschiedenen Serovare zu finden (Rychlik ez al., 2006). Das rck-Gen
kodiert ein AuBenmembranprotein, welches wichtig fiir die Serumresistenz und die Invasion
in Epithelzellen ist (Cirillo ef al., 1996). Das pef-Operon kodiert Pef-Fimbrien, die wichtig

fiir die Adhésion an murines Darm-Epithelium sind (Baumler et al., 1996a).

1.7.3  Prophagen

Die meisten der bakteriellen Genome besitzen Prophagen Insertionen. Ein Prophage entsteht,
wenn ein Bakteriophage in die Wirtszelle eindringt und den lysogenen Weg einschldgt und
sich in das Bakteriengenom integriert (Kropinski et al., 2007). Einige Prophagen tragen
nicht-essentielle Gene, die in Fitness und/oder Virulenz involviert sind, einschlief3lich
verschiedener Typ-III-System sekretierter Effektorproteine, die nach Einschleusen in die
Wirtszelle Signaltransduktionswege manipulieren (sieche Abb. 5) (Briissow et al., 2004;
Ehrbar und Hardt, 2005; Sabbagh et al., 2010). Beispiele fiir Prophagen in Salmonella
S. Typhimurium sind Gifsy-1, Gifsy-2, Gifsy-3, Fels-1, Fels-2, SopE® oder ST104 und
ST104B (Kropinski et al., 2007).

Gifsy-1 trigt verschiedene Virulenz-modifizierende Gene unter anderem gip4, das
vermutlich eine Rolle fiir die Kolonisierung des Diinndarms spielt (Stanley et al., 2000).
Gifsy-2 besitzt zwei fir die Wirtspathogenese wichtige Gene, ndmlich gtgd und sodCI
(periplasmatische Superoxid-Dismutase) (Figueroa-Bossi et al., 2001). Fels-1 kodiert die
zwei mutmaBlichen Virulenzgene nanH (Neuraminidase) und sodCIII (Superoxid-
Dismutase) (Figueroa-Bossi et al., 2001). Gifsy-3 kodiert das Typ-IlI-Effektorprotein
SspH1, und der Prophage SopE® kodiert das Typ-IlI-Effektorprotein SopE, dessen
Abwesenheit in Mutanten reduzierte Invasivitit hervorruft (Miao et al., 1999; Ehrbar et al.,
2002). Die Phagen ST104 und ST104B wurden in Salmonella S. Typhimurium DT104-
Stimmen gefunden. ST104 besitzt das Gen irs4, welches vermutlich eine Rolle fiir das
Uberleben in Makrophagen spielt. ST104B kodierte fiir HIdD ein Homolog eines in E. coli
O157:H7 gefundenen LPS-aufbauenden Proteins (Hermans et al., 2005; Hermans et al.,
20006).
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AuBlerdem wurden in S. Typhimurium weitere Effektorprotein-kodierende Gene gefunden,
die in sogenannten Phagenresten (remnant), also unvollstindigen Phagenregionen, kodiert

sind. (Ehrbar und Hardt, 2005).

remnant_

. Fels-1

&l Gifsy-2
(Ssel)

SPI-2 .

S. Typhimurium
LT2

remnant
(SopE2)
Fels-
Gifsy-1 remnant
(GogB)  (SspH2)

Abbildung 5. Chromosomale Karte von S. Typhimurium LT2. Die chromosomale Lokalisierung der SPI-1
und SPI-2 Typ-IlI-Sektrektionssysteme, die Typ-III-Effektorproteine (im Kreis) und die Prophagen und
Phagenreste (remnant) (au8erhalb des Kreises) sind dargestellt (nach Briissow et al., 2004).

1.7.4  Fimbrien

Der erste Schritt bei der Bindung der Bakterien an das Wirtsepithelium erfolgt in den
meisten Féllen Fimbrien-vermittelt (Humphries et al., 2001; Béumler et al., 1996b). Haufig
besitzt ein Serovar eine einzigartige Kombination verschiedener Fimbrien (Sabbagh et al.,
2010). So zeigten Genomvergleiche zwischen S. Typhimurium LT2 und S. Typhi CT18 acht
vermutliche Fimbrien-Operons (bcf, csg, (agf), fim, saf, stb, stc, std, sth) in beiden
Serovaren, wihrend S. Typhimurium fiinf spezifische Fimbriensequenzen besitzt (Ipf, stf,
pef, stiund stj) und in S. Typhi ebenfalls fiinf spezifische Fimbrien-Operons (sef, sta, ste, stg
und fcf) gefunden wurden (Parkhill ef al., 2001; McClelland et al., 2001). In S. Enteritidis
konnten 13 mutmaBliche Fimbrien-Operons identifiziert werden, die in zehn Féllen auch in
S. Typhimurium zu finden waren (Clayton et al., 2008). Fiir die Mehrheit der Fimbrien ist
wenig iber die genaue Funktion, die Bedeutung fiir die Virulenz und die
Expressionsbedingungen bekannt (Sabbagh er al., 2010). Das spezifische Fimbrien-
Repertoire konnte zu einem gewissen Teil die Unterschiede in der Wirts-gerichteten

Kolonisierung bestimmter Nischen durch einzelne Serovare erkldren. (Baumler, 1997).
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1.8 Antibiotikaresistenz

Die steigende Anzahl von Antibiotikaresistenzen ist auch bei Salmonellen ein Problem fiir
die medizinische Behandlung einer Salmonellen-Infektion. Hauptmechansimen, allgemein
ursdchlich fiir Resistenz, konnen eine Verdnderung der Zielstruktur des Antibiotikums z. B.
durch Mutation, eine Verringerung der Zellpermeabilitdt, enzymatische Modifikation oder
Abbau des Antibiotikums und das verstdrkte Ausschleusen des Antibiotikums aus der Zelle
durch sogenannte Effluxpumpen sein (Poole, 2002; Alekshun und Levy, 2007).

Beispiele hierfiir sind eine Mutation in der bakteriellen DNA-Gyrase, die zu
Fluoroquinolonresistenz ~ flihrt, erhohte Antibiotikaresistenz durch Kapsel- oder
Biofilmbildung, der Abbau der B-Laktam Antibiotika wie Ampicillin durch B-Laktamasen
oder eine Anderung in der Dihydropteroat-Synthase, welche zu einer reduzierten Affinitit
gegeniiber Sulfonamiden fithrt (Foley und Lynne, 2008; Huovinen et al., 1995).
Modifizierende Enzyme wie Phosphotransferasen konnen zu einer Resistenz gegeniiber
Aminoglykosiden fiihren (Shaw et al., 1993). Auch gibt es mehr als 20 verschiedene
Effluxpumpen, die zur Ausschleusung und damit Resistenz gegeniiber Tetracyclinen fiihren
(Guillaume et al., 2004).

In vielen Fillen ist die Resistenz verkniipft mit verschiedenen mobilen DNA-Elementen
ndmlich Plasmiden, Transposons und Integrons, die in der Umwelt von anderen Bakterien
erworben werden (Alekshun und Levy, 2007; Carattoli, 2009). Zum Beispiel wurde in
S. Tyhpimurium und anderen Serovaren eine 43 kb grofle Region die ,,Salmonella Genomic
Island 1 (SGI-1) gefunden, die eine variable Region mit verschiedenen Resistenzgenen
beinhaltet, durch horizontalen Gentransfer libertragen werden kann, und spezifisch in das

bakterielle Chromosom inseriert (Boyd et al., 2001; Amar et al., 2008).

1.9 Methoden zur molekularen Typisierung und Charakterisierung

Die Genotypisierung von Bakterien wird unter anderem dazu eingesetzt, Stamm-spezifische
Daten zu gewinnen, die zur Aufklarung bakterieller Transmission und der Aufdeckung von
Reservoires oder Quellen fiir Infektionen im Menschen beitragen (van Belkum et al., 2007).
Ein ideales Genotypisiersystem sollte im Wesentlichen auf alle Isolate einer Spezies
anwendbar sein, sowie hohe Reproduzierbarkeit und Diskrminierfahigkeit haben (Foxman et

al., 2005).
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Die Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) ist eine der am meisten genutzten Methoden und gilt
hiufig als der ,,Goldstandard* in der molekularen Typisierung von Infektionserregern. Dabei
werden die Restriktionsmuster der Genome verschiedener Isolate verglichen. Die PFGE
besitzt eine hohe Diskriminierfahigkeit zwischen verwandten und nicht-verwandten Isolaten,
und gute Reproduzierbarkeit zwischen verschiedenen Laboren. Standardisierte Protokolle
erlauben weltweite Vergleichbarkeit (z.B. PulseNet) (Tenover et al., 1995; Ribot et al.,
2006).

Eine andere Methode, die Multilocus-Sequenztypisierung (MLST), ist weniger
arbeitsaufwendig und erlaubt einen einfacheren elektronischen Austausch der Daten. Das
Prinzip der MLST ist die Sequenzierung einer begrenzten Anzahl von Housekeeping Genen
des zu untersuchenden Organismus. Da die MLST nur Sequenzen von hochkonservierten
Genen analysiert, bietet sie nur limitierte genetische Information und begrenzte
Diskriminierfahigkeit bei nah verwandten Stidmmen, ist jedoch geeignet, bakterielle
Phylogenie und die Evolution von Populationslinien zu untersuchen (Maiden et al., 1998;
Kidgell et al., 2002).

Eine weitere Strategie ist die sogenannte ,,Multiple-locus variable-number tandem-repeats*
Analyse (MLVA). Bei dieser Technologie werden Variationen in kurzen
Sequenzwiederholungs-Motiven (VNTRs) innerhalb des bakteriellen Genoms untersucht.
Vorteil ist die hohe Diskriminierfahigkeit auch bei nah verwandten Stidmmen wie
S. Typhimurium DT104. Die Auftrennung der VNTRs erfolgt idealerweise mittels
Kapillarelektrophorese (Lindstedt et al., 2004; Lindstedt, 2005).

Bei der Mikroarray-Technologie konnen tausende Sonden auf einem Trigermaterial (Array)
aufgebracht und immobilisiert werden. Die Proben fiir die Analyse werden mit
Fluoreszenzfarbstoff angefirbt und mit den komplementidren Oligonukleotiden auf dem
Array hybridisiert. Das Fluoreszenzmuster wird anschliefend iiber einen Scanner
aufgenommen und analysiert (van Belkum et al., 2007; Chizhikov et al., 2001). Die
Methode erlaubt z.B. fiir DNA-Mikroarrays den parallelen Nachweis definierter
Gensequenzen und die Charakterisierung und den Vergleich von Genotypen verschiedener
Isolate (Garaizar et al., 2006). Die Methode wurde bereits erfolgreich fiir die
Charakterisierung verschiedener Sal/monella Serovare genutzt (Garaizar et al., 2002;

Porwollik et al., 2004; Malorny et al., 2007; Huehn ef al., 2009a; Huehn ef al., 2009b).
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1.10  Schweinefleisch als Hauptquelle humaner lebensmittelbedingter
Salmonellosen

Einer Schitzung zu Folge sind in verschiedenen europdischen Lindern 15 - 23% aller
Salmonellosefélle beim Menschen mit dem Verzehr von Schweinefleisch verkniipft (Borch
et al., 1996; Berends et al., 1998; Steinbach und Hartung, 1999; Boyen et al., 2008).
Schweinefleisch ist eine Hauptquelle humaner lebensmittelbedingter Salmonellosen in der
EU und anderen Lindern (Boyen et al., 2008). Deswegen werden alle Serovare, die vom
Schwein isoliert werden, von der ,,European Food Safety Authority* (EFSA) als mogliche
Gefahr fiir die 6ffentliche Gesundheit erachtet (EFSA, 2006).

1.10.1 Salmonellen im Schwein

In der Mitte des 20. Jahrhunderts stellte das wirtsadaptierte und systemische Erkrankungen
im Schwein hervorrufende Serovar S. Choleraesuis das dominierende aus Schweinen
isolierte Serovar dar (Fedorka-Cray et al., 2000). Mittlerweile wurde es vor allem von den
weltweit am hdufigsten isolierten nicht-typhdsen Serovaren in Schwein und
Schweinefleisch, ndmlich Salmonella S. Typhimurium und S. Derby, iiberholt (Letellier et
al., 1999; Davies et al., 2004; Gebreyes et al., 2004a; Valdezate et al., 2005; EFSA, 2006;
Boyen et al., 2008).

Mit ubiquitér verbreiteten Serovaren wie S. Tyhpimurium infizierte Schweine tragen diese
im Allgemeinen in den Tonsillen, im Darm-assoziierten Immunsystem (GALT; ,,gut-
associated lymphoid tissue®), ohne klinische Symptome auszubilden (Wood et al., 1989;
Fedorka-Cray et al., 2000). Als Triager von Salmonellen stellen die Schweine ein
bedeutendes Risiko fiir die Gesundheit des Menschen dar. Uber kontaminiertes Fleisch oder
Produkte daraus konnen die Salmonellen iiber die Lebensmittelkette bis zum Verbraucher

gelangen und diesen infizieren (Foley ef al., 2008Db).

1.10.2 Epidemiologie der Serovare S. 4,[5],12:1:- und S. Derby in Bezug auf
die Lebensmittelkette Schwein

1.10.2.1 Pravalenz von S. 4,[5],12:i:-

Mitte der 1990er Jahre trat in Europa, ausgehend von Spanien, zunehmend ein

monophasischer Serovar mit der Seroformel 4,[5],12:1:- auf, der vermutlich hauptsiachlich
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iiber kontaminiertes Schweinefleisch Infektionen beim Menschen verursachte (Echeita et al.,
1999). Innerhalb der letzten Jahre wurde auch weltweit eine Zunahme der Isolierung des
Serovars, in Zusammenhang mit menschlichen Erkrankungen, berichtet (Amavisit et al.,
2005; Echeita et al., 1999; Switt et al., 2009; Tavechio et al., 2004). Auch die Anzahl
bedeutender Ausbriiche wurde neben S. Typhimurium héaufiger durch §. 4,[5],12:1:-
verursacht (CDC, 2007; Mossong et al., 2007; Ethelberg et al., 2008; Bone et al., 2010;
Kozlica et al., 2010).

In einer Grundlagenstudie der EU zur Prévalenz von Sa/monella in Schlachtschweinen, die
im Jahre 2006/2007 durchgefiihrt wurde, zeigte sich, dass S. Typhimurium, das am
hdufigsten isolierte Serovar aus Lymphknoten war. S. 4,[5],12:1:- war das vierthdufigste
Serovar in den Schlachtschweinen und wurde insgesamt bei neun von 25 teilnehmenden
Mitgliedsstaaten isoliert. In Deutschland war S. 4,[5],12:1:- sogar das zweithdufigste Serovar
nach S. Typhimurium (EFSA, 2008).

Zwischen 1999 und 2010 stieg der Anteil von S. 4,[5],12:1:- unter allen S. enterica Stimmen,
die das Nationale Referenzlabor fiir Salmonellen (BfR, Berlin) erhielt, von 0,1% auf 9,4%
(444 Stdmme im Jahr 2010) (siche Abb. 6). Die meisten dieser Stimme (48% im
Durchschnitt zwischen 2006 und 2008) wurden aus Schwein isoliert, gefolgt von Rind
(13%), Gefliigel (5%) und anderen, die sporadisch aus der Umwelt, Wildtieren und Reptilien
isoliert wurden. Bemerkenswert ist der jdhrliche Anteil des monophasischen Serovars
bezogen auf S. 4,[5],12:i:- und S. Typhimurium, der in der Zeit von 1999 bis 2010 von 0,3%
auf 46,9% stieg. Interessanterweise stieg auch die Anzahl der humanen S. 4,[5],12:i:-
Stamme, die an das Nationale Referenzzentrum fiir Salmonellen und andere Enteritiserreger
(RKI, Wernigerode) gesandt wurde von 0,1% im Jahr 1999 auf 23,3% (513 Stimme) im Jahr
2010 (persénliche Mitteilung, Dr. Erhard Tietze, RKI). Ahnlich stieg auch hier der Anteil
des monophasischen Serovars bezogen auf S. 4,[5],12:i:- und S. Typhimurium von 0,3% auf
46,4% zwischen 1999 und 2010. Dies kann auf eine abnehmende Anzahl von

S. Typhimurium Stamm-Einsendungen zuriickgefiihrt werden (siche Abb. 6).
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Abbildung 6. Prozentualer Anteil der Einsendung von S. 4,[5],12:i:- und S. Typhimurium (STM)
bezogen auf alle Einsendung. Dargestellt fiir die Stimme des Nationalen Referenzzentrums fiir Salmonellen
und andere Enteritiserreger (human) und des Nationalen Referenzlabors fiir Salmonellen (nicht human) in den
Jahren 1999 bis 2010. (Die Daten wurden freundlicherweise von Dr. R. Helmuth, NRL-BFR und Dr. E. Tietze,
NRZ-RKI zur Verfligung gestellt)

1.10.2.2 Charakteristika von S. 4,[5],12:i:-

Erste Charakterisierungen von Stimmen aus Schweine-Proben in Spanien zeigten, dass
S.4,[5],12:1:- im Vergleich mit S. Typhimurium das kodierende Gen (fIjB) fir die
Struktureinheit der zweiten Phase (H2-Antigen) fehlte (Echeita er al., 2001). Der
vorherrschende  Phagentyp war U302 mit Multi-Resistenz gegen  Ampicillin,
Chloramphenicol, Sulfonamide, Streptomycin, Tetracyclin und Sulfamethoxazol-
Trimetroprim. Hinzukommend kann eine Gentamicinresistenz auftreten (Guerra et al., 2001;
Echeita ef al., 1999). Diese Resistenzen sind auf einem groen Plasmid mit ca. 140 kb (mit
spv) oder ca. 120 kb (ohne spv) kodiert (Guerra et al., 2001; Guerra et al., 2004). Ein
Genomvergleich zeigte, dass das monophasische Serovar ein sehr dhnliches Genrepertoire zu
dem von S. Typhimurium hatte (Garaizar et al., 2002). Dies weist auf eine enge genetische
Verwandtschaft zwischen den beiden Serovaren hin. Ahnlich zeigte auch die Multilocus
Sequenztypisierung, dass S. 4,[5],12:1:- und S. Typhimurium eine hochklonale Gruppe bilden
(Soyer et al., 2009).
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1.10.2.3 Priivalenz von S. Derby

Eine europdische Grundlagenstudie zeigte, dass S. Derby eines der Top 10 Salmonella
Serovare ist, die aus Schlachtschweinen isoliert wurden, und das am haufigsten isolierte
Serovar aus Zuchtschweinen (EFSA, 2008; EFSA, 2009). Dieses Serovar ist nicht
ausschlieBlich an Schweine angepasst, aber sehr hiufig mit dieser Quelle assoziiert. Auch
bei Fillen humaner Salmonellosen wird S. Derby im Lebensmittel hauptsichlich in
Schweinefleisch nachgewiesen, weswegen eine Ausbreitung vom Schwein iiber das
Schweinefleisch zum Menschen angenommen wird (Ling ef al., 2001; Valdezate et al.,
2005; Zhao et al., 2007).

Zwischen den Jahren 2000 und 2010 erhielt das Nationale Referenzlabor fiir Salmonellen auf
Routinebasis im Durchschnitt 104 S. Derby Stamme (2,6% aller Stimme) pro Jahr. Von
diesen stammten 34% vom Schwein und 17% aus Schweinefleisch. Andere Quellen waren
Fleischprodukte unbekannter Herkunft und zu einem geringeren Anteil Futtermittel und
Umweltproben. Salmonella Stimme vom Menschen, die im selben Zeitrahmen an das
Nationale Referenzzentrum fiir Salmonellen und andere Enteritiserreger geschickt wurden,
gehorten pro Jahr im Durchschnitt 35 mal (0,8% aller Stimme) dem Serovar S. Derby an
(personliche Mitteilung Dr. Erhard Tietze, RKI). Durch S. Derby verursachte Ausbriiche
wurden sporadisch aus der ganzen Welt berichtet, namentlich aus Japan, den USA,
Australien und Europa (Ebuchi et al., 2006; Sanders et al., 1963; Rubbo, 1948; EFSA,
2010a) und konnten auf kontaminiertes Fleisch zuriickgefiihrt werden oder blieben ohne

Identifizierung der Quelle.

1.10.2.4 Charakteristika von S. Derby

Die genetische Diversitit von S. Derby wurde bisher nur wenig untersucht. Vor mehr als 20
Jahren beschrieben Beltran er al. (1988) sechs Elektrophorese-Typen in 349 weltweit
isolierten S. Derby Stimmen aus Vogel, Schwein und Mensch. MLST-Daten zu S. Derby,
die unter ,.http://mlst.ucc.ie/mlst/mlst/dbs/Senterica/* verfiigbar sind, zeigen, dass sich das
Serovar polyphyletisch, also aus mehr als einem gemeinsamen Vorfahr, entwickelt hat.
Aullerdem gibt es noch einige Studien, die Pulsfeld-Gelelektrophorese genutzt haben, um die
Verbreitung von S. Derby in Schlachthdusern zu untersuchen (Giovannacci ef al., 2001) oder
die genetische Vielfalt des Serovars in Frankreich (Kerouanton et al., 2007; Kerouanton et
al., 2010), Spanien (Valdezate et al., 2005) Hong Kong (Ling et al., 2001), China (Xia et al.,
2009) oder Brasilien (Michael et al., 2006) zu zeigen. Klinik-, Lebensmittel- und
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Tierstimme wiesen eine grofle Vielfalt in ihren PFGE- und Antibiotikaresistenzprofilen auf,
oft unter Einbeziehung ein oder mehrere der Resistenzen gegeniiber Streptomycin,
Tetracyclin oder Sulfamethoxazol (Valdezate et al., 2005; Michael et al., 2006; Gebreyes et
al., 2004b).
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1.11 Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, klonale Gruppen von zwei Serovaren, die eine hohe Privalenz im
Schwein haben, ndmlich S. 4,[5],12:1:- und S. Derby, zu charakterisieren, sowie deren Gefahr
fiir den Menschen zu identifizieren.

Zu diesem Zweck wurden reprédsentative Stdmme, die in Deutschland vom Schwein,
Schweinefleisch und Mensch wihrend der Jahre 2006 bis 2008 isoliert wurden aus den
Stammsammlungen des NRL-BFR und NRZ-RKI ausgewéhlt. Die Stidmme wurden
phénotypisch und molekularbiologisch untersucht.

Um moglichst umfassende Informationen zu den Salmonella Stimmen zu erhalten, wurde
die An- bzw. Abwesenheit von Genen, die mit Pathogenitit und Resistenz assoziiert sind,
mittels  Mikroarray  untersucht.  AuBerdem  wurden andere  standardisierte
molekularbiologische Typisierungsmethoden (PFGE, MLVA, MLST, Plasmidanalyse)
angewandt. Die erhaltenen Informationen wurden zur Risikoprofilentwicklung und der
Bewertung der epidemiologischen Bedeutung eines bestimmten Serovars verwendet. Zudem
erfolgte ein Vergleich des Pathogenitidtsgenrepertoires mit anderen fiir die menschliche
Gesundheit relevanten Salmonella Serovaren zur Abschitzung des Gefahrenpotentials fiir
den Menschen.

AuBlerdem sollten verschiedene oaf4-Varianten in S. Typhimurium und den monophasischen
Staimmen (S. 4,[5],12:1:-) untersucht werden, die nicht in der Lage waren, das O5-Antigen zu
exprimieren. Diese Eigenschaft wird in der Diagnostik fiir die Differenzierung von
S. Typhimurium genutzt, ohne dass bisher der genetische Hintergrund fiir die Abwesenheit
des Antigens bekannt ist. Fiir die Analyse wurde eine Kombination aus spezifischer PCR-

Amplifikation und DNA-Sequenzierung des oaf4-Gens gewahlt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Tabelle 2. Laborger:ite.

Produkt

Firma

ABI Prism Genetic Analyzer 310, Sequenzierer
AdvaWash AW400, Waschstation

AdvaTube, Zentrifugeneinsatz

aQu split pin, K2801, 150 um

Bechergliser, Erlenmeyer Kolben, Messzylinder

Binokular Mikroskop

CHEF DRIII PFGE

DNA-Gelelektrophorese Kammer, horizontal
DNA-Gelelektrophorese Kammer, vertikal
Exsikkator

EagleEye-II, Gel-Dokumentationssystem
GenePix 4000B, Laser Scanner

GeneQuant, Photometer

Glaskammer mit Objekttrigereinsatz,
Typ Schiefferdecker
Konzentrator, Modell 5301

Magnetriihrer

Microarrayer Qarray mini
Mikrozentrifuge Modell 5402
Multikanalpipette, 12 x 100 pl
Multipette, 25 pl — 5 ml
Pinzetten

Pipetboy Pipetus-Akku
Pipetten Eppendorf Research
PowerPac Basic Netzgerit
Riihrer Heidolph MR 3001
Slide Booster SB401, Hybridisierungsroboter
Sensititre Autoinoculator INO2

Sensititre Sensitouch System, halbautomatisch

Sterilwerkbank HeraSafe

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Advalytix, Miinchen, D
Advalytix, Miinchen, D

Genetix, Hamshire, UK
Schott, Mainz, D
Olympus, Hamburg, D

BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, D

BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, D
BfR, Berlin, D

Neolab, Heidelberg, D
Stratagene, La Jolla, CA, USA
Axon Instruments, CA, USA
GE Healthcare, Miinchen, D

Duran, Mainz, D

Eppendorf, Hamburg, D

Neolab, Heidelberg, D

Genetix, Heidelberg, D

Eppendorf, Hamburg, D

Eppendorf, Hamburg, D

Eppendorf, Hamburg, D

Eppendorf, Hamburg, D
Hirschmann, Eberstadt, D
Eppendorf, Hamburg, D

BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, D
Heidolph Instruments, Schwabach, D
Implen, Miinchen, D

Trek Diagnostic Systems, East Grinstead,
UK

Trek Diagnostic Systems, East Grinstead,
UK

Heraeus, Hanau, D
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Thermocycler Modell 9700
Thermocycler Modell 2720
Thermoschiittler Modell 5436
Vortex Mixer Reax top
Wasserbad, WB7

Applied Biosystems, Darmstadt, D
Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA
Eppendorf, Hamburg, D

Heraeus, Hanau, D

Memmert, Schwabach, D

Tabelle 3. Verbrauchsmaterialien.

Produkt

Firma

384 well Platte X7022
ABI Prism Genetic Analyzer Sample tubes 0,5 ml
ABI Prism Genetic Analyzer Septa

ABI Prism 310 Genetic Analyzer Kapillare,
47 cm x 50 um
Amber Reaktionsgeféasse 1,5 ml

CodeLink, Glasobjekttrager
Deckglidser MSerie, 22 mm x 26,5 mm

DNA Reinigungssdule fiir Zentrifuge
Falcon Rohrchen

Mikrotiterplatten NLMV 1A, beschichtet mit 17
verschiedenen Antibiotika
PFGE Plug Mold, Blocken-GieBBform

Pipettenspitzen mit Filter
Reaktionsgefésse

Sterilfilter, 0,22 um

Genetix, Heidelberg, D

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Eppendorf, Hamburg, D
GE Healthcare, Miinchen, D

Erie Scientific Company, Portsmouth, NH,
USA
Invitrogen, Karlsruhe, D

Becton Dickinson, Heidelberg, D

Trek Diagnostic Systems, East Grinstead,
UK

BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, D
Eppendorf, Hamburg, D

Eppendorf, Hamburg, D
Millipore, Schwalbach, D

2.1.1  Stammauswahl

Alle fiir diese Arbeit genutzten Stimme sind im Anhang (siche Tab. A1, A2, A3) aufgefiihrt.
Die Lebensmittelkette Schwein wird durch Stidmme aus der Primérproduktion
(Lymphknoten, Schwein), aus Schweinefleisch und vom Menschen représentiert und
dahingehend in dieser Arbeit definiert. Alle Stimme wurden so ausgewéhlt, wenn nicht
anders beschrieben, dass sie verschiedene geographische Herkiinfte in Deutschland
reprasentieren und verschiedene Jahreszeiten abdecken. Es wurde darauf geachtet, dass

epidemiologisch unabhéngige Stimme ausgewdhlt wurden.
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2.1.1.1 Stimme zur Charakterisierung von S. 4,[5],12:i:-

Es wurden 52 S. 4,[5],12:1:- Stimme aus Lymphknoten vom Schwein ausgewéhlt, die aus
der europdischen Monitoring-Studie in den Jahren 2006 und 2007 zur Privalenz von
Salmonella in Schlachtschweinen erhalten wurden (EFSA, 2008). Lympknoten gelten als
Marker asymptomatischer intestinaler Trigerschaft und wurden wegen weitgehend
reduzierter Kreuzkontamination, im Vergleich zu Tupferproben von Schlachtkérpern,
gewdhlt (EFSA, 2008). AuBerdem wurden 30 monophasische Stimme aus Schweinefleisch
ausgewdhlt, die im gleichen Zeitraum isoliert und dem Nationalen Referenzlabor fiir
Salmonellen (NRL-BFR, Berlin) auf Routinebasis zugesendet wurden. Desweiteren wurde
mit 66 klinischen Stimmen verglichen, die von humanen Gastroenteritis Fillen in den Jahren
2006 und 2007 stammten. Diese wurden vom Nationalen Referenzzentrum fiir Salmonellen
und andere Enteritiserreger (NRZ-RKI, Wernigerode) zur Verfiigung gestellt (siche Tab. Al,
Anhang).

Davon ausgehend wurden 61 S. 4,[5],12:1:- Stimme, die eine moglichst grofe Vielfalt der
verschiedenen Kombinationen aus Phagentyp, Resistenz, MLV A-Ergebnissen und PFGE-
Profilen zeigten, zur weiteren Analyse mit der Mikroarray-Technologie ausgewahlt.

Fir einen Vergleich zwischen dem monophasischen Serovar §. 4,[5],12:1:- und
S. Typhimurium wurden 20 S. Typhimurium Stimme (10 vom Schwein; 10 vom Menschen)
mit dem Kriterium ausgewihlt, die in S. 4,[5],12:i:- vorherrschenden Phagentypen oder eine
Vierfachresistenz aus Ampicillin, Sulfamethoxazol, Streptomycin und Tetracyclin (AMP,
SMX, STR, TET) abzudecken. Die S. Typhimurium Stimme vom Schwein kamen ebenfalls
aus der EU-Monitoring Studie 2006/2007. Die S. Typhimurium Stdmme vom Menschen

wurden von Gastroenteritis-Féllen isoliert und vom NRZ-RKI zur Verfiigung gestellt.

Tabelle 4. Anzahl der in dieser Studie genutzten

S. 4,[5],12:i:- Stimme.

Herkunft Anzahl

Schwein, Lymphknoten 52

Schweinefleisch 30
Mensch 66
Gesamt 148
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2.1.1.2 Stimme zur Charakterisierung des oafA-Gens

Zur ndheren Charakterisierung des oaf4-Gens, welches verantwortlich fiir die Auspragung
des O5-Antigens ist, wurden 47 S. Typhimurium Stdmme, die aus Schweinelymphknoten in
Deutschland aus genannter EU-Monitoring Studie isoliert wurden, ausgewihlt (EFSA,
2008). Von diesen exprimierten 25 Stamme das O5-Antigen, dessen Nachweis im Vorfeld
serologisch erfolgte. AuBerdem wurden die oben genannten 82 S. 4,[5],12:i:- Stdmme
(Kapitel 2.1.1.1) eingeschlossen. Hier waren 52 der monophasischen Stimme serologisch

O5-Antigen positiv (siche Tab. A2, Anhang).

2.1.1.3 Stimme zur Charakterisierung von S. Derby

Im Weiteren wurden 82 S. Derby Stimme untersucht. Von diesen waren 25 Stimme
wiéhrend der EU-Monitoring Studie 2006/2007 aus Lymphknoten vom Schwein isoliert
worden (EFSA, 2008; Anonymus, 2006). Weitere 12 S. Derby Stimme wurden untersucht,
die im gleichen Zeitraum aus Schweinefleisch isoliert worden waren. Diese Stimme erhielt
das Nationale Referenzlabor fiir Salmonellen (NRL-BFR), auf Routinebasis zur
Serotypisierung. Die verbleibenden 45 S. Derby Stimme wurden von epidemiologisch
unabhdngigen humanen Gastroenteritis Fillen in den Jahren 2007 und 2008 isoliert und
stammten aus der Stammsammlung des Nationalen Referenzzentrums fiir Salmonellen und
andere Enteritiserreger (NRZ-RKI). Eine Gruppe von 32 S. Derby Stimmen, die die Vielfalt
der Resistenz-, PFGE-, Multilocus Sequenz- und sop-Typen reprédsentierte wurde fiir eine

weitergehende Mikroarray-Analyse herangezogen (siche Tab. A3 im Anhang).

Tabelle 5. Anzahl der in dieser Studie genutzten

S. Derby Stimme.

Herkunft Anzahl

Schwein, Lymphknoten 25

Schweinefleisch 12
Mensch 45
Gesamt 82
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2.1.2  Nahrmedien

Alle Medien wurden auf ein Endvolumen von 1 Liter berechnet und durch Autoklavieren bei

120°C mit 1 bar fir 20 min sterilisiert.

Gassner-Agar (Merck KGaA):
43¢ Laktose
14 ¢ Pepton
5¢g NaCl
1,25 g Metachromgelb
0,62 g Wasserblau
13 ¢ Agar
pH7,2+0,2

Luria-Bertani (LB) Nihrlosung und Nihrmedium (Oxoid):

5¢g Hefeextrakt

10g Trypton
10g NaCl
(10g  Agar)
pH 7,0+ 0,2

Miiller-Hinton Agar (Oxoid):
300 g  Fleischextrakt
17,5 g Kaseinhydrolysat

1,5g  Stirke
17 ¢ Agar
pH7,3+0,2

Miiller-Hinton IT Bouillon (Beckton-Dickinson):

3g Rindfleischextrakt
17,5 g Kaseinhydrolysat

1,5g  Stirke
17¢ Agar
pH7,3+0,2
Nutrient Agar (Difco):
3g Rindfleischextrakt
S5¢g Pepton
15¢g Agar
pH 6,8 £0,2
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2.1.3  Chemikalien und Losungen

Tabelle 6. Chemikalien und Losungen.

Produkt

Firma

ABI Template Supression Reagent (TSR)

ABI 10x Puffer mit EDTA, Elektrophoreselaufpuffer
ABI Performance Optimized Polymer 4, POP4
Agarose

Agarose (Plasmid-Gel)

Bromphenolblau

Chloroform

dNTP Mix (A, T, C, G), je 2 mM
Ethidiumbromidldsung, 10 mg/ml (w/v)
Ethanol abs.

MgCl,

Phenol

2-Propanol

SeaKem Agarose (PFGE)

Thioharnstoff, 100 uM

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Invitrogen, Karlsruhe, D

BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, D
Merck KGa, Darmstadt, D

Merck KGa, Darmstadt, D

Roth, Karlsruhe, D

Sigma, Deisenhofen, D

Merck KGa, Darmstadt, D

Merck KGa, Darmstadt, D

Gibco, Langley, LA, USA

Merck KGa, Darmstadt, D

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, D
Roth, Karlsruhe, D

6x Ladepuffer fiir PCR

Produkt

Firma

25% (w/v) Bromphenolblau

40% Saccharose

Kadopuffer fiir Plasmidanalyse

Produkt

Merck KGa, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Firma

50 mM Tris, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
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Lysemix fiir Plasmidanalyse

Produkt Firma

15% SDS Serva, Heidelberg, D

250 mM Tris Sigma-Aldrich, Steinheim, D
5 N NaOH Merck KGa, Darmstadt, D

BfR Mikroarray Hybridisierungspuffer

Produkt Firma
Formamid Sigma-Aldrich, Steinheim, D
50x Denhardts Losung Fluka, Basel, CH

[1% (w/v) Bovines Serum Albumin (BSA),

1% (w/v) Ficoll 400, 1% (w/v)
Polyvinylpyrrolidon]

10% (w/v) SDS

20x SSC

20% (w/v) Dextransulfat

Mikroarray Blocking Losung

Produkt

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Firma

100 mM Tris HCI, pH 7,5
50 mM Ethanolamin, pH 9,0

Mikroarray Printpuffer

Produkt

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Firma

150 mM Natriumphosphat, pH 8,5

Mikroarray Waschlosung [

Produkt

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Firma

150 mM NaCl
15 mM Natriumcitrat
1 mM SDS

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
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Mikroarray Waschlosung 11

Produkt

Firma

30 mM NacCl

3 mM Natriumcitrat

Mikroarray Waschlosung 111

Produkt

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Firma

7,5 mM NaCl
0,75 mM Natriumcitrat

PFGE Lysepuffer

Produkt

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Firma

5 mM Tris-HCI, pH 8,0

5 mM EDTA, pH 8,0

1% (w/v) Sarkosyl
Proteinase K (20 mg/ml)*

* es wurden 25 pl pro Reaktion eingesetzt

PFGE Zellsuspensionspuffer (CSB)

Produkt

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Merck, Darmstadt, D

Firma

100 mM Tris-HCI, pH 8,0
100 mM EDTA, pH 8,0

Post-Coupling Waschlosung

Produkt

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Firma

60 mM Natriumcitrat
0,3 mM SDS

20x Natriumcitrat Puffer (SSC)

Produkt

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Firma

3 M NacCl, pH 7,0
0,3 M Natriumcitrat

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
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1x Tris Borat EDTA Puffer (TBE)

Produkt

Firma

90 mM Tris-Borat, pH 8,0
2 mM EDTA, pH 8,0

1x Tris EDTA Puffer (TE)

Produkt

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Firma

10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0

2.1.3.1 Kits

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

BioPrime Plus Array CGH Genomic Labelling System, Invitrogen

Kit Bestandteile

Eigenschaften

Amber Reaktionsgefasse

10x Nukleotidmix mit 5-Aminohexylacrylamido-
dCTP

Bindepuffer

DNA Reinigungsséule mit Sammelbehélter

Elutionspuffer

Panomer 9 Losung*

2,5x Reaktionspuffer

1,5 ml
10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0
12,5 mM MgCl,, 40% (v/v) 2-Propanol,

pH 7,5
2 ml

10 mM Tris-HCI, pH 8,5

5’-Ende mit AlexaFluor555 oder AlexaFluor647
markierte Nonamere
125 mM Tris-HCI, 12,5 mM MgCl,, pH 7,5

Stopppuffer 0,5M EDTA, pH 8,0

Waschpuffer* 80% (v/v) Ethanol

* patentrechtlich geschiitzt

DNeasy Blood and Tissue Kit, Qiagen

Kit Bestandteile Eigenschaften

Puffer AL* 50% (v/v) Ethanol

Puffer ATL* pH 8,3

Puffer AW1* 75% (v/v) Ethanol

Puffer AW2* 80% (v/v) Ethanol

Puffer AE 10 mM Tris-HCI, 0,5 mM EDTA, pH 9,0

Proteinase K

* patentrechtlich geschiitzt

600 mAU/ml
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MinElute PCR Purification Kit, Qiagen

Kit Bestandteile Eigenschaften

Puffer PB* Guanidin-Hydrochlorid, Isopropanol, Indikator
Puffer PE* 80% (v/v) Ethanol

Puffer EB* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

DNA Reinigungssdule mit Sammelbehélter

* patentrechtlich geschiitzt

Multiplex PCR, Qiagen

Kit Bestandteile

2 ml

Eigenschaften

2x Multiplex PCR Mastermix (HotStarTaq

DNA-Polymerase*, Multiplex PCR-Puffer,

dNTP Mix)
5x Q-Solution*

RNAse freies Wasser
* patentrechtlich geschiitzt

6 mM MgCl,, pH 8,7

BigDvye Terminator ver. 3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems

Kit Bestandteile Eigenschaften
Ready Reaction Mix* (HotStarTaq DNA-

Polymerase, ANTP Mix)
5x Sequencing Puffer*®
* patentrechtlich geschiitzt
2.1.4 Enzyme
Tabelle 7. Enzyme.
Produkt Eigenschaften Firma
Exo-Klenow Fragment 50/ GE Healthcare, Miinchen, D
Exo-Klenow Fragment 50 U/ul NE Biolabs, Frankfurt, D
Proteinase K > 600 mAU/ml Qiagen, Hilden, D
RNase A 100 mg/ml Qiagen, Hilden, D
Platinum Taq Polymerase mit 5U0/ul Invitrogen, Karlsruhe, D

PCR-Puffer [20 mM Tris-HCI
(pH 8,4), 50 mM KCl]
Xbal mit 10x SureCut H-Puffer

Restriktionsenzym fiir PFGE

Roche Diagnostics, Mannheim, D
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2.1.5 Molekulargewichtsstandards und Referenzstimme

Tabelle 8. Molekulargewichtsstandards und Referenzstimme.

Bezeichnung Organismus Methode Firma

Genflo™ 625 DNA- Leiter - MLVA Roboklon, Berlin, D

Supercoiled DNA Ladder - Plasmid-Analyse Invitrogen, Karlsruhe, D

DNA HyperLadder II - PCR Bioline, Luckenwalde, D

S. Breanderup H9812 S. Braenderup  PFGE American Type Culture
(ATCC BAA-664) Collection, Manassas,
(siehe Hunter et al., 2005) USA

ColEl E. coli Plasmid-Analyse National Collection of

(Kado und Liu, 1981) Type Cultures, HPA,
Collindale, UK
R27 E. coli Plasmid-Analyse National Collection of
(Kado und Liu, 1981) Type Cultures, HPA,
Collindale, UK
R1 E. coli Plasmid-Analyse National Collection of
(Kado und Liu, 1981) Type Cultures, HPA,
Collindale, UK
RP4 E. coli Plasmid-Analyse National Collection of
(Kado und Liu, 1981) Type Cultures, HPA,
Collindale, UK

2.1.6  Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden in der Regel mit Hilfe des Programms Array Designer ver. 4.2
(Premier Biosoft) konstruiert. Die Annealing Temperatur aller Oligonukleotide wurde auf
55+2°C in der PCR und mit einem GC-Gehalt nicht kleiner als 40% vorgegeben. Sie wurden
von den Firmen Eurogentec (K&ln, D), BioTez (Berlin, D) und Invitrogen (Karlsruhe, D)
bezogen. Die Synthese der Mikroarray-Sonden im 40 nmol MaBstab und C6-Aminolink
Modifizierung erfolgte durch die Firma Metabion (Miinchen, D). Alle Oligonukleotide sind
im Anhang Tabelle A4 aufgelistet. Mikroarray Sonden und Oligonukleotide sind bei Huehn
et al. (2009a) verdffentlicht. Eine modifizierte Tabelle der Sonden ist im Anhang Tabelle AS
dargestellt.

2.1.7  Software

- ABI Prism GeneScan Analysis Software ver. 3.1.2 (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA)

- Array Designer ver. 4.2 (Premier Biosoft, Paolo Alto, CA, USA)

- BoosterControl ver. 3.2.0 (Beckman Coulter, Miinchen, D)
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- Bionumerics ver. 5.1 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium)
- CorelDraw ver. 13 (Corel Corporation, Ottawa, ON, Canada)
- DNAStar Lasergene ver. 7.2 und ver. 8 (DNAStar Inc., Madison, WI, USA)
- GenPix Pro ver. 6.1 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)
- Microsoft Office Edition 2003 (Microsoft, Redmond, WA, USA)
- Microsoft Windows XP (Microsoft, Redmond, WA, USA)
- QArray Mini Print Programm (Genetix, New Milton, UK)
- Reference Manager ver. 12 (Thomson Reuters, Carlsbad, CA, USA)
- Comparing Partition website
(http://www .prconline.com/education/tools/statsignificance/index.asp)
- Web Tool Statistische Signifikanz

(http://www.prconline.com/education/tools/statsignificance/index.asp)

2.2 Methoden

2.2.1  Phénotypische Methoden

2.2.1.1 Serotypie

Die Serotypisierung der Sa/monella-Stimme erfolgte im NRL-BFR auf Routinebasis nach
den Vorgaben des White-Kauffmann-LeMinor-Schemas (Grimont und Weill, 2007) mittels
Objekttrageragglutination mit den fiir die O- (Oberflichen) und H- (Flagellen)-Antigen
spezifischen Antiseren (SIFIN GmbH, Berlin, D). Auf einem Objekttriger wurde ein
Tropfen spezifisches Antiserum mit der zu iiberpriifenden Bakterienkolonie verrieben.
Kommt es zur Ausflockung durch die Bildung eines Antigen-Antikdrper-Komplexes, ist die

Reaktion als positiv zu werten. Eine homogene Suspension zeigt ein negatives Ergebnis an.

2.2.1.2 Phagentypie

Die Phagetypie erfolgte im NRL-BFR auf Routinebasis. Die S. Typhimurium und
S. 4,[5],12:i:- Stimme wurden in Ubereinstimmung mit dem Phagentypie-Schema von
Callow (1959) erweitert durch Anderson et al. (1977) typisiert. Mit einem Stempel wurden
ca. 0,004 — 0,01 ml von jeder Phagensuspension auf die Oberfliche einer Nutrient-
Agarplatte aufgebracht, die zuvor mit einem homogenen Bakterienrasen des Teststammes

benetzt wurde. Nach Trocknung und Inkubation bei 37°C fiir 5-18 Stunden erfolgte die
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Auswertung des Lysemusters. Durch Vergleich mit dem jeweiligen Phagenschema wurde
der Phagentyp bestimmt. Nicht in dem Schema vorkommende Lysemuster wurden mit

RDNC bezeichnet (,,Reaction did not conform®).

2.2.1.3 Resistenzbestimmung mittels MHK-Methode

Die Empfindlichkeit der Stdmme gegeniiber 17 antimikrobiellen Substanzen bzw. die
Kombination aus verschiedenen antimikrobiellen Substanzen erfolgte im NRL-BFR auf
Routinebasis und wurde mittels der Mikrodilutionsmethode bestimmt (National Committee
for Clinical Laboratory Standards 1995; National Committee for Clinical Laboratory
Standards, 2000; Schroeter et al., 2004). Dabei wurde eine Ubernacht-Kultur des
Teststammes von Miiller-Hinton Agar in 5 ml NaCl Losung (0,85%) suspendiert und nach
Einstellung der Triibung/Zelldichte auf 0,5 McFarland Standard ein Aliquot von 30 pl zu
11 ml Miiller-Hinton II Buillion gegeben. Ein 50 pl-Aliquot dieser Suspension wurde mit
dem Sensititre Autoinokulator INO2 in jede Vertiefungen einer Mikrotiterplatte (NLMV1A),
die vorgelegte lyophilisierte Antibiotika verschiedener Konzentration enthielt, eingefiillt.
Die Platte wurde mit einer Folie verschlossen und 18 Std. bei 37°C bebriitet. Das Wachstum
der Bakterien wurde durch ein halbautomatisches Sensitouch-System bestimmt und
abgelesen. Die  Minimale  Hemmkonzentration (MHK) ist die niedrigste
Antibiotikakonzentration, bei der kein Zellwachstum mehr festgestellt werden kann.
Getestete antimikrobielle Substanzen und definierte Grenzwerte (upg/ml) fiir die
antimikrobielle Resistenz eines Stammes (Schroeter et al., 2004) waren: Amoxicillin-
Clavulansdure (AMC, > 32), Ampicillin (AMP, > 32), Chloramphenicol (CHL, > 32),
Ciprofloxazin (CIP, > 2), Colistin (COL, > 16), Florfenicol (FFN, > 32), Gentamicin (GEN,
> 16), Kanamycin (KAN, > 64), Neomycin (NEO, > 16), Nalidixinsdure (NAL, > 32),
Spectinomycin (SPE, > 128), Streptomycin (STR, > 32), Sulfamethoxazol (SMX, > 512),
Trimetroprim-Sulfamethoxazol (SXT, > 4 /> 76), Tetracyclin (TET, > 16), Trimetroprim
(TMP, > 16) und Ceftiofur (XNL, > 8).
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2.2.2  Genotypische Charakterisierung

2.2.2.1 DNA-Extraktion durch thermische Lyse

Matrizen-DNA fiir die Durchfiihrung spezifischer Amplifikation von DNA-Fragmenten
mittels PCR wurde durch thermische Zelllyse gewonnen. Dafiir wurde ein 1 ml-Aliquot
einer Ubernachtkultur von Salmonellen, die in LB-Nihrlosung bei 37°C kultiviert wurde, fiir
5 min bei 10 000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in
300 ul TE-Puffer resuspendiert. Die Suspension wurde fiir 10 min auf 95-100°C erhitzt,
anschlieBend unverziiglich abgekiihlt und bei 4°C fiir 5 min bei 10 000 x g zentrifugiert. Als
Template in der PCR wurde ein 5 pl-Aliquot einer 1:10 Verdiinnung des Uberstandes mit der
DNA (ca. DNA von 10° Bakterienzellen) benutzt.

2.2.2.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (,,Polymerase chain reaction*“, PCR)

Alle PCRs wurden, falls nicht anders angegeben, in einem GenAmp PCR System 9700
Thermocycler durchgefiihrt. Soweit nicht anders beschrieben, wurde eine typische PCR
folgendermallen durchgefiihrt. Eine 25 pl PCR enthielt 0,4 umol der korrespondierenden
Oligonukleotide, 200 umol jedes dNTPs, 1,5 mM MgCl,, 1 U Platinum Taqg-Polymerase, 1x
PCR Puffer und ein 5 pl-Aliquot der Matrizen-DNA. Die Reaktionsbedingungen fiir alle
PCRs waren 1 min bei 95°C gefolgt von 33 Zyklen 30 s bei 95°C, 30 s bei 55°C und 30 s bei
72°C. Die abschlieBende Extension erfolgte bei 72°C fiir 4 min. Ein 5 pl-Aliquot des PCR-
Produkts wurde auf ein 1,5% Agarosegel geladen und bei 6 V/em fiir 60-90 min
elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurde das Agarosegel fiir 15 min in
einer 0,5 pg/ml Ethidiumbromid-Losung gefarbt und unter UV-Licht fotographiert. Die
Oligonukleotidsequenzen sind im Anhang in Tabelle A5 gelistet. Eine Ubersicht der
Positionen der Oligonukleotide innerhalb des oaf4-Gens ist in Kapitel 3.2 (siche Abb. 10)
gezeigt.

2.2.2.2.1 Nachweis der Oberflichen- und Flagellen-Antigene in S. 4.[5].12:i:-

Alle in der Serotypie monophasischen Stdmme wurden durch eine Multiplex-PCR mit
spezifischen Oligonukleotiden auf die Anwesenheit der Antigen-Gene rfbJ (O4-Antigen),
fliC (H:i-Antigen) und fIjB (H:1,2-Antigen) entsprechend Lim et al. (2003) iiberpriift. Eine
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weitere PCR, unter Einsatz der Oligonukleotide Fsa2 und rFsa2, wurde genutzt um
anndhernd die vollstindige DNA-Sequenz von fIjB mit einer Produktlinge von 1478 bp

nachzuweisen (Dauga et al., 1998).

2.2.2.3 Plasmid-Analyse

Die Plasmid-DNA wurde mittels alkalischer Lyse nach Kado und Liu (modifizert) gewonnen
(Kado und Liu, 1981). Ein 1,5 ml-Aliquot einer Ubernachtkultur wurde durch Zentrifugation
bei 10 000 x g fiir 5 min pelletiert. Das Pellet wurde in 20 ul Kadopuffer resuspendiert,
100 pl Lysemix zugegeben und durch invertieren vermischt. Nach Inkubation fiir 30 min im
Wasserbad bei 58°C wurden 100 pl einer Losung aus Chloroform:Phenol (1:1) zugegeben
und gut durchmischt. Anschliefend wurde fiir 30 min bei 10 000 x g zentrifugiert, die obere
wissrige Phase abgenommen und mit 10 pl einer 0,25% Bromphenolblauldsung versetzt.

Der Ansatz wurde in einem 0,9%igen vertikalen Agarosegel in TBE-Puffer 3,5 Stunden bei
100 V elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Bestimmung der PlasmidgroBen wurden die
Escherichia coli Referenzplasmide R27 (112 MDa), R1 (62 MDa), RP4 (36 MDa) und
ColE1l (4,2 MDa) und die Supercoiled DNA Ladder einbezogen. Das Agarosegel wurde in
einer wassrigen Ethidiumbromidlésung (0,5 pg/ml) fiir 15 min gefarbt. Die Bildaufnahme

erfolgte unter UV-Licht mittels des Geldokumentationssystems EagleEye-II.

2.2.2.4 Multiple-locus variable-number tandem-repeats Analyse (MLVA)

Die MLVA wurde nach der Methode von Lindstedt ef al. (2004) durchgefiihrt. Fiinf VNTR-
Loci wurden zur Typisierung benutzt, STTR3 (33 bp Repeat-Einheit), STTRS (6 bp Repeat-
Einheit), STTR6 (6 bp Repeat-Einheit), STTR9 (9 bp Repeat-Einheit) und STTR10pl (6 bp
Repeat-Einheit). Als Matrizen-DNA fiir eine Multiplex PCR aller fiinf Loci wurde eine
Zellsuspension aus drei bis vier Einzelkolonien des Teststammes in 150 pl H,O bidest.
hergestellt. Die Suspension diente als Template fiir die PCR-Reaktion. Fiir die Amplifikation
wurden die in Tabelle 9 beschriebenen Reagenzien und Amplifizierungsbedingungen
genutzt. Die Markierung der DNA fiir die Kapillarelektrophorese erfolgte in der PCR mit
FAM- (STTR6, STTR9), HEX- (STTR3, STTRS) und TET- (STTR10pl) Fluoreszenz-

markierten Oligonukleotiden.
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Tabelle 9. PCR-Ansatz fiir MLVA.

Ansatz PCR: pl/PCR PCR-Bedingungen:
2x Multiplex PCR Mastermix (Qiagen) 6,25 95°C — 15 min
Q-solution 1,25 94°C-30s
STTR3-F (5 pmol/ul)) 0,25 60°C—-90s 25x
STTR3-R (5 pmol/ul) 0,25 72°C-90s
STTR6-F (5 pmol/pl) 0,25 72°C - 10 min
STTR6-R (5 pmol/ul) 0,25 4°C -

STTRS-F (5 pmol/ul) 0,125

STTRS-R (5 pmol/ul) 0,125

STTRY-F (5 pmol/ul) 0,125

STTRO-R (5 pmol/ul) 0,125

STTR10pl-F (5 pmol/pl) 0,125

STTR10pl-R (5 pmol/ul) 0,125

H,O bidest. 2,25

verdiinnte Zellen 1

Gesamt 12,5

Das PCR-Produkt wurde 1:10 mit H>O bidest. verdiinnt. Ein 1 pl-Aliquot wurde mit je 1 pl
GroBenstandard-Marker Genflo™ 625 und 12 pl TSR versetzt und anschlieBend 2 min bei
96°C denaturiert. Nach Abkiihlung auf Eis wurden die Proben iiberfithrt und
kapillarelektrophoretisch mit dem ABI Prism 310-Genetic Analyzer aufgetrennt. Die
Laufbedingungen waren: Filterset C, POP4 Polymer, 60°C, je 50 min, Injektionszeit 15 s bei
15 kV. Die Fragmentgrof3en wurden mit Hilfe der ABI Prism GeneScan Software ver. 3.1.2
bestimmt, und jeder Fragmentgrof3e (= 2 bp Unterschied) wurde entsprechend dem Schema

von Lindstedt et al. (2004) eine Allelnummer als Eigenschaftswert zugeordnet.

2.2.2.5 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Die Pulsfeldgelelektrophorese wurde entsprechend dem Standard-PulseNet-Protokoll
durchgefiihrt (Ribot et al., 2006).

2.2.2.5.1 Priparation der Agarose-Blockchen

Zellmaterial eines Bakterienrasen des Teststammes, der iiber Nacht auf einer LB-Platte bei

37°C gewachsenen war, wurde in CSB-Puffer suspendiert, bis die optische Dichte der
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Losung bei 610 nm zwischen OD 1,3 - 1,4 lag. AnschlieBend wurde ein 300 pl-Aliquot mit
15 pl Proteinase K (20 mg/ml) vereint und mit einer vorbereiteten Losung aus 1%
geschmolzener SeaKem Gold Agarose mit 1% SDS in 300 pl TE-Puffer gemischt. Die
Bakterien-Agarose Mischung wurde anschlieBend sofort in die BlockchengieBform pipettiert
und polymerisierte bei 4°C fiir 20 min aus.

Fiir die Zelllyse wurden 5 ml Lysepuffer mit 25 pl Proteinase K (20 mg/ml) versetzt und die
erstarrten Agarose-Blockchen mit einem Spatel aus der GieBform in den Puffer gedriickt.
Die Lyse erfolgte im Schiittelwasserbad (ca. 200 x g) bei 54°C fiir mindestens zwei Stunden.
Darauf wurden die Blockchen bei 50°C jeweils 15 min zweimal mit H,O bidest. und dreimal
mit TE-Puffer gewaschen.

Fiir den Restriktionsendonuklease-Verdau wurden die Blockchen anschlieBend vorsichtig

mit einem Skalpell in vier gleich dicke Scheiben geschnitten.

2.2.2.5.2 Restriktionsendonuklease Verdau mit dem Enzym Xbal

Jeweils eine Agarose-Scheibe des Teststammes, sowie des Salmonella enterica Serovar
Braenderup H9812-Standards (Hunter et al., 2005) wurden jeweils mit 200 pl
Ix Restriktionspuffer in ein 1,5 ml Rohrchen gegeben. Die Ansdtze wurden anschlieBend 10-
15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Entfernen des Puffers, wurden 200 pl frischer
Restriktionspuffer mit 0,25 U/ul Xbal Restriktionsenzym pro Ansatz zugegeben. Es wurde
4 Std. bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

2.2.2.5.3 Pulsfeldgelelektrophorese

Nach dem Verdau wurde die Enzymlosung abpipettiert und 200 pl 0,5x TBE
Elektrophoresepuffer zugegeben, um den Verdau zu stoppen. Die Agarose-Scheiben wurden
5 min bei Raumtemperatur mit dem Puffer gesittigt und anschlieBend auf die Zéhne des
Kamms gelegt. Noch vorhandene Fliissigkeit wurde abpipettiert, und die Scheiben wurden
zur Befestigung am Kamm ca. 10 min an der Luft getrocknet. Zur Priparation des Gels
wurde der Kamm in Position gebracht, und die Agarose-Scheiben ausgerichtet. Dann wurde
flissige 1%ige SeaKem Gold Agarose in 0,5x TBE vorsichtig um die Scheiben
herumgegossen. Nach 30 min war das Gel polymerisiert und der Kamm wurde vorsichtig
entfernt.

Zur Vermeidung von Degradierung wurden dem Laufpuffer (0,5x TBE) 100 uM
Thioharnstoff zugesetzt. Die Gelelektrophorese erfolgte in einem CHEF DRIII System bei
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14°C mit einer Spannung von 6 V/cm (200 V), Winkel 120° fiir 20 Std. Anschlieend wurde
das Gel fiir 30 min in einer Ethidiumbromid-Ldsung (0,5 pg/ml) gefarbt und nach Entfarben
unter UV-Licht mit dem Eagle-Eyell fotographiert.

Die Analyse der Gelbilder erfolgte mit BioNumerics ver. 5.1. Clusteranalysen wurden unter
Anwendung des Dice-Koeffizienten und ,,unweighted pair group method with arithmetic
mean“ (UPGMA) mit einer Positionstoleranz von 1,5% und einer Optimierung von 1,0%

durchgefiihrt.

2.2.2.6 DNA-Mikroarray Analysen

Der in dieser Arbeit genutzte Mikroarray ist bei Huehn et al. (2009a) beschrieben. Ein Set
von 275 genspezifischen 57- bis 60-mer Oligonukleotidsonden mit C6-Aminolink
Modifikation wurde genutzt. Die Sonden wurden sieben verschiedenen Markergruppen
zugeordnet, abhingig von der Funktion der jeweilig zugrunde liegenden Gensequenz
(Anzahl der Sonden): Pathogenitit (80), Resistenz (49), Serotypie (33), Fimbrien (22),
DNA-Mobilitét (57), Metabolismus (21) und Prophagen (13). Zusétzlich wurden drei 57- bis
61mer Oligonukleotide, die von den Arabidopsis thaliana Genen RCA (M86720) RCP1
(NM_12175) und PRKase (X58149) abgeleitet waren, als Negativkontrollen integriert. Die
Pathogenititsdeterminanten fiir jeden untersuchten Stamm wurden nach Lage im Sa/monella
Genom wie folgt eingeordnet: Salmonella Pathogenitétsinseln (SPIs), Prophagen, Plasmide,

Islets und Fimbriencluster.

2.2.2.6.1 DNA-Isolierung fiir die Mikroarray-Analyse

Die Zellen wurden aerob unter Schiitteln bei 37°C in LB-Nahrmedium fiir 16 bis 18 Stunden
vermehrt. Die DNA-Isolierung erfolgte mit Hilfe des DNeasy Blood and Tissue Kit
entsprechend den Anweisungen des Herstellers. Dazu wurden 1,6 ml der Ubernachtkultur
bei 10 000 g fiir 4 min pelletiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 180 pl
ATL Puffer resuspendiert und nach Zugabe von 25 ul Proteinase K anstelle von 20 pl bei
56°C einer verldngerten Lysezeit von 3,5 Stunden unterzogen. Danach wurden 5 pul RNAse
A (100 mg/ml) zugegeben und bei Raumtemperatur fiir 5 min inkubiert. Anschlieend
wurden 210 pl AL-Puffer und nach kurzem Vortexen unverziiglich 210 pl Ethanol abs.
zugegeben und erneut gemischt. Die Losung wurde auf eine DNeasy Mini spin column
gegeben und nach Zentrifugation bei 10 000 x g fiir 1 min erst mit 500 ul AW1 Puffer und
nach erneutem Zentrifugieren mit 500 ul AW2 Puffer gewaschen. Nach Trocknen durch
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Zentrifugation erfolgte die Elution mit 100 pul AE-Puffer in zwei Schritten zu je 50 pl und
die Aufbewahrung der DNA bei 4°C. Die Qualitit und Quantitit der DNA wurde
spektrophotometrisch durch Messung der Absorption bei 230, 260 und 280 nm bestimmt und

ein Minimum von 4 pg reiner DNA fiir die Markierung genutzt.

2.2.2.6.2 Fluoreszenzmarkierung der genomischen DNA

Die genomische DNA wurde mit den Fluoreszenzfarbstoffen Alexa555 oder Alexa647
mittels des Genomic Labeling Kits nach den Angaben des Herstellers markiert. Daflir wurde
ein 24 pl-Aliquot mit mindestens 4 pg Salmonella DNA in 20 pl 5'-Alexa555- oder
Alexa647 markierten Random-Nonaoligonukleotiden in 1x Reaktionspuffer suspendiert. Die
DNA wurde bei 95°C fiir 10 min denaturiert und anschlieend sofort auf Eis gestellt. Ein
5 wl-Aliquot des Nukleotid-Mix mit Alexa555-aha-dCTP oder Alexa647-aha-dCTP und
1,5 pl Klenow-Fragment (40 U/ul) wurden zugegeben und bei 37°C fiir 3,5 Std. inkubiert.
Nach Beendigung der Reaktion durch Zugabe von 5 pl Stopppuffer wurden die nicht
eingebauten Desoxynukleotide und Nonanukleotide mit Hilfe des BioPrime Purification
Module Kits und PureLink Sdulen entfernt. Dafiir wurde die markierte DNA mit 200 pl
Bindepuffer versetzt und auf eine Séule gegeben. Dann wurde fiir 1 min bei 10 000 x g
zentrifugiert und nach Zugabe von 650 pl Waschpuffer W1 erneut zentrifugiert. Nach
Trocknung durch Zentrifugieren wurde die an der Sdule gebundene DNA mit 55 pl

Elutionspuffer E1 eluiert und schlieBlich vakuumgetrocknet.

2.2.2.6.3 Hybridisierung und Auswertung

Die getrocknete markierte DNA wurde in 30 pupl auf 42°C vorgewdrmten
Hybridisierungspuffer resuspendiert. Zu den Ansitzen, die mit Alexa555 markiert waren,
wurde auflerdem ein 0,8 pl-Aliquot einer Alexa647 markierten Printkontrolle pipettiert. Die
Printkontrolle bestand aus 1 pl-Aliquot jeder Sonde 1:8 verdiinnt in Hybridisierungspuffer.
AnschlieBend wurden die Proben bei 98°C fiir 2 min denaturiert und auf den Sa/monella
Mikroarray gegeben. Die Hybridisierung erfolgte fiir 18 Std. bei 42°C mit dem Slide Booster
SB401.

Nach der Hybridisierung wurden die Objekttrager in der AdvaWash AW400 Waschstation
fiir 3 min bei 33°C mit Waschpuffer 1 anschlieBend fiir 3 min mit Waschpuffer 2 und
abschliefend 3 min mit Waschpuffer 3 und einem finalem Waschschritt mit H,O bidest.

unter leichtem Schiitteln gewaschen. Die Objekttrager wurden im AdvaTube
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Zentrifugeneinsatz aufrecht gestellt und durch Zentrifugation fiir 3 min bei 3000 x g
getrocknet und mit dem GenePix 4000B Laser Scanner mit einer Auflésung von 10 um
eingelesen. Die Analyse der Daten erfolgte mit der GenePix Pro ver. 6.1 Software.

Signale, die in der Mikroarray-Analyse als ,,unsicher eingestuft wurden (cut-off Werte
zwischen 0,25 und 0,4), unterliefen eine erneute Analyse durch PCR mit beschriebenen
Oligonukleotiden (Huehn et al., 2009a). Nach der PCR-Priifung wurde eine individuelle
Entscheidung auf An- bzw. Abwesenheit des Zielgens getroffen. Die Analyse der DNA-
Mikroarraydaten erfolgte wie beschrieben (Huehn et al., 2009a). Ein Vergleich der Signale
der An- bzw. Abwesenheit der getesteten Sonden zwischen den Stimmen wurde durch
BioNumerics ver. 5.1 nach Import der Daten als ,,character type“ (Gen anwesend oder
abwesend) durchgefiihrt.

Fir den umfassenden Vergleich der Pathogenititsgendeterminanten von S. Derby,
S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Infantis, S. Virchow, S. Hadar (Huehn et al., 2010) und
S. Paratyphi B (d-Tartrat positiv, dT+) (Huehn et al., 2009b) wurde in BioNumerics eine
Clusteranalyse mit dem ,,simple matching binary coefficient* unter Benutzung des UPGMA
Dendrogramm Typs durchgefiihrt. Die ,,Maximum Parsimony* Clusteranalyse wurde mit
1000 Bootstrap Zyklen (Efron, 1979; Felsenstein, 1985) durchgefiihrt, und der exportierte
,rendered tree® wurde mit ,,hidden branches und ,,distance labels* kleiner gleich eins und

dem ,,rooted tree type‘ gebildet.

2.2.2.7 Multilocus-Sequenztypisierung (MLST)

Die MLST wurde wie beschrieben durchgefiihrt (Kidgell ef al., 2002). Es wurden die sieben
Housekeeping Gene aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA und thrA jedes Stammes mittels
PCR amplifiziert und anschlieBend sequenziert (siche Kapitel 2.2.2.9). Die verwendeten
Oligonukleotide sind im Anhang in Tabelle A4 aufgefiihrt. Die Allele und Sequenztypen
wurden in Ubereinstimmung mit dem MLST-Schema unter
http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Senterica benannt. Neue Allele und Sequenztypen wurden der

Webseite Uibermittelt.

2.2.2.8 VNTR- und sop-Gen Sequenztypisierung (Sop-ST)

Die VNTR- und sop-Gen Sequenztypisierung wurde am NRZ-RKI in Wernigerode
durchgefiihrt und ist hier kurz beschrieben. VNTR-Locus STTRS (Lindstedt et al., 2004)

und die Gene sopA, sopB und sopD jedes Stammes wurden durch PCR unter Benutzung der
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jeweiligen Oligonukleotide ersichtlich aus Tabelle A4 im Anhang amplifiziert. Diese Gene
(Position im S. Typhimurium LT2 Genom, Accession Nr. NC _003197.1: sopA4 2 108 905 bp,
sopB 1 154 790 bp, sopD 3 050 756 bp) wurden ausgewihlt, da sie zwischen und innerhalb
verschiedener Serovare variieren konnen (Prager et al., 2000). Eine 50 ul PCR enthielt
0,25 uM jedes Oligonukleotids, 25 pl eines 2x HotStarTaq Master Mix und ein 5 pl-Aliquot
einer auf Nutrient-Agar angezogenen Kolonie, die in 100 pl destilliertem Wasser suspendiert
wurde. Alle PCR Reaktionen wurden in einem Thermocycler Modell 2720 durchgefiihrt. Die
PCR-Bedingungen fiir sop4 und sopB waren 95°C fiir 15 min gefolgt von 25 Zyklen 94°C
fiir 30 s, 53°C fiir 30 s und 72°C fiir 2 min. Bei sopD wurde die Annealing Temperatur auf
50°C und bei STTRS auf 61°C eingestellt. Die Sequenzierung der PCR-Produkte wurde
mittels des BigDye Terminator ver. 3.1 Cycle Sequencing Kits mit den folgenden
Konditionen durchgefiihrt: 96°C fiir 1 min gefolgt von 25 Zyklen (96°C, 10 s, 50°C, 5 s,
60°C, 4 min). Die Sequenzen der Oligonukleotide, die fiir die Sequenzierung der sop-Gene
benutzt wurden, zeigt Tabelle A4 im Anhang. Die Produkte wurden mittels ABI-
Kapillarelektrophorese nach Anleitung des Herstellers analysiert. Die Nukleotidsequenzen
wurden mittels Lasergene Software Paket ver. 8 untersucht. Basierend auf
Sequenzunterschieden wurden laborinterne Allelnummern zugeordnet, die in den jeweiligen
sop-ST (sopA-sopB-sopD) fiir einen bestimmten Stamm resultierten. Fiir den VNTR-Locus
STTRS wurden in der 6 bp Repeat Sequenz zwei verschiedene Sequenztypen A und B
gefunden. Innerhalb jedes Typs wurden die Allele entsprechend der Anzahl der Repeats

zugeordnet.

2.2.2.9 DNA-Sequenzierung

Zur Aufreinigung der PCR-Produkte wurde das MinElute PCR Purification Kit genutzt.
Hierfiir wurde 1 Volumen PCR-Produkt mit 5 Volumen Puffer PB versetzt auf eine Sdule
gegeben und fiir 1 min bei 10 000 x g zentrifugiert. AnschlieBend wurden 750 pl Puffer PE
zugegeben und nach erneuter Zentrifugation mit 10 pl Puffer EB eluiert.

Der 0af4-ORF der Stimme 06-05089, 07-00009, 07-00729, 07-01536, 07-00635, 07-03756,
07-01250 und 07-03250 wurde vollstindig mit Hilfe der Oligonukleotide P-1034 und P-1036
amplifiziert. Die DNA-Sequenzierung wurde durch AGOWA (Berlin, D), unter Benutzung
der Oligonukleotide in Tabelle A4, ausgefiihrt. Fiir das Assembling und Alignment der

DNA-Sequenzen wurde das Lasergene Softwarepaket ver. 7.2 benutzt.
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2.2.2.10 Hinterlegung der Nukleotidsequenzen

Die oaf4 DNA Sequenzen der Stamme 06-05089, 07-00009, 07-00729, 07-01536, 07-00635,
07-03756, 07-01250 und 07-03250 wurden in Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) mit den Accession Nummern: HM769323 —
HM769330 hinterlegt.

Die sop-ST Allele sind unter den Accession Nummern GU825929 - GU825936 fiir sopA18,
sopA19, sopA30, sopA31, sopA32, sopA34, sopA35 bzw. sopA36, GUS25937 - GU825941
fiir sopB18 bis sopB22 und GU825942 - GUS25944 fiir sopD18, sopD19 bzw. sopD20 in
Genbank hinterlegt.

2.2.2.11 Statistische Methoden

Zur Bestimmung der Diskriminierfahigkeit der Typisiermethoden Phagentypie, PFGE,
MLST, sop-Sequenzierung und MLVA wurde der Simpsons Index fiir Diversitdt (ID) und
das 95% Konfidenzintervall (CI) (Simpson, 1949; Grundmann et al., 2001) mit Hilfe der
Comparing Partitions website (http://darwin.phyloviz.net/ComparingPartitions/
index.php?link = Tool) berechnet.

Der Simpson Index gibt die Wahrscheinlichkeit an, dass zwei zufillig aus einer Population
isolierte Proben verschiedenen Kategorien/Typen angehoren.

Auflerdem wurde iiber den Chi-Quadrat Test (Plackett, 1983;
www.prconline.com/education/tools/statsignificance/index.asp) mit einem
Konfidenzintervall von 95% (p<0,05) ermittelt, in wie weit es signifikante Unterschiede in

der Anzahl der Stimme je Kategorie gab.
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3 Ergebnisse

3.1 Salmonella enterica Serovar 4,[5],12:i:-
3.1.1  Phénotypische Charakteristika von S. 4,[5],12:1:-

Siebzig Prozent (104 Stamme) der 148 ausgewidhlten monophasischen Sa/monella Stimme
exprimierten das O5-Antigen (Seroformel 4,5,12:1:-), wihrend bei 30% der Stimme das O5-
Antigen serologisch nicht nachweisbar war (Seroformel 4,12:i:-). Diese O5-Antigen
negativen Stdimme wurden mit einer Prdvalenz von 35% in der Primérproduktion
(Lymphknoten) und im Schweinefleisch und in 24% der Stdimme vom Menschen gefunden.

Die Phagentypie ordnete 70% (104 Stimme) der Stimme dem Phagentyp DT193 und 19%
(28 Stimme) dem Phagentyp DT120 zu. Ein geringerer Anteil reagierte mit den Phagen,
konnte aber keinem Typ zugewiesen werden (RDNC, 4%) oder war nicht typisierbar (n. t.,
5%). Nur 2% der Stimme zeigten Muster anderer Phagentypen (siehe Tab. 10). Der Simpson
Index, als MaB fiir Diversitdt, war fiir die Phagentypie 47,8 (95% CI, 39,2 bis 56,6). Es
wurde kein statistisch signifikanter Unterschied fiir den Phagentyp bezogen auf die

verschiedenen Quellen der Stimme gefunden.

Tabelle 10. Verteilung der Phagentypen in den 148 S. 4,[5],12:i:- Stimmen.

% Verteilung der verschiedenen Phagentypen

nach Isolatquelle (N)b
Phagentyp® Schwein Fleisch Mensch Gesamt
(52) 30) (66) (148)
DT193 75 57 71 70
DT120 19 23 17 19
RDNC 4 10 1 4
Andere 2 10 11 7

(DT59, DT7, U302, n. t.)

*RDNC: Reaktion ohne Ubereinstimmung, n. t.: nicht typisierbar

®N, Anzahl der untersuchten Stimme

Siebenundzwanzig verschiedene Antibiotikaresistenz-Profile konnten identifiziert werden,

dabei waren 90% (133) der Stimme resistent gegeniiber mehr als einer antimikrobiellen
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Substanz und 81% (120) der Stimme resistent gegeniiber vier oder mehr Antibiotika. Das
vorherrschende Resistenzprofil war eine Kombination aus Ampicillin, Sulfamethoxazol,
Streptomycin und Tetracyclin (AMP-SMX-STR-TET). Dieses Resistenzmuster konnte bei
65% (96) der Stimme beobachtet werden und wurde gleichermaflen in den Stimmen aus
Schwein, aus Schweinefleisch und vom Menschen nachgewiesen (sieche Tab. 11). Sechzehn
Prozent der Stimme waren zusétzlich zu der beschriebenen Vierfachresistenz resistent

gegeniiber weiteren Antibiotika (siehe Tab. A1, Anhang).

Tabelle 11. Resistenzprofile der 148 S. 4,[5],12:i:- Stimme.

% Verteilung der verschiedenen Resistenzprofile

nach Isolatquelle (N)b

Resistenz’ Schwein Fleisch Mensch Gesamt
(52) (30) (66) (148)
AMP SMX STR TET 58 63 71 65
TET 8 10 6 7
AMP SMX STR 4 0 9 5
AMP SMX STR SXT TET TMP 6 0 0 2
AMP TET 2 3 1,5 2
Sensibel 6 0 1,5 3
Andere 16¢ 24¢ 11° 16

“ Abkiirzungen flir Antibiotika siche Material und Methoden, Kapitel 2.2.1.3
b N, Anzahl der Stimme

“ enthélt acht verschiedene Resistenzprofile

“ enthilt sechs verschiedene Resistenzprofile

¢ enthélt sieben verschiedene Resistenzprofile

/ enthilt 21 verschiedene Resistenzprofile

3.1.2  Typisierung von S. 4,[5],12:1:- mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese

Unter den 148 untersuchten S. 4,[5],12:1:- Stimmen wurden 44 verschiedene Xbal-Profile
(ID 85,4 [95% CI, 80,1 bis 90,8]) identifiziert (siche Abb. 7). Bei den 20 S. Typhimurium
Vergleichsstimmen konnten 13 verschiedene Xbal-Profile nachgewiesen werden (siche
Abb. 7). Drei der Profile (X01, X05 und X11) konnten in beiden Serovaren identifiziert
werden. Die Profile wurden unter Anwendung des ,,Dice similarity coefficient dazu
benutzt, einen UPGMA-Baum zu erstellen. Dieser unterteilte die Stimme in finf

verschiedene PFGE-Cluster (A, B, C, D und E) (siche Abb. 7). Achtundsechzig Prozent der
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monophasischen Stamme (100 von 148) gehdrten Cluster B an, dominiert durch Stimme mit
Phagentyp DT193 (96 von 100). Das am haufigsten nachgewiesene PFGE-Profil war X31,
welches mit dem Profil STYMXB.0131 aus der PulsNet Europe Datenbank iibereinstimmt.
Dieses wurde in 36% (54 Stidmme) aller untersuchten monophasischen Stimme
nachgewiesen. Ein statistisch signifikanter Unterschied in Cluster B bezogen auf die

Herkunft der Stimme konnte nicht festgestellt werden.

45



Ergebnisse

PR T TR STy ST T ST e)

oy ATh TR

———t T LR e

Anzahl der Stamme

—

~

= e e e
——

--
===

e —

T AT

— L ——
—
1 L T L I

—

e e
9]

-.--

-..,-
o

T — L T i

—
— ..

-

—

- ——— . T e g

et A [ 1 b
B S < N T I T 7~ S N N N I e T T e P

- 2. 0400220000000 *h,0OWL000 00 2a2aN=£E20000=2=22MN2NO=a20==2 b o= = Scheein

00000000 ONOOD A aAa00Aa02a2002WoOo 20202200 0000000 20020200 =0 wkFleisch

0020 Wa200 222000000002 Yo L 0o0bhooL,ooOONNOODOOODOODOaUoo OO WO OO ® Mensch
—

SO0 Ottt X OO OO OO0 OO OO OO OO OO0 OO0 ORR ORI EEYEYEEOOOOOOOOROS
(]
o

el
m

Abbildung 7. UPGMA-Dendrogramm der PFGE-Profile, die in den 148 S. 4,[5],12:i:- und den 20
S. Typhimurium Stimmen nach Restriktion mit Xbal identifiziert wurden. Rechts neben den PFGE-
Profilen zeigt ein Stern die Anwesenheit des Profils in S. Typhimurium und ein schwarzer Kreis die
Anwesenheit in S. 4,[5],12:1:-. Die Profile (Profil-Nr.) wurden X01 bis X54 benannt. Die Anzahl der Stimme
aus jeder Quelle (Gesamt, Schwein, Fleisch, Mensch) sind daneben gezeigt. Die Bezeichnung der Cluster A bis
E ist durch geschweifte Klammern markiert. Ein Rechteck hebt das héufigste PFGE-Profil X31 hervor, welches
auch bei einem Ausbruch in Luxemburg (Mossong et al., 2007) (STYMXB.0131; Bezeichnung nach PulseNet

Europe) gefunden wurde.
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3.1.3  Typisierung von §. 4,[5],12:1:- mittels MLVA

AchtunddreiBBig verschiedene MLV A-Profile konnten in den 148 untersuchten S. 4,[5],12:1:-
Stimmen (ID, 91,8 [95% CI, 98,6 bis 94,1]) gefunden werden (siche Tab. A1, Anhang). Die
hochste Variabilitdt zeigte sich in den Loci STTRS (8 verschiedene Allele) und STTR6 (10
verschiedene Allele). Die Daten sind in Tabelle 12 zusammengefasst dargestellt. Fiir den
Locus STTRY wurde bei allen bis auf zwei Staimmen die Allelnummer zwei festgestellt, und
Locus STTR10pl, welcher auf dem Salmonella Virulenzplasmid liegt, war mit Ausnahme
von drei Stimmen negativ. Die am haufigsten gefundene Kombination der Allele war 2-6-4-
0-2 (Reihenfolge der Loci STTR9-STTRS-STTR6-STTR10pl-STTR3). Diese wurde bei
20% der untersuchten S. 4,[5],12:1:- Stdmme gefunden. Auch hier zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede in der Verteilung der MLVA Profile 2-6-4-0-2 in den Stimmen
aus Schweinefleisch und vom Mensch oder dem Profil 2-7-5-0-2 zwischen den Stimmen aus

Schweinefleisch und aus der Primarproduktion bzw. vom Menschen.
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Tabelle 12. Verteilung der verschiedenen MLV A-Profile von S. 4,[5],12:i:-.

% Verteilung der verschiedenen MLV A Profile

MLVA Allele nach Isolatquelle (N)b
STTRI9-STTR5-STTR6-STTR10pl-STTR3®  Schwein Fleisch Mensch Gesamt
(52) 30) (66) (148)
2-6-4-0-2 17 10 26 20
2-4-4-0-2 13 10 14 13
2-5-4-0-2 13 7 12 11
2-7-5-0-2 6 23 3 8
2-6-5-0-2 12 3 6 7
2-6-20-0-2 4 10 2 4
2-4-5-0-2 4 0 4 3
2-5-5-0-2 4 0 3 3
2-6-7-0-2 2 0 4 3
2-7-19-0-2 2 3 3 3
Andere 23¢ 347 23¢ 25

“ Bei allen Stimmen korrespondiert STTR3 Allel Nr. 2 mit Nr. 211 nach Larsson ef al. (2009)
b N, Anzahl der Stimme

“ enthélt 12 verschiedene MLV A Profile

“ enthilt 10 verschiedene MLVA Profile

¢ enthélt 13 verschiedene MLV A Profile

/enthilt 28 verschiedene MLVA Profile

3.1.4  Charakterisierung klonaler Gruppen in S. 4,[5],12:1:-

Die haufigste Kombination phéanotypischer Charakteristika war, dass 74 der 103 O5-Antigen
positiven Stimme dem Phagentyp DT193 zuzuordnen waren. Bei diesen Stimmen besallen
77% (57 Stamme) das Haupresistenzmuster AMP-SMX-STR-TET und 84% dieser Stimme
wiederum (48 Stimme) ordneten sich in dem am hdufigsten gefundenen PFGE-Cluster B
ein. Damit waren diese Charakteristika in 32% der 148 ausgewéhlten Stimme vereint. Eine
weitere Diskriminierung der 48 Stdmme durch MLVA =zeigte 15 verschiedene MLVA-
Profile, die bei 50% der Stimme dem kombinierten MLV A-Profil 2-X-4-0-2 (X représentiert
fiinf verschiedene STTRS5 Allele) zugeordnet werden konnten. Diese Stdmme stammten
sowohl aus der Primérproduktion, und Schweinefleisch als auch vom Menschen.

Bei einer Betrachtung der Stimme mit dem zweithdufigsten Phagentyp DT120 (28 Staimme)
zeigte sich, dass 57% (16 Stamme) dieser Stimme auch die Vierfachresistenz AMP-SMX-
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STR-TET hatten. Interessanterweise waren acht der Stimme mit Vierfachresistenz, und
weitere acht multi-resistente Stimme des Phagentyps DT120 in einer PCR auf das
Flagellengen fIjB 1,2 der zweiten Phase positiv, obwohl das H:1,2-Antigen phéinotypisch
wiederholt nicht nachgewiesen werden konnte. Im Vergleich zu den Phagentyp DT193-
Stammen gruppierten sich nahezu alle DT120-Stimme im PFGE-Cluster A und konnten
weiter in zehn verschiedene MLV A-Profile diskriminiert werden, hierbei gehdrten maximal
drei Stimme dem gleichen Profil an. Ahnlich wie bei den Phagentyp DT193-Stimmen

kamen diese gleichermaf3en vom Schwein, aus Schweinefleisch und vom Menschen.

3.1.5 Bestimmung des Pathogenititsgenrepertoires von S. 4,[5],12:1:-

Mit der DNA-Mikroarrayanalyse wurde die An- bzw. Abwesenheit von 102 Pathogenitéts-
assoziierten Genen in 61 Stimmen untersucht (siche Tab. A1 Anhang). Siebenundfiinfzig
Stimme zeigten ein identisches Pathogenitdtsgenprofil und wurden dem Pathogenitits-
Array-Typ PAT STMI1 zugeordnet. Dabei waren alle Sonden fiir die Salmonella
Pathogenititsinseln SPI-1 bis SPI-5 positiv und Sonden fiir SPI-7 negativ. Aullerdem waren
Gene fiir die Prophagen Gifsy-1 (gip4 und gogB) und Gifsy-2 (gitgd, sodC1 und ssel)
anwesend, wihrend sspH1 (kodiert flir ein Salmonella sekretiertes Protein), welches auf
Gifsy-3 lokalisiert ist, und sodCIII (kodiert fiir mutmaBliche Cu/Zn Superoxid-Dismutase),
welches auf dem Prophagen Fels-1 liegt, abwesend waren. Auch andere Prophagengene
(hldD _DT104, irsA und sopE1) waren abwesend (siche Abb. 8).

Vier Stimme zeigten ein anderes Pathogenitéitsgenprofil. Drei Gene, assoziiert mit dem
Salmonella Virulenzplasmid pSLT (spvC, spvR und rck), gaben ein positives Signal, jedoch
war das Fimbriengen pef4, welches normalerweise auf dem Plasmid lokalisiert ist, abwesend
(PAT STM2). Einer der vier Staimme (Nr. 08-03972; Phagentyp DT120) besall #/dD und
irs4, welche iiblicherweise in einem Prophagen in S. Typhimurium Phagentyp DT104
vorkommen (Hermans et al., 2005). Derselbe Stamm hatte auch kein gip4 (kodiert fiir
Peyer’s Patches spezifischen Virulenzfaktor GipA). Dieser Stamm wurde PAT STM7
zugeordnet. Das Gen gipA fehlte auch in einem der anderen drei Stimme (Nr. 07-02781,
Phagentyp DT193) dieser wurde PAT STM3 zugeordnet. Dem Vierten (Nr. 06-04115;
Phagentyp n. t.) fehlten die Gene pipA und pipD, die auf SPI-5 kodiert sind (PAT STMS).
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Array Typ Array Typ
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Abbildung 8. Mikroarray-Ergebnisse des Pathogenititsgenrepertoires in den untersuchten S. 4,[5],12:i:-
und S. Typhimurium Stimmen. Auf der linken Seite sind die analysierten Gene aufgelistet, gruppiert nach
ihrer spezifischen Lokalisation auf dem Genom (SPI-1 bis SPI-7, Prophagen Gifsy-1, Gifsy-2, Gifsy-3 und
Fels-1, Plasmide und Islets) oder ihrer Funktion (Fimbrien). Oben sind die zugeordneten Pathogenitéts-
Arraytypen (PATs) gezeigt. Das Hybridisierungsergebnis jedes Typs ist in Spalten dargestellt. Ein weiles Feld
zeigt die Abwesenheit und ein graues Feld die Anwesenheit der Zielsequenz. SPI, Salmonella Pathogenitéts-

Insel; STM, S. Typhimurium (und monophasisch)
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3.1.6  Untersuchung der Serotypie-Markergene in S. 4,[5],12:1:-

Die drei Gene fljA, fljB_1,x (x reprasentiert verschiedene Antigen-Marker) und A4in, die in
Reihe auf dem Sal/monella Genom liegen, kodieren fiir die Struktur (f/jB) des zweite Phase
Flagellum-Antigens und sind fiir die Phasenvariation (f[j4 und hin) wichtig. Fiinf
Kombinationen konnten fiir diese Marker innerhalb der untersuchten S. 4,[5],12:1:- Stimme
mittels der DNA-Mikroarrayanalyse gefunden werden. Von 61 Stimmen wurden 42 negativ
auf die Sonden fir fIj4, fljB_1,x und hin getestet. Drei Stdimme besallen nur fIj4, wéahrend
drei andere nur positiv fiir 4in waren. Von den 13 restlichen serologisch monophasischen
Stimmen hatten vier die Gene fiir f[iA und fI[jB 1,x waren aber negativ fiir Ain. Die
verbleibenden neun Stamme hingegen zeigten ein positives Ergebnis fiir alle drei Gene. Alle
13 Stamme waren positiv flir ein spezifisches fljB 1,2 DNA-Fragment. Zusitzliche PCRs
zur Amplifikation des kompletten fIjB-Gens zeigten sieben positive Ergebnisse mit der
erwarteten DNA-FragmentgroB3e von 1,478 bp wihrend bei einem Stamm (Nr. 07-00711) ein
Fragment groBer als 2 kb amplifiziert wurde. Die Mehrheit der Stimme mit Varianten in
dieser Region gehorte dem Phagentyp DT120 oder anderen seltenen Phagentypen (z.B. DT7
oder DT59) an.

3.1.7  Untersuchung der Antibiotika-Resistenzdeterminanten

Bei den 61 getesteten S. 4,[5],12:1:- Stdmmen konnten 22 verschiedene genotypische
Resistenzkombinationen gefunden werden (siche Abb. 9). Neun zusitzliche genotypische
Kombinationen konnten in den 20 S. Typhimurium Stimmen gefunden werden, die fiir
genetische Verwandtschaftsstudien herangezogen wurden. Im Allgemeinen korrespondierte
der Resistenz-Phénotyp mit dem antimikrobiellen Genotyp bis auf zwei Ausnahmen. Die
Stimme 07-03017 (Phagentyp n. t.) und 07-01536 (Phagentyp DT193) waren negativ fiir
floR, obwohl die Phédnotypie Resistenz gegeniiber Florphenicol und Chloramphenicol zeigte.
Das Hauptresistenzmuster AMP-SMX-STR-TET wurde durch die Gene blatemi.ike (kodiert
fiir B-Laktamase), sul2 (kodiert fiir Dihydropteroat-Synthase), strd-strB (kodiert fiir
Aminoglykosid-Phosphotransferase) und tetB (kodiert fiir eine Efflux-Pumpe) kodiert. Ein
S.4,[5],12:1:- Phagentyp DTI120 Stamm (Nr. 08-03972) vom Menschen besall die
Kombination aus intl, gacEA, sull, tet(G) und floR typisch fir die Salmonella Genomic
Island (SGI-1). Der Stamm war genotypisch als S. Typhimurium identifiziert worden
(Sonden fiir Ain, fliA und fIjB_1,2 positiv).
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Anzahl der Stdmme
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07-01536 | = |CHL,NAL,FFN,TET
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08-03985 | — |AMP,CIP,NAL SMX STRTET

08-04019 | |JAMP,SMX,STR
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06-04991
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Abbildung 9. Phénotypische und korrespondierende genotypische Resistenzprofile fiir die gestesteten

S. 4,[5],12:i:- Stimme. An der oberen Seite der Abbildung sind die Stamm-Nummern, die Anzahl der Stimme

mit demselben genetischen Resistenzprofil und die korrespondierenden phinotypischen Resistenzmuster

angegeben. Auf der linken Seite die analysierten Gene mit Bezug zum antimikrobiellen Resistenzphinotypen

(Abkiirzungen siche Material und Methoden, Kapitel 2.2.1.3) oder zu anderen Resistenzelementen z. B.

Integron assoziierte Integrasen (intl, int2, int SGI1) gelistet in alphabetischer Ordnung. Die Spalte unterhalb

der Stammbenennung zeigt das Hybridisierungsergebnis jedes Stamms an. Ein graues Feld zeigt die

Anwesenheit der Zielsequenz im Stamm an; ein weilles Feld die Abwesenheit.
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3.1.8  Genetische Verwandtschaft von S. 4,[5],12:1:- mit S. Typhimurium

Die genetische Verwandtschaft von S. 4,[5],12:1:- mit S. Typhimurium wurde mit Hilfe von
MLVA, PFGE und DNA-Mikroarray untersucht. Fiir diese Vergleichsstudie wurden jeweils
zehn S. Typhimurium Stamme vom Menschen und vom Schwein ausgewidhlt. Von diesen
20 Stammen wurden 30% dem Phagentyp DT193, 55% dem Phagentyp DT120, 5% RDNC
und 10% anderen Phagentypen zugeordnet. Die Stdmme gehorten acht verschiedenen
phénotypischen Resistenzprofilen an und beinhalteten in 50% der Félle die Vierfachresistenz
AMP-SMX-STR-TET. Durch die MLVA wurden in den 20 S. Typhimurium Stimmen
14 verschiedene Allel-Kombinationen gefunden. Die héufigste Kombination war 2-5-20-0-2
in 25% der Stamme. Diese gehdrten zu Phagentyp DT120. Diese Kombination konnte nur
bei einem (Phagentyp DT120) der 148 untersuchten S. 4,[5],12:1:- Stdimme nachgewiesen
werden. Bei beiden Serovaren erhielten die VNTR-Loci STTR3 und STTR9 hauptséchlich
die Zuordnung zu Allelnummer 2. Nur jeweils einer der Phagentyp DT120-Stimme beider
Serovare war positiv flir STTR10pl, welcher typischerweise auf dem Virulenzplasmid von
S. Typhimurium (pSLT) lokalisiert ist. Siebzig Prozent (14/20) der S. Typhimurium Stdmme
gruppierten sich in PFGE-Cluster A. Die Mehrzahl dieser Stimme (79%) gehorte dem
Phagentyp DT120 an. Die tibrigen 30% der S. Typhimurium Stimme wurden Cluster D
zugeordnet und gehorten hauptséchlich zum Phagentyp DT193.

Siebenundzwanzig der 61 untersuchten S. 4,[5],12:1:- Stimme hatten mindestens ein Plasmid
mit einer Grofe zwischen < 2 kb und 110 kb (Tabelle A1, Anhang). Von diesen Stdmmen
waren jedoch nur drei auch fiir die typischerweise auf dem Sa/monella Virulenzplasmid
kodierten Gene spvC, spvR und rck positiv. Im Vergleich dazu konnte nur bei zwei der
untersuchten S. Typhimurium Stidmme kein Plasmid gefunden werden. In den meisten
Stimmen wurden ein (neun Stimme), zwei (flinf Stimme) oder vier Plasmide (vier Stimme)
gefunden. Obwohl in vier Phagentyp DT193-Stimmen Plasmide mit 91 kb gefunden wurden
(pSLT Virulenzplasmid in S. Typhimurium LT2 94 kb), die auch positiv fiir spvC, spvR und
rck waren, konnte in diesen Stimmen weder das plasmidassoziierte pef4-Gen noch der
MLVA VNTR-Locus STTR10pl identifiziert werden. Dies konnte ein Hinweis auf eine
mogliche Variante des Virulenzplasmids sein.

Das Pathogenitétsgenrepertoire, welches mit dem DNA-Mikroarray untersucht wurde, zeigte
fiir 14 von 20 §. Typhimurium Stimmen das identische Pathogenititsgen-Muster PAT
STM1, wie bei den S. 4,[5],12:1:- Stdimmen (siche Abb. 8). Drei Stimme zeigten die Gene
spvC, spvR und rck des Virulenzplasmids und wurden PAT STM2 zugeordnet, wihrend ein
Stamm (Nr. 09-01035, Phagentyp DT193) zusitzlich negativ fiir das gipA-Gen war und
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damit in PAT STM3 gruppierte. Ein Stamm (Nr. 06-04998, Phagentyp DT104) zeigte ein
positives Signal flir spvC, war aber negativ fiir rck und gipA4, dieser definierte PAT STM4.
Wieder ein anderer Stamm (Nr. 07-02186; Phagentyp DT193) war positiv fiir sopEl
(phagenkodiertes Effektorprotein), diesem fehlten aber gip4 und gogB desselben Prophagen
(PAT STM6). Alle S. Typhimurium und S. 4,[5],12:1:- Stimme besallen das gleiche Set an
Fimbriengenen.

Das Resistenzgenrepertoire war oftmals unterschiedlich zwischen den beiden Serovaren trotz
des identischen phanotypischen Profils einschlieBlich der Vierfachresistenz (AMP-SMX-
STR-TET). Bei S. Typhimurium Phagentyp DT193 Stidmmen (fiinf von sechs) wurde die
Tetracyclin-Resistenz durch tet(A) anstelle von te#(B) kodiert, wie bei den S. 4,[5],12:1:-
Phagentyp DT193 Stdmmen nachgewiesen werden konnte. Sulfamethoxazol-Resistenz
wurde manchmal zusétzlich zu sul/2 durch sull kodiert. Ampicillin-Resistenz war
ausschlieBlich durch blargy ke kodiert und Streptomycin wurde hauptsichlich durch str4-

strB, in manchen Fillen aber zusétzlich durch aadAl kodiert.

3.2 Molekulare Charakterisierung des O5-Antigens

Ein Set von 47 S. Typhimurium und 82 S. 4,[5],12:i:- epidemiologisch nicht verwandten
Stimmen wurde mittels PCR unter Benutzung der Oligonukleotide P-349 und P-440 auf die
Anwesenheit des oaf4-Gens untersucht (siche Tab. A2 Anhang). Alle 77 Stimme, die
serologisch das O5-Antigen besallen, zeigten das erwartete PCR-Produkt mit der Grof3e von
ca. 400 bp (siche Tab. 13). Siebenundvierzig der 52 untersuchten O5-Antigen negativen
Stimme besaflen auch ein Fragment dieser GroBle. Vier andere Stimme zeigten ein PCR-
Produkt von ca. 1,6 kb und der verbliebene Stamm (Nr. 07-00729) ein Produkt mit der
GroBe von ca. 1,1 kb. Aus jeder Gruppe der Stimme wurde zufillig einer ausgewéhlt und
der oaf4-ORF komplett sequenziert. Die Nukleotidsequenzen zeigten, dass der oaf4-ORF
des OS5-Antigen negativen Stammes 07-00729 durch ein IS/-Element an Position 385
unterbrochen war. Bei einem anderen Stamm (Nr. 07-00009) war oaf4 von einem IS4-
Element an Position 638 unterbrochen und in Stamm Nr. 06-05089 war eine 7 bp Nukleotid-
Sequenz TTTATAT deletiert. Diese 7 bp Nukleotidsequenz ist innerhalb des funktionellen
0afA-ORF in einem Tandem-Repeat arrangiert.

Spezifische PCR-Oligonukleotide wurden entwickelt, um die Variationen innerhalb der nicht
sequenzierten Stimme zu identifizieren. Bei allen vier Stdimmen, die urspriinglich ein 1,6 kb

Produkt mit den Oligonukleotiden P-439 und P-440 zeigten, wurde das IS4-Element an
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Position 638 im oaf4-Gen gefunden (siche Abb. 10). Die 7 bp Deletion im oaf4 wurde durch
die PCR in 40 Stammen erkannt, dazu wurden die Oligonukleotide P-439 und P-1072
genutzt. Mit diesen Oligonukleotiden wurde ein 170 bp PCR-Produkt detektiert, wenn der
Tandem-Repeat vorhanden war. Wenn ein Stamm ein positives Ergebnis flir oaf4 in der
PCR mit den Oligonukleotiden P-439 und P-440 zeigte und eine 7 bp Deletion hatte, erhielt
man kein PCR-Produkt mit den Oligonukleotiden P-439 und P-1072 (siehe Abb. 10).

Bei sieben Stimmen konnte keine der oaf4-Variationen nachgewiesen werden, die
verantwortlich fiir die Abwesenheit des O5-Antigens war. Deswegen wurde die
Sequenzierung des kompletten oaf4-Gens dieser Stimme vorgenommen. Bei flinf der sieben
Stamme konnten mit den Oligonukleotiden P-1034 und P-1036 ein PCR-Produkt gewonnen
werden. Ein Stamm (Nr. 07-01536) zeigte ein groBBeres PCR-Produkt von ca. 2,7 kb an Stelle
der erwarteten 2 kb. Die Sequenzierung dieser PCR-Produkte offenbarte zusitzliche
Varianten. Das oaf4 von Stamm 07-01536 war unterbrochen durch ein IS/-Element an
Position 1759 (sieche Abb. 10). In vier anderen Stimmen kam es durch
Basenpaarsubstitutionen an verschiedenen Positionen zu vorzeitigen Stoppkodons im ORF

und dadurch zum Verlust der OafA-Synthese (siehe Abb. 10).
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Abbildung 10. Ubersicht iiber die identifizierten Unterbrechungen im oafA-Gen. Rechtecke zeigen
schematisch die oaf4-Sequenz der spezifischen Stdmme. Gefundene Unterbrechungen sind durch Dreiecke
(Insertionselement IS/ oder 1S4), Sterne (Stoppkodon) oder A (7-bp Deletion) angezeigt. Auf der linken Seite
ist die Nummer des Referenzstammes notiert. Das regulére oaf4 Start- und Stoppkodon ist durch ATG bzw.
TAA in der schematischen Darstellung des LT2 Stamms (S. Typhimurium) bezeichent. Die Zahlen unter den
Rechtecken geben die Nukleotidposition des oafd Start- bzw. Stoppkodon, sowie die Position der
Unterbrechung/Mutation an. STM ist die Abkiirzung fiir S. Typhimurium. O5- bezeichnet O5-Antigen negative

Stamme; O5+ bezeichnet O5-Antigen positive Stimme.

Die zwei iibrigen Stimme (Nr. 07-01566 und Nr. 07-04678) gaben kein PCR-Produkt mit
Oligonukleotiden, die in der Nédhe des oaf4 TAA-Stoppkodons vor oder nach diesem lagen.
Der Grund fiir die fehlgeschlagene PCR konnte nicht identifiziert werden. Es konnte ein
Produkt mit dem reversen Oligonukleotid P-1188 erhalten werden, jedoch nicht mit
Oligonukleotid P-1036 (Oligonukleotidposition siche Abb. 10). Wahrscheinlich verursacht
eine Deletion innerhalb dieses Stammes, die irgendwo vor dem reguldren oaf4 Stoppkodon

TAA liegt und sich in 5°-3" Richtung ausdehnt, den Verlust der O5-Antigen Expression.
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Tabelle 13. Zusammenfassung der Art und Anzahl der Varianten des oafA-Gens in S. 4,[5],12:i:- und
S. Typhimurium.

Anzahl der Anzahl der
Amplifikat in kb S. Typhimurium S. 4,[5],12:i:-

Variante OS5-Antigen  (P-439/P-440) Stimme Stimme

- + 0,4 25 52

A7bp - 0,4 15 25

1S4 - 1,6 2 2

A 3'Ende - 0,4 0 2

IS/ - 1,1 1 0

IS7 revers - 04 0 1
TGG—>TGA" - 0,4 1 0
CAA—>TAA® - 0,4 1 0
TGG—>TAG" - 0,4 2 0

? Binzelbasenpaar-Austausche fiihren zu vorzeitigen Stoppkodons

3.3 Salmonella enterica Serovar Derby

3.3.1 Phénotypische Bestimmung der Antibiotikaresistenz

Neunundfiinfzig der 82 untersuchten S. Derby Stimme (72%) waren sensibel gegeniiber
allen 17 getesteten, antimikrobiell wirksamen Substanzen, widhrend drei Stimme
monoresistent gegeniiber Tetracyclin, 14 Stamme multi-resistent gegeniiber zwei oder drei
Antibiotika (10 verschiedene Profile) und sechs Stimme gegen vier und mehr Antibiotika (5
verschiedene Profile) resistent waren (sieche Tab. A3 Anhang). Die vier am héufigsten
gefundenen Antibiotika waren AMP (12%), SMX (18%), STR (13%) und TET (12%),
wobei bei 10% der Stimme eine Kombination aus STR und SMX in den verschiedenen
Profilen zu sehen war. Der Anteil resistenter Stimme war bei jenen humaner Herkunft im

Vergleich zu anderen Quellen geringfiigig hoher aber statistisch nicht signifikant.

3.3.2  Typisierung von S. Derby durch Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)

Die Pulsfeld-Gelelektrophorese zeigte 30 verschiedene Xbal-Profile in den 82 untersuchten
Stimmen (ID, 84,6 [95% CI, 77,2 bis 92,0]) (siche Abb. 11). Das Hauptrestriktionsmuster

war X02 und wurde bei 31 Stimmen (38%) vom Schwein, aus Schweinefleisch und vom
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Menschen ohne signifikante Unterschiede gefunden. Drei andere Profile (X03, X23 und
X29) waren mit jeweils zwei der drei Quellen assoziiert. Die restlichen 26 Profile verteilten
sich auf 37 Stimme und waren entweder mit Schwein, Schweinefleisch oder Mensch
assoziiert, oft jedoch nur verbunden mit einem Stamm. Vier verschiedene Cluster (Cluster A,
B, C und D) wurden nach der Erstellung eines UPGMA-Baums mit dem ,,Dice similarity
coefficient” zugeordnet. Cluster A enthielt 52 der 82 Stdmme (63,5%) einschlieBlich des am
hiufigsten vorkommenden Restriktionsprofils X02. Cluster B wurde durch 23 Stimme
(28,0%), Cluster C durch flinf Stimme (6,0%) und Cluster D durch zwei Stamme (2,5%) mit
identischem Profil reprédsentiert (siche Tab. A3 Anhang).

Anzahl der Stamme
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Abbildung 11. UPGMA-Dendrogramm der PFGE-Profile, die in den 82 S. Derby Stimmen nach
Restriktion mit Xbal identifiziert wurden. Die Profile wurden von X01 bis X30 nummeriert. Die Anzahl der
Stamme bezogen auf die Herkunft (Gesamt, Schwein, Schweinefleisch und Mensch) ist auf der rechten Seite
gezeigt. Die zugeordneten Cluster A bis D sind durch geschweifte Klammern markiert. Ein Rechteck zeigt das

am hiufigsten gefundene PFGE-Profil X02 an.
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3.3.3  Multilocus Sequenztypisierung von S. Derby

Alle 82 §. Derby Stimme wurden zusétzlich mit MLST unter Berlicksichtigung der sieben
Housekeeping Gene aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA und thrA typisiert (Kidgell et al.,
2002). Dabei wurden fiinf verschiedene Sequenztypen (STs) gefunden. Von diesen waren
vier bereits bekannt (ST39, ST40, ST71, ST682) und einer wurde neu beschrieben (ST774)
(sieche Tab. A3, Anhang). ST774 (Stamm 08-03157 und 08-03159) unterschied sich von
ST39 nur durch ein Nukleotid in aroC. Der héufigste Sequenztyp war ST39 (48 Stdmme)
gefolgt von ST40 (25 Stimme), ST682 (5 Stimme), ST71 (2 Stamme) und ST774 (2

Stamme).

3.3.4  VNTR- und sop-Sequenztypisierung (sop-ST)

Eine Sequenzierung der Virulenzgene sopA, sopB und sopD der 82 ausgewdhlten S. Derby
Stimme identifizierte acht verschiedene sopA4-Allele mit dem hiufigsten Allel sopA430 (53
Stimme), sechs verschiedene sopB-Allele davon hauptsédchlich sopB18 (50 Stdmme) und
drei verschiedene sopD-Allele mit dem héufigsten Allel sopD18 (75 Stimme). Demnach
wurde die Kombination, der sop-Sequenztyp (sop-ST), 30-18-18 (sopA-sopB-sopD) bei 49
von 82 Stimmen gefunden (60%) (ID, 62,1 [95% CI, 50,7 bis 73,5]) und war gleich verteilt
auf alle drei Herklinfte (siche Tab. 14).

Die VNTR-Sequenztypisierung des Locus STTRS (ID, 65,3 [95% CI, 58,2 bis 72,5]) zeigte
zwel verschiedene Repeat-Einheiten, die sich in einem Nukleotid unterschieden (Typ A:
ACCATG; Typ B: ACCACG). Typ A trat bei 75 Stimmen (91%) und Typ B bei sieben
Stimmen (9%) auf, von diesen waren fiinf vom Menschen isoliert worden. Die meisten der
S. Derby Stdmme (49%) besallen neun Tandem-Repeats in STTRS, gleichméBig verteilt auf
die Stimme aus Schwein, Schweinefleisch und Mensch. Die anderen Stimme zeigten sieben
Repeats (1 Stamm), zehn Repeats (29 Stimme), elf Repeats (9 Stimme) oder zwolf Repeats
(3 Stamme). Die Typ B Sequenz Repeat-Einheit war entweder assoziiert mit zehn oder elf

Tandem-Repeats (siche Tab. A3, Anhang).

3.3.5 Bestimmung des Pathogenititsgenrepertoires von S. Derby

Fiir die Untersuchung der An- bzw. Abwesenheit von 102 Pathogenitdts-assoziierten Genen
mit dem DNA-Mikroarray wurden 32 Stdmme ausgesucht. Sechs verschiedene

Pathogenitéts-Arraytypen (PAT DE) wurden zugeordnet (siche Abb. 12). PAT DE1 wurde
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durch die Anwesenheit von Genen der Salmonella Pathogenitétsinseln (SPIs) 1, 2, 4 und 5
charakterisiert, sowie durch eine verkiirzte SPI-3 ohne rhuM und sugR, welches ein
mogliches cytoplasmatisches Protein bzw. ein mutmaBliche ATP-Bindeprotein kodiert.
Virulenzgene aus SPI-7 und den Prophagen Gifsy-1, Gifsy-2, Gifsy-3, Fels-1 und anderen
Prophagen wie auch Gene des Salmonella Virulenzplasmids waren abwesend. Auch andere
Gene, welche auf sogenannten genomischen Islets (pagK und #rhH) lokalisiert sind, waren
abwesend.

PAT DE2 unterschied sich von PAT DEI nur durch die Abwesenheit von stcC (kodiert ein
mutmalBliches Fimbrienprotein der duBleren Membran) (siche Abb. 12). Dreizehn Stdmme
wurden PAT DE1 zugeordnet und zehn Stimme PAT DE2.

Bei PAT DE3 (1 Stamm, Nr. 07-01111) waren zwei Gene der SPI-2 (sseC kodiert eine
T3SS-Translokations-Komponente notwendig fiir systematische Infektion und sseF ein Gen
fiir Sekretionssystem Effektor-Protein) sowie pipA, pipD und sopB als Vertreter der SPI-5
abwesend.

Vier Stimme gruppierten sich in PAT DE4 und beinhalteten ein komplettes SPI-3 und
zusitzlich sspH1, welches tliblicherweise in Gifsy-3 lokalisiert ist und fiir das Leucin-reiche
Repeatprotein SspH1 kodiert. AuBerdem war PAT DE4 fiir das einen AuBenmembran-
Rezeptor kodierende Gen fhud STM anstelle von fhuA Spa positiv. Es konnte kein Signal
fiir die Islet-Gene AtrE (mutmaBliches Porin/Fimbrien Aufbauprotein), sopD2 (sekretiertes
Effektor Protein), s7/J (mutmaBlicher Virulenzfaktor, aktiviert durch den
Transkriptionsfaktor SsrB) und sseK2 (durch Typ-IlI-Sekretionssystem transloziertes
Effektorprotein Ssek2) gewonnen werden, wihrend pagK (PhoPQ aktiviertes Protein) nur
bei diesem Arraytyp anwesend war. Auch waren die Fimbriengene IpfD und stkC positiv
aber STM4595 war ausschlielich negativ in PAT DE4.

PAT DES5 wurde definiert durch die Anwesenheit von sopE! (transloziertes Effektorprotein,
welches durch einen P2-dhnlichen kryptischen Bakteriophagen kodiert wird) und dem #rhH-
Gen fiir ein mutmaBliches Pilus-Aufbauprotein iiblicherweise anwesend in der Sal/monella
Genomic Island 1 (SGI-1). Diese Kombination wurde bei zwei Stimmen (Nr. 07-02316 und
Nr. 08-03163) gefunden.

PAT DE6 wurde auch durch zwei Stimme (Nr. 08-03151 und Nr. 08-03152) représentiert.
Dieser Typ beinhaltete sugR jedoch kein rAuM in SPI-3. AuBlerdem wurden die auf
Prophagen lokalisierten Gene AhldD DT104 und irsA gefunden, die urspriinglich in
S. Typhimurium Phagentyp DT104-Stimmen nachgewiesen wurden, und fhud STM an
Stelle von fhuAd Spa zeigte ein positives Signal, wie bei PAT DE4 beschrieben. Das sseK2
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Gen war abwesend. Die zwei einzigen Stdmme mit einem positiven Signal fiir s¢/B (kodiert
mutmalliches Fimbrienprotein) waren assoziiert mit diesem PAT.

Die am hdufigsten vorkommenden PATs DE1 und DE2 wurden in Stimmen aus allen drei
Quellen nachgewiesen, wihrend andere PATs nur bei einer oder zwei Quellen zu finden

waren.
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Abbildung 12. Mikroarray-Ergebnisse des Pathogenititsgenrepertoires in 32 untersuchten S. Derby
Stimmen. Auf der linken Seite sind die analysierten Gene aufgelistet, gruppiert nach ihrer spezifischen
Lokalisation auf dem Genom (SPI-1 bis SPI-7, Prophagen Gifsy-1, Gifsy-2, Gifsy-3 und Fels-1, Plasmide und
Islets) oder ihrer Funktion (Fimbrien). Oben sind die zugeordneten Pathogenitéts-Arraytypen (PATs) gezeigt.
Das Hybridisierungsergebnis jedes Typs ist in Spalten dargestellt. Ein weiles Feld zeigt die Abwesenheit und

ein graues Feld die Anwesenheit der Zielsequenz. SPI, Salmonella Pathogenitéts-Insel.
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3.3.6  Bestimmung des Resistenzgenrepertoires in S. Derby

Von den 32 untersuchten Stdmmen waren 24 sensibel gegeniiber antimikrobiellen
Substanzen und keines der analysierten Resistenzgene anwesend.

Zwei Stimme (Nr. 07-01111 und Nr. 08-03154) waren phinotypisch resistent gegeniiber
Tetracyclin und zeigten ein positives Signal flir fet(B), welches fiir eine Effluxpumpe
kodiert.

Auflerdem gab es einen Stamm (Nr. 08-03159), der gegeniiber AMP und STR mit
Zuordnung der Gene blargm; sire (kodiert fiir B-Laktamase) und strA-strB (kodiert fiir
Aminoglykosid-Phosphotransferase) resistent war.

Ein weiterer Stamm (Nr. 07-00923) mit Resistenzen gegeniiber SMX und TMP war fiir su/3
(Dihydropteroat-Synthase), dfiA1-like (Dihydrofolat-Reduktase), aad4la (Aminoglykosid-
Adenyltransferase) und int/ (DNA-Integrase 1) positiv.

Ein Stamm (Nr. 07-02316), phénotypisch gegeniiber SMX, SPE, STR und TET resistent,
zeigte die dafiir wursdchlichen Gene su/l (Dihydropteroat-Synthase), aadA2-3-8
(Aminoglykosid-Adenyltransferase), intl, qacEA (,,multidrug exporter) und tet(4)
(Effluxpumpe).

Der andere Stamm (Nr. 08-03163), welcher auch PAT DES zugeordnet wurde, besall das
phéanotypische Resistenzprofil AMP-STR-SMX-TET-TMP. Hier waren die Sonden fiir
blargmi iike, aadAl, aadA2-3-8, sull, sul2, tet(A), intl, qacEA, und dfrA1-like positiv.

Bei zwei multi-resistenten humanen Stammen (Nr. 08-03151 und Nr. 08-03152) wurden die
SGI1 assoziierten Gene blapsg;, floR, sull, tet(G), aadA2-3-8, qacEA, intSGII und intl
gefunden, diese zeigten eine phinotypische Resistenz gegeniiber AMP, CHL, FFN, SMX,
TET und TMP. Beide Stimme konnten PAT DE6 zugeordnet werden.

3.3.7  Charakterisierung klonaler Gruppen in S. Derby

Vier klonale Gruppen wurden auf Basis der Sequenzdaten definiert (siche Abb. 13). Eine
Zusammenfassung ihrer Eigenschaften und den Bezug zu ihren PFGE- und PAT-Typen zeigt
Tabelle 14. Die prominenteste Gruppe, basierend auf dem MLST-Typ ST39, umfasste 48
Stimme plus zwei Stdmme, die den sehr dhnlichen Typ ST774 besallen. Alle Stimme waren
in PFGE-Cluster A zu finden und zeigten den STTR5-Sequenztyp A mit neun, zehn oder elf
Tandem-Repeats und den sop-ST 30-18-18 mit Ausnahme eines Stammes, das den sop-ST
Typ 19-18-18 hatte. Einunddreilig dieser Stidmme hatten das PFGE-Profil X02. Alle
getesteten Stimme (12) zeigten zusétzlich PAT DEI.
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Abbildung 13. Vergleich der UPGMA-Dendrogramme der MLST-Sequenzen bzw. der sop-Sequenzen.
Diese wurden erstellt durch ein ,,composite data set* in Bionumerics ver. 5.1. Auf der linken Seite das MLST-
Dendrogramm mit Angabe des MLST-Typen. Auf der rechten Seite das sop-Dendrogramm mit Angabe der
sop-Typen. Die ermittelten klonalen Gruppen (Gruppe 1-4) sind gekennzeichnet. Die Skala (oben) zeigt die

Ahnlichkeit der Sequenz in % zueinander.

Eine zweite nah verwandte Gruppe basierte auf dem MLST-Sequenztyp ST40. Stimme
dieser Gruppe gehorten alle zum PFGE-Cluster B, mit Ausnahme von zwei Stimmen, die in
Cluster A fielen. Diese zwei Stimme zeigten auch eine Abweichung in sopB im Vergleich
zu den verbleibenden 23 Stdmmen, welche die Allele sopB21 und sopD18 hatten. Die sechs
verschiedenen sopA-Allele, die man in Gruppe 2 beobachten konnte, unterschieden sich nur
in wenigen Nukleotiden. Der STTRS5-Locus war sehr unterschiedlich in Bezug auf die
Anzahl der identifizierten Tandem-Repeats. Alle Stimme die aus der Gruppe auf ihr
Pathogenitétsgenrepertoire getestet wurden, gehdrten mit einer Ausnahme entweder zu PAT
DE2 (8 Stdmme) oder zu PAT DES5 (2 Stamme). Nur der Stamm (Nr. 07-01111) mit einer
Deletion des sopB zeigte PAT DE3. Dieser Stamm konnten auf Grund der fehlenden sopB-
Sequenz nicht in das MLST-Dendrogramm einbezogen werden. Beide Gruppen beinhalteten
Staimme aus Schwein, Schweinefleisch und vom Menschen.

Die dritte Gruppe bestand aus zwei humanen Stammen mit dem MLST-Sequenztyp ST71,
die identisch in Bezug auf ihre genetischen Eigenschaften waren. Sie gehorten zum PFGE-
Cluster D, zeigten den sop-ST 34-19-19 und PAT DE6. Der STTRS5-Locus hatte zehn
Tandem-Repeats des Sequenztyps B. Beide Stimme waren multi-resistent und die
Resistenzgene wiesen auf den Besitz einer SGI-1-Variante hin.

Die verbliebenen fiinf Stimme, die aus Schwein und Mensch stammten, formten eine vierte

Gruppe mit dem MLST-Typ ST682 und einem einheitlichen genotypischen Muster
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einschlieBlich des PFGE-Cluster C, sop-ST 31-22-20 und elf Tandem-Repeats in STTRS
(Sequenztyp B). Vier der Stimme aus der Gruppe wurden mit dem Mikroarray untersucht

und gehorten zu PAT DE4.

Tabelle 14. Zusammenfassung der Eigenschaften und Anzahl der S. Derby Stiimme, die den einzelnen

klonalen Gruppen zugeordnet wurden.

Klonale MLST sop-ST PFGE- PAT DE Anzahl der Stimme”
Gruppe (SopA-B-D)  Cluster N)* S F M G
1 39,774 30-18-18 A 1(12) 13 6 30 49
1 39 19-18-18 A 1(1) 1 0 0 1
2 40 30-20-18 A 2(1) 0 0 1 1
2 40 30-00-18 A 3() 0 1 0 1
2 40 30-21-18 B 2(1) 1 1 0 2
2 40 32-21-18 B 2(1),5(2) 1 1 4 6
2 40 35-21-18 B 2(1) 2 0 0 2
2 40 19-21-18 B 2(4) 3 3 5 11
2 40 18-21-18 B 2(1) 1 0 0 1
2 40 36-21-18 B 2 (1) 1 0 0 1
3 71 34-19-19 D 6(2) 0 0 2 2
4 682 31-22-20 C 4(4) 2 0 3 5

* N: Anzahl der getesteten Stimme

®S: Schwein, F: Schweinefleisch, M: Mensch, G: Gesamt

3.3.8 Vergleich des Pathogenititsgenrepertoires mit anderen Sa/monella
Serovaren

Bei einem Vergleich des Pathogenititsgenrepertoires der S. Derby Staimme mit den
Serovaren S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Virchow, S. Infantis, S. Hadar und S. Paratyphi
B (dT+), die in einer vorhergehenden Studie mit dem selben DNA-Mikroarray analysiert
wurden (Huehn et al., 2010), zeigte sich, dass der haufigste PAT von S. Derby (PAT DE1)
dem Pathogenititsgenrepertoire von S. Paratyphi B (dT+, O5-) am é&hnlichsten ist. Das
Genrepertoire von S. Typhimurium ist dagegen am weitesten entfernt. Ein ,rendered
maximum parsimony” Baum auf Grundlage der An- bzw. Abwesenheit der 102
Pathogenititsgendeterminanten (Pathogenitits- und Fimbrienmarker) gruppierte alle
S. Derby Gruppen in einen grofleren Ast (,,Clade*), jedoch konnte man die Gruppen an Hand
der sechs identifizierten PATs differenzieren (siche Abb. 14). Ein in allen S. Derby
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Stammen, auler den vier Stimmen, die zu PAT DE4 gehorten, einmalig vorkommendes Gen
war htrE (kodiert fiir mutmaBliches Porin/Fimbrien Aufbauprotein). Diesen Stimmen fehlte
sugR und rhuM, womit sie eine beschriebene Variante der SPI-3 tragen (Amavisit et al.,

2003).

S. Paratyphi B (29)
dT+, O5-

PATDEE  par DE1
PAT DE2

3]

S. Derby (32)
PAT DE4

S. Hadar (14)

2
S. Enteritidis (19)
3

Abbildung 14. ,Rendered maximum parsimony“ Baum zum Vergleich verschiedener Salmonella
Serovare mit S. Derby. Der Baum zeigt die Unterschiede zwischen Salmonellen der Serovare S. Derby (N =
32), S. Typhimurium (N = 21), S. Enteritidis (N = 19), S. Virchow (N = 11), S. Infantis (N = 11), S. Hadar (N =
14) und S. Paratyphi B (dT+) (N = 36) basierend auf der An- bzw. Abwesenheit von 102 Pathogenititgenen.
Die Zahlen zeigen die Anzahl der ,,character state changes* fiir jeden Ast iiber das Dendrogramm verteilt an.
Stimme des gleichen Serovars sind durch Ellipsen gekennzeichnet. Die Pathogenitits-Arraytypen (PAT DE),

die den S. Derby Stimmen zugeordnet wurden, sind an den Asten angeschrieben.
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4 Diskussion

Nach dem Codex Alimentarius, dessen Prioritit der Schutz der Gesundheit des Verbrauchers
ist, kann der Prozess der Risikobewertung in vier Schritte gegliedert werden:
Gefahrenidentifizierung, Gefahrencharakterisierung, Expositionsabschitzung  und
Risikocharakterisierung (WHO und FAO, 2006; WHO und FAO, 2010). Im Sinne des ersten
Schrittes erfolgte die Identifizierung der Gefahr klonaler Gruppen von S. 4,[5],12:i:- und

S. Derby hinsichtlich ihrer Verbreitung im Schwein, Schweinefleisch und beim Menschen.

4.1 Identifizierung und Charakterisierung klonaler Gruppen in
S. 4,[5],12:i:-

In den untersuchten S. 4,[5],12:1:- Stimmen konnte eine klonale Hauptgruppe identifiziert
werden. Diese Gruppe basierte auf dem Phagentyp DTI193, und die Stimme zeigten
mindestens die Vierfachresistenz AMP-SMX-STR-TET. Sie wird durch die Gene
blatem tike, Sul2, strA-strB und tet(B) kodiert. Eine zweite unabhingig entstandene Gruppe
wurde durch den Phagentyp DT120 charakterisiert. Hierbei ist auffallig, dass 57% der
phénotypisch monophasischen Stimme vom Phagentyp DT120 positive PCR-Ergebnisse fiir
die Gene fljB 1,2, fliA und hin zeigten. Die untersuchten DT193- und DT120-Stdmme
konnten genotypisch durch eine Reihe anderer Merkmale unterschieden werden, zum
Beispiel die Eingruppierung in unterschiedliche PFGE-Cluster und MLVA-Profile. Das
weist darauf hin, dass die untersuchten monophasischen DT120-Stimme im Vergleich zu
den Phagentyp DT193-Stimmen eine zweite klonale Gruppe bilden. Unabhdngig vom
Phagentyp exprimierten ungefdhr 30% der untersuchten Stimme kein O5-Antigen, obwohl
das Antigen-kodierende Gen oaf4 im Genom anwesend war (siche Kapitel 4.6).

Bei einem Ausbruch humaner Gastroenteritis-Fille, der mit dem Verzehr von
Schweinefleischprodukten in Zusammenhang gebracht werden konnte, fand man als Erreger
S. 4,[5],12:1:- mit dem Phagentyp DT193, der beschriebenen Vierfachresistenz und dem
PFGE-Profil STYMXB.0131 (Mossong et al., 2007). Das war auch das am héaufigsten
gefundene Profil der Phagentyp DT193-Stamme in dieser Arbeit. Es konnte sein, dass die
Ausbreitung dieser klonalen Gruppe in Europa begonnen hat. Bisher gab es jedoch aus
anderen europdischen Landern noch nicht geniigend Daten, die diese Hypothese bestétigen
konnten. Eine kiirzlich erschienene Studie beschreibt in verschiedenen européischen Liandern

eine Reihe von S. 4,[5],12:1:- Varianten. In einigen Linder ist auch der hier charakterisierte

67



Diskussion

Typ identifiziert worden, jedoch wurden keine verldsslichen Angaben zu seiner Verbreitung

gemacht (Hopkins et al., 2010).

4.2 Vergleich mit anderen klonalen Gruppen von S. 4,[5],12:i:-

Untersuchungen der spanischen S. 4,[5],12:1:- Stimme identifizierten hauptsdchlich den
Phagentyp U302 mit einer Multi-Resistenz gegen AMP-CHL-STR-SUL-TET-SXT beim
Menschen (Echeita et al., 1999) und der Penta-Resistenz AMP-CHL-STR-SUL-TET beim
Schwein (de la Torre ef al., 2003). Bei S. 4,[5],12:1:- Stimmen vom Menschen aus Italien
mit der Vierfachresistenz AMP-STR-SUL-TET wurde der gleiche Phagentyp gefunden, oder
die Stimme waren nicht typisierbar (Dionisi et al., 2009). Deswegen ist wahrscheinlich, dass
die deutschen Phagentyp DT193-Stdmme mit der Vierfachresistenz ihren Ursprung in einer
anderen klonalen Gruppe als die Phagentyp U302-Stdmme haben. Mittlerweile deutet sich in
Europa ein Wechsel des urspriinglich beschriebenen Subtyps von S. 4,[5],12:1:- an, da im
Gegensatz zum urspriinglichen Phagentyp U302 immer mehr Phagentyp DT193-Stdmme
berichtet werden (Switt ez al., 2009; Hopkins et al., 2010; EFSA, 2010b).

Eine Studie, die Stimme aus Spanien und den USA vergleicht, zeigt mindestens zwei
klonale Gruppen in den untersuchten S. 4,[5],12:1:- Stimmen (Soyer et al., 2009). Die hier
untersuchten deutschen Stimme représentieren eine weitere klonale Gruppe, verglichen mit
den U.S. Stammen, da diese hauptsichlich sensibel gegeniiber Antibiotika waren und andere
PFGE-Profile aufweisen, als in dieser Studie gefunden wurden.

Im Unterschied zu den spanischen U302-Stdmmen, deren Resistenzen plasmidkodiert sind
(Guerra et al., 2001), konnten fiir die Mehrzahl der resistenten DT193-Stamme keine
Plasmide nachgewiesen werden, was auf eine chromosomale Kodierung der Resistenz
hinweist. Lucarelli et al. (2010) zeigten fiir Stimme aus Italien, Ddnemark und
Grofbritannien die Kodierung von AMP-STR-SUL-TET auf einer auf dem Chromosom
gelegenen Resistenzinsel durch Lokalisierungsexperimente mittels PFGE und Southern Blot
Hybridisierung.

Als weiterer epidemiologischer Marker kann zudem die kiirzlich in europdischen
S. 4,[5],12:1:- DT193-Stdimmen gefundene Geninsel herangezogen werden (Truepschuch et
al., 2010). Diese 18,4 kb groB3e Insel in Nachbarschaft des thrW tRNA-Locus wurde bei 90%
der untersuchten Stdmme gefunden und besitzt 17 potentielle ORFs. Auf Grund der
Lokalisation, des abweichenden G+C Gehalts zum S. Typhimurium LT2 Genom und der

Ahnlichkeit zu Phagensequenzen und anderen enterobakteriellen Gensequenzen wurde diese

68



Diskussion

wahrscheinlich iiber horizontalen Gentransfer erworben. Ob diese Insel auch in den hier

untersuchten Stimme vorhanden ist, wurde nicht analysiert.

4.2.1  Genetischer Vergleich des fIjB-Operons

Bei 42 der mit dem Mikroarray untersuchten Stdimme wurde eine chromosomale Deletion,
einschlieBlich der Gene hin, fliA und fIljB nachgewiesen, die fliir den monophasischen
Phéanotyp verantwortlich ist. Diese Deletion wurde bereits bei den spanischen
monophasischen Phagentyp U302 Stdmmen beschrieben, wo sie 16 Gene umfasst (Garaizar
et al., 2002). In einer anderen Studie wurde ein IS26-Element in dieser Region
nachgewiesen (Laorden et al., 2010). Aulerdem wurden mehrere Varianten mit teilweisen
Deletionen in dieser Region gefunden, einschlieBlich partieller oder kompletter Deletion von
fljB, oder eine vermutete Deletion von flj4 und fIjB, obwohl hin weiterhin nachgewiesen
werden konnte (Soyer et al., 2009, Zamperini et al., 2007). In den U.S.-Stdimmen war eine
groBe Region mit 76 Genen deletiert, aber das hin-Gen am 3’-Ende der Deletion war
anwesend. Dies war bei den spanischen Stimmen nicht der Fall (Soyer et al., 2009). Diese
aber auch neue Varianten wurden in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen, wie z.B.
Stdimme nur mit f/j4 oder nur hin oder mit einem Insert in fIjB. Die Daten zeigen deutlich,
dass in dieser Region des S. Typhimurium Genoms viele verschiedene Deletionen auftreten
konnen, die zu phinotypisch monophasischen S. 4,[5],12:1:- Stimmen fithren. Warum es zu
einer solchen Anzahl von Varianten kommt, ist nicht geklart. Moglicherweise wirken in der
Region auftretende IS26-Elemente auf den Bereich, was zu einer gehduften Rekombination

fiihren konnte (Doublet et al., 2008).

4.3 Verwandtschaft zwischen S. 4,[5],12:i:- und S. Typhimurium

Mehrere Studien diskutieren und legen nahe, dass S. 4,[5],12:i:- eine monophasische
Variante von S. Typhimurium ist, der im Genom eine Region mit den Struktur- und
Regulationsgenen flj4, fIjB und hin fir die zweite Flagellenphase fehlt (Amavisit et al.,
2005; de la Torre et al., 2003; Echeita ef al., 2001; Garaizar et al., 2002; Soyer et al., 2009;
Zamperini et al., 2007). AuBlerdem zeigten Echeita et al. (2001), dass ein S. Typhimurium
spezifisches 1S200-Element in dieser Region auch bei S. 4,[5],12:i:- gefunden werden
konnte. Zamperini et al. (2007) beobachteten identische PFGE-Profile in S. 4,[5],12:1:- und

S. Typhimurium und auch einige Pathogenititsgene die typisch fiir S. Typhimurium sind.
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Eine andere Studie schlidgt S. 4,[5],12:i:-, basierend auf einem Vergleich von PFGE- und
Resistenzprofilen, als eine mogliche monophasische Variante von S. Typhimurium
Phagentyp U302 vor (de la Torre et al., 2003). Ahnliche Schlussfolgerungen wurden nach
Untersuchung der gleichen Charakteristika bei thaildndischen Stdimmen nahegelegt
(Amavisit et al., 2005). DNA-Mikroarray basierte Analysen, die anndhernd alle Protein
kodierenden Regionen von S. Typhimurium LT2 mit denen von S. 4,[5],12:1:- Phagentyp
U302 verglichen, fanden nur geringe Unterschiede (Garaizar et al., 2002). Beide Serovare
konnen zudem den gleichen Multilocus-Sequenztyp besitzen (Soyer et al., 2009). In dieser
Studie wurde, an einer umfassenden Auswahl von Stimmen, ein Vergleich von 102
Pathogenitétsdeterminanten durchgefiihrt. Dabei zeigte sich deutlich das sehr dhnliche, fast
identische  Pathogenitétsgenrepertoire, unabhingig davon, ob der Stamm zum
monophasischen oder biphasischen S. Typhimurium gehort. Alle Marker, die
Fimbriencluster in S. Typhimurium anzeigen, waren auch in S. 4,[5],12:i:- positiv. Vor
Kurzem konnte gezeigt werden, dass Fimbriencluster innerhalb eines Serovars konserviert
vorliegen (Huehn et al., 2009a; Porwollik et al., 2004). Die gewonnen Daten unterstiitzen
die Theorie, dass S. 4,[5],12:i:- eine monophasische Varianten von S. Typhimurium ist.
Unter anderem auf diesen Daten basierend, wird von der EFSA empfohlen, S. 4,[5],12:1:-
Stamme als ,,monophasische S. Typhimurium* zu berichten. Dies erfolgt nach Bestimmung
der vollstindigen Seroformel bzw. Uberpriifung der Abwesenheit des zweite Phase
Flagellen-Antigens mittels PCR und Ermittlung eines Phagentyps, der mit dem
S. Typhimurium Schema tibereinstimmt.

Eine weitere Variante ist S. 4,12:-:1,2, die phinotypisch nicht die erste Phase exprimieren
konnte. Diese Variante zeigt hauptsidchlich Phagentyp DT40 und wurde vermehrt aus
Wildvogeln isoliert (Hauser ef al., 2009). Da bei diesen Stimmen das Phase-1-Flagellingen
mittels PCR nachgewiesen werden konnte und das Pathogenititsgenrepertoire vergleichbar
mit S. Typhimurium DT40 war, wird auch hier von einer monophasischen Variante von
S. Typhimurium ausgegangen. Diese Daten zeigen eine zunehmende Diversifikation in

S. Typhimurium.

4.3.1  Genetische Unterschiede zwischen S. 4,[5],12:1:- und S. Typhimurium

Nichtsdestoweniger forderte diese Studie einige interessante genetische Unterschiede
zwischen Phagentyp DT193 Stimmen beider Serovare zutage. Die Tetracyclin-Resistenz

wurde bei den S. 4,[5],12:1:- DT193 Stdmmen hauptsédchlich durch ze#(B) kodiert, bei den
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S. Typhimurium DT193-Stammen hingegen durch tef(A). AuBerdem verteilten sich die
Staimme auf verschiedene PFGE-Cluster. Diese Unterschiede deuten darauf hin, dass die
S. Typhimurium Phagentyp DT193 Linie kein direkter Vorfahr der monophasischen
Phagentyp DT193-Stdmme ist. Im Gegensatz dazu zeigten S. 4,[5],12:1:- DT120-Stimme
eine hohere genetische Ubereinstimmung mit den S. Typhimurium Phagentyp DT120-
Stdimmen, was darauf hinweisen konnte, dass dieser biphasische Subtyp der jiingste

gemeinsame Vorfahr der monophasischen Variante ist.

4.4 Verteilung in der Lebensmittelkette

Weltweit wurde die Isolation von S. 4,[5],12:1:- aus verschiedenen Quellen wie Huhn und
Gefliigelprodukten (Machado und Bernardo, 1990; Boonmar et al., 1998, Agasan et al.,
2002; CDC, 2007), Schwein und Schweinefleisch (Vieira-Pinto et al., 2005; Hopkins et al.,
2010) und vom Menschen berichtet (Tavechio et al., 2004; Agasan et al., 2002; Chiu et al.,
2006; Switt et al., 2009). Zunehmend werden S. 4,[5],12:1:- Stimme auch aus Rind isoliert
(Alcaine et al., 2006; Zamperini et al., 2007; Hoelzer et al., 2010; Ido et al., 2010). Die
Anzahl der berichteten Ausbriiche und resultierenden Krankenhausaufenthalte steigt (EFSA,
2010b; Truepschuch et al., 2010). In diesem Zusammenhang wurde S. 4,[5],12:i:- auch in
Trinkwasser und Alfalfa-Sprossen gefunden (Kozlica et al., 2010; CDC, 2011).

44.1 S.4,[5],12:1:- in Schwein, Schweinefleisch und beim Menschen

Fir Europa konnten bisher hauptsidchlich kontaminiertes Schweinefleisch und daraus
hergestellte Produkte als Quelle fiir humane Salmonellen-Infektionen durch S. 4,[5],12:1:-
identifiziert werden (de la Torre et al., 2003; Echeita et al., 1999; Mossong et al., 2007).
Kiirzlich wurde z.B. ein Ausbruch aus Frankreich berichtet, der 90 Fille von S. 4,12:1:-
umfasste und in Verbindung mit dem Konsum getrockneter Wiirste aus Schweinefleisch
stand (Bone et al., 2010).

Die dargelegten Untersuchungen unterstiitzen, zusammen mit den epidemiologischen
Berichten die Beobachtung, dass S. 4,[5],12:1:- eine zunehmende Gefahr fiir den Menschen
darstellt und dass diese Gefahr direkt mit dem Konsum von kontaminiertem Schweinefleisch
verkniipft werden kann. Eine substanzielle Anzahl von Stimmen, vom Schwein, aus
Schweinefleisch und vom Menschen wurde umfassend charakterisiert, indem die Klonalitit,

das Resistenzprofil, das Pathogenititsgenrepertoire und die genetische Verwandtschaft zum

71



Diskussion

klassischen biphasischen Serovar S. Typhimurium untersucht wurde. Dies ist die erste
Studie, die Stimme von S. 4,[5],12:i:- aus dem Schwein, dem Schweinefleisch und von
klinischen Gastroenteritisfillem beim Menschen in dieser Form vergleicht.

Identische Eigenschaften konnten in Stimmen vom Schwein, aus Schweinefleisch und vom
Menschen gefunden werden. Folglich kann das Serovar iiber die Lebensmittelkette auf den
Menschen iibertragen werden. Stimme aus Futtermittel lagen dem NRL-BFR vor 2007 nicht

vor. Die Rolle von Futtermitteln fiir die Verbreitung gilt es noch zu untersuchen.

4.5 Gefahrenidentifizierung von S. 4,[5],12:i:-

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Inzidenz, der bei beiden Nationalen
Referenzlaboren (NRL-BFR und NRZ-RKI) routinemifig eingesandten S. 4,[5],12:i:-
Stimmen, kontinuierlich zunimmt. Molekularbiologische Analysen lieen erkennen, dass
dieselben Genotypen vom Schwein, aus Schweinefleisch und vom Menschen isoliert
werden. Zwei Hauptgruppen, charakterisiert durch die Phagentypen DT193 und DT120,
breiten sich aktuell in Schwein und Mensch aus. Beide Gruppen besitzen eine Tetra-
Resistenz gegeniiber AMP, SMX, STR und TET. Auf Grund der nahen genetischen
Verwandtschaft zu §. Typhimurium, speziell mit Augenmerk auf das
Pathogenititsgenrepertoire, sollten die laufenden Kontrollprogramme, die S. Typhimurium
in Lebensmittel-produzierenden Tieren eliminieren, diese monophasische Variante dringend
mit einschlieBen. Im Rahmen der europdischen Verordnung EG Nr. 2160/2003 zur
Bekdmpfung von Salmonellen und bestimmten anderen durch Lebensmittel iibertragbaren
Zoonosenerregern (Anonymus, 2003) ist vorgesehen das monophasische Serovar in die
Bekdmpfungsprogramme fiir Gefliigel aufzunehmen (personliche Auskunft Dr. Reiner
Helmuth).

Vor Kurzem hat die Europdische Behdrde fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA) in einer
Veroffentlichung empfohlen, S. 4,[5],12:1:- als ,monophasische Variante von
S. Typhimurium® zu berichten und schétzt das Risiko fiir die 6ffentliche Gesundheit als
vergleichbar mit anderen epidemischen S. Typhimurium Stimmen ein (EFSA, 2010b).
Betrachtet man den zeitlichen Verlauf beider Varianten in Deutschland bei Mensch und Tier
(siche Abb. 6, Kapitel 1.10.2.1), scheint zudem eine Verdrdngung von S. Typhimurium
durch §. 4,[5],12:1:- stattzufinden. Der prozentuale Anteil von S. 4,[5],12:1:- unter den
Gesamteinsendungen der nationalen Referenzlabore steigt, wéihrend die Anzahl von

S. Typhimurium sinkt.
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In einem Vergleich der wichtigsten S. Typhimurium Phagentypen, die beim Menschen
gefunden wurden, zeigt sich im zeitlichen Verlauf ein periodisches Auftreten der einzelnen
Phagentypen mit einer Dauer von ca. 15 Jahren (Rabsch et al., 2011). Waren Anfang der
2000er Jahre noch anndhernd 60% der S. Typhimurium Salmonellose-Félle durch Phagentyp
DT104 verursacht, ist in den letzten fiinf Jahren ein deutlicher Anstieg der monophasischen
DT193-Stimme auszumachen, die mittlerweile die Phagentyp DT104-Stdmme abldsen.
Basierend auf dieser Erfahrung kann man davon ausgehen, dass die monophasische Variante
noch ca. 10-15 Jahre ein bedeutendes Gefdahrdungspotential fiir Nutztier und Mensch
darstellt.

4.6 Mutationen im 0afA-Gen fithren zum Verlust der O5-Antigen
Expression

Seit vielen Jahrzehnten wurden S. Typhimurium Stimme serologisch nach An- oder
Abwesenheit des OS5-Antigens differenziert. Jedoch ist die molekulare Basis fiir die
phénotypische An- bzw. Abwesenheit bisher nicht untersucht worden. In dieser Studie
wurde das oaf4-Gen von S. Typhimurium und S. 4,[5],12:1:-, als Basis der O5-Antigen

Expression, umfassend untersucht.

4.6.1  Genetische Varianten des oaf4-Gens

Uberraschenderweise konnte nicht nur eine, sondern gleich mehrere DNA-Anderungen im
ORF von oaf4 nachgewiesen werden, die zum Abbruch der OafA-Proteinsynthese auf der
translationalen Ebene fiihren. In den meisten der O5-Antigen negativen Stamme (77%) war
eine 7 bp Deletion eines Tandem-Dublikats im funktionellen oaf4-Gen verantwortlich fiir
eine Verschiebung des Leserahmens (,,frameshift) im ORF. In vier Stimmen wurde ein
[S4-Element gefunden und in zwei anderen ein IS/-Element, welches an verschiedenen
Stellen inserierte. In vier anderen Stdmmen verursachten Einzelnukleotid-Austausche
verfrithte Stoppkodons an einer jeweils anderen Position. Schlielich war in zwei Stimmen
wahrscheinlich eine Deletion des oaf4 3’-Endes von unbekannter GroBe fiir den O5-Antigen
negativen Status verantwortlich. In keinem der untersuchten Stimme war der vollstindige
oafA-Locus deletiert, wie zum Beispiel fiir S. Typhi und andere Serovare beschrieben wurde
(Hansen-Wester und Hensel, 2002). Die Beobachtung verschiedener Griinde fiir die
Unterbrechung des Gens zeigt, dass die oaf4-Region ein Hotspot fiir Rekombination und
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mutationsbasierte Verdnderungen ist. Unterstiitzt wird diese These durch die Phagen-
verwandten Gene wie auch das tRNAproL-Gen in der Nachbarschaft des oaf4-Gens. Fiir
tRNA-Loci konnte gezeigt werden, dass sie bevorzugte Integrationsstellen im horizontalen
Gentransfer sind (Hacker et al., 1997). Die Bedeutung des O5-Antigen Verlusts wird in
Kapitel 4.9.2 diskutiert.

4.7 Identifizierung und Charakterisierung klonaler Gruppen in
S. Derby

Phénotypisch waren 72% der untersuchten S. Derby Stdmme sensibel gegeniiber allen 17
getesteten Antibiotika, wéhrend die anderen entweder monoresistent fiir Tetracyclin oder
multi-resistent mit unterschiedlichen Resistenzprofilen waren. Daten aus anderen Lindern
zeigten weniger sensible Stimme und einen hoheren Anteil von Resistenzen gegeniiber
Tetracyclin (Ling ef al., 2001; Schroeter et al., 2004; Valdezate et al., 2005; Huang et al.,
2009). Ein Grund dafiir konnte die unterschiedliche Nutzung von Antibiotika in der
Schweineproduktion sein. Es ist bekannt, dass der Gebrauch von Antibiotika zur Kontrolle
von Krankheiten, die Primérproduktion eingeschlossen, den Anstieg resistenter Stamme
verursachen kann (Acar und Moulin, 2006; White et al., 2002). In einer
Genotypisierungsstudie von Antibiotika-Resistenzgenen in Stimmen aus Siid-Brasilien und
den USA fand man die Gene sull, sul2, aadA2, tet(A), tet(B), blargy und dfrA14 (Michael et
al., 2006; Zhao et al., 2007). Mit Ausnahmen von dfr414 wurde die Antibiotikaresistenz
durch die gleichen Gene kodiert, wie bei den hier untersuchten S. Derby Stimmen.
Zusitzlich besallen zwei Stimme vom Menschen Resistenzgene und andere Gene, die im
Allgemeinen mit SGI-1 assoziiert sind. Eine Anzahl verschiedener SGI-1 Varianten ist
bekannt, aber es gilt noch zu klaren, welche Variante in den zwei beschriebenen Stimmen
vorliegt (Akiba et al., 2006; Amar et al., 2008).

Dreiflig verschiedene PFGE-Profile wurden nachgewiesen, die vier Cluster bilden (siche
Abb. 11). Daraus folgt, dass PFGE den hochsten Diversitétsindex in diesem Stammbkollektiv
besal, gefolgt von VNTR-Sequenztypisierung und sop-ST. Das PFGE-Hauptprofil war X02.
Dieses Profil wurde auch in zwei Fillen aus Frankreich berichtet, einmal in einem Stamm
aus Schweinefleisch und einmal vom Menschen (Kerouanton et al., 2010), auBerdem aus
Schlachtschweinen in Spanien (Valdezate et al., 2005). Generell zeigte sich eine hohe
Diversitit in den PFGE-Profilen in den verschiedenen Studien, jedoch ist das am haufigsten

nachgewiesene Profil dieser Studie nur selten in anderen Studien zu finden (Kerouanton et
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al., 2007; Michael et al., 2006; Valdezate et al., 2005; Xia et al., 2009). Ahnliche zu den in
Cluster C und D zugeordneten Profilen wurden auch in S. Derby auflerhalb Deutschlands

gefunden.

4.7.1  Genetische Diversitit in S. Derby

Die genetische Diversitdt von S. Derby wurde bisher kaum untersucht. Beltran ef al. (1988)
beschrieben sechs Elektrophorese Typen in 349 untersuchten S. Derby Stidmmen, die aus
Vogel, Schwein und Mensch isoliert wurden. Lan et al. (2009) untersuchten die
Populationsstruktur wichtiger Salmonella Serovare mittels MLST und fanden, dass sich
S. Derby polyphyletisch entwickelt hat. Dies spiegelte sich neben der MLST auch durch die

Sequenzierung der Virulenzgene sopA, sopB und sopD (sop-ST) in dieser Arbeit wieder.

4.7.1.1 Verschiedene Sequenztypisiermethoden zur Beschreibung der klonalen
Struktur

Innerhalb der letzten zehn Jahre haben sich Multilocus Sequenz-basierte Typisiermethoden
fiir die Bestimmung bakterieller Populationsstrukturen etabliert, im speziellen die auf einer
Kombination aus sieben Houskeeping Genen basierende MLST (Maiden, 2006).

In dieser Studie wurde die Sequenztypisierung der drei Virulenzgene sopA, sopB und sopD
(sop-ST), die fiir translozierte Effektorproteine kodieren, zusitzlich zur MLST angewandt,
um die klonalen Linien des Serovars S. Derby zu beschreiben. Da von diesen Genen
angenommen wird, dass sie schneller evolvieren als Houskeeping Gene, konnte deren
Sequenzierung Subgruppen aufdecken. Die schnellere Evolution wird auf den selektiven
Druck zuriickgefiihrt, der durch Kontakt ihrer Genprodukte mit verschiedenen Umwelt- und
Wirtsabwehrfaktoren, bei der Anpassung an verschiedene Wirte, verursacht wird (Maurelli,
2007). Schon frither wurden in einigen Studien Virulenzgene in Kombination mit
Housekeeping Genen in den MLST-Schemata genutzt, aber sop-Sequenzen wurden bisher
nicht beriicksichtigt (Sukhnanand et al., 2005, Tankouo-Sandjong et al., 2007). Kiirzlich
beschrieben Liu et al. (2011) eine MLST aus den Virulenzgenen sselL und fimH in
Kombination mit ,,Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats® (CRISPR)
Loci zur Diskriminierung von Ausbruchsstimmen. Die sop-Virulenzgene wurden
ausgewdhlt, weil sie in allen Sa/monella Stimmen vorkommen, aber die Sequenz zwischen
und innerhalb der verschiedenen Serovare variieren kann (Prager et al., 2000). Die vier

klonalen Hauptgruppen, die durch MLST identifiziert wurden, stimmten mit den erhaltenen
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Sequenzdaten fiir die drei Salmonella sop-Gene {iberein. Beide Typisiermethoden
resultierten in einer dhnlichen Baumstruktur, die die vier Hauptgruppen zeigt. Die MLST
zeigt fiinf verschiedene Typen in den untersuchten S. Derby Stimmen, wohingegen die sop-
Gensequenzierung 12 sop-ST nachweist und eine der vier Linien in zwei weitere Aste
aufspaltet. Dies zeigt, dass die Kombination der sopA-sopB-sopD Sequenzen das Potential
hat, die klonale Struktur eines Serovars zu bestimmen. Allerdings muss dies noch fiir andere
Serovare nachgewiesen werden. Ob Sequenzvarianten innerhalb der Effektorproteine die
zelluldre Wirtsantwort dndern konnen, bleibt unklar. Die VNTR-Sequenzierung des STTRS-
Locus war nicht geeignet fiir die Untersuchung der klonalen Struktur, da die Anzahl der
Tandem-Repeats scheinbar relativ zuféllig in den untersuchten Stimmen verteilt war, bis auf
die Unterschiede in der VNTR-Sequenz Einheit (Typ A und Typ B).

Unter den fiinf in dieser Studie identifizierten MLST-Typen konnte ein neuer beschrieben
werden, der sich nur in einem Nukleotid von ST39 unterschied. Fiinf weitere STs fir
S. Derby sind bisher in der MLST-Datenbank niedergelegt (http://mlst.ucc.ie/mlst/
dbs/Senterica, Abfrage vom 19.08.2010), die nicht in den Stimmen dieser Studie gefunden
wurden. Einige STs unterschieden sich nur geringfiigig in ihrer Nukleotidsequenz z.B. ST40
und ST678 (fiinf Nukleotide Unterschied in purE) oder ST71 und ST683 (10 Nukleotide
Unterschied in aroC, dnaN, sucA). Basierend auf der Definition eines klonalen Komplexes,
sechs von sieben Genen sind in der MLST identisch (Lan et al., 2009), sind fiir S. Derby

aktuell sieben klonale Komplexe bekannt, von diesen wurden vier in der Studie gefunden.

4.7.2  Das Virulenzpotential von S. Derby

Vor kurzem wurde das Pathogenititsgenrepertoire verschiedener in Dénemark isolierter
Salmonella Serovare mit Hilfe von Mikroarray-Analysen verglichen (Litrup et al., 2010).
Die u.a. untersuchten S. Derby Stimme besaflen eine Verkiirzung in SPI-3 und waren
negativ fiir msgA (kodiert fiir Makrophagen ,,survival® Protein) und meist auch fiir /pfD
(kodiert langes polares Fimbrienprotein). Dies konnte auch filir die meisten hier untersuchten
Stamme nachgewiesen werden. Die Ausnahme war der Pathogenitéts-Arraytyp PAT DE4,
der ein komplettes SPI-3 beherbergte und das IpfD besal.

Ein Vergleich des Pathogenitétsgenrepertoires von S. Derby mit anderen bei Mensch bzw.
Tier hdufig vorkommenden Serovaren gruppierte alle S. Derby PATs zusammen, obwohl die
PATs sich in bis zu 19 der 102 untersuchten Pathogenititsgene unterschieden. Das

Pathogenitétsgenrepertoire der hdufigsten Typen PAT DE1 und PAT DE2 gruppierte in der
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Néhe von S. Paratyphi B (dT+, O5-) und war am weitesten entfernt von S. Typhimurium
(siche Abb. 14). Das war iiberraschend, da S. Paratyphi B (dT+, O5-) als ein Serovar
teilweise adaptiert an Gefliigel (Huehn et al., 2009b) mit, im Vergleich zu S. Typhimurium,
niedrigem Virulenzpotential fiir den Menschen berichtet wurde (Huehn et al., 2010). Jedoch
ist es nicht angebracht, allen S. Derby Stidmmen ein geringes Virulenzpotential
zuzuschreiben, da andere Typen (PAT DE4 und PAT DES6), die vor allem in Stimmen vom
Menschen gefunden wurden, ndher zu S. Infantis und S. Virchow gruppieren. S. Infantis und
S. Virchow gehoren zu den fiinf meist isolierten Serovaren beim Menschen (EFSA, 2010a).
Auch ist es moglich, dass einige Gene, die wichtig fiir die S. Derby Virulenz sind, nicht
durch den Mikroarray abgebildet wurden.

Interessanterweise gab es einen Stamm aus Schweinefleisch, dem Gene der SPI-2 und alle
Zielsequenzen aus SPI-5 einschlieBlich sopB fehlten. Frithere Studien, die sopB-Mutanten
auf  ihren  Virulenzphénotyp  untersucht  hatten, fanden z.B.  reduzierte
Flissigkeitsansammlung in ,,ligated ileal loops* im Rind oder auch abnehmende Invasivitét
in Epithelzellen (Zhang et al., 2002; Raffatellu et al., 2005). Auf Grund der Abwesenheit
von sopB konnte dieser Stamm nicht in das sop-basierte Dendrogramm integriert werden

(siche Abb. 13), aber basierend auf den MLST-Daten (ST40) gehort der Stamm zu Gruppe 2.

4.8 Verteilung in der Lebensmittelkette und Gefahrenidentifizierung

S. Derby wird in Europa und den USA hiufig aus Zucht- und Schlachtschweinen isoliert
(EFSA, 2009; EFSA, 2008; Foley et al., 2008b) und rangiert in den Top 10 Serovaren, die
von humanen Salmonellose Féllen im Jahre 2008 in Europa berichtet wurden (EFSA,
2010a). S. Derby wurde gelegentlich auch in Gefliigel gefunden (Papadopoulou et al., 2009;
Anderson et al., 2010). Aus diesem Grund spielt dieses Serovar eine grofle Rolle im
Interesse der 6ffentlichen Gesundheit.

Die groBe Mehrheit der untersuchten Stamme wurde den klonalen Gruppen 1 (61%) und 2
(30%) zugeordnet. Sie stammten aus Schwein, Schweinefleisch sowie vom Menschen und
waren in etwa gleich auf diese Quellen verteilt. Die Daten zeigen deutlich, dass diese
Gruppen in der Lebensmittelkette in Deutschland vorherrschen und vom Schwein iiber
kontaminiertes Schweinefleisch zum Menschen iibertragen werden konnen. Die anderen,
eher entfernt verwandten Gruppen 3 und 4 waren hauptsdchlich mit Stimmen vom

Menschen assoziiert und keiner dieser Stimme kam vom Schweinefleisch. Da jedoch nur
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wenige Stimme zu den Gruppen 3 und 4 gehdrten, ist es unklar, inwieweit ihre Ubertragung
auf den Menschen durch Schweinefleisch verursacht werden kann.

Es ist moglich, dass diese Menschen iiber eine andere Quelle, z.B. Vigel, infiziert wurden.
Basierend auf Multilocus Enzymelektrophorese Typisierung wurden zwei divergierende
Kloncluster von S. Derby beobachtet (Beltran et al., 1988). Beide unterschieden sich in ihrer
Wirtsverteilung zwischen Vogeln und Sdugetieren inklusive Schweinen. Jedoch war die
Haufigkeit humaner Infektionen verursacht durch die Stimme der jeweiligen Division
ungefdhr gleich, was nahelegt, dass beide, Sdugetiere (Schweine) wie auch Vogel ein
Reservoir fiir bestimmte aber pathogene S. Derby Stidmme sind. Auf Grund der
unterschiedlichen angewendeten Typisierungsmethoden konnte nicht festgestellt werden, ob
die hier beschriebenen klonalen Gruppen 1 bis 4 dhnlich zu den zwei Divisionen von Beltran
et al. sind. Daher sollte eine weitergehende Untersuchung S. Derby Stimme, die von Vogeln
isoliert wurden, berticksichtigen um festzustellen, ob die Gruppen 3 und 4 durch Vogel auf
den Mensch iibertragen werden konnen.

In der Zusammenfassung zeigt sich, dass in Deutschland momentan ein S. Derby Hauptklon
in Schweinen und Mensch dominiert. Kontaminiertes Schweinefleisch konnte als ein
Vehikel identifiziert werden und reprdsentiert damit ein Risiko fiir die menschliche
Gesundheit. Um dieses Serovar daran zu hindern, in die Lebensmittelkette einzutreten,
sollten auch fiir dieses Serovar Kontrollprogramme bei der Primérproduktion durchgefiihrt

werden.

4.9 Funktionsverlust als Evolutionsmechanismus

Die  Genomsequenzierung  verschiedener  Salmonella  Serovare  einschlieBlich
S. Typhimurium hat ergeben, dass die Genome viele verkiirzte Gene oder Pseudogene
beinhalten, die entweder Mutationen im Leserahmen oder vorzeitige Stoppkodons tragen
(McClelland et al., 2001; Parkhill et al., 2001; Thomson et al., 2008). Dieser Verlust der
Genfunktionalitit fiihrt zu einem Verlust der Funktion ganzer Signalwege und kann die
Fahigkeit des Pathogens beeinflussen, in der Umwelt oder unter Stressbedingungen im Wirt
zu Uberleben. Es besteht die Hypothese, dass das Abschalten von Genen besonders bei der
Wirtsadaption eine wichtige Rolle spielt (Thomson et al., 2008). Gerade bei
wirtsspezifischen Serovaren wie S. Gallinarum (Gefliigel) oder S. Typhi (Mensch) wurden
mehr Pseudogene gefunden als in ubiquitdr verbreiteten Serovaren wie S. Enteritidis oder

S. Typhimurium (Thomson et al., 2008).
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49.1 Verlust der H2-Phase

Unter den Bakterien ist Salmonella einzigartig in der Form, wie die Flagellin-Proteine
exprimiert werden. Sie konnen zwei unabhidngig exprimierte Flagellinloci haben, die fiir
Flagellen mit verschiedenen Protein und Antigenstrukturen kodieren (McQuiston et al.,
2008; Zieg et al., 1977; Zieg und Simon, 1980). Es wird angenommen, dass ein wichtiges
Ereignis in der Evolution von Salmonella die Authahme des zweiten Flagellinlocus (fIjB)
war, und dass es in Folge dessen zu einer Spaltung in monophasische und diphasische
Serovare kam. Sekundér verloren dann einige Serovare diese Phase wieder wie S. Enteritidis
und S. Tyhpi, in seltenen Fidllen kam es auch zum Verlust beider Phasen wie bei
S. Gallinarum (Porwollik ef al., 2002). Die untersuchten S. 4,[5],12:1:- und S. Derby Stdmme
zeigen phinotypisch keine zweite Phase und sind genotypisch teilweise oder vollstindig in
den Genen der zweiten Flagellenphase deletiert. Der hohen Privalenz dieser Serovare, vor
allem in Schwein, konnte eine Verringerung des Selektionsdrucks zu Grunde liegen, der
vormals zur Etablierung der zweiten Phase gefiihrt haben konnte, oder ein neuartiger
selektiver Druck gegen eine zweite Flagelle. Mdglicherweise ist der Verlust der H2-Phase
bei diesen Serovaren auch nur ein sekunddres Ereignis. Der unmittelbare Grund fiir die
erfolgreiche Dominanz bestimmter Typen ist jedoch wahrscheinlich ein anderer, wie z. B.
der horizontale Transfer von Pathogenititsgenen (Bdumler, 1997), der zu einem

Selektionsvorteil gegeniiber anderen Varianten fithren konnte.

4.9.2 Mogliche Vorteile durch O5-Antigen Verlust

Die Variationen im oaf4-Gen deuten auf eine Selektion fiir oaf4-Mutationen hin, die zum
Verlust der O5-Antigen Expression fiihren. Mehrere unabhingige Ereignisse konnen zur
Unterbrechung der Abequose-Acetylierung bei S. Typhimurium und S. 4,[5],12:1:- fiihren.
Dieser Funktionsverlust konnte ein gingiger Evolutionsmechanismus sein, durch den die
immunologische = Wirtsabwehr  umgangen  wird oder  Salmonella  sich an
Umweltverdnderungen anpassen kann. Allgemein gibt es die Hypothese, dass der Verlust der
Oberflachen-Proteinexpression ein Mechanismus ist, um den eindringenden Pathogen
bevorzugt auf ein bestimmtes Gewebe oder eine Wirtszelle hinzufiihren, um damit die
mogliche Stimulation einer nicht-spezifischen Inflammationsreaktion zu vermeiden

(Thomson et al., 2008). OafA konnte auch ein solches Beispiel sein. Obwohl die hier
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untersuchten Stimme alle vom Schwein kommen, wurden auch einige O5-Antigen negativen
S. Typhimurium Stimme untersucht, die bevorzugt mit Vogeln, im speziellen Tauben,
assoziiert sind (Rabsch et al., 2002). Solche Stimme wurden in die vorliegende Studie nicht
eingeschlossen, da sie einen anderen klonalen Hintergrund als Stimme vom Schwein haben
konnten. Der Verlust der Acetylierung hat jedoch keinen direkten Effekt auf die Virulenz
von S. Typhimurium in Miusen (Michetti ef al., 1992), beeinflusst aber die strukturellen und
immunologischen Eigenschaften des LPS O-Antigens (Slauch ef al., 1995).

4.10  Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit machen weitere Untersuchungen zur Verteilung und
Gefahrenidentifizierung spezifischer klonaler Gruppen priavalenter Serovare auch in anderen
Lebensmittelketten wiinschenswert. Auch die Rolle von Futtermittel als Eintragsquelle gilt
es zu analysieren.

Die in dieser Arbeit beschriebenen klonalen Gruppen in S. 4,[5],12:i:- scheinen sich nicht
nur in Deutschland, sondern auch in Europa immer mehr auszubreiten. Dies sollte in einem
Nachfolgeprojekt intensiver untersucht werden. Auch die Abstammung der bisher in Europa
beschriebenen verschiedenen klonalen Gruppen sollte aufgekldrt werden, um
moglicherweise auch den Hintergrund fiir die Ausbildung des monophasischen Phanotyps zu
ergriinden.

Eine Analyse des Vorkommens und der Verteilung des monophasischen S. Tyhpimurium
Phagentyps DT120 auf europdischer Ebene und weltweit wire empfehlenswert. Die grofle
Ahnlichkeit des monophasischen DT120 mit dem biphasischen DT120 gilt es niiher und auf
breiterer Basis zu untersuchen.

Fiir die O5-Antigen negativen Stimme von S. Typhimurium und S. 4,[5],12:1:- wére es
interessant zu erfahren, ob es noch weitere Varianten gibt und welcher Selektionsdruck zu
ihrer Bildung fiihren konnte. Die erhaltenen Sequenz-Daten konnen fiir die Entwicklung
eines diagnostischen PCR-Assays zur Differenzierung von O5-Antigen positiven und O5-
Antigen negativen S. Typhimurium und Stimmen der monophasischen Variante genutzt
werden.

Die sop-ST ist eine geeignete Methode, die klonalen Strukturen in S. Derby abzubilden, und
die Anwendung auf andere Serovare, sowie der Vergleich mit etablierten Methoden wéren

fiir die Validierung und Etablierung der Methode von Interesse.
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5 Zusammenfassung

Salmonellen gehdren weltweit zu den bedeutendsten bakteriellen zoonotischen
Krankheitserregern, die durch Lebensmittel iibertragen werden. Dabei stehen Produkte, die
unter Verwendung von Schweinefleisch hergestellt werden mit im Vordergrund. In dieser
Arbeit wurde deswegen die Klonalitit, die Verbreitung von Subtypen und das
Gefahrenpotential fiir den Menschen, der hédufig beim Schwein vorkommenden Serovare
S. 4,[5],12:1:- und S. Derby untersucht.

In 148 repridsentativ ausgewdhlten S. 4,[5],12:i:- Stdammen, die vom Schwein,
Schweinefleisch und Mensch in Deutschland wihrend der Jahre 2006 und 2007 isoliert
wurden, konnten durch Anwendung phinotypischer und genotypischer Methoden zwei
klonale Hauptgruppen definiert werden. Sie konnten durch ihren Phagentyp DT193 und
DT120 unterschieden werden. Die meisten Stimme besalen die Multi-Resistenz Ampicillin-
Streptomycin-Sulfamethoxazol-Tetracyclin, welche durch die Gene blarpmi-iike, StrA-strB,
sul2, und tet(B) kodiert wurde. Die Untersuchung ihres Pathogenitétsgenrepertoires mittels
DNA-Mikroarrayanalyse ergab nur geringe Unterschiede untereinander und zum Serovar
S. Typhimurium. Die Daten zeigen, dass S. 4,[5],12:i:- eng verwandt mit S. Typhimurium ist
und folglich als monophasische Variante bezeichnet werden kann. Die zwei klonalen
Hauptgruppen von S. 4,[5],12:1:- kdnnen den Menschen {iber Lebensmittel erreichen und
sind eine Gefahr fiir dessen Gesundheit. Deswegen wird auch empfohlen dieses Serovar in
die Bekdmpfung von Salmonellen in der Europdischen Union einzubeziehen.

Weiterhin konnte fiir beide Serovare gezeigt werden, dass der Verlust des O5-Antigens
durch verschiedene Einzelbasenpaar-Austausche, die zu vorzeitigen Stoppkodons fiihrten,
Insertionen von IS-Elementen bzw. Deletionen eines 7 bp Tandemduplikats im oaf4
Leserahmen, verursacht wird. Die Diversitit der oaf4-Pseudogene, deutet auf einen
Evolutionsmechanismus  hin, durch den eine Anpassung an verschiedene
Umweltbedingungen erfolgen kann.

Die Untersuchung von 82 représentativen S. Derby Staimmen mittels sequenzbasierter
Typisierungsmethoden (MLST, sop-ST) und PFGE ergab, dass zur Zeit eine von vier
klonalen Hauptgruppen im Schwein, Schweinefleisch und Mensch dominiert. Die Mehrheit
der Stimme  war  sensibel gegeniiber 17  getesteten  Antibiotika.  Das
Pathogenititsgenrepertoire zeigte sechs verschiedene Typen, wobei der Haupttyp PAT DE1
am dhnlichsten zu dem Repertoire von S. Paratyphi B (dT+, O5-) Stimmen war. Auch fiir

S. Derby sollten Kontrollprogramme in der Primérproduktion durchgefiihrt werden.
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6 Summary

Salmonella is one of the most important bacterial zoonotic pathogens transmitted by food
worldwide. Hereby are pork and products thereof within the focus.

In this study the clonality, distribution of subtypes and hazard potential for humans of the
two serovars S. 4,[5],12:1:- and S. Derby regarding the pig food chain were investigated.
Both serovars are frequently isolated from pig.

Two clonal main groups were characterized by phenotypic and genotypic methods in a set of
148 representatively selected S. 4,[5],12:i:- strains isolated from pig, pork and humans in
Germany between 2006 and 2007. These groups could be differentiated by their phage types
DT193 and DT120. Most of the strains harboured a multi resistance of Ampicillin-
Streptomycin-Sulfamethoxazol-Tetracyclin encoded by the genes blargmi-iike, StrA-strB, sul2
and tet(B). The investigation of their pathogenicity gene repertoire by DNA-microarray only
found minor differences among each other and in comparison with serovar S. Typhimurium.
The data demonstrate that S. 4,[5],12:1:- is closely related to S. Typhimurium and therefore
can be referred to as monophasic variant. The two clonal main groups of S. 4,[5],12:1:- can
reach the human via food and are a risk to his health. For this reason it is recommended to
include this serovar in the control programmes for Salmonella in Europe.

Furthermore, for both serovars could be shown that the loss of O5-antigen expression
originates from different single base pair substitutions resulting in premature stop codons,
insertions of IS-elements or deletion of a 7 bp tandem dublicate sequence in the oaf4 ORF.
The diversity in the oaf4 pseudogene indicates an evolutionary mechanism resulting in
adaptation to different environmental conditions.

The investigation of 82 representative S. Derby strains by sequence based typing methods
(MLST, sop-ST) and PFGE showed that at the moment one of the four clonal main groups is
dominating in pig, pork and humans. The majority of strains was susceptible to 17 tested
antimicrobials. The pathogenicity gene repertoire represented six different types whereas the
main type PAT DE1 was most similar to the repertoire of S. Paratyphi B (dT+, O5-) strains.

Also for S. Derby control programmes on farm level should be applied.
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11 Anhang

Tabelle Al. Die in dieser Studie genutzten 148 S. 4,5,12:i:- Stimme und 20 S. Typhimurium Vergleichsstimme und ihre Charakteristika.

Stamm Jahr der PFGE- Mikroarray
Nr. Bundesland Isolation® Herkunft® Serovar® Phagentyp® Resistenz’ Cluster MLVA' (PAT STM)® Plasmide (kb)
06-04418  Niedersachsen 2006 Schwein 4,5,12:i:- DT193 AMP SMX STR TET B 2-5-4-0-2  n.u n. u.
06-04670  Niedersachsen 2006 Schwein 4,12:1:- DT193 AMP SMX STR TET B 2-4-4-0-2  n.u. n. u.
06-04878  Bayern 2006 Schwein 4,5,12:i:-  DT193 AMP SMX STR TET B 2-6-5-0-2  n.u. n. u.
06-04963  Niedersachsen 2006 Schwein 4,5 12:1:- DT120 AMP SMX STR TET A 2-7-5-0-2  n.u. n. u.
06-05027  Bayern 2006 Schwein 4,5,12:i:-  DT193 AMP CHL SMX SPE STR TET A 2-6-5-0-2  n.u. n. u.
06-04446  Nordrhein-Westfalen 2006 Schwein 4.5,12:1:- RDNC sensibel E 1-3-20-2-3 2 94
06-04419  Niedersachsen 2006 Schwein 4,12:4:-¢ n.t. TET A 2-5-5-0-3 1 2,2;2
06-05055  Brandenburg 2006 Schwein 4,12:i:- DT193 AMP KAN NEO SMX SPE STR TET A 2-5-19-0-2 1 100, 73, 5, <2
06-05089  Niedersachsen 2006 Schwein 4,12:1:- DT193 AMP CHL FFN SMX SPE STR SXT B 2-7-19-0-2 1 54
TET TMP
07-00295  Niedersachsen 2007 Schwein 4,5,12:1:- DT193 AMP SMX STR TET B 2-4-4-0-2  n.u. n. u.
07-00409  Niedersachsen 2007 Schwein 4,5,12:i:-  DT193 AMP SMX STR TET B 2-5-4-0-2  n.u. n. u.
07-00678 Sachsen-Anhalt 2007 Schwein 4,12:1:- DT193 AMP SMX STR TET B 2-4-4-0-2  n.u. n. u.
07-00790  -ohne- 2007 Schwein 4,5,12:i:-  DT193 AMP SMX STR TET B 2-6-20-0-2 n.u. n. u.
07-00927  Niedersachsen 2007 Schwein 4,5,12:1:- DT193 AMP SMX STR TET B 2-6-20-0-2 n.u. n. u.
07-01243  Thiiringen 2007 Schwein 4,5,12:1:- DT120 AMP SMX STR TET A 2-7-5-0-2 n.u. n. u.
07-01531  Niedersachsen 2007 Schwein 4,5,12:1:- DT193 AMP SMX STR TET B 2-6-5-0-2  n.u. n. u.
07-01566  Nordrhein-Westfalen 2007 Schwein 4,12:1:- DT193 AMP SMX STR SXT TET TMP B 2-5-4-0-2 n.u. n. u.
07-01912  Nordrhein-Westfalen 2007 Schwein 4,5,12:1:- DT193 AMP SMX STR TET B 2-6-5-0-2 n.u. n. u.
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07-02197
07-02423
07-02805
07-03225
07-03294
07-03313
07-03328
07-03342
07-03375
07-03460
07-03461
07-03708
07-00244
07-00404
07-00528
07-00679
07-00768
07-00769
07-01173
07-01526
07-01536
07-01577
07-01798
07-02006
07-02199

Niedersachsen

Nordrhein-Westfalen
Nordrhein-Westfalen

Niedersachsen

Nordrhein-Westfalen

Niedersachsen
Niedersachsen
Bayern
Niedersachsen
Niedersachsen
Niedersachsen
Bayern
Niedersachsen
Niedersachsen
Niedersachsen
Sachsen-Anhalt
Niedersachsen
Niedersachsen
Niedersachsen

Niedersachsen

Nordrhein-Westfalen
Nordrhein-Westfalen

Niedersachsen
Niedersachsen

Niedersachsen

2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007

Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein

Schwein

4,5,12:1:-
4,12:1:-
4,5,12:1:-
4,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,12:1:-
4,12:1:-
4,5,12:1:-¢
4,12:1:-
4,12:i:-°
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-¢
4,12:1:-
4,12:1:-¢
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-

DT193
DT193
DT193
DT193
DT193
DT193
DT193
DT193
DT193
DT193
DT193
DT193
RDNC
DT120
DT120
DT120
DT193
DT193
DT193
DT120
DT193
DT120
DT120
DT193
DT193

AMP SMX STR
TET

AMP SMX STR TET
AMP SMX STR
AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
AMP TET

AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
AMP CHL SMX SPE STR TET
AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
AMP SMX STR SXT TET TMP
AMP SMX STR TET
TET

AMP SMX STR TET
sensibel

CHL FFN NAL TET
TET

KAN NEO

AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET

W ww» W» WO > > U > EEEWEW W T E W W

2-5-4-0-2
2-4-4-0-2
2-6-4-0-2
2-4-5-0-2
2-6-4-0-2
2-6-4-0-2
2-4-4-0-2
2-4-4-0-2
2-6-4-0-2
2-6-4-0-2
2-4-4-0-2
2-6-4-0-2
2-7-2-0-2
2-5-5-0-2
2-7-5-0-2
2-5-20-0-2
2-4-20-0-2
2-5-4-0-2
2-6-4-0-1
2-6-4-0-2
2-5-5-0-2
2-6-5-0-2
2-6-4-0-2
2-6-4-0-2
2-4-5-0-2
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Anhang

07-02432  Niedersachsen 2007 Schwein 4,5,12:1:- DT193 AMP SMX STR TET B 2-6-5-0-2 1 Keine
07-02684  Niedersachsen 2007 Schwein 4,12:i:- DT193 AMP SMX STR SXT TET TMP B 2-6-20-0-1 1 5,<2
07-02736  Niedersachsen 2007 Schwein 4,5,12:i:-  DTI193 AMP SMX STR TET B 2-6-17-0-2 1 Keine
07-02781  Rheinland-Pfalz 2007 Schwein 4.5,12:1:- DT193 sensibel D 18-6-3-2-2 3 94
07-02789  Thiiringen 2007 Schwein 4,5,12:i:-  DT193 AMP SMX STR TET B 2-5-4-0-2 1 Keine
07-02809  Nordrhein-Westfalen 2007 Schwein 4,5,12:1:- DT120 AMP SMX STR TET A 2-5-4-0-2 1 2,4;2,.2
07-03136  Niedersachsen 2007 Schwein 4,5,12:1:-° DTI120 KAN NEO SMX SPE STR SXTTET D 2-4-6-0-2 1 111,94
TMP
07-03327  Niedersachsen 2007 Schwein 4,5,12:1:- DT193 AMP SMX SPE STR SXT TET TMP B 2-6-7-0-2 1 102
07-03466  Niedersachsen 2007 Schwein 4,5,12:1:- DT193 AMP SMX STR TET B 2-7-3-0-2 1 Keine
06-04068  Baden-Wiirttemberg 2006 Fleisch 4,5,12:i:-  DTI193 AMP SMX STR TET B 2-6-20-0-2 n.u. n. u.
06-04204  Saarland 2006 Fleisch 4,5,12:i:-  DT193 AMP SMX STR TET B 2-6-4-0-2  n.u. n. u.
06-04939  Nordrhein-Westfalen 2006 Fleisch 4,5,12:i:-  DT193 AMP SMX STR TET B 2-7-5-0-2  n.u. n. u.
06-04473  Brandenburg 2006 Fleisch 4,12:1:- DT193 AMP SMX STR TET B 2-6-4-0-2 n.u. n.u.
06-04483  Thiiringen 2006 Fleisch 4,12:1:- DT120 TET A 2-5-4-0-2  n.u. n. u.
07-00040  Schleswig-Holstein 2006 Fleisch 4,5,12:1:- DT193 AMP SMX STR TET B 2-7-6-0-2 1 Keine
06-04525  Nordrhein-Westfalen 2006 Fleisch 4,5,12:1:-¢ DT120 AMP SMX STR TET A 2-7-5-0-2 1 Keine
06-04991  Brandenburg 2006 Fleisch 4,5,12:1:-°  DTI120 AMP KAN NEO SMX SPE STR SXT A 2-7-5-0-2 1 131,3
TET TMP
06-04115  Sachsen 2006 Fleisch 4,12:i:- n.t. SMX SPE STR SXT TET TMP A 2-2-7-0-2 5 43, <2
07-01962  Sachsen 2007 Fleisch 4,5,12:i:-  DT120 TET A 2-7-5-0-2  n.u. n. u.
07-02334  Sachsen-Anhalt 2007 Fleisch 4,5,12:i:-  DT193 AMP SMX STR TET B 2-6-4-0-2  n.u. n. u.
07-02421 Nordrhein-Westfalen 2007 Fleisch 4,5,12:1:- DT193 AMP SMX STR TET B 2-6-5-0-2  n.u. n. u.
07-04553  Nordrhein-Westfalen 2007 Fleisch 4,5,12:1:- DT120 TET A 2-7-5-0-2  n.u. n. u.
07-04775  Nordrhein-Westfalen 2007 Fleisch 4,5,12:1:- DT193 AMP SMX STR TET B 2-6-20-0-2 n.u. n. u.
07-03022  Niedersachsen 2007 Fleisch 4,12:1:- RDNC AMP SMX STR TET D 2-7-5-0-2  n.u n. u.
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07-03249
07-04678
07-04735
07-04070
07-00711
07-01548
07-02081
07-02603
07-03608
07-00009
07-01272
07-01585
07-02902
07-03017
07-03371
08-03966
08-03967
08-03970
08-03971
08-03973
08-03975
08-03977
08-03978
08-03980
08-03981

Nordrhein-Westfalen
Sachsen-Anhalt
Nordrhein-Westfalen
Nordrhein-Westfalen
Thiiringen
Nordrhein-Westfalen
Bayern
Niedersachsen
Niedersachsen
Nordrhein-Westfalen
Sachsen-Anhalt
Schleswig-Holstein
Baden-Wiirttemberg
Niedersachsen
Nordrhein-Westfalen
Hamburg

Hamburg

Hamburg

Hamburg

Hamburg

Hamburg
Nordrhein-Westfalen
Berlin

Berlin

Berlin

2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006

Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch

4,12:1:-
4,12:1:-
4,12:1:-
4,5,12:1:-
4,512:1:-¢
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,12:1:-
4,12:i:-
4,12:1:-
4,12:1:-
4,12:1:-¢
4,12::-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,512:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-

DT193
DT193
DT193
RDNC
DT59
DT193
DT193
DT193
DT193
DT120
DT120
DT193
RDNC
n. t.
DT193
DT193
n. t.
DT120
RDNC
DT193
n. t.
DT120
DT193
DT193
DT193

AMP CHL SMX SPE STR SXT TMP
AMP SMX STR TET

AMP SMX STR TET

AMP SMX STR TET

AMP SPE STR SXT TET TMP

AMP CHL FFN NAL SMX STR TET
AMP SMX STR TET

AMP SMX STR TET

AMP SMX STR TET

AMP SMX STR TET

AMP SMX STR TET

AMP CHL FFN NAL SMX STR TET
AMP TET

AMP CHL FFN SMX STR TET
AMP SMX STR TET

AMP SMX STR TET

AMP SMX STR TET

AMP SMX STR TET

AMP SMX STR TET

AMP SMX STR TET

AMP CHL SMX STR TET TMP
AMP SMX STR TET

AMP SMX STR TET

AMP SMX STR

TET

2-7-19-0-2
2-5-4-0-2
2-4-4-0-2
2-4-4-0-2
2-8-5-0-2
2-5-4-0-1
2-6-19-0-2
2-7-4-0-2
2-6-20-0-2
2-5-7-0-2
2-5-8-0-2
2-5-4-0-3
2-5-5-0-3
2-7-5-0-2
2-4-4-0-2
2-4-4-0-2
2-11-5-0-2
2-7-6-0-2
2-5-4-0-2
2-6-4-0-2
2-7-19-0-2
2-8-19-0-2
2-4-5-0-2
2-6-4-0-2
2-5-19-0-2

n. u.

Keine

121,6,3

106
Keine
Keine
21
Keine
3,2

Keine
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08-03982
08-03983
08-03984
08-03986
08-03989
08-03991
08-03992
08-03993
08-03994

08-03995
08-03998
08-03968
08-03969
08-03972
08-03974
08-03979
08-03985
08-03987
08-03988
08-03990
08-03996
08-03997
08-04000
08-04001
08-04003

Rheinland-Pfalz
Sachsen-Anhalt
Niedersachsen
Niedersachsen
Sachsen
Sachsen
Sachsen
Sachsen

Mecklenburg-
Vorpommern

Rheinland-Pfalz
Niedersachsen
Hamburg

Hamburg

Hamburg

Hamburg

Berlin
Niedersachsen
Baden-Wiirttemberg
Nordrhein-Westfalen
Sachsen
Niedersachsen
Niedersachsen
Berlin

Berlin

Sachsen

2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006

2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2007
2007
2007

Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch

Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch

4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,12:1:-
4,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,12::-

4,12:i:-
4,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-¢
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,12:1:-
4,5,12:1:-¢
4,12:1:-
4,5,12:1:-
4,12:1:-
4,12:1:-
4,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-

DT120
DT193
n. t.

DT193
DT120
DT193
DT193
DT193
DT193

DT120
DT193
DT193
DT7
DT120
DT120
DT193
U302
DT120
DT193
DT193
DT193
DT193
DT193
DT193
DT193

STR SMX TET

AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET

AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
TET

AMP CHL FFN SMX TET

AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET

AMP CIP NAL SMX STR TET

AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
TET

AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
TET

AMP SMX STR TET

W wwwE W > T >

W W W W W w®w > 0OwW > 0O > ® W

2-5-4-0-2
2-4-5-0-2
2-6-7-0-2
2-6-6-0-2
2-7-4-0-2
2-6-4-0-2
2-6-4-0-2
2-4-4-0-2
2-6-20-0-1

2-5-6-0-2
2-5-4-0-2
2-6-4-0-2
2-5-5-0-2
2-7-3-4-3
2-7-19-0-2
2-4-5-0-2
2-5-4-0-3
2-7-5-0-2
2-4-4-0-2
2-6-4-0-2
2-4-6-0-2
2-6-20-0-1
2-4-4-0-2
2-6-7-0-2
2-6-4-0-2
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08-04004
08-04005
08-04006
08-04007

08-04008

08-04010
08-04011
08-04012
08-04013
08-04014
08-04015
08-04016
08-04017
08-04020
08-04021
08-04022

08-04023
08-04025
08-04026
08-04027
08-04028
08-04029
08-04032

Sachsen
Sachsen-Anhalt
Nordrhein-Westfalen

Mecklenburg-
Vorpommern

Mecklenburg-
Vorpommern

Sachsen

Sachsen

Sachsen
Sachsen-Anhalt
Niedersachsen
Niedersachsen
Nordrhein-Westfalen
Nordrhein-Westfalen
Sachsen
Niedersachsen

Mecklenburg-
Vorpommern

Sachsen
Sachsen-Anhalt
Niedersachsen
Sachsen
Sachsen
Niedersachsen

Niedersachsen

2007
2007
2007
2007

2007

2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007

2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007

Mensch
Mensch
Mensch
Mensch

Mensch

Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch

Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch

4,12:i:-
4,5,12:1:-
4,12:1:-
4,5,12:1:-

4,5,12:1:-

4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,12::-

4,12:1:-

4,12:1:-

4,512:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-

4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-
4,5,12:1:-

DT193
DT193
DT193
DT193

DT193

DT193
DT193
DT193
DT193
DT193
DT120
DT120
DT193
DT193
DT193
DT193

DT193
DT193
DT193
DT193
DT193
DT193
DT193

AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET

AMP SMX STR TET

AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET

AMP CHL CIP FFN SMX STR TET

AMP STR SMX
AMP SMX STR TET

AMP STR TET TMP SMX
AMP CIP FFN SMX STR TET

AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET

AMP SMX STR
AMP SMX STR TET
AMP SMX STR
AMP SMX STR
AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET

W W W w

™

T W w W » > W W W W W

se o vo R o B ve B o B vo)

2-6-4-0-2
2-7-20-0-2
2-6-4-0-2
2-6-5-0-2

2-6-5-0-2

2-6-4-0-2
2-7-4-0-2
2-4-4-0-2
2-4-4-0-2
2-6-4-0-2
2-5-4-0-2
2-7-5-0-2
2-4-4-0-2
2-5-4-0-2
2-6-4-0-2
2-6-5-0-2

2-6-4-0-2
2-8-4-0-2
2-6-4-0-2
2-6-4-0-2
2-4-4-0-2
2-5-4-0-2
2-6-4-0-2
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Anhang

08-03999  Sachsen-Anhalt 2007 Mensch 4,5,12:1:- DT120 AMP SMX STR TET A 2-5-4-0-2 1 Keine
08-04002  Schleswig-Holstein 2007 Mensch 4,5,12:i:-  DTI193 AMP SMX STR TET B 2-4-4-0-2 1 Keine
08-04009  Mecklenburg- 2007 Mensch 4,512:i:-  DTI193 AMP SMX STR TET B 2-6-5-0-2 1 Keine
Vorpommern
08-04018  Sachsen-Anhalt 2007 Mensch 4,512:i:-  DTI193 AMP SMX STR TET B 2-5-4-0-2 1 Keine
08-04019  Mecklenburg- 2007 Mensch 4,5,12:1:- n. t. AMP SMX STR B 2-6-4-0-2 1 Keine
Vorpommern
08-04024  Thiiringen 2007 Mensch 4,12:1:- DT193 sensibel A 2-6-7-0-2 1 2,<2
08-04030  Sachsen-Anhalt 2007 Mensch 4,5,12:1:-¢ DT193 AMP SMX STR TET B 2-5-5-0-2 1 Keine
08-04031  Rheinland-Pfalz 2007 Mensch 4,5,12:1:- n. t. AMP TET A 2-6-20-0-2 1 6,3
06-04998  Nordrhein-Westfalen 2007 Schwein 4,5,12:i:1,2 DT104 AMP SMX STR TET D 5-2-8-0-2 4 3
07-00577  Niedersachsen 2007 Schwein 4,12:1:1,2  DTI120 AMP CHL GEN SMX STR TET A 2-5-4-0-2 1 132,30
07-00635  Niedersachsen 2007 Schwein 4,12::12 DT120 AMP CHL KAN NEO SMX STR TET A 2-6-5-0-2 1 3,9,30
07-01010  Niedersachsen 2007 Schwein 4,5,12:1:1,2 DT120 AMP KAN NEO SMX SPE STR SXT A 2-6-19-0-2 1 170,114, 4
TET TMP
07-01529  Niedersachsen 2007 Schwein 4,5,12:1:1,2 DTI120 AMP SMX STR A 2-5-4-0-2 1 132,6,3
07-02186  Niedersachsen 2007 Schwein 4,12:1:1,2 DTO029 AMP SMX STR SXT TET TMP A 2-6-0-0-2 6 70
07-02788  Thiiringen 2007 Schwein 4,5,12:1:1,2 DT120 AMP SMX SPE STR SXT TMP A 2-8-5-0-2 1 120
07-03137  Niedersachsen 2007 Schwein 4,5,12:1:1,2 DT193 KAN NEO SMX SPE STR SXT TET A 2-6-4-0-2 1 140, 4
TMP
07-03250  Nordrhein-Westfalen 2007 Schwein 4,12::1,2  DTI20 AMP SMX STR SXT TET TMP A 2-5-20-0-2 1 120
07-03714  Niedersachsen 2007 Schwein 4,12:1:1,2  RDNC AMP SMX STR TET D 2-6-5-0-2 1 25,3
09-01035  Schleswig-Holstein 2007 Mensch 4,5,12:1:1,2 DT193 AMP SMX STR TET D 5-2-5-0-2 3 91,2
09-01036  Mecklenburg- 2007 Mensch 4,5,12:1:1,2 DT120 AMP SMX STR TET A 2-5-20-0-2 1 3,4
Vorpommern
09-01037  Mecklenburg- 2007 Mensch 4,5,12:1:1,2 DT120 AMP SMX STR TET A 2-5-20-0-2 1 6,4,3
Vorpommern
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Anhang

09-01039
09-01041
09-01043

09-01044

09-01045

09-01046
09-01047

Sachsen-Anhalt
Sachsen-Anhalt

Mecklenburg-
Vorpommern

Mecklenburg-
Vorpommern

Mecklenburg-
Vorpommern

Sachsen

Sachsen-Anhalt

2007
2007
2007

2007

2007

2007
2007

Mensch
Mensch
Mensch

Mensch

Mensch

Mensch
Mensch

4,5,12:1:1,2
4,5,12:1:1,2
4,5,12:1:1,2

4,5,12:1:1,2

4,12:1:1,2

4,5,12:1:1,2
4,12:1:1,2

DT193
DT120
DT193

DT193

DT193

DT120
DT120

AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET
AMP SMX STR TET

AMP SMX STR TET

AMP SMX STR TET

AMP SMX STR TET
AMP SMX STR

> O

5-2-17-0-2
2-8-20-0-2
4-2-3-0-2

4-2-2-0-2

2-7-20-0-2

2-5-20-0-2
2-5-20-0-2

91

91

91

108

Keine

Keine

*Die Stimme wurden zwischen Oktober 2006 und September 2007 in Ubereinstimmung mit der EU-Monitoring Studie (EFSA, 2008) ausgewihlt

® Fleisch, Schweinefleisch

¢ PCR fur fIjB_1,2 positiv

4 1. t., nicht typisierbar
¢ Abkiirzungen fiir Antibiotika sieche Material und Methoden, Kapitel 2.2.1.3
"Reihenfolge der VNTR-Loci: STTR9-STTR5-STTR6-STTR10-STTR3. Nach Larsson ez al. (2009) STTR3 Allele Nr. 2 korrespondiert mit Nr. 211, Nr. 1 mit Nr. 111 und Nr. 3

mit 311

£ PAT STM, Pathogeniéts-Arraytyp von S. Typhimurium (monophasisch); n. u., nicht untersucht
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Anhang

Tabelle A2. Stiimme fiir die Untersuchung der O5-Antigen Expression mit ihren Charakteristika

Amplifikat in kb

Stamm Nr. Bundesland Jahr Herkunft® Serovar® (P-439/P-440) Variation®
06-04689 Sachsen-Anhalt 2006 Schwein S. Typhimurium O5+ 0,4
06-04880 Bayern 2006 Schwein S. Typhimurium O5+ 0,4
06-04886 Nordrhein-Westfalen 2006 Schwein S. Typhimurium O5+ 0,4
06-04998 Nordrhein-Westfalen 2006 Schwein S. Typhimurium O5+ 0,4
06-05028 Nordrhein-Westfalen 2006 Schwein S. Typhimurium O5+ 0,4
06-04393 Schleswig-Holstein 2006 Schwein S. Typhimurium negativ A7 bp
06-04687 Bayern 2006 Schwein S. Typhimurium negativ A7 bp
07-00001 Sachsen-Anhalt 2007 Schwein S. Typhimurium O5+ 0,4
07-00090 Niedersachsen 2007 Schwein S. Typhimurium O5+ 0,4
07-00406 Niedersachsen 2007 Schwein S. Typhimurium negativ A7 bp
07-00511 Schleswig-Holstein 2007 Schwein S. Typhimurium O5+ 0,4
07-00527 Niedersachsen 2007 Schwein S. Typhimurium O5+ 0,4
07-00577 Niedersachsen 2007 Schwein S. Typhimurium 1,6 IS4
07-00635 Niedersachsen 2007 Schwein S. Typhimurium 0,4 TGG—TGA"
07-00729 Nordrhein-Westfalen 2007 Schwein S. Typhimurium 1,1 IS1
07-01010 Niedersachsen 2007 Schwein S. Typhimurium O5+ 0,4
07-01250 Niedersachsen 2007 Schwein S. Typhimurium 0,4 CAA—TAA®
07-01251 Niedersachsen 2007 Schwein S. Typhimurium O5+ 0,4
07-01357 Nordrhein-Westfalen 2007 Schwein S. Typhimurium O5+ 0,4
07-01498 Nordrhein-Westfalen 2007 Schwein S. Typhimurium O5+ 0,4
07-01529 Niedersachsen 2007 Schwein S. Typhimurium O5+ 0,4
07-01576 Nordrhein-Westfalen 2007 Schwein S. Typhimurium negativ A7 bp
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07-01673
07-02182
07-02186
07-02279
07-02425
07-02427
07-02567
07-02735
07-02738
07-02780
07-02788
07-03024
07-03028
07-03137
07-03141
07-03250
07-03255
07-03292
07-03374
07-03459
07-03592
07-03713
07-03714
07-03756
07-03878

Niedersachsen
Niedersachsen
Niedersachsen
Nordrhein-Westfalen
Nordrhein-Westfalen
Nordrhein-Westfalen
Bayern
Niedersachsen
Niedersachsen
Rheinland-Pfalz
Thiiringen
Niedersachsen
Niedersachsen
Niedersachsen
Niedersachsen
Nordrhein-Westfalen
Nordrhein-Westfalen
Nordrhein-Westfalen
Niedersachsen
Niedersachsen
Schleswig-Holstein
Niedersachsen
Niedersachsen
Nordrhein-Westfalen

Thiiringen

2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007

Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein

Schwein

S. Typhimurium O5+
S. Typhimurium
S. Typhimurium
S. Typhimurium
S. Typhimurium
S. Typhimurium O5+
S. Typhimurium O5+
S. Typhimurium
S. Typhimurium O5+
S. Typhimurium
S. Typhimurium O5+
S. Typhimurium O5+
S. Typhimurium
S. Typhimurium O5+
S. Typhimurium
S. Typhimurium
S. Typhimurium O5+
S. Typhimurium O5+
S. Typhimurium
S. Typhimurium O5+
S. Typhimurium O5+
S. Typhimurium
S. Typhimurium
S. Typhimurium
S. Typhimurium

0,4
negativ
negativ
negativ
negativ
0,4
0,4
negativ
0,4
negativ
0,4
0,4
negativ
0,4
negativ
0,4
0,4
0,4
negativ
0,4
0,4
negativ
1,6
0,4

negativ

A7 bp
A7 bp
A7 bp
A7 bp

A7 bp

A Tbp

A7 bp

A7bp
TGG—TAG!

A7 bp

A7 bp

1S4
TGG—TAG*
A7 bp
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06-04418
06-04419
06-04446
06-04670
06-04878
06-04963
06-05027
06-05055
06-05089
06-04068
06-04115
06-04204
06-04473
06-04483
06-04525
06-04939
06-04991
07-00244
07-00295
07-00404
07-00409
07-00528
07-00678
07-00679
07-00768

Niedersachsen
Niedersachsen
Nordrhein-Westfalen
Niedersachsen
Bayern
Niedersachsen
Bayern

Brandenburg
Niedersachsen
Baden-Wiirttemberg
Sachsen

Saarland
Brandenburg
Thiiringen
Nordrhein-Westfalen
Nordrhein-Westfalen
Brandenburg
Niedersachsen
Niedersachsen
Niedersachsen
Niedersachsen
Niedersachsen
Sachsen-Anhalt
Sachsen-Anhalt

Niedersachsen

2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007

Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein

Schwein

S. 4,5,12:1:-
S. 4,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S. 4,12:1:-
S. 4,12:1:-
S. 4,5,12:1:-
S. 4,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S. 4,12:1:-
S. 4,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S. 4,5,12:1:-
S. 4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S. 4,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S. 4,12:1:-
S. 4,12:1:-
S. 4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-

0,4
negativ
0,4
negativ
0,4
0,4
0,4
negativ
negativ
0,4
negativ
0,4
negativ
negativ
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
1,6
0,4
negativ
negativ
0,4
0,4

A7 bp

A7 bp

A7 bp
A7 bp

A7 bp

A7 bp
A7bp

IS4

A7bp
A7 bp
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07-00769
07-00790
07-00927
07-01173
07-01243
07-01526
07-01531
07-01536
07-01566
07-01577
07-01798
07-01912
07-02006
07-02197
07-02199
07-02423
07-02432
07-02684
07-02736
07-02781
07-02789
07-02805
07-02809
07-03136
07-03225

Niedersachsen
-ohne-
Niedersachsen
Niedersachsen
Thiiringen
Niedersachsen
Niedersachsen
Nordrhein-Westfalen
Nordrhein-Westfalen
Nordrhein-Westfalen
Niedersachsen
Nordrhein-Westfalen
Niedersachsen
Niedersachsen
Niedersachsen
Nordrhein-Westfalen
Niedersachsen
Niedersachsen
Niedersachsen
Rheinland-Pfalz
Thiiringen
Nordrhein-Westfalen
Nordrhein-Westfalen
Niedersachsen

Niedersachsen

2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007

Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein

Schwein

S. 4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S. 4,12:1:-

S. 4,12:1:-

S.4,12:1:-

S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,12:1:-

S.4,5,12:1:-
S.4,12:1:-

S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S. 4,5,12:1:-
S. 4,5,12:1:-
S.4,12:1:-

0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
negativ
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
negativ
0,4
negativ
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4

negativ

IS1 revers
A 3' Ende
A7bp

A7 bp

A7 bp

A7 bp
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07-03294
07-03313
07-03327
07-03328
07-03342
07-03375
07-03460
07-03461
07-03466
07-03708
07-00009
07-00040
07-00711
07-01272
07-01548
07-01585
07-01962
07-02081
07-02334
07-02421
07-02603
07-02902
07-03017
07-03022
07-03249

Nordrhein-Westfalen
Niedersachsen
Niedersachsen
Niedersachsen
Bayern
Niedersachsen
Niedersachsen
Niedersachsen
Niedersachsen
Bayern
Nordrhein-Westfalen
Schleswig-Holstein
Thiiringen
Sachsen-Anhalt
Nordrhein-Westfalen
Schleswig-Holstein
Sachsen

Bayern
Sachsen-Anhalt
Nordrhein-Westfalen
Niedersachsen
Baden-Wiirttemberg
Niedersachsen
Niedersachsen

Nordrhein-Westfalen

2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007

Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Schwein
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch

S. 4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S. 4,12:1:-
S. 4,5,12:1:-
S. 4,12:1:-
S. 4,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S. 4,12:1:-
S.4,12:1:-
S. 4,12:1:-
S. 4,5,12:1:-
S. 4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,12:1:-
S. 4,12:1:-
S. 4,12:1:-
S.4,12:1:-

0,4
0,4
0,4
negativ
0,4
0,4
0,4
negativ
0,4
negativ
1,6
0,4
0,4
negativ
0,4
negativ
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
negativ
negativ
negativ

negativ

A7 bp

A7 bp

A7 bp
IS4

A7bp
A7bp
A7bp

A7bp
A7 bp
A7 bp
A7 bp
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07-03371
07-03608
07-04070
07-04553
07-04678
07-04735
07-04775

Nordrhein-Westfalen
Niedersachsen
Nordrhein-Westfalen
Nordrhein-Westfalen
Sachsen-Anhalt
Nordrhein-Westfalen
Nordrhein-Westfalen

2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007

Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch
Fleisch

S. 4,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,5,12:1:-
S.4,12:1:-
S.4,12:1:-
S.4,5,12:1:-

negativ A7 bp
0,4

0,4

0,4

0,4 A 3’Ende
negativ A7bp
0,4

 Fleisch, Schweinefleisch

® §. Typhimurium Seroformel 4,[5],12:i:1,2; O5+, O5-Antigen positiv

¢ A, Deletion

¢ Einzelbasenpaar-Substitution, die zu friihzeitigem Stoppkodon fiihrt
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Tabelle A3. Die in dieser Studie genutzten 82 S. Derby Stimme und ihre Charakteristika

Stamm Nr. Bundesland fsaol;; t(iit‘:rl; Herkunft® Resistenz’ gﬁgtlz; i{fi? sop-ST N(l;f)T lz/ll)i:;();l;;lz
06-04282 Sachsen 2006 Fleisch sensibel A A9 30-18-18 39 1
06-04691 Nordrhein-Westfalen 2006 Fleisch sensibel B Al10 30-21-18 40 2
06-04789 Sachsen 2006 Fleisch sensibel B A9 19-21-18 40 2
06-05059 Nordrhein-Westfalen 2006 Fleisch sensibel A A9 30-18-18 39 n.u
07-00011 Baden-Wiirttemberg 2006 Fleisch sensibel B A10 19-21-18 40 2
07-00832 Bremen 2007 Fleisch sensibel A Al10 30-18-18 39 1
07-01111 Nordrhein-Westfalen 2007 Fleisch TET A Al0 30-00-18 40 3
07-01947 Mecklenburg-Vorpommern 2007 Fleisch sensibel A A10 30-18-18 39 1
07-02313 Sachsen-Anhalt 2007 Fleisch AMP GEN A A9 30-18-18 39 n. u.
07-02316 Sachsen-Anhalt 2007 Fleisch SMX SPE STR TET B A9 32-21-18 40
07-04034 Nordrhein-Westfalen 2007 Fleisch sensibel A A9 30-18-18 39 1
07-04781 Sachsen 2007 Fleisch sensibel B Al10 19-21-18 40 n. u.
06-04420 Niedersachsen 2006 Schwein sensibel B Al10 32-21-18 40 2
06-04671 Niedersachsen 2006 Schwein SMX SXT TMP A A10 30-18-18 39 n. u.
06-04887 Nordrhein-Westfalen 2006 Schwein AMP TET A A9 30-18-18 39 n. u.
07-00245 Niedersachsen 2007 Schwein SMX SXT TMP A Al0 30-18-18 39 n. u.
07-00725 Mecklenburg-Vorpommern 2007 Schwein sensibel B A9 35-21-18 40
07-00730 Nordrhein-Westfalen 2007 Schwein sensibel A A9 30-18-18 39 1
07-00923 Niedersachsen 2007 Schwein SMX TMP B Al10 19-21-18 40 2
07-01009 Niedersachsen 2007 Schwein sensibel A A9 30-18-18 39 n. u.
07-01016 Niedersachsen 2007 Schwein sensibel B A9 19-21-18 40 n. u.
07-01174 Niedersachsen 2007 Schwein sensibel A A9 30-18-18 39 n. u.
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07-01244 Thiiringen 2007 Schwein AMP STR A Al0 30-18-18 39 n. u.
07-01731 Brandenburg 2007 Schwein sensibel A Al0 19-18-18 39 1
07-01839 Niedersachsen 2007 Schwein sensibel A A9 30-18-18 39 n.u.
07-02007 Niedersachsen 2007 Schwein sensibel B All 18-21-18 40

07-02050 Sachsen-Anhalt 2007 Schwein sensibel B A7 35-21-18 40 n. u.
07-02201 Sachsen-Anhalt 2007 Schwein sensibel A A9 30-18-18 39 n. u.
07-02272 Niedersachsen 2007 Schwein sensibel A Al0 30-18-18 39 1
07-02434 Niedersachsen 2007 Schwein SMX SPE STR B Al10 19-21-18 40 n. u.
07-02436 Niedersachsen 2007 Schwein sensibel B Al10 36-21-18 40 2
07-02686 Niedersachsen 2007 Schwein sensibel C Bl11 31-22-20 682 4
07-02790 Thiiringen 2007 Schwein sensibel C Bl11 31-22-20 682 4
07-02791 Thiiringen 2007 Schwein sensibel A A10 30-18-18 39 1
07-02808 Nordrhein-Westfalen 2007 Schwein sensibel A A9 30-18-18 39 n. u.
07-02856 Mecklenburg-Vorpommern 2007 Schwein sensibel A A9 30-18-18 39 n. u.
07-03879 Niedersachsen 2007 Schwein sensibel B A9 30-21-18 40 n. u.
08-03147 Schleswig-Holstein 2007 Mensch sensibel A A9 30-18-18 39 1
08-03148 Schleswig-Holstein 2007 Mensch sensibel A A9 30-18-18 39 n. u.
08-03149 Mecklenburg-Vorpommern 2007 Mensch sensibel A A9 30-18-18 39 1
08-03150 Niedersachsen 2007 Mensch AMP SMX STR TMP A A9 30-18-18 39 n. u.
08-03151 Niedersachsen 2007 Mensch AMP CHL FFN SMX TET TMP D B10 34-19-19 71 6
08-03152 Niedersachsen 2007 Mensch AMP CHL FFN SMX TET TMP D B10 34-19-19 71 6
08-03153 Niedersachsen 2007 Mensch sensibel A A9 30-18-18 39 n.u.
08-03154 Niedersachsen 2007 Mensch TET A A9 30-20-18 40 2
08-03155 Berlin 2007 Mensch sensibel A A9 30-18-18 39 n. u.
08-03156 Niedersachsen 2007 Mensch sensibel A Al0 30-18-18 39 n. u.
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08-03157
08-03158
08-03159
08-03160
08-03161
08-03162
08-03163
09-04665
08-03164
08-03165
08-03166
08-03167
08-03168
08-03169
08-03170
08-03171
08-03172
08-03173
08-03174
08-03175
08-03176
09-04666
08-03177
08-03178
08-03179

Niedersachsen
Berlin
Niedersachsen
Niedersachsen
Niedersachsen
Niedersachsen
Hessen
Brandenburg
Nordrhein-Westfalen
Berlin
Sachsen-Anhalt
Niedersachsen
Brandenburg
Niedersachsen
Sachsen-Anhalt
Schleswig-Holstein

Mecklenburg-Vorpommern

Nordrhein-Westfalen
Nordrhein-Westfalen
Baden-Wiirttemberg
Sachsen-Anhalt
Sachsen-Anhalt
Sachsen-Anhalt
Nordrhein-Westfalen
Sachsen-Anhalt

2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2008
2008

Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch

sensibel
sensibel
AMP STR
sensibel
sensibel

sensibel

AMP SMX STR TET TMP

sensibel
sensibel
sensibel

AMP STR TET
TET

sensibel

AMP SMX STR TMP
sensibel

SMX STR
sensibel
sensibel
sensibel

SMX STR
SMX TMP
SMX STR TET
SMX TMP
sensibel

sensibel

> W W www > > W > > W > > > P

Al0
A9
A10
Al0
A10
A9
Al2
Al0
Al0
Al0
A9
All
Al0
A9
A9
A9
A9
All
All
Al2
A9
Al2
A9
A9
A9

30-18-18
30-18-18
30-18-18
30-18-18
30-18-18
30-18-18
32-21-18
30-18-18
30-18-18
19-21-18
30-18-18
32-21-18
30-18-18
30-18-18
30-18-18
19-21-18
30-18-18
30-18-18
30-18-18
32-21-18
19-21-18
32-21-18
19-21-18
19-21-18
30-18-18

774
39
774
39
39
39
40
39
39
40
39
40
39
39
39
40
39
39
39
40
40
40
40
40
39
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08-03180
08-03181
09-04664
08-03182
08-03183
08-03184
08-03185
08-03186
08-03187
08-03188

Nordrhein-Westfalen
Niedersachsen
Schleswig-Holstein
Sachsen-Anhalt
Sachsen-Anhalt
Berlin
Baden-Wiirttemberg
Sachsen-Anhalt
Brandenburg

Niedersachsen

2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008

Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch

sensibel
sensibel
sensibel
sensibel
sensibel
sensibel
sensibel
sensibel
sensibel

sensibel

> > o> 0O O > Q » > >

Al0
A9
A9
B11
A9
B11
B11
A9
Al0
A9

30-18-18
30-18-18
30-18-18
31-22-20
30-18-18
31-22-20
31-22-20
30-18-18
30-18-18
30-18-18

39
39
39
682
39
682
682
39
39

39

-

B

? Fleisch, Schweinefleisch

® Abkiirzungen fiir Antibiotika siche Material und Methoden, Kapitel 2.2.1.3

¢ A: Repeat-Einheit Typ A; B: Repeat-Einheit Typ B, siehe Ergebnisse Kapitel 3.3.4
4 PAT DE, Pathogeniits-Arraytyp von S. Derby; n. u., nicht untersucht
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Tabelle A4. Die in dieser Arbeit genutzten Oligonukleotide.

Bezeichnung

Oligonukleotid-Sequenz (5"— 3" Orientierung)

Verwendung/

Nachweis von

STTR3-F
STTR3-R
STTRS-F
STTRS5-R
STTR6-F
STTR6-R
STTRY-F
STTR9-R
STTR10pl-F
STTR10pl-R
thrA-F
thrA-R
thrA-R1
purE-F
purE-R
purE-R1
sucA-F
sucA-R
hisD-F
hisD-R
aroC-F
aroC-R
hemD-F
hemD-F1
hemD-R
dnaN-F
dnaN-R
dnaN-R1
thrA-sF
thrA-sR
purE-sF
purE-sF1
purE-sR
purE-sR1
sucA-sF
sucA-sR
hisD-sF

HEX-CCCCCTAAGCCCGATAATGG
TGA-CGCCGTTGCTGAAGGTAATAA
HEX-ATGGCGAGGCGAGCAGCAGT
GGT-CAGGCCGAATAGCAGGAT
FAM-TCGGGCATGCGTTGAAA
CTGGTGGGGAGAATGACTGG
FAM-AGAGGCGCTGCGATTGACGATA
CATTTTCCACAGCGGCAGTTTTTC
TET-CGGGCGCGGCTGGAGTATTTG
GAAGGGGCCGGGCAGAGACAGC
GTCACGGTGATCGATCCGGT
CACGATATTGATATTAGCCCG
GTGCGCATACCGTCGCCGAC
ATGTCTTCCCGCAATAATCC
TCATAGCGTCCCCCGCGGATC
CGAGAACGCAAACTTGCTTC
AGCACCGAAGAGAAACGCTG
GGTTGTTGATAACGATACGTAC
GAAACGTTCCATTCCGCGCAGAC
CTGAACGGTCATCCGTTTCTG
CCTGGCACCTCGCGCTATAC
CCACACACGGATCGTGGCG
ATGAGTATTCTGATCACCCG
GAAGCGTTAGTGAGCCGTCTGCG
ATCAGCGACCTTAATATCTTGCCA
ATGAAATTTACCGTTGAACGTGA
AATTTCTCATTCGAGAGGATTGC
CCGCGGAATTTCTCATTCGAG
ATCCCGGCCGATCACATGAT
CTCCAGCAGCCCCTCTTTCAG
CGCATTATTCCGGCGCGTGT
CGCAATAATCCGGCGCGTGT
CGCGGATCGGGATTTTCCAG
GAACGCAAACTTGCTTCAT
AGCACCGAAGAGAAACGCTG
GGTTGTTGATAACGATACGTAC
GTCGGTCTGTATATTCCCGG

MLVA
MLVA
MLVA
MLVA
MLVA
MLVA
MLVA
MLVA
MLVA
MLVA
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
MLST
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hisD-sR
aroC-sF
aroC-sR
hemD-sF
hemD-sF1
hemD-sR
dnaN-sF
dnaN-sR
Fsa2
rFsa2
P-439-F
P-440-R
P-1034-F
P-1035-F
P-1036-R
P-1039-F
P-1040-F
P-1041-R
P-1072-R
P-1187-R
P-1188-R
P-IS4-1r
P-IS1-1r
SopA-F
sopA-R
sopB-F
sopB-R
sopD-F
sopD-R
STTRS-F
STTRS5-R

GGTAATCGCATCCACCAAATC
GGCACCAGTATTGGCCTGCT
CATATGCGCCACAATGTGTTG
GTGGCCTGGAGTTTTCCACT
ATTCTGATCACCCGCCCCTC
GACCAATAGCCGACAGCGTAG
CCGATTCTCGGTAACCTGCT
CCATCCACCAGCTTCGAGGT
CAAGTAATCAACACTAACAGTC
TTAACGTAACAGAGACAGCAC
ACGAAGCACTTAGCAAGAACG
CAACAGCAACAACAATGAGGAC
CAGTGACCTTCTTTGATGTAG
TTCTTTGGTGTAATTGTGTCTT
CATCAGAAAAGCTATACACATA
GTATACATAGCATCTGTACGT
AAGATGACAGGCCGTATTGC
ATTAATACCGTAGTAGGCTTGT
AATGACTAATAAAGGATATAAAATAT
TGAAATCTGCTTTCTCACTTC
AGGGAATGCTCTTTCGCCA
CCTGCTTACTCAAAATCTAT
TGTCATGCAGCTCCACCGAT
TTAATTTTTCTACTATTCCTAACCAGG
GATGGATGACAGAACACTCG
ATGCAAATACAGAGCTTCTATC
AGATGTGATTAATGAAGAAATGC
ATGCCAGTCACTTTAAGCTT
AGTAATATATTACGACTGCAC
ATGGCGAGGCGAGCAGCAGT
GGTCAGGCCGAATAGCAGGAT

MLST

MLST

MLST

MLST

MLST

MLST

MLST

MLST

f1IjB (H2-Phase)
fIjB (H2-Phase)
oafA (O5-Antigen)
oafA (O5-Antigen)
oafA (O5-Antigen)
oafA (O5-Antigen)
oafA (O5-Antigen)
oafA (O5-Antigen)
oafA (O5-Antigen)
oafA (O5-Antigen)
oafA (O5-Antigen)
oafA (O5-Antigen)
oafA (O5-Antigen)
IS4 (O5-Antigen)
IS7 (O5-Antigen)
sop-ST

sop-ST

sop-ST

sop-ST

sop-ST

sop-ST
VNTR-STTR5
VNTR-STTR5
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Tabelle A5. Genutzte Mikroarray-Sonden (modifiziert nach Huehn et al., 2009a).

Accession Length
No. Probe name Marker group Function Probe sequence (bp)
X01385 aac(3)-1V Resistance Aminoglycoside-3"-acetyltransferase, encoding GEN resistance GACACGATGCCAACACGACGCTGCATCTTGCCGAGTTGATGGCAAAGGTTCCCTATG 57
AJ310480 aacCl Resistance Aminoglycoside-3"-acetyltransferase, encoding GEN resistance CTTATGTGATCTACGTGCAAGCAGATTACGGTGACGATCCCGCAGTGGCTCTCTATA 57
S68058 aacC2,3 Resistance Aminoglycoside-3"-acetyltransferase, encoding GEN resistance GAAGAAACGGTGAAGTCGCCTGGAAAACGGCATCAGAATACGATTCAAACGGCATTC 57
AJ009820 aadAla Resistance Aminoglycoside-3-adenyltransferase, encoding STR/SPE resistance GAAGTGGTGATCGCCGAAGTATCGACTCAACTATCAGAGGTAGTTGGCGTCATCGAG 57
AF261825 aadA2,3,8 Resistance Aminoglycoside-3-adetnyltransferase, encoding STR/SPE resistance AAATTTCGAACCAACTATCAGAGGTGCTAAGCGTCATTGAGCGCCATCTGGAATCAA 57
AF169041 aadAS5.4 Resistance Aminoglycoside-3-adenyltransferase, encoding STR/SPE resistance GTTCTTGCTCTTGCTCGCATTTGGTACAGCGCTTCAACTGGTCTCATTGCTCCTAAG 57
AF078527 aadB Resistance Aminoglycoside-2"-adenyltransferase, encoding GEN resistance CATGGAGGAGTTGGACTATGGATTCTTAGCGGAGATCGGGGATGAGTTACTTGACTG 57
AE008792  abe B Serotyping CDP-abequose synthase: Serogroup B ACCTTCATATACTGAGTATCAAGTTGGAACTGGTGCTGGGGTAAGTTTGAAAGATTTTCTGGT 63
NC_003197  acrF Resistance Acridine resistance protein F GACATCTCTGACTATGTCGCCTCTAACATTAAGGATTCTATCAGCCGTCTGAATGGT 57
U43280 agfA Fimbrial Thin aggregative fimbriae precursor GAACTGACTCAGAATGGTTTCAGAAATAATGCCACCATCGACCAGTGGAACGCTAAA 57
AF024666 aphAl-Iab Resistance Aminoglycoside-3"-phosphotransferase, encoding KAN resistance TTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGATGTTGGACGAGTCGGAATCGCAGAC 57
DQ177329  armA Resistance 16S rRNA Methylase, extended-spectrum beta-lactamase-resistant AAAGTCTTTATCTGGAAAGGAGAAGGGAATGGAAGAGAATTACCAGCTATGGTTTGAATCTTT 63
AF013573 avrA Pathogenicity SP1 encoded protein, inhibits the key proinflammatory ACCGAAGCATTGACCTGTATTGTTGAGCGTCTGGAAAGTGAAATTATAGATGGCAGC 57
AE008835  barA Pathogenicity Sensory histidine kinase GCGGCTCGACCTTCTGGTTTCATATTAATCTTGATCTTAACCCAAATGTCATTATTGACGGGC 63
AE008694  befC Fimbrial Fimbrial usher, bovine colonization factor GCACAGTCAGGAACCAATTTACAGCTTATGGGCTATCGCTATTCAACCTCGGGCTTT 57
AJ238349 blagyal tike Resistance B-lactamase, encoding AMP resistance TTCTCTGGAGATAAAGAAAGAAACAACGGATTAACAGAAGCATGGCTCGAAAGTAGCT 58
AJ238349 blagyal tike Resistance B-lactamase, encoding AMP resistance CCCAAAGGAATGGAGATCTGGAACAGCAATCATACACCAAAGACGTGGATGCAATTT 57
AF153200 blayge Resistance B-lactamase, encoding AMP resistance AGTATTACAGCAGTTGTGTGGAGTGAGCATCAAGCCCCAATTATTGTGAGCATCTATCT 59
AF153200 blayge Resistance B-lactamase, encoding AMP resistance GCAAGTTGAACAAGACGTTAAGGCAATTGAAGTTTCTCTTTCTGCTCGTATAGGTGTTTCCG 62
AF309824 blaem.1 tike Resistance B-lactamase, encoding AMP resistance TAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGG 57
AF309824 blaem.1 tike Resistance B-lactamase, encoding AMP resistance AGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATC 57
AY123253  catAl Resistance Chloramphenicol acetyl transferase, encoding CHL resistance ACATATATTCGCAAGATGTGGCGTGTTACGGTGAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAG 57
AL627271 cdtB Pathogenicity Cytolethal distending toxin, secreted protein GGAATCTTCAGGGCTCTTCAGCATCTACAGAAAGTAAATGGAATGTCAATGTCAGAC 57
M64556 cmlAllike Resistance Chloramphenicol exporter, encoding CHL resistance AAATATGGGCTTTGCAGTCCGTGTTAGGCTTTATTGCTCCAATGTGGCTAGTGGGTATT 59
X77455 cmy-1 (bla fox-1) Resistance CMY-type extended spectrum B-lactamase, encoding AMP resistance GAGTTCAGAAGAGCTAAGAAGTTGCTTGAGGTACTGGGTTGCATTGATAATAGTCATG 58
uU77414 cmy-2 like Resistance CMY-type extended spectrum B-lactamase: AMP resistance CTATTCCGGGTATGGCCGTTGCCGTTATCTACCAGGGAAAACCCTATTATTTCACCT 57
NC 003197  copR Resistance SPI 5, Copper resitance protein CAGGAACATTATTCATTGATTATTCTTGATATTATGCTGCCGGGGCTTGATGGATGG 57
AE016840  csgA Fimbrial Major curlin subunit precursor TAGGCCAGGGTGCGGATAACAGTACTATTGAACTGACTCAGAATGGTTTCAGAAACAATG 60
X92507 ctx-M2 Resistance CTX-M2 extended spectrum B-lactamase: AMP resistance TATAGCGACAATACTGCCATGAATAAGCTGATTGCCCATCTGGGTGGTCCCGATAAA 57
AY103456  dfrAl like Resistance Dihydrofolate reductase, encoding TMP resistance ACCCAACCGAAAGTATGCGGTCGTAACACGTTCAAGTTTTACATCTGACAATGAGAAC 58
AF175203 dfrAl12 Resistance Dihydrofolate reductase, encoding TMP resistance CGGCAAGCCTCTACCGAACCGTCACACATTGGTAATCTCACGCCAAGCTAACTACCG 57
AJ313522 dfrAl14 Resistance Dihydrofolate reductase, encoding TMP resistance GGTCGTTACCCGCTCAGGTTGGACATCAAATGATGACAATGTAGTTGTATTTCAGTC 57
AF220757 dfrA17,7 Resistance Dihydrofolate reductase, encoding TMP resistance TCTTCCAAATCGCAAATATGCAGTAGTGTCAAAGAACGGAATTTCAAGCTCAAATGAA 58
AE008723 entF Pathogenicity Enterobactin synthetase, component F (nonribosomal peptide synthetase) CGCTATTTGGCCCGGTGCTCAACATAAAAGTGTTTGATTATCATCTGGATCTTCCTGG 58
NC 003197 envR Pathogenicity Transcriptional repressor, envelope Regulator for envCD, acrEF ACTTATTCAGGATAGGCTTACGGGATGCTGGAATGATAATCCTTTACAGGATCTACG 57
Y 14067 fhuA_Spa Pathogenicity Outer membrane protein receptor GTTACGACTGGGCCGATCAAGAGTCTCTTAACCGCACTACTGGCATCACATCTAAAC 57
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AE008703
AE008721
AE008787
AY 649698
M84980
AE008787
AE008826
AE008826
AF118107
AF246666
AE008818
AF254762
AE008831
AE008902
AE008826
AY462995
AY144490
L16014
AE008831
AF261825
X12870
L10818
M90846
AE008832
AE008832
AE008826
AY328029
AF106956
AE008868
AF106566
K03089
AF106566
AE008875
AE008799
NC_003197
AE008800
AE008831
AE016845
AF013776

fhuA STM
fimA
fliC/fljB
fliC_b
fliC_gx
fliC_i
fljA

fliB 1,x
floR
gipA
gogB
gtgA
hilA
hilD

hin
hldD DT104
htrE
hydH(stn)
iagB
int_SG1
intl

int2
invA
invH
invl
iroB
irsA
leuO
IpfD
marT
merA
mgtC
misL
msgA
nanH
oafA
orgA
oxyR
pagl

Pathogenicity
Fimbrial
Serotyping
Serotyping
Serotyping
Serotyping
Serotyping
Serotyping
Resistance
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Serotyping
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Resistance
Resistance
Resistance
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Fimbrial
Pathogenicity
Resistance
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Resistance
Metabolism
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity

Outer membrane protein receptor

Major type 1 subunit fimbrin (pilin)

Filament structural protein, detects all H antigens

Filament structural protein, detects b antigen

Filament structural protein, detects g complex associated antigens
Filament structural protein, detects i antigen

Repressor of phase-1 flagellin

Filament structural protein, detects 1,x antigens

Putative efflux protein: FLO/CHL resistance

Gifsy-1 Peyer’s patch-specific virulence factor GipA

Gifsy-1, gifsy one gene, leucine-rich repeat protein

Gifsy-2 prophage protein

SPI 1 encoded transcription activator

SPI 1 putative AraC-type DNA binding domain containing protein
Regulator for fljA: DNA invertase hin

DT104 specific phage encoded protein

Probable porin/fimbrial assembly protein

Enterotoxin sensory kinase

SPI 1, invasion associated protein IAGB precursor

Integrase from Tn4555, present in S. Typhimurium DT104 SGI 1
DNA Integrasel: Integron associated

DNA Integrase2: Integron associated

SPI 1 encoded invasion protein

SPI 1 encoded invasion protein

SPI 1 encoded secretory protein

Putative glycosyl transferase

Putative transcriptional regulator, internal response element to stress

Transcription regulator, component of ilvIH-leuO-leuABCP promotor relay region

Long polar fimbrial operon protein

SPI 3 encoded putative transcriptional regulator
Hg(Il) reductase: Mercury resistance

SPI 3 encoded putative transcriptional regulator
SPI 3 encoded protein

SsrB-regulated factor

Fels-1 encoded Neuraminidases

Acetylation of the O5-antigen

SPI 1 encoded oxygen-regulated invasion protein
Hydrogen peroxide-inducible regulon activator

Gifsy-3 encoded, PhoP-activated gene

GTTGACAACGAGCGTTTACAGAATTTCAGCGTAGATACACAACTGGAAAGTAAATTCGC
GACAATAGCACTACCGCAACCGGCGTCGGGATTGAGATTCTTGATAATACCTCTTCA
CACAAGTCATTAATACAAACAGCCTGTCGCTGTTGACCCAGAATAACCTGAACAAATCCC
ACAGTTACTGAAAACCAAATTGTAGACGCTGTTACACCGACGCCAGTTGATACAGTC
GTACCGCTGAAGCCAAAGCGATAGCTGGTGCCATTAAAGGTGGTAAGGAAGGAGATA
GGTCTTGGTGGTACTGACCAGAAAATTGATGGCGATTTAAAATTTGATGATACGACTGGA
GTGTGAGGACATCCAATGGCAATCATATGCAAGTTATGTTTGACTGGGTGAGCAGGA
CCAATAATGGTACTACACTGGATGTATCGGGTCTTGATGATGCAGCTATTAAAGCGGCT
CTGATGGCTCCTTTCGACATCCTCGCTTCACTGGCGATGGATATTTATCTCCCTGTC
CTGATTAACGATAACCAAGTTGTATGCGTCGAATCCCTGAAAGTGAGGAACATGATC

TGGGACAGGAAGAATAGAGCCGTGTTTAATAAAGATGAGAAGATAGCAGAAAGATTGAATGA

TTCCAGACCTTCCAGAACACCAAGATAATCCTTCGCAATTACGCCTCCAACATGATG
TGATGATTTCATACTCAACATGGACGGCTCCCTGCTACGCTCAGAAAAGAAAGTCAATA
ACTTTTCGGCCCCATTAACAAAACCGACGACAAAACATCTGTTAGCGCCAATAGAAA
TACATGAACGTGGAGCTCACTTCCATTCTTTAACCGATAGTATTGATACCAGTAGCGCG
AAAGGTCAATGACCATTGTTCTGTTCATCGCATAGGTTTCAGCAGACTCTATAAGCG
TTGTGCGTGGTATTAACAATGCTGGTGAACTCATCGTTCGTTGGTATGAAGAAGGTC
ATTCAGGGAGTGAGTAATAATATCATTGAGGTTAACCGTCTGGAGCGTCAGATGCGC
CATAACCGAGATGGTTCAACCGATCTTGGCCTGATGCAAATTAACAGCTTCCATATG
CTATCTCTACGAGAACCCAAAGACACAAGCAGAGCGTCAGCACAATAAAGAAATGTTGC
GATCTGCTCGGCCATTCCGACGTCTCTACGACGATGATTTACACGCATGTGCTGAAAG
GCAAGAACTCTTAGGGCATAACGATGTTAAGACCACGCAAATCTATACGCATGTGTTGG
TGTTCGTCATTCCATTACCTACCTATCTGGTTGATTTCCTGATCGCACTGAATATCGTACTGG
AACCCGGAAGTAAGAATTTAAGCATATATCAGACGTTACTTGCTGCCCATGAAAGACTGCAA
CAGACAGCTCAGTCGTGAGGAAATTTATACGTTATTACGTAAGCAGTCTATTGTTCGCCGG
GTCGTTGGACCACTGATTGCCGCTAAGTATGACATTCCGGTAGTGATGCAAACCGTC
GGTCTATAAGGCTGTGCTGAACGTCCTGTGGAACTGGATTCTGTTTCGTAAATTTTC
GCTGGGCGTGATAAAGGGCATCAATGGATGGAAGATTTATTAGTCTCTGTTTGTAAGCGATA
GGTGGAACCTATGCGATGTCCTGTGAATGCCCTGATGATACCTCTCTTATAAATGAC
AAAGTGTGGGAAGAAGACGGCATGGTGGTGTCGGCAAATACGCTTTATCAGAATATC
ATGAGCACTCTCAAAATCACCGGCATGACTTGCGACTCGTGCGCAGTGCATGTCAAG
CAGTGGTTACTGAATATCGTAAAAGAGGCCGCGATCTGTTTACAAGGGTTAGGTTCG
AACCGATTATTCCTGATCCAGTAGACCCTGTTATCCCTGACCCTGTCGTTCCCGATC
GATATCATTCTGGGAGAATTGACTAAGAGGGTTCACCGGATCTTCCCCGATGCTGAT
TGGTCATTGCCATCAGGATACTGTGAGGGTTTTGGTTCAGAAAATAACATCATAGAA
GCACATCTTATGCCAGGGCTGAAATCGGTATTTGGAAATTCACTTAACATTACGCAGAGAAC
TTCACCTGAACAATTTGTTGAAACGGCAGTAGGCGTCATTAAGCATCATCTTGATGAACTTC
GCTGCATATTGGTTTAATCCCAACAATTGGTCCCTATTTGCTGCCGCTTATCATTCC
GGCTTTAATATTACCATCCTCACTATATCTTGCTCTTACAATAGCGGCAGACTCCCAA

59
57
60
57
57
60
57
59
57
57
62
57
59
57
59
57
57
57
57
59
58
59
63
62
61
57
57
62
57
57
57
57
57
57
57
62
62
57
58

123



Anhang

AE008783
AB041905
AE008753
AE008753
NC 004631
NC 004631
AE008747
AY532917
NC 003197
NC 003197
U66901
AF261825
AY906856
AM234698
AM234722
NC 003197
AE006471
AF261825
AE008792
AE008874
AE008708
M63169
ABI61461
L11008
AF239978
AE008719
NC 003197
U51867
AE008831
AF026035
AF128999
AF127079
AE008762
AF007380
AF254764
AF121227
AE008747
AE008834
AL627268

pagK
pefA
phoP
phoQ
pilR
pilV
pipA
pipB2
pipD
prgH
Prot6E
qacEA1
qnrA
qnrB2_Bl1
qnrS
ratB

rck
rep_SG1
rfbD
rhuM
safC

sat (Tn7)
satl (int2)
sefA
sefR
stbA
shdA
sifA
SipA
SirA
SitA

slrP
slyA
sodCl
sodCIII
SOpA
sopB
sopD
sopD2

Pathogenicity
Fimbrial
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Fimbrial
Resistance
Resistance
Resistance
Resistance
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Serotyping
Pathogenicity
Fimbrial
Resistance
Resistance
Fimbrial
Fimbrial
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity

PhoPQ-activated protein

Virulence plasmid encoded fimbrial protein

Response regulator in two-component regulator system with phoQ
Sensory kinase protein in two-component regulatory system with PhoP
SPI-7, nucleotide-binding protein, putative sigma 54 interaction protein
SPI-7, prepilin peptidase

SPI 5 encoded protein

T3SS translocated protein, chromosomal coded

SPI 5 encoded protein

SPI 1, needle complex inner membrane protein

Salmonella enteritidis fimbrial biosynthesis protein

Qac multidrug exporter, encoding Et-Br and quaternary ammonium resistance
Confers quinolone resistance, plasmid located

Confers quinolone resistance, recognises both gnrBI and gnrB2, plasmid located
Confers quinolone resistance, plasmid located

Putative outer membrane protein

Resistance to complement killing protein, encoded on pSLT plasmid
Replication protein encoded by SGI 1

TDP-dehydrorhamnose synthetase: Serogroup A,B,C,-C3,D;,D,

SPI 3 encoded putative cytoplasmic protein

Putative fimbriae usher protein

Streptothricin acetyltransferase of Tn7

Streptothricin acetyltransferase linked to integrase 2

Fimbrial protein encoded by S. Enteritidis, S. Dublin and S. Gallinarum
Sef14 fimbrial regulator

Putative periplasmic iron-binding lipoprotein

Fecal shedding factor

Lysosomal glycoprotein (Igp)-containing structures

SPI 1, salmonella (cell) invasion protein

Invasol SirA: Regulator of invasion proteins

Putative periplasmic binding protein; iron transport system
Leucine-rich repeat protein

MarR family transcriptional regulator for hemolysin

Gifsy-2 encoded, copper/zinc superoxide dismutase

Fels-1 encoded putative Cu/Zn superoxid dismutase precursor

Secreted outer protein

SPI 5 invasion gene D protein

Secreted outer protein

Secreted effector protein, sopD homolog (pseudogene)

TTTGGCCTGCTGGCATACCCTTCCCTGAAGATTGGTTTAAAATGTGTAGAGGTTATTG
AACCAGGTTGTTCAGTTAGGTACTGTTCAGGCAGGTCAGGAAGGTACGGCTGTTGATT
GAATACACCATTATGGAAACGCTTATCCGTAACAACGGTAAAGTGGTCAGCAAAGATTCGC
TGATGGGCAACGTACTGGACAACGCTTGTAAATATTGTCTGGAGTTTGTCGAGATTTC
AATGTGGTTATGCCTTCCCCTCAAAAGAAGCCGTGAACTATCTCTCTATGGTCAGTG
CAAACCAATCGTTTCACTCAGGCAGTCTCATCCTATGTTGGAAAGTTTTATCCGACG
AGAAGGCAGGAAAGTTATTTGTCTCAATCTGGACGATTCTGATGATTCATATACCGAACA
GCTGGACAAGTTATTGTACGAGTCAGTAAAGGCGACCATTCTGAGACAAGAGAAATTCCG
CAAACAGCTAAGCAGCAGTATAAGATGGAGCAGAGCTATCTGAGATTATATGCGTCG
AAAGAGAAGACGATAACAAGCCCAGGGCCATACATAGTTCGATTACTTAACAGCTCA
TGTGGGTCGTAACGCACAAGTGAAATTTACCCTGAGGGAGGCTTATGGTAATAATAATTTGG
GCAATAGTTGGCGAAGTAATCGCAACATCCGCATTAAAATCTAGCGAGGGCTTTACTAA
ATGGATATTATTGATAAAGTTTTTCAGCAAGAGGATTTCTCACGCCAGGATTTGAGC
CAGCAAACTTCACACATTGCGATCTGACCAATTCGGAGTTGGGTGACTTAGATATTC
ATGGAGAGGGTTTGTTTAGAAAAATGTGAGTTGTTTGAAAATCGCTGGATAGGAACG
CTATTTATCTAAATCAACCTCAAGCGGCGGCATGTATTGCGGCGTAGATGAGAATAC
GTACAGTTTAATCCGGTGGAAAATGTGGTCATCGATCTGGGCTATGAGGGAAGTAAAGT
TTCAAGAGTAAATGGATCTGAGTTTGAGAGGCGTTGTGGTGCTGCTGGTCTATACAT
TGACCTTATTCTGCCTCAATGGGAATTAGGAGTTAAGCGTATGCTGACTGAAATGTT
GAAGCCGAAGGTGAGAAGGATATCGCCGGTTTGCTACAATGGGAAACAGAACCTAAA
GTAAGTGCTAGTTGGCAGATGACTTCACCATCACACGGTGGTCAGACGCAACAAGTG
AAGAGCTTGTCGGGAAGATTGAACTCAACTCAACATGGAACGATCTAGCCTCTATCG
CAAGCTATGAGCCAGGTCAAGCTCCATATTCCGTTGAAGAATTAGCAGATGATGTGG
TTTCCGTGGGCGTATTCAGGGAGCCAATATTAATGACCAAGCAAATACTGGAATTGA
AGCCGTTGTGGAAATTGAATATATGGATGACATTGAATCATTTGACATTATTACTTTGCCAGA
CGACGCCAACCTCTTTCAACATACCCTCTATTTTGACAAATTCACCGCTGACAAAGG
CAATATGGTTTCTACAACAACAGCGTAGAGAGCGGTGATGCGGGATCTGAATCTTAT
CAAGAAAAGGCAACCTACCTGGCAGCGAAAATTCAGTCTGGGATTGAAAAGACAACG
GCAGTAACCATAGCGTGGATAACAGTAAGCATATTAACAATAGCCGAAGCCATGTCG
GTAAAGGTGGGGTACGTAATGATGACACATATCCGAATGCCAGTAACAATGCCGAAG
GATATTAAACGAGCGCAGGGGGCACAGCTTATCCTCGCGAATGGTCTGAACCTGGAG
TATGATAACAGCATAAGGACACTGCCAGCACATCTTCCGTCAGAGATTACCCATTTGAATG
GAGCTTCTGATTAAACTTATCGCCAAACTTGAACACAATATTATGGAATTGCACTCTCACGA
TATCCGTTACTGGCACCACGCCTTAAATCACTGTCAGAACTGAAAGGTCACTCATTG
TATTACAATTACCGAAACAGAATATGGCTTGTTATTCACCCCACATTTGTCCTCACTTCC
CAGATAATTTCCTGCTGCTTTCCTCCCAAGATTCAGACACGGCGATGATGCTCTCCA
CGGCAAAGATCGTACAGGGATGATGGATTCAGAAATCAAGCGAGAGATCATTTCCTTACATC
TGCCCGGCTCATCAAGATCTGTTTACTATCAAGATGGACGCTTCTCAGACACAATTT
TGGAATGTGTTGAATGGAATGGTACGCTTACTGAAGAGGAGATGAATAAACTACGCTGTCT
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L78932
AF200952
AE008832
AF060869
AF060869
AF060869
NC 003197
AE008831
AE006471
AE006471
AE006471
AE008907
AE008761
NC 003197
AE008761
AE008743
AF294582
AE008894
AE008795
AF013776
AE008800
AE008761
AL627265
AE008710
AE008795
AE008839
AL627276
AE008703
AL627280
AE008702
AE008915
NC 006511
AE008916
M28829
M28829
AF106566
X12869
M36657
AJ459418

sopEl
sopE2
spaS
siiD
siiE
siiF
sprB
sptP
spvC_a
spvC_b
spvR
srf]
ssaQ
sseC
sseF
ssel
sseJ
sseK 1
sseK2
sspH1
sspH2
ssrB
staA
stbD
stcC
stdB
steB
stfE
stgA
stiC
stjB
stkC
STM4595
StrA
strB
sugR
sull
sul2
sul3

Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Pathogenicity
Fimbrial
Fimbrial
Fimbrial
Fimbrial
Fimbrial
Fimbrial
Fimbrial
Fimbrial
Fimbrial
Pathogenicity
Fimbrial
Resistance
Resistance
Pathogenicity
Resistance
Resistance

Resistance

Translocated effector protein, encoded by P2-like cryptic bacteriophage
Secreted outer protein

SPI 1 encoded surface presentation antigen

SPI 4 HlyD family secretion protein, predicted cation efflux pump

SPI4 encoded protein

SPI 4 encoded putative ABC-type bacteriocin/lantibiotic exporter

SPI 1 encoded transcriptional regulator for Type III Secretion System (TTSS)
SPI 1 encoded Protein tyrosine phosphatase

Salmonella plasmid virulence: hydrophilic protein

Salmonella plasmid virulence: hydrophilic protein

Salmonella plasmid virulence: regulation of spv operon, lysR family
putative virulence factor, activated by transcription factor SsrB

SPI 2 encoded secretion system apparatus protein

SPI 2 encoded translocation machinery component, required for systemic infection
SPI 2 encoded secretion system effector

Gifsy-2 prophage putative type Il secreted protein

SPI 2 regulated translocated effector protein,

SPI 2 encoded T3SS Salmonella secreted effector K1

Salmonella secreted effector K2, putative SPI-2 T3SS

Gifsy-3 encoded leucine-rich repeat protein, salmonella secreted protein H1
Leucine reach repeat protein, Sa/monella secreted protein H2

SPI 2 encoded protein: Secretion system regulator

Fimbrial protein encoded by S. Typhi CT18

Fimbial usher protein

Paral putative outer membrane protein

Putative outer membrane usher protein

Outer membrane fimbrial usher protein encoded by S. Typhi CT18
Putative minor fimbrial subunit

Fimbrial protein encoded by S. Typhi CT18

Putative fimbrial usher protein

Putative fimbrial usher protein

Outer membrane usher protein

Putative fimbrial chaperone protein
Aminoglycoside-6"-phosphotransferase, encoding STR resistance
Aminoglycoside-3"-phosphotransferase, encoding STR resistance

SPI 3 encoded putative ATP binding protein

Dihydropteroate synthase encoding SUL resistance

Dihydropteroate synthase encoding SUL resistance

Dihydropteroate synthase encoding SUL resistance

ACGTTTTATTTCGCATAAGAACACTGAATCTTCTGCAACACACTTTCACCGAGGAAGC
GTGACTAACATAACACTATCCACCCAGCACTACAGAATCCATAGAAGTGACGTTGAACCAGT
ATATTGTAGGTATTGCCGTCATTTGGCGTGAACTTCTCCTCGCATTGGTATTAACTTGC
ATCTCTTTCTAAAGGAGGGACGATACAAGATATTTATGTAGCCGAGGGTGATACTGT
TAATGGTATTGCTGTCGGTCAGGCTGTAACGGATAGTTTGGGTAACTTCACCTTTAC
GGGCGTGAGTTATCAGTATGATGCTCAATCTCCGATGATTATTAACCGACTGTCTAT
TGTGTGCTGCAATATTTTGGCGTTATGGATTATGTTTTAAAAGACGAACTATCCTGCG
ACCTTATTAAGAGCAAGGATAATGTTGGTGTCAGGAATGCCGCTTTAGTCATAAAAGGC
GGTTACGATGTTTTCATCCATGCTCGTCGAGAATCACCTCAGTCTCAGGGCAAATTT
CGGTGACAAGTTCCACATCAGTGTGCTCAGGGATATGGTGCCACAAGCATTTCAAGC
ACAAAGACTCTTTATACGGAAGAATGGCACTCTTATCCCAACCGAATTTGCACAAACT
TGACATGATTGGTAATTTCAAATCGGGTTGTAGCGGGTTTATCGACTGGAATCTGCTG
ATACCACAACAGGTGCTCTTTGAGGTCGGACGTGCGAGTCTGGAAATTGGACAATTA
AAATAGAGCAATTAATAACTCAGCAACGGTTTCTGGATTTCATAATGCAACAAACAGA
ATTCATATTCCGTCAGCGGCAAGTAATATAGTCGATGGTAATAGTCCTCCTTCCGATATA
GCAACAGAACCGGGAGTGGAACGCACAGATATAACTTACAACCTAACCAGTGATATTGAT
CACATCATATCTTACCCTCCTATGGTCAATACTTTGGCGGAAGGTTTACTAATGGATTTACC
GGGATAATAGCTGTTGATCGCAATAACCACCCGGCTTTACTTGCTGGATTAGAAATAATGC
TTTCATGTCAAAGTAATACTCAAACCATCGCACCTACGCTCAGTCCACCTTCATCAG
CTTACCTTCCCCGCGTGGGAGGAGAATATTCAGTGTAACAGGGATGGTATAAATCAG
GATGTCTTCCCGCCACCATCAGTAATCGCCGCATTTATCGTATTGCCTGGTCTGATA
CCTGTTGTGCATACGAGCCTGACATACTTATCCTTGATCTTAGTCTACCTGGCATCA
CGGCTGATGTAACTGATGCCACTAAGGCTTCTCTGGTAATGGATTCGTCATTCTCTA
AATATCGGTTTGCCAACGGTGATTAGCGTCAGTAATAGTGAAACATTTCAACCCTCCG

TGTAGTAGATCATCATGGTCATAATGTGGGCATTGTTGGACAAGGTAGTCAGCTATTTATTCG

AATTACTGGAACGCACAGTCCAACAATAACTACATGCTCAGCCTCAACAAGGTGTTC
CAGCCCGGATCAGAGTAACTATAACCTGTCTCTTTCCTGGTACTTCGACTTAGGGTC
GGCGGTGAGGTGGAATTTGGCAATGTGTTGACGACGAAAGTGGATGGGGTGAATTAC
GATTCTGCGTATAGCACGATTGATACCACAGCGGGTACGGCTTCTATGGAGTTTATC
TGAACTACAGCTTCAGCGGCTATAAAGAGTACGGTTCCAGTGAGGATTCCGACGATG
GGTTATTACACTTATCAGGCTACGGATAATGACAACGACTCTCGCAGTATAATGGCTTCCT
CGGAACCTATCGTGTGAAAGTGAATCTTAACAATGCGTTGAAATCTACCTCTGAAATTACC
GATTACGTTCAATGGCAAAATTTACGATCAGGCGTGTACGGTTCAGGTGAATGGCTC
GAACAGCAGATCGCTATGCCGATTTGGCACTCATGATTGCTAACGCCGAAGAGAACT
GGACTCCTGCAATCGTCAAGGGATTGAAACCTATAGAAGACATTGCTGATGAACTGC
CGCATTTCCACTAATCCAGTTTATTGTCACTACCCATAGCCCGCAGGTTATCAGCAC
CTCTTAGACGCCCTGTCCGATCAGATGCACCGTGTTTCAATCGACAGCTTCCAACCG
TTCTATCCGCAATTGGCGAAATCATCTGCCAAACTCGTCGTTATGCATTCGGTGCAA
AAATAACTGGAACCGATGTGAAATCTCGTTTAGCACCAACTCTTGCAGCAGAAATGTATGC
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Anhang

AL627266  tcfA Fimbrial Typhi colonisation factor, putative fimbrial protein GTATGCCACAGGAGAAGGAGGTACCAGCAGGGAATGATATAGAGACAGGACTTGTTG 57
X61367 tet(A) Resistance Efflux pump, encoding TET resistance ATCGTCGGACCCCTCCTCTTCACGGCGATCTATGCGGCTTCTATAACAACGTGGAAC 57
V00611 tet(B) Resistance Efflux pump, encoding TET resistance TTGGATGGAATAGCATGATGGTTGGCTTTTCATTAGCGGGTCTTGGTCTTTTACACT 57
J01749 tet(C) Resistance Efflux pump, encoding TET resistance CATGACTATCGTCGCCGCACTTATGACTGTCTTCTTTATCATGCAACTCGTAGGACA 57
L06798 tet(D) Resistance Efflux pump, encoding TET resistance CGGAGCAGAAACAAGAAAGCGCAGGTATCAGCTTTATCACACTGCTTAAACCTCTGG 57
L06940 tet(E) Resistance Efflux pump, encoding TET resistance CGGCGTTATTACGGGAGTTTGTTGGAAAGGCTAATGTTGCAGAGAACTACGGTGTTT 57
S52437 tet(G) Resistance Efflux pump, encoding TET resistance GCCTCACCAATCTAAGCTCTATCGCAGGACCGCTTGGCTTCACAGCACTCTATTCTG 57
AF261825 trhH Pathogenicity SGI 1 encoded putative pilus assembly protein ATAACAGCCTGCTTGAAGCCATGATGTCTATAACTGGTGCCGTTGTCATTGGTGATT 57
X56793 wbaU_B/D1 Serotyping Manosyl transferase (o 1-4 linkage): Serogroup B and D, TGCCTGATGCAATTTCCCGATTTAACAACTATGTCGCACGGTATGACTTTGATAATATGAAGC 63
X56793 wbaV_B Serotyping Abequosyl transferase: Serogroup B CGGGTGTGATTTAGTTGAGATTAGAAACCCTCATCGTTCTTGGCTCAGAACAGATGATGAAC 62
D14156 tviB Pathogenicity UDP-glucose/GDP mannose dehydrogenase GATTATTGGGCTGGGATATGTTGGGCTTCCTCTGGCAGTTGAATTTGGCAAATCTCG 57
D14156 vexE Pathogenicity Required for translocation of the Vi polysaccharide to the cell surface TACTCAAACAAGAGGATTGGGAGGGGCTATGCCTCTATTTCAGTCAGCATCCCGAAAA 58
D14156 vexA Pathogenicity Vi polysaccharide export inner-membrane protein GATTCTGTCCGTAGAGCGTCATTAGTTATTAAAGAGCGACGTGTTCAGCAAGCCAAG 57
AE008758 wzy B Serotyping a- 1-2 polymerase: Serogroup B TGGCGAATTACTCGGATTATACCCGTAATGCTGTTCTTGTTGCTTCCTCAAACTTTG 57
Control oligonucleotides
AF282268 ttrC pos. Control SPI 2 encoded tetrathionate reductase subunit C ATGACGCATTCACTCATCATTGAAGAAGTGCTGGCTCACCCGCAGGACATTAGCTGG 57
X58149 PRKase neg. Control PRKase of Arabidopsis thaliana, negative control probe TAACCTCTTCTTCTTCTTCCAAACAAGTCTTCCTCTACCGTCGTCAACCACAAACCA 57
M86720 rca neg. Control RCA of Arabidopsis thaliana, negative control probe GATGATGAAGTGAGGAAGTTCGTTGAGAGCCTTGGAGTTGAGAAGATCGGAAAGAGG 57
NM_121758 repl neg. Control RCP1 of Arabidopsis thaliana, negative control probe AGGTGTTAGGTTTGTAGGGTCTTTATCTGGATGGACAGCAACTCTTATGTTCATGTGGATG 61
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