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1. Einleitung

Escherichia coli (E. coli) ist Bestandteil der autochthonen intestinalen Mikroflora des
Schweins. Das Bakterium besiedelt als dominanter Aerobier den Gastrointestinaltrakt distal
des Magens und trigt als Teil der kommensalen gastrointestinalen Mikroflora zur
Aufrechterhaltung des mikrobiellen Gleichgewichts bei.

Im Gegensatz zu den umfassend typisierten und gut untersuchten bedeutendsten
Durchfallerregern des Schweins wie enterotoxische (ETEC), enteropathogene (EPEC) und die
Odemkrankheit verursachende E. coli (EDEC) ist iiber die kommensale coliforme Mikroflora
des Schweins bedeutend weniger bekannt. Im Darm von klinisch gesunden Hausschweinen
konnte eine sehr diverse, dynamische und fiir jedes Hausschwein individuelle
E. coli-Mikroflora nachgewiesen werden [186]. Einige der isolierten E. coli wiesen die fiir
schweinepathogene E. coli typischen Virulenzgene oder die fiir extraintestinal-pathogene
E. coli (ExPEC) charakteristischen virulenzassoziierten Gene auf [63, 184, 220].
ExPEC-spezifische Gene, die z. B. mit der Eisenaufnahme oder der Adhésion assoziiert sind,
sollen bei der Besiedlung des Darms eine wichtige Rolle spielen [186]. AuBerdem wurden
E. coli isoliert, die eine Vielzahl an Resistenzgenen aufwiesen. Im Gegensatz zu E. coli aus
dem Hausschwein (Sus scrofa domestica) wurden E. coli aus dem Wildschwein (Sus scrofa
scrofa) bisher kaum untersucht [10, 62].

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, erstmalig Daten iiber die coliforme Mikroflora des
Wildschweins zu erheben, grundlegende Kenntnisse 1iiber die Diversitit von
E. coli-Populationen zu erlangen und das natiirliche Vorkommen von Virulenz- und
Kolonisationsgenen bei E.coli in vom Menschen weitestgehend unbeeinflussten
Schweinepopulationen zu untersuchen. In der modernen Schweinehaltung, die auf einer
extrem kontrollierten und abgeschirmten Tierhaltung beruht, werden Hausschweine meist in
altersspezifischen Gruppen auf Teil- oder Vollspaltenboden unter festgelegten
Klimabedingungen (Luftfeuchte 70 %, Temperatur 12 bis 16°C) bei definierter Futter- und
Arzneimittelgabe gehalten. Das europdische Wildschwein (Sus scrofa scrofa) hingegen lebt
frei innerhalb von Laub- und Mischwéldern in Rotten zusammen und ernédhrt sich omnivor
von Grasern und Friichten, aber auch von Insekten und Kleinsdugern. Wildschweine
unterscheiden sich damit von Hausschweinen grundlegend in der Altersstruktur, dem
Sozialgefiige, der Erndhrung und dem Lebensraum — Faktoren, die einen gesicherten Einfluss
auf die Darmmikroflora haben [55, 67, 76]. Ob diese unterschiedlichen Lebensweisen auch

zur Selektion einer anderen E. coli-Population gefiihrt haben, soll diese Arbeit kldren.



2. Schrifttum

2.1 Interspezifische Wechselbezichungen

Zwei verschiedene Arten konnen, wie aus Tab. 1 ersichtlich wird, in den unterschiedlichsten
Wechselbeziehungen zueinander stehen. Bereits 1879 wurde von de Bary [13] ,das
Zusammenleben verschiedener Organismen® als Symbiose (griech. syn/sym = zusammen,
bios = Leben) bezeichnet. Auch andere Autoren definieren lang andauernde Interaktionen
zweier oder mehrerer Organismen verschiedener Arten als Symbiose, die entweder fakultativ
oder obligat sein kann [122, 128, 144]. Laut dieser Definition wiirden alle parasitéren,
kommensalen und mutualistischen Beziehungen zu den symbiotischen Lebensweisen zéhlen.
Insbesondere im europdischen Sprachraum hat sich jedoch die Ansicht etabliert, dass unter
Symbiose im engeren Sinn nur die Beziehungen gehoren, die fiir beide Organismen von
Vorteil sind [36, 64, 93]. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird der Begriff Symbiose daher
im engeren Sinn gebraucht.

Allgemein spricht man, ungeachtet positiver, negativer oder neutraler Auswirkungen, von
Wechselbeziehungen zwischen Populationen unterschiedlicher Arten. [81, 90]. Eine

Ubersicht iiber mdgliche Wechselbeziehungen bietet nachfolgende Tabelle.

Tab. 1 Mogliche Wechselbeziehungen zwischen zwei Populationen nach Tischler et al. [207]

Wechselbeziehung Auswirkung auf Population 1 Auswirkung auf Population 2
Symbiose positiv positiv
Kommensalismus positiv neutral
Priadation/Parasitismus positiv negativ
Neutralismus neutral neutral
Amensalismus neutral negativ
Kompetition negativ negativ

2.1.1 Symbiose

Nach Gortz et al. [81] gibt es drei Auspragungsformen der Symbiose: den Mutualismus, die
Eusymbiose und die Allianz. Diese Formen unterscheiden sich hauptsichlich in der
Lebensnotwendigkeit der symbiotischen Beziechung fiir einen oder beide Partner. Demzufolge
werden mehr oder weniger regelméfBige Beziehungen zwischen zwei verschiedenen Arten, die
fiir beide Teile vorteilhaft und Existenz erleichternd, aber nicht lebensnotwendig sind, als

Mutualismus (lat. mutuus = Gegenseitigkeit) bezeichnet [9, 32, 216].



Dariiber hinaus definieren Tischler et al. die Eusymbiose (griech. eu = wahr, bios = Leben) als
das ,,Zusammenleben verschiedener Arten, bei dem Stoffwechsel- und Nahrungsprodukte des
einen Partners fiir den anderen lebensnotwendig sind, oder doch so vorteilhaft geworden sind,
dass sich beide physiologisch ergdnzen®[207].

Den Gegensatz dazu bildet die Allianz/ Protokooperation, eine besonders lockere Beziehung
zweier Arten, die allen zum Vorteil gereicht, wobei aber beide Arten getrennt voneinander
problemlos lebensfdhig sind (fakultative Symbiose) [218]. Unabhingig davon werden
Endosymbionten, die innerhalb eines Wirtes leben und Ektosymbionten, die auf dem Wirt

siedeln, unterschieden.
2.1.2 Kommensalismus

Der Kommensalismus (lat. commensalis = Tischgenosse) wird synonym mit der Bezeichnung
Probiose (griech. pro = fiir, griech. bios = Leben) genutzt. Der Begriff wurde 1876 von dem
belgischen Zoologen Pierre Joseph van Beneden geprégt [211]. Im engeren Sinne bezeichnet
er lediglich das Mitessertum eines Kommensalen, der den Wirt durch seine Anwesenheit
nicht schédigt, sondern nur von dessen Nahrungsiiberschuss profitiert [81, 192, 216]. Im
weiteren Sinne bezieht sich der Begriff des Kommensalismus auf alle Formen des
Zusammenlebens, die den Kommensalen begiinstigen und dem Wirt zwar nicht nutzen, ihm
aber auch nicht schaden [9, 122, 149]. Einer der beiden Partner, der Kommensale, profitiert
also von der Prasenz oder Aktivitdt des weder geschadigten noch geforderten Wirts [37, 93,
200].

Schwierig hingegen gestaltet sich die genaue Abgrenzung zur Symbiose [122]. Holler et al.
sprechen in diesem Sinn von einem flieBenden Ubergang zwischen Symbiose und
Kommensalismus [90]. Ahnlich wie die Symbiose kann der Kommensalismus fakultativ
(temporir) oder obligat sein. Dariiber hinaus ldsst sich der Kommensalismus im weiteren Sinn
weitergehend unterteilen: der vorilibergehende (Phoresie) oder permanente (Synphorismus)
Transport des Kommensalen durch den Wirt, die Siedlung des Kommensalen in der
Wohnstitte des Wirts (Synokie), das nachbarliche Wohnen (Pardkie) oder das Siedeln auf
(Epokie) bzw. in (Entokie) dem Wirtskorper [207].

2.1.3 Pridation/ Parasitismus

Wechselbeziehungen, die einen Partner begiinstigen, wihrend der andere benachteiligt wird,
werden in Parasitismus und Priddation unterteilt [59, 149]. Eine Interaktion von Organismen

zweier verschiedener Arten, bei der der eine, meist kleinere Organismus (Parasit) in oder auf



dem anderen Organismus (Wirt) lebt und von diesem Nahrung erhélt, nennt man, sofern sie
den Wirtsorganismus benachteiligt, Parasitismus oder Schmarotzertum [64, 128, 139, 149].
Der Wirt muss durch den Parasiten nicht schwer geschidigt werden; er wire aber ohne Parasit
leistungsfahiger.

Unter Pridation hingegen werden alle Riuber-Beute-Beziehungen zwischen zwei
verschiedenen Arten zusammengefasst. Eine Population (Prddator) nutzt die andere, meist

kleinere als Nahrung [128, 139, 180].
2.1.4 Neutralismus/Koexistenz

Wenn zwei Organismen verschiedener Arten interagieren, ohne sich in ihrem Stoffwechsel
oder ihrer Aktivitdt gegenseitig zu beeinflussen, spricht man von Neutralismus [3, 59, 128].
Die Wechselbeziehung bleibt durchweg ohne Einfluss auf die Fitness beider Organismen, d.h.
auf den relativen Beitrag jedes Organismus zur Nachkommenschaft der Population [133].
Reiner Neutralismus kommt jedoch selten bzw. gar nicht vor, da Konkurrenzsituationen bei
Besiedlung des gleichen Habitats kaum ausgeschlossen werden konnen. Meist findet der
Begriff Anwendung bei Situationen, wo interspezifische Reaktionen nur in geringem und

unbedeutenden Mal3e auftreten.
2.1.5 Amensalismus

Mit Amensalismus (griech. a = nicht, lat. mensa = Tisch) wird das Zusammenleben zweier
Partner bezeichnet, bei dem der eine Partner einen negativen Einfluss auf den anderen Partner

ausiibt, selbst aber weder Vor- noch Nachteile hat [15, 59, 128, 149].
2.1.6 Kompetition/Konkurrenz

Unter interspezifischer Kompetition/Konkurrenz versteht man den Wettstreit zweier
verschiedener Arten um Anzahl, Menge und Qualitit in eingeschranktem Malle vorhandener
Ressourcen, wie Lebensraum, Energie- und Kohlenhydratquellen, Elektronenakzeptoren
sowie Wachstumsfaktoren [59, 128, 139, 149]. Sie umfasst die Interferenz (Hemmung) und
die Exploitation (Ausbeutung). Die Interferenz ist der behinderte Zugang eines der
Konkurrenten zu einer Ressource, die er fiir das Wachstum oder Uberleben benétigt,
wohingegen bei der Exploitation beide Konkurrenten um eine begrenzte Ressource

wettstreiten [113].



2.2 Modelle des Kommensalismus

Zur weitergehenden Differenzierung des Kommensalismus im engeren Sinne werden
vorhandene und nutzbare Substrate zusitzlich zur Kommensal-Wirtsbeziehung betrachtet. Es

lassen sich nach Boucher et al. die im Folgenden aufgefiihrten Modelle unterscheiden [32].
2.2.1 Reiner Kommensalismus

Laut Definition von Reilly et al. nutzt ein kommensaler Organismus die Produkte eines
anderen Organismus zum Wachsen, ohne ihn zu beeintrachtigen [168]. Das Modell des reinen
Kommensalismus geht davon aus, dass einer der beteiligten Organismen (Mp) aus einem
Substrat (S;), das vom kommensalen Organismus (Mg) benotigte Produkt (P;) herstellt [37,
191, 200]. Diese Form des reinen Kommensalismus wird auch als Kommensalismus mit
einseitiger Substratlimitation bezeichnet, da Mg nur von dem von My hergestellten Produkt P,
abhéngig ist (Abb. 1). Ein Abfall von S; wiirde zu einem monotonen Abfall aller anderen
beteiligten Komponenten fiihren, bis wieder ein stabiler Zustand erreicht ist. Ein Beispiel fiir
den reinen Kommensalismus erlduterten Megee et al. [135]: Lactobacillus caseii bendtigt zum

Wachstum Riboflavin, welches von Saccharomyces cerevisiae sezerniert wird.

@—> M, —>—> M,

Abb. 1 Modell des reinen Kommensalismus nach Reilley et al. [168]

Miura et al. erginzten dieses Modell durch eine zusitzliche Abhédngigkeit des kommensalen
Organismus von dem Substrat S, [138]. Daher spricht man bei dieser Form von einem
Kommensalismus mit doppelter Substratlimitation (Abb. 2). Beide Formen zeichnen sich
durch eine hohe Stabilitit aus. Mogliche Konsequenzen dieses Systems sind (I) sowohl My
als auch Mg koexistieren, (II) nur M, tiberlebt oder (III) keiner iiberlebt (vollstindiger

Mangel an S;) [32].

O~

Abb. 2 Modell des Kommensalismus mit doppelter Substratlimitation nach Miura et al. [138]




2.2.2 Kommensalismus mit Substratkonkurrenz

In diesem Modell ist Mg — der Kommensale — abhédngig von dem durch M, aus Substrat S;
erzeugten Produkt P; und Substrat S,. Zusétzlich zu dieser kommensalen Beziehung
konkurrieren jedoch beide Organismen um S;, das kompetitiv assimiliert wird (Abb. 3). Dies
fiihrt zu stirkeren Schwankungen im System, wenn S; nicht im Uberschuss vorhanden ist.
Miura et al. beschrieben eine derartige kommensale Beziehung zwischen Pseudomonas
oleovorans and Mycotorula japonica [138]. P. oleovorans assimiliert Phenol und scheidet
Biotin aus. M. japonica hingegen bendtigt als Wachstumsfaktor das ausgeschiedene Biotin,
aber ebenso wie P. oleovorans Phenol als Kohlenhydratquelle. Um die Assimilation des

Phenols konkurrieren also beide Spezies, wihrend gleichzeitig eine kommensale Beziehung

M) (<—(s.))

NP
(8)

vorliegt.

Abb. 3 Modell des Kommensalismus mit Substratkonkurrenz nach Miura et al. [138]

2.2.3 Kommensalismus mit Kreuzinhibition

Unter Kreuzinhibition versteht man die Hemmung der Wachstumsrate innerhalb eines
(kommensalen) Systems durch dort gebildete chemische Substanzen. Ursachen koénnen
Enzym-Inhibitor-Komplexe oder eine durch vermehrte Sdureproduktion bedingte
pH-Wertabsenkung sein. Der Organismus My stellt aus dem Substrat S; das Produkt P, her,
das der Organismus Mg nutzt, um das Produkt P, zu generieren. Falls es sich bei P, um eine
Sdure handelt, fiihrt dies zu einer Ansduerung des umgebenden Milieus. Reagieren My
und/oder Mg sensibel auf eine pH-Wertabsenkung, kann es zu einer Wachstumsstagnation
oder aber dem Absterben eines oder beider Organismen kommen. Ahnlich verhilt es sich,
wenn das von Mg hergestellte Produkt P, einen Inhibitor fiir M, darstellt. Dieser wiirde das
Wachstum/die Aktivitit von My hemmen (Abb. 4). Bedingt durch das geringere Vorkommen
von P; kdnnte Mp weniger Inhibitor herstellen, was wiederum die Aktivitdt von M, steigern
wiirde. Ein Beispiel hierfiir geben Sheintuch et al. [191]. Ammoniak wird durch

Nitrosomonas spp. zunichst zu Nitrit oxidiert und anschlieBend von Nitrobacter spp. in Nitrat



umgewandelt. Dieser reine Kommensalismus wird durch eine Kreuzinhibition ergénzt, da das

Wachstum von Nitrobacter spp. durch Nitrat-lonen gehemmt wird.

© @ —[m](—)

Abb. 4 Modell des Kommensalismus mit Kreuzinhibition nach Sheintuch et al. [191]

2.3 Mikrobielle Darmflora

Man geht davon aus, dass der menschliche Organismus aus etwa 10" menschlichen
eukaryotischen Zellen besteht, wohingegen die Oberfliche des menschlichen Korpers
einschlieBlich des Magen-Darm-Kanals von etwa 10" prokaryotischen und eukaryotischen
Zellen mikrobiellen Ursprungs besiedelt ist [93, 176], zu denen aufler den quantitativ
dominierenden Bakterien auch Protozoen, anaerobe Pilze und Bakteriophagen zdhlen [226].
Diese werden unter dem Begriff Mikroflora zusammengefasst. Der Darmtrakt von
Warmbliitern mit seinen spezifischen Eigenschaften, also bestimmten abiotischen Faktoren
wie der Temperatur, dem pH-Wert, den FlieBgeschwindigkeiten, dem Redoxpotential und den
in der Digesta enthaltenen Nihrstoffen wird von einer komplexen und dynamischen
Mikroflora bewohnt [35, 91]. Diese funktionelle Einheit aus dem Biotop, also dem Darmtrakt
einschlieflich der abiotischen Faktoren, und der Biozonose, also der Gesamtheit der
gastrointestinalen Mikroflora, bildet ein Okosystem [34]. Dieses wird im Folgenden als
Gastointestinaltrakt (GIT) bezeichnet. Der GIT ist nach Hooper et al. von allen Okosystemen
das am dichtesten besiedelste [92]. Es sind 400 bis 500 verschiedene Bakterienspezies gezihlt
worden [7, 87, 193, 201], von denen die obligat anaeroben Bakterien 100 bis 1000 Mal
hdufiger als obligate Aerobier und fakultative Anaerobier vertreten sind. Allerdings setzen
sich 99 % aller Mikroorganismen im Darm aus lediglich 30 bis 40 verschiedenen Spezies

zusammen [93].
2.3.1 Die gastrointestinale Mikroflora

Laut Dubos et al. besteht die indigene, d.h. die eingeborene Mikroflora des Darms aus der
autochthonen Mikroflora, die bereits wihrend der Evolution der Wirtsspezies priasent war, der

normalen Mikroflora, also Mikroorganismen, die ubiquitdr in der Gesellschaft vorkommen



und den wahren Pathogenen, die zufillig erworben wurden und im Darm persistieren konnen
[53].

Weiterhin unterteilte er die Mikroflora in zwei Gruppen. Einerseits gibe es
Bakterienpopulationen, deren Wachstumsraten plotzlich stark anstiegen, nach einigen Tagen
ein Maximum erreichten, aber auch ebenso schnell wieder abfielen und fast verschwénden.
Als Beispiele nannte er Flavobakterien, Enterokokken und Escherichia coli. Im Gegensatz
dazu bilden zum Beispiel Laktobazillen, anaerobe Streptokokken und Bacteroides schon vor
dem Absetzen/Entwohnen Populationen, die auf einem konstanten Level das ganze Leben des
Wirts hindurch Bestand haben. Diese wurden von Dubos et al. als autochthone Mikroflora
bezeichnet. Der erstgenannten Gruppe — die mit stark schwankenden Populationsleveln
assoziierten Bakterien — wurde eine potentielle Pathogenitét unterstellt, da die Antwort des
Immunsystems zu einer direkten Eliminierung bzw. Reduzierung der entsprechenden
Bakterienspezies fiihrt.

Eine alternative Definition boten Savage et al.: Ein mikrobielles Okosystem stellt einen
Komplex aus Mikroorganismen in einer vorgegebenen Umgebung und Umweltfaktoren dar,
mit denen es assoziiert ist [176]. Dieses Okosystem bietet Habitate und Nischen, die zunéchst
in unberiihrtem Zustand von autochthonen/indigenen Mikroorganismen kolonisiert werden
[130]. Der Begriff Nische beschreibt, welche abiotischen und biotischen Bedingungen und
Umweltfaktoren fiir das Wachstum, das Uberleben und die Reproduktion der
Mikroorganismen notwendig sind [58, 93, 130, 139, 176]. Unter Kolonisation versteht man
die Etablierung einer Bakterienpopulation auf der Haut oder den Schleimhéuten, ohne in das
Gewebe einzudringen [14, 83, 110]. Eine Reduktion der Bakterienpopulation wird hierbei
durch die entsprechende Reproduktionsrate ausgeglichen und nicht durch den Influx neuer
Bakterien [130].

Allochthone/nichtindigene Mikroorganismen hingegen konnen zwar in jedem Habitat
gefunden werden, sind aber nicht charakteristisch fiir dieses Habitat und stellen gerade im
Darm bei hohen FlieBgeschwindigkeiten nur transiente, d.h. den Darm ohne bestindige
Kolonisation passierende Mikroorganismen dar, die nur wenige Tage bis Wochen im Darm
nachweisbar sind [18, 176]. Diese konnen jedoch Habitate besiedeln, die von autochthonen
Spezies aufgrund einer Stérung des Okosystems verlassen wurden [35]. Der entscheidende
Unterschied zwischen beiden Formen ist die native Besiedlung des Habitats durch
autochthone Spezies, wohingegen allochthone Mikroorganismen sich dort nur unter abnormen
Bedingungen ansiedeln bzw. vermehren konnen [130]. Folgende Kriterien gelten fiir

autochthone, gastrointestinale Mikroorganismen: anaerobes Wachstum (fakultativ oder



obligat), stindige Nachweisbarkeit in gesunden Wirten, nur partielle Besiedlung des
Verdauungstrakts, Kolonisation infolge der sukzessiven Besiedlung des heranwachsenden
Organismus kurz nach der Geburt, stabile Populationslevel im ausgewachsenen Organismus
und enge Assoziation mit dem Mukosa-Epithel [53, 176].

Gerade im Dickdarm kommen sowohl autochthone als auch allochthone Mikroorganismen
vor. Die Unterscheidung beider erweist sich héufig als schwierig. Viele der dort gefundenen
allochthonen Mikroorganismen sind transiente Bakterien aus der Nahrung oder losgeldste
Mikroorganismen aus weiter proximal gelegenen Habitaten [178]. Mikroorganismen koénnen
aullerdem in einem bestimmten Habitat autochthon sein, d.h. dieses nativ besiedelt haben,
dann aber infolge peristaltischer Darmbewegungen oder aber durch eine Verdringung aus
ithrem angestammten Habitat aufgrund gednderter Umgebungsbedingungen mit dem
Darminhalt zusammen in weiter distal gelegene Darmregionen gelangen, wo sie zur

allochthonen Darmmikroflora gehoren [176].

2.3.2 Bakterielle Populationsgruppen und Habitate im Gastrointestinal-

trakt von Sidugetieren

Die im menschlichen GIT vorkommenden Mikroorganismen stammen aus den drei Doménen
Bacteria, Archaea und Eukarya. Doch obwohl der Verdauungstrakt von allen Okosystemen
mit Mikroorganismen am dichtesten besiedelt ist, stammen die im Darm vorkommenden
Bakterien nur aus 8 der 55 bekannten bakteriellen Abteilungen [94]. Diese acht Abteilungen
sind Spirochaetes, Actinobacteria, Fusobacteria, VadinBE9 7, Verrucomicrobi, Cytophaga-
Flavobacterium-Bacteroides (CFB), Firmicutes und Proteobacteria. Vertreter der finf erst
genannten Abteilungen kommen nur selten vor. Die drei Hauptabteilungen sind die CFB, die
Firmicutes und die Proteobacteria [9]. Im Gegensatz zum GIT weist das Erdreich nach
Béckhed et al. eine Besiedlung von bis zu 20 verschiedenen Abteilungen auf [9]. Der
geringen Diversitit auf dem Abteilungsniveau steht eine hohe Diversitidt auf dem Spezies-
und Subspezieslevel gegeniiber. So konnten aus humaner Fézes mehr als 400 verschiedene
Bakterienspezies isoliert werden [7, 65]. Allerdings ist eine groBe Anzahl der im Darm
vorkommenden Mikroorganismen mit den klassischen Methoden nicht kultivierbar [53, 87,
226]. Erst seit einigen Jahren werden kultivierungsunabhéingige Verfahren — wie die Analyse
ribosomaler DNA-Sequenzen — eingesetzt, um mehr {iber intestinale, mikrobielle
Lebensgemeinschaften zu erfahren [22, 202, 226].

Der Darm aus anatomischer Sicht bietet den Mikroorganismen viele verschiedene Habitate

und Nischen. Falk et al. sprachen davon, dass sich im Laufe der Evolution die anatomischen



Strukturen des Darms sowie die physiologischen Bediirfnisse des Wirts an die
gastrointestinale Mikroflora angepasst haben und auf diese Weise unterschiedliche, gut
definierte anatomische Regionen geschaffen wurden [48, 91, 130]. Daher besiedeln die
Mikroorganismen den Darmtrakt auch nicht zufillig, sondern man findet charakteristische
Populationen in bestimmten Teilen des Verdauungskanals [18, 130].

Habitate, die dhnliche Lebensbedingungen bieten, lassen sich von proximal nach distal in die
Mund- oder Maulhohle, den Magen mit proximalem Diinndarm, den distalen Diinndarm und
den Dickdarm gliedern.

Allein in der Mund-/Maulhohle konnen bis zu 500 verschiedene Spezies aus neun bakteriellen
Abteilungen und einem Archaea-Stamm nachgewiesen werden [48, 158]. Der Speichel
verfiigt mit 10° Bakterien/ml iiber ein recht hohes Vorkommen an Mikroorganismen. Dabei
handelt es sich groftenteils um transiente Bakterien, die von den Schleimhduten der Zunge
und der Wangen sowie vom Zahnbelag stammen und mit dem Speichel weiter nach distal
gelangen [18]. Zum iiberwiegenden Anteil sind in der Mund-/Maulhohle Streptokokken
vorhanden [1]. Im Magen und proximalen Diinndarm werden, bedingt durch den niedrigen
pH-Wert und die hohe Durchflussgeschwindigkeit, pro Gramm Inhalt nur noch 10°-10°
Bakterien gefunden [7, 18, 130]. Mithilfe der 16S rRNA-Analyse konnten bis zu 128
unterschiedliche Spezies aus acht Abteilungen nachgewiesen werden. Es dominieren
sduretolerante Laktobazillen und Streptokokken [52, 53, 132]. Im Duodenum und Jejunum
treten zusitzlich Bifidobakterien auf und im distalen Diinndarmbereich steigt die Anzahl der
Bakterien auf Werte von 10%/g Darminhalt bei gleichzeitiger Erhdhung der Speziesdiversitit
[197]. Bedingt durch die geringe Durchflussgeschwindigkeit und ein niedriges Redoxpotential
stellt der Dickdarm mit 10'°-10'" Bakterien/g Darminhalt den ,,Hauptwohnsitz* der Bakterien
im GIT dar [130]. Verstirkt treten im Zakum Bacteroides und Clostridien auf, die im Kolon
zusammen mit den Eubakterien die dominierenden Spezies bilden [48, 176]. Unabhingig vom
Abschnitt des Verdauungskanals wurden von Berg et al. vier weitere Mikrohabitate
unterschieden: das intestinale Lumen, die unbewegliche Mukusschicht auf den Epithelzellen,

die tiefe Mukusschicht der intestinalen Krypten sowie die Oberflache der Epithelzellen [18].
2.3.3 Die Mikroflora im porzinen Gastrointestinaltrakt

Auch im GIT des Schweins findet man ein diverses und dynamisches Okosystem mit bis zu
400 verschiedenen Bakterienspezies vor [163]. Im Vergleich zu anderen Tierarten weisen
Schweine sowohl im Magen als auch im distalen Diinndarm eine recht hohe Anzahl an

Bakterien auf [166]. Leser et al. untersuchten mittels 16S rDNA-Sequenzanalysen den Inhalt
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von Ileum, Zakum und Kolon von 12 bis 18 Wochen alten Schweinen und fanden 375
unterschiedliche Phylotypen vor [121].

Wiéhrend im Magen und proximalen Diinndarmbereich aufgrund des niedrigen pH-Werts und
der hohen Passageraten hauptsdchlich sduretolerante, an die Epitheloberfliche adhirierte
Laktobazillen, aber auch Enterobacteriaceae und Streptokokken in Raten von 10°-10° CFU/g
Mageninhalt nachweisbar sind [18, 130], nehmen im distalen Diinndarmbereich sowohl die
Anzahl der Bakterien als auch die Diversitdt zu [128]. Die herabgesetzte Passagerate, der
hohere pH-Wert und das niedrigere Oxidations-Reduktions-Potential ermdglichen das
Ansiedeln weiterer Bakterienspezies [7, 18].

Den Hauptort der bakteriellen Fermentation stellen das Zdkum und das Kolon dar. Die hohe
Substratverfligbarkeit, der neutrale pH-Wert und die verlangsamte Durchflussrate
ermdglichen Populationsdichten von bis zu 10" CFU/g Koloninhalt [18, 142, 176]. Die
bakterielle Fermentation der Kohlenhydrate vor allem im Kolon fiihrt zu einer hohen
Konzentration an fliichtigen Fettsduren, die zu 15 bis 18 % zur Versorgung des Schweins
beitragen [6].

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass im GIT des Schweins die Gram-positive Mikroflora
iiberwiegt [96, 121, 142]. Zu den am héaufigsten vorkommenden Bakterien zdhlen
Laktobazillen, Clostridien, Eubakterien, Fusobakterien, Peptostreptokokken, Bacteroides,
Acetivibrio und Selenomonas [121, 174]. Bacteroides spp. bilden den groBten Anteil der

Gram-negativen Darmmikroflora [169].

2.4 Interaktionen zwischen Wirt und gastrointestinaler

Mikroflora

Symbiotische und kommensale interspezifische Wechselbeziehungen richten sich nach
Hooper et al. vor allem auf metabolische Ressourcen, die es einem oder beiden Partnern
ermoglichen, andernfalls nicht verfiigbare Néhrstoffe zu nutzen [93].

Zwischen der Gesamtheit der indigenen Mikroflora des GIT und dem Wirtsorganismus
existiert eine erfolgreiche und fiir beide Seiten vorteilhafte, daher symbiotische
Wechselbeziehung. Den Mikroorganismen bietet der Darm des Wirtsorganismus ein sicheres
Habitat mit stabilen Temperaturen und pH-Werten [176]. Die fiir den Wirt unverdaulichen
Nahrungsbestandteile, aber auch abgeloste Darmepithelzellen, von den Becherzellen
produzierter Mukus und die sezernierten gastrointestinalen Enzyme stellen wichtige Substrate

fiir den bakteriellen Energiestoffwechsel zur Verfiigung [26, 131].
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Andererseits wird nach Barbara et al. die Besiedlung des GIT durch die Mikroflora aufgrund
des Verdauungsgeschehens erschwert [11]. Zum einen konnen in der Ingesta enthaltene
Mikroorganismen durch die Magen- und Darmmotilitdt nach distal transportiert und wieder
ausgeschieden werden. Zum anderen bietet die Mukusschicht auf den Darmepithelzellen nicht
nur eine Substratquelle, sondern erschwert die Adhédsion der gastrointestinalen
Mikroorganismen an die Rezeptoren des Epithels.

Ist das Okosystem des GIT ungestort, besteht ein dkologisches Gleichgewicht zwischen der
Darmmikroflora und dem Wirt, das sowohl von den Wechselbeziehungen zwischen Wirt und
der gastrointestinalen Mikroflora als auch von denen der Bakterien untereinander beeinflusst

wird [7].

2.4.1 Positive Effekte der mikrobiellen Darmflora auf den

Wirtsorganismus

Die positiven Wirkungen der Darmbakterien lassen sich in zwei Gruppen unterteilen.
Einerseits unterstiitzt die Darmmikroflora den Stoffwechsel des Wirts durch Bereitstellung
von Néhrstoffen und Vitaminen [2], andererseits erfiillt sie einige wichtige
Schutzmechanismen im GIT.

Stoffwechselleistungen: Die gastrointestinale Mikroflora ist in der Lage, teils bedingt durch

die Vielfalt der Spezies, unverdauliche Nahrungsbestandteile wie Pflanzenzellwidnde
(Cellulosen, Hemicellulosen, Pektine, 1-3,1-4-B-Glucane, Arabinoxylane, Inulin) und
unverdauliche Stiarke zu kurzkettigen Fettsduren (SCFA = short chain fatty acids) oder Laktat
zu verstoffwechseln, die dem Wirt teilweise zur Absorption iiber die Darmschleimhaut zur
Verfiigung stehen [9, 27, 131, 194]. So decken die Kolonepithelzellen 70 % ihres
Energiebedarfs durch die Oxidation von Butyrat. Nach Hooper et al. reduziert sich im
Gegensatz zu keimfrei aufgezogenen Tieren die Kalorienzufuhr konventionell gehaltener
Tiere um 30 % [93].

AuBlerdem produzieren unter anderem Bacteroides, Eubacterium, Propionibacterium und
Fusobakterien Vitamin K, Vitamin B12, Pantothensdure, Nicotinsdurcamid und Folsdure
[132]. Eine weitere wichtige Funktion stellt die Konjugation von Gallensduren dar [27].
Primédre Gallensduren werden zur Fettverdauung vom Wirt in den Diinndarm sezerniert und
miissen danach aktiv im Ileum resorbiert werden. Eine Resorption im Kolon ist nicht mehr
moglich, es sei denn, die primiren Gallensduren wurden zuvor von der gastrointestinalen
Mikroflora dekonjugiert. In dieser Form konnen sie auch im Kolon resorbiert und dem

enterohepatischen Kreislauf zugefiihrt werden.
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Schutzmechanismen: Zu den protektiven Funktionen der kommensalen Darmbakterien zéhlen
die Kolonisationsresistenz, die Forderung der Proliferation des Darmepithels, die Stimulation
der Darmperistaltik durch freie Fettsduren und die Beeinflussung des darmassoziierten
Immunsystems [18]. An der Kolonisationsresistenz sind nach Autenrieth verschiedene
Mechanismen beteiligt [7]. In erster Linie dient die physiologische Darmmikroflora als
Barriere gegen die Ansiedlung pathogener Mikroorganismen. Indem viele Rezeptoren und
Bindungsstellen an den Darmepithelzellen bereits von der autochthonen Mikroflora besetzt
sind, konnen pathogene Bakterien nach Savage et al. und Tancrede et al. nicht adhdrieren
[176, 204]. AuBerdem produzieren Teile der kommensalen Mikroflora Metabolite oder
Bakteriozine, die toxisch auf andere (pathogene) Bakterien wirken [173]. Unabhingig davon
kommt es zwischen den autochthonen und den transienten, eventuell pathogenen
Mikroorganismen zu einer Konkurrenz um Substrate, Vitamine und Wachstumsfaktoren. Als
vierten Mechanismus nannte Autenrieth die Zerstdrung bakterieller Toxine durch die indigene
Darmmikroflora [7]. So konnten Castagliuolo et al. bei in vitro-Versuchen zeigen, dass eine
aus Saccharomyces boulardii extrahierte Protease das Toxin A von Clostridium difficile
blockierte [39].

Keimfrei aufgezogene Mause weisen im Gegensatz zu konventionell geborenen Tieren
Unterschiede in der Ausbildung des Darmepithels auf. Die Wand des Diinndarms von
keimfrei aufgezogenen Tieren wiegt im Vergleich zum Korpergewicht weniger, enthilt
weniger Wasser und die Ausbildung der Lamina propria ist stark reduziert [80]. Gordon et al.
berichteten von einer um 30 % reduzierten Oberflache der Diinndarmmukosa [80]. Savage et
al. schilderten, dass der Transit von Darmepithelzellen von den Lieberkiihn’schen Krypten bis
zur Zottenspitze in keimfrei aufgezogenen Maiusen 151 Stunden dauert, in Mausen mit
assoziierter Darmmikroflora hingegen nur 53 Stunden [177]. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist
die Beeinflussung der Entwicklung und der Funktion des darmassoziierten Immunsystems
[40, 43, 134]. Shanahan et al. beschrieben bei keimfrei aufgezogenen Tieren eine hohere
Anfalligkeit fiir intestinale Infektionen, kleinere Peyer’sche Platten und weniger
intraepitheliale Lymphozyten [190]. O’Hara et al. zeigten im Zellversuch, dass eine Infektion
mit den kommensalen Bakterien Bacillus infantus und Lactobacillus salivarius zur Sekretion
von Interleukin-10 und dem Tumornekrosefaktor (TNF)-a durch myeloide dendritische Zellen
fiihrt, eine Infektion mit Salmonella typhimurium hingegen zu einer Expression des
Nuclearfaktors (NF)-«B und Interleukins-8 [154]. Das Immunsystem ist also in der Lage,
zwischen der kommensalen Darmmikroflora einerseits und bestimmten pathogenen

Mikroorganismen anderseits zu unterscheiden [131].
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2.4.2 Negative Effekte der mikrobiellen Darmflora auf den

Wirtsorganismus

Zu den schiadigenden Auswirkungen der kommensalen Darmbakterien auf den
Wirtsorganismus gehoren nach Berg et al. die Bildung karzinogener Substanzen, das
bakterielle Fehlbesiedlungssyndrom, die vermehrte Translokation von Darmbakterien, die
Beteiligung an chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen sowie eine verminderte
Fettabsorption durch die Dekonjugation von Gallensduren [18].

Gorbach et al. beschrieben, dass die gastrointestinalen Mikroorganismen durch Umwandlung
didtetischer, nichtkarzinogener Substanzen (Glycoside, Azofarbstoffe, Amino- und
Gallensduren) in Prdkarzinogene oder Karzinogene zur Entstehung von Dickdarmkrebs
beitragen konnen [73, 88]. Inwieweit diese jedoch wirklich ursdchlich fiir den Krebs sind, ist
ungeklart.

Wenn das Gleichgewicht des Okosystems gestort ist, kann es zu einem
Fehlbesiedlungssyndrom (bacterial overgrowth) kommen [64]. Mdgliche Ursachen fiir ein
gestortes Okosystem sind oral, aber auch systemisch verabreichte Antibiotika,
Nahrungsumstellungen bei  Reisen, eine generelle Fehlerndhrung, verschiedene
Virusinfektionen des GIT, die Schocksymptomatik oder eine verletzungsbedingte
Durchlédssigkeit der Darmbarriere, aber auch ein durch Immunsupressiva oder Krankheiten
geschwiichtes Immunsystem [17, 70]. Die bakterielle Uberwucherung kann mit einer erhdhten
Translokation indigener Darmbakterien einhergehen, insbesondere von Enterobactericeae,
die als opportunistische Pathogene extraintestinale Erkrankungen bis hin zur Sepsis
hervorrufen konnen.

Auch bei chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen wie der Colitis ulcerosa oder dem
Morbus Crohn ist die indigene Darmmikroflora, auf die das Immunsystem des Wirts mit einer
iiberschieBenden Antwort reagiert, involviert. Cong et al. zeigten, dass CD4-positive T-Zellen
von C3H/HeJBir-Méusen, die spontan eine Colitis entwickeln, deutlich mit der Produktion
von Interleukin-2 und Interferon-y auf Antigene der indigenen Darmbakterien reagierten,
nicht jedoch auf Antigene in der Nahrung oder aus dem Darmepithel [46]. Ein weiterer
Aspekt ist die unter 2.4.1 angesprochene Dekonjugation von Gallensduren. Geschieht diese
bereits in der Ndhe des Sekretionsorts, ergibt sich daraus im Diinndarm eine verminderte

Fettabsorption bis hin zu Steatorrhoe [203].
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2.4.3 Mikrobielle Interaktionen

Die Wechselbeziehungen der gastrointestinalen Mikroflora sind hoch komplex und konnen
sowohl symbiotischer, neutraler als auch kompetitiver Natur sein [18, 48].

Interspezifische Kooperationen kommen vor allem bei der Hydrolyse komplexer
Kohlenhydrate vor. Wolin und Miller beschrieben, dass Bacteroides spp. Succinat als
Intermedidrprodukt produzieren, welches von Propionibakterien als Substrat genutzt und zu
Propionat decarboxyliert werden kann [219]. Bifidobakterien hingegen sind in der Lage,
Inulin und Stirke zu Laktat abzubauen, das von sekundir fermentierenden Bakterien zu
Acetat und Propionat umgewandelt wird [ 188].

Gleichermal3en ist die Bereitstellung bzw. der Austausch von Wachstumsfaktoren ein Beispiel
fiir mikrobiellen Mutualismus oder Kommensalismus. So stellt z. B. die Pantothenséure fiir
Laktobazillen einen essentiellen Wachstumsfaktor dar [159, 164]. Sie wird hiufig mit der
Nahrung zugefiihrt, kann jedoch auch von vielen Mikroorganismen — darunter E. coli —
synthetisiert werden [127].

Bakterielle Interferenz- und Konkurrenzmechanismen &duBlern sich in der Erschopfung
essentieller Substanzen (Substrate, Vitamine), in der Anderung der Umgebungsbedingungen
(pH-Wert, Redoxpotential) und der Produktion antagonistischer Substanzen [215]. Gemil3 der
Nischenkonstruktionstheorie, nach welcher Organismen einige der Umgebungsbedingungen,
die im erwihlten Habitat vorherrschen, zu ihren Gunsten modifizieren konnen, sind
Mikroorganismen in der Lage, durch Stoffwechselprozesse das chemische Milieu ihres
Habitats zu beeinflussen und damit ihre Umgebung, z. B. infolge einer Veridnderung des
pH-Werts oder des Redoxpotentials so zu verdandern, dass sie von anderen Spezies nur schwer
besiedelt werden kann [47]. Eine weitere schiddigende Relation stellt die Bildung
antagonistischer Substanzen wie Bakteriozine, toxische Metabolite, Antibiotika, freie
Fettsduren, Ammoniak und Hydrogenperoxid dar. Bohnhoff et al. wiesen nach, dass SCFA
bzw. von Bacteroides spp. gebildetes Acetat und Butyrat die Vermehrung von

Salmonella spp. behindern [29].

2.5 Die Entwicklung der Darmmikroflora beim Schwein

Der Verdauungskanal eines normal entwickelten Fetus ist bis zur Geburt steril [18, 130, 155].
Die erste Aufnahme von Mikroorganismen findet noch wihrend des natiirlichen
Geburtsvorganges durch Kontakt mit der maternalen Vaginalschleimhaut und der Umwelt

statt [52, 91, 205]. Daher sind die unbesiedelten Habitate des gastrointestinalen Okosystems
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zundchst diversen Mikroorganismen ausgesetzt, wobei viele dieser Mikroorganismen die
vorhandenen Habitate nicht besiedeln konnen und bald nach der Geburt nicht mehr
nachweisbar sind [176]. Andere Mikroorganismen hingegen siedeln sich in den vorhandenen
Habitaten an und setzen damit die schrittweise Kolonisation der verschiedenen Habitate durch
die indigene/autochthone Mikroflora in Gang. Die ersten Bakterien sind bereits binnen
weniger Stunden nach der Geburt im Kot nachweisbar und bereits eine Woche spiter konnen
bis zu 10'° CFU/g Kot auftreten [21, 176, 182].

Mit dem Platzen der Fruchtblasen beginnt auch bei ungeborenen Ferkeln die Besiedlung des
Darms mit Mikroorganismen, die von der Sau und aus der Umwelt stammen [130, 163, 166].
Die direkte Ubertragung von Mikroorganismen zwischen Mutter und Neugeborenem wurde
sowohl fiir den Menschen als auch fiir das Tier beschrieben [129, 176, 186, 205]. Beim
Schwein sind hierfiir mogliche Ursache die Koprophagie der Ferkel und der Kontakt zum
Muttertier beim Saugen [97, 112, 166]. Durch die sukzessive Kolonisation des GIT mit
Mikroorganismen wird aus dem unbesiedelten Magendarmsystem eines ungeborenen Ferkels
ein hochdiverses und komplexes Okosystem [96, 112].

Innerhalb von drei Stunden post partum besiedeln aerobe und fakultativ anaerobe Bakterien
den GIT des Ferkels, darunter am haufigsten E. coli, Streptokokken und Laktobazillen [112,
166]. Konstantinov et al. fanden durch eine 16S rRNA basierte Untersuchung bei zwei Tage
alten Ferkeln Lactobacillus sobrius und Lactobacillus reuteri als vorherrschende Spezies im
Darm vor [112].

Insbesondere die coliforme Mikroflora senkt das Redoxpotential so weit ab, dass bereits zwei
Tage nach der Geburt iiber 90 % der nachweisbaren Mikroflora aus strikten Anaerobiern
besteht [163]. Schon am fiinften Lebenstag findet man eine diverse und komplexe Mikroflora,
die sich hauptsdchlich aus Laktobazillen, Streptokokken, Clostridien, Bacteroides,
Eubacterium und Bifidobakterien zusammensetzt [166].

Das Absetzen fiihrt infolge der ungewohnten Nahrungsbeschaffenheit und des Verlustes des
Muttertiers stressbedingt zu einer reduzierten Futteraufnahme [114, 166]. Durch die
qualitative und quantitative Futterumstellung wird die Zusammensetzung der Mikroflora
instabiler und weniger divers. Nach Restabilisierung des intestinalen Okosystems ist dieses

charakteristisch fiir jedes Individuum [96, 225].
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2.6 Escherichia coli

2.6.1 Das Bakterium Escherichia coli

Escherichia coli wurde 1919 nach seinem Entdecker Theodor Escherich, der es 1885 isolierte
und als Bacterium coli communale bezeichnete, Escherichia coli benannt. Es gehdrt zum
Stamm der Proteobacteria, zur Klasse der Gammaproteobacteria, zur Ordnung der
Enterobacteriales und zur Familie der Enterobacteriacea, zu der gegenwirtig mehr als 50
Gattungen mit mehr als 200 Arten gezdhlt werden. Die Gattung Escherichia besteht neben
E. coli u. a. aus den Arten E. albertii, E. blattae und E. fergusonii. E. coli ist ein Gram-
negatives,  fakultativ  anaerobes, nicht sporenbildendes, peritrich  begeileltes
Stabchenbakterium mit einer GroBe von 2 pm x 0,5 um [85]. Es ist gewohnlich ein harmloser
und hdufiger Bestandteil der indigenen/autochthonen Darmmikroflora von Menschen, von
Sdugetieren sowie zu einem geringeren Anteil auch von Végeln, Reptilien, Amphibien und
Fischen [76, 189, 197, 199]. Bei gesunden Menschen und Saugetieren stellt es den am
hiufigsten vorkommenden fakultativen Anaerobier im Kolon dar [51, 148]. Der untere Teil
des Darmtrakts, also der distale Anteil des Ileums und das Kolon der meisten Warmbliiter
bilden das Primérhabitat von E. coli [52, 85], hierbei hauptsdchlich der Mukuslayer des
Kolons [108]. Hartley et al. fanden in der Kolonmukosa von Menschen E. coli-Level von
etwa 10° CFU/g Mukosagewebe [86]. Schierack et al. hingegen konnten nur in vier von

dreiBig Mukusproben mehr als 10 E. coli/g Mukosagewebe beim Schwein nachweisen [185].
2.6.2 Pathogene E. coli

Zur indigenen Darmmikroflora gehorende, kommensale E. coli sind meist harmlose, den
Wirtsorganismus nicht schddigende Mitglieder der gastrointestinalen Mikroflora [108, 170,
189, 199].

Als opportunistische Pathogene konnen sie jedoch bei Verletzungen der Darmmukosa oder
immunsupprimierten Wirten klinisch apparente Infektionen verursachen. Durch den Erwerb
spezifischer  Virulenzattribute = wie  Invasivitit, = Toxinproduktion = oder  auch
Phagozytoseresistenz konnen viele E. coli-Stamme als obligate Pathogene das Immunsystem
des Wirtes iiberwinden und dabei Krankheiten auslosen oder aber durch Toxinsekretion die
Epithelzellen schiddigen. Russo und Johnson unterschieden daher kommensale, intestinal-

pathogene (InPEC) und extraintestinal-pathogene E. coli (EXPEC) [170]. EXPEC verursachen
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keine intestinalen FErkrankungen [198], konnen aber den Darmtrakt asymptomatisch

kolonisieren [103].

Tab. 2 Klinisches Bild hervorgerufen durch Infektionen mit verschiedenen E. coli-Pathotypen
nach Johnsson und Russo 2002 [103]

Pathotypen klinische Manifestation*
Asymptomatische Diarrhoe Extraintestinale
intestinale Kolonisation Infektion
Kommensale it o n
E. coli
Intestlpal—pathogene o et o
E. coli
Extralntestl_nal—patho— it o et
gene E. coli

* klinische Manifestation auf semiquantitativer Skala von — (nicht vorhanden) bis +++ (maximal) dargestellt

Intestinal-pathogene E. coli konnen durch den Nachweis verschiedener Virulenzgene in sechs
Pathotypen unterteilt werden: enterotoxische (ETEC), Shiga-Toxin
produzierende/enterohdmorrhagische (STEC/EHEC), enteropathogene (EPEC),
enteroinvasive (EIEC), enteroaggregative (EAggEC) und diffus adhdrente (DAEC) E. coli.

Tab. 3 stellt die mit den verschiedenen E. coli-Pathotypen assoziierten Virulenzfaktoren und

Krankheiten dar [148].

Tab. 3 Pathotypen intestinal-pathogener E. coli nach Nataro und Kaper (1998)

Pathotyp Virulenzfaktoren Krankheiten

ETEC Hitzelabile und hitzestabile Enterotoxine | Wassrige Diarrthoe bei Kindern,
(LT, ST) Reisediarrhoe, Jungtierdiarrhoe
Shiga-Toxine (Stx1, Stx2) Himolytisch-urdmisches Syndrom
Locus of Enterocyte Effacement (HUS)

STEC/EHEC | Hitzestabiles Toxin (astd) Hémorrhagische Colitis (HC),
Enterohdmolysine . ) . )

- - Blutige Diarrhoe beim Tier,

Adhésine (Intimin) Odemkrankheit beim Schwein
Plasmid pO175 © cit et Sehwe
Locus of Entfz rocy t.e Effacement . Diarrhoe bei Kindern in

EPEC bundle forming pili (bfp), auBBer bei Entwickluneslindern
atypischen EPEC g
Enterotoxine . .

EIEC 140-MDa Plasmid wissrige Diarrhoe
Adhisine

EAggEC Hitzestabiles Toxin (astA4) sekretorische Diarrhoe
Cytotoxine
Fimbrien (F1845) _ .

DAEC 100-kDa outer membrane protein (OMP) wéssrige Diarrhoe
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2.6.3 E. coli im porzinen Gastrointestinaltrakt

E. coli kommen im GIT des Schweins hauptsdchlich im Dickdarm, aber auch héufig im
Diinndarm vor [50]. Sie zdhlen neben Streptokokken, Laktobazillen und Clostridien zu den
Erstbesiedlern des zunichst sterilen Verdauungskanals des neugeborenen Ferkels [109] und
werden iiber die Umwelt und das Muttertier aufgenommen. Samson et al. berichteten von
einer Koprophagie des Sauenkots durch die Ferkel [175]. Allerdings wiesen Katouli et al.
[109] und Schierack et al. [186] bei Ferkeln andere E. coli-Isolate als bei Sauen nach. Sie
beschrieben auBlerdem, dass fiir jedes Ferkel schon in der ersten Lebenswoche eine
einzigartige E. coli-Mikroflora nachweisbar ist und sich auch mit zunehmendem Alter kaum
Ahnlichkeiten ergeben, so dass jedes Ferkel nach dem Absetzen eine eigene charakteristische
E. coli-Mikroflora besitzt [89]. Die E. coli-Populationen sind hoch dynamisch und individuell
[89, 109, 186]. Hinton et al. wiesen bis zu 25 verschiedene E. coli-Klone im Darm von
Schweinen nach [89], Schierack et al. fanden bis zu 41 Klone [185]. Die Diversitit, berechnet
nach dem Simpson’s Index [95] lag im Kolon hoher als im Jejunum. Aus dem Darm von
Ferkeln isolierten Schierack et al. {iber einen Zeitraum von acht Wochen 44 unterschiedliche
E. coli-Klone, von denen die Mehrzahl so genannte minor clones darstellten, die nur in
geringer Zahl fiir eine kurze Zeit auftraten und danach nicht mehr nachweisbar waren [186].
Die Assoziation bestimmter E. coli-Phylotypen zu spezifischen Darmregionen, wie sie von

Dixit et al. aufgezeigt wurde [50], konnten Schierack et al. nicht bestitigen [185].
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3. Material

3.1 Herkunft der verwendeten E. coli-Stamme

Die untersuchten E. coli-Stdmme stammen aus dem Darm von 119 Wildschweinen aus den
Bundesldandern Berlin, Brandenburg, Sachsen, Sachsen-Anhalt, Thiiringen und Mecklenburg-
Vorpommern, die wahrend verschiedener Jagden in den Jahren 2006 bis 2008 erlegt wurden.
Es handelte sich dabei um verhaltensunauffillige Tiere, deren post mortem Untersuchung
keinen Grund zur Beanstandung gab. Das Alter wurde aufgrund der Zahnentwicklung
geschitzt.

Die 119 Wildschweine setzen sich auf folgende Weise zusammen: In den Jahren 2006 und
2007 wurden aus dem Jejunum, Ileum und Kolon von 63 Wildschweinen E. coli-Isolate
gewonnen. Zusdtzlich wurden in der Jagdsaison 2007/2008 von weiteren 56 erlegten
Wildschweinen Kotproben aus dem Rektum entnommen.

Fiir den ersten Teil der vorliegenden Arbeit — die Diversititsbestimmung der E. coli-Isolate
aus Wildschweinen — wurden von 21 Wildschweinen je 30 E. coli-Isolate verwendet, von
denen jeweils zehn aus dem Jejunum, dem Ileum und dem Kolon stammen.

Fir den zweiten Teil der Arbeit — die geno- und phénotypische Charakterisierung von
E. coli-Stammen aus Wildschweinen — wurde pro Wildschwein ein entweder aus dem Kolon
oder dem Rektum stammendes E. coli-Isolat fiir weitergehende Untersuchungen genutzt.
Nach Isolation der E. coli-Stimme und Ausschluss identischer Isolate standen die in Tab. 4

aufgelisteten E. coli-Stdmme fiir diesen Teil der Arbeit zur Verfligung.

Tab. 4 E. coli-Stamme aus der Fazes von Wildschweinen

IMT-Nummer Jagdort Datum der Jagd
14232 Ahrensfelde 19.11.2007
14233 Ahrensfelde 19.11.2007
14234 Ahrensfelde 19.11.2007
16421 Casel, Drebkau 10.11.2006
16422 Casel, Drebkau 10.11.2006
16423 Casel, Drebkau 10.11.2006
16424 Casel, Drebkau 10.11.2006
16425 Casel, Drebkau 10.11.2006
16426 Casel, Drebkau 11.11.2006
16461 Casel, Drebkau 08.11.2007
16462 Casel, Drebkau 08.11.2007
16463 Casel, Drebkau 08.11.2007
16464 Casel, Drebkau 08.11.2007
16465 Casel, Drebkau 08.11.2007
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IMT-Nummer Jagdort Datum der Jagd
16466 Casel, Drebkau 08.11.2007
16492 Casel, Drebkau 18.01.2008
16493 Casel, Drebkau 18.01.2008
16494 Casel, Drebkau 18.01.2008
16495 Casel, Drebkau 18.01.2008
16496 Casel, Drebkau 18.01.2008
16497 Casel, Drebkau 18.01.2008
16498 Casel, Drebkau 18.01.2008
16499 Casel, Drebkau 18.01.2008
16500 Casel, Drebkau 18.01.2008
16501 Casel, Drebkau 18.01.2008
16472 Grunewald 13.12.2007
16473 Grunewald 13.12.2007
16474 Grunewald 13.12.2007
16475 Grunewald 13.12.2007
16476 Grunewald 13.12.2007
16477 Grunewald 13.12.2007
16478 Grunewald 13.12.2007
16479 Grunewald 13.12.2007
16480 Grunewald 13.12.2007
16481 Grunewald 13.12.2007
16412 GroB Liebitz 11.11.2006
13127 Grof Liebitz 11.11.2006
16414 Grof} Liebitz 11.11.2006
13122 GroB Liebitz 11.11.2006
16415 Grof Liebitz 11.11.2006
13100 Grof} Liebitz 11.11.2006
16419 Grof} Liebitz 03.11.2006
16420 Grof Liebitz 03.11.2006
16437 Jiiterbog 01.12.2006
16438 Jiiterbog 01.12.2006
16439 Jiterbog 01.12.2006
16440 Jiiterbog 01.12.2006
16468 Lauchhammer 29.11.2007
16469 Lauchhammer 29.11.2007
16470 Lauchhammer 29.11.2007
16471 Lauchhammer 29.11.2007
16467 Milstrich 20.11.2007
16460 Netzeband 10.11.2007
16427 Nochten 11.11.2006
16428 Nochten 11.11.2006
16429 Nochten 11.11.2006
16430 Nochten 11.11.2006
16431 Nochten 11.11.2006
13109 Oranienburg 22.11.2006
16416 Oranienburg 22.11.2006
16417 Oranienburg 22.11.2006
16418 Oranienburg 30.10.2006
16459 Schaalsee 09.11.2007
16489 Schwarzkollm 15.12.2007
16490 Schwarzkollm 15.12.2007
16491 Schwarzkollm 15.12.2007
16441 Sollschwitz 09.12.2006
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IMT-Nummer Jagdort Datum der Jagd
16442 Sollschwitz 09.12.2006
16443 Sollschwitz 09.12.2006
16444 Sollschwitz 09.12.2006
16445 Sollschwitz 09.12.2006
16446 Sollschwitz 09.12.2006
16447 Sollschwitz 09.12.2006
16448 Sollschwitz 09.12.2006
16449 Sollschwitz 09.12.2006
16450 Sollschwitz 09.12.2006
16451 Sollschwitz 09.12.2006
16452 Sollschwitz 09.12.2006
16453 Sollschwitz 09.12.2006
16454 Sollschwitz 09.12.2006
16455 Sollschwitz 09.12.2006
16456 Sollschwitz 09.12.2006
16457 Sollschwitz 09.12.2006
16458 Sollschwitz 09.12.2006
16488 Spreetal 08.12.2007
16502 Spreetal 15.12.2008
16432 Vollenborn 25.11.2006
16433 Vollenborn 25.11.2006
16434 Vollenborn 25.11.2006
16435 Vollenborn 25.11.2006
16436 Vollenborn 25.11.2006
14227 Vollenborn 27.11.2007
14228 Vollenborn 27.11.2007
14229 Vollenborn 27.11.2007
14230 Vollenborn 27.11.2007
14231 Vollenborn 27.11.2007
16482 Welzow 01.12.2007
16483 Welzow 01.12.2007
16484 Welzow 01.12.2007
16485 Welzow 01.12.2007
16486 Welzow 01.12.2007
16487 Welzow 01.12.2007

Zum Vergleich der Daten von E. coli aus Wildschweinen mit denen aus Hausschweinen
wurden E. coli verwendet, die aus dem Darm von Ferkeln (Tab. 5) bzw. aus dem Rektum von
Sauen aus Ferkelerzeugerbetrieben (Tab. 6) stammen. Die in Tab. 5 aufgelisteten
E. coli-Isolate wurden im Zuge der Untersuchungen des DFG-Projektes FOR 438 des
Fachbereichs Veterindrmedizin der Freien Universitét Berlin (Reg.-Nr.
Tierversuch: G0037/02) isoliert. Sie stammen aus 35 Tage alten Ferkeln, die durch Kreuzung
der Hausschweinrassen Deutsche Landrasse und Duroc erzeugt wurden. Die in Tab. 6
aufgefiihrten E. coli-Stimme wurden 2008 aus Kottupfern von sieben Monate bis flinf Jahre
alten konventionell gehaltenen Hausschweinen (ebenfalls Hybride der Hausschweinrassen

Deutsche Landrasse und Duroc) gewonnen.
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Tab. 5 E. coli-Stamme aus dem Darm von Ferkeln (Berlin Dahlem)

IMT-Nummer Entnahmestelle Entnahmedatum
18156 Kolon 09.08.2004
18157 Kolon 12.08.2004
18158 Jejunum 12.08.2004
18159 Kolon 13.08.2004
18160 Kolon 13.08.2004
18161 Kolon 13.08.2004
18162 Kolon 13.08.2004
18163 Kolon 13.08.2004
18164 Kolon 19.08.2004
18165 Kolon 19.08.2004
18166 Kolon 19.08.2004
18167 Kolon 19.08.2004
18168 Kolon 19.08.2004
18169 Kolon 20.08.2004
18170 Kolon 20.08.2004
18171 Kolon 20.08.2004
18172 Kolon 20.08.2004
18173 Kolon 20.08.2004
18174 Jejunum 20.08.2004
18175 Kolon 01.03.2005
18176 Kolon 01.03.2005
18177 Jejunum 09.05.2005
18178 Jejunum 09.05.2005
18179 Kolon 18.07.2005
18180 Kolon 18.07.2005
18181 Jejunum 18.07.2005
18182 Jejunum 22.08.2005
18183 Kolon 26.09.2005
18184 Kolon 26.09.2005
18185 Kolon 26.09.2005

Tab. 6 E. coli-Staimme aus dem Rektum von Hausschweinen

IMT-Nummer Ort Entnahmedatum
18186 Berlin Dahlem 30.10.08
18187 Berlin Dahlem 30.10.08
18188 Berlin Dahlem 30.10.08
18189 Berlin Dahlem 30.10.08
18190 Berlin Dahlem 30.10.08
18191 Berlin Dahlem 30.10.08
18192 Berlin Dahlem 30.10.08
18193 Berlin Dahlem 30.10.08
18194 Berlin Dahlem 30.10.08
18195 Berlin Dahlem 30.10.08
18196 Landkreis Harz 04.11.08
18197 Landkreis Harz 04.11.08
18198 Landkreis Harz 04.11.08
18199 Landkreis Harz 04.11.08
18200 Landkreis Harz 04.11.08
18201 Landkreis Harz 04.11.08
18202 Landkreis Harz 04.11.08
18203 Landkreis Harz 04.11.08
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IMT-Nummer Ort Entnahmedatum
18204 Landkreis Harz 04.11.08
18205 Landkreis Harz 04.11.08
18206 Landkreis Teltow-Flaming 06.11.08
18207 Landkreis Teltow-Flaming 06.11.08
18208 Landkreis Teltow-Flaming 06.11.08
18209 Landkreis Teltow-Flaming 06.11.08
18210 Landkreis Teltow-Flaming 06.11.08
18211 Landkreis Teltow-Flaming 06.11.08
18212 Landkreis Teltow-Flaming 06.11.08
18213 Landkreis Teltow-Flaming 06.11.08
18214 Landkreis Teltow-Flaming 06.11.08
18215 Landkreis Teltow-Flaming 06.11.08

24




194

+[X7S “+ddsq/yssd

-wue)s

USGJOIN) JBIISIOAIU “QISL], "P U UBILY 880:@8220 ‘+D mEm\mE ‘CHAT
S661 “Te 30 uosuyof -SUOIP[JU] pun SUAISAH “J “Isu[ -[93p[¥sind [OSUN ‘X8 ‘LHILSTO ‘102 °q £eo1dd LY1C
900¢
“Te 30 orIAYOS VS ‘0os1ouel UeS ‘sso1) YD) 1SaUOISEYPY [OSUSN SYHMO ‘TI-M 1702 " SSOTDIN 9ILI
900T “Te 3 1y 8161 QISSIN 1SQJUOISEYPY TH:$:90 ‘yosnorqoid ‘(1099
1L00T “Te 30 ypreg ‘9)oopioy ‘uureydAopry ‘@IopeInin ADd-¥00d [OSUN INSQ) LT6T SISSIN 702 7 | L161 SISSIN 81791
UQSNBYINSNA I[N +OHHAANY +ov2 “+7X18 6-120
900C “Te 39 I[N AVd4 ‘d13o[orwaprdy gy ynjnsuf oeu JYDd | uuedaqun) “+714S ‘IN-H:6¥710 DALS /9T/TOUYM 90¢C8
uopsaI(] ML ‘snre) WM +pad
900T “Te 12 Jo[MIN Aeisng) [1e7) jeln3e,] SYISIUIZIPIJN oru JYDd YOSUSIN |“+Fdfq “+2v2 ‘9H:LT1O ‘DAdH 69/8v€Cd 6099
UG JBIISIOATU() “QIALT, P UIOYUBLY
L00T “Te 39 yueg -SUOIP[Fu] pun SUSISAY J Isul | YDd-yromsog | juuedpqun) +D[-J52 “+spf “1]00 " SESCLINI 8¢8¢
L00T “Te 39 yyreg urpeg-Ng ‘LINI | gDd-yromsog Uromyos +27X38 ‘1102 8610 dd 98101
+d]-gqi12
L00T “Te 39 yueg urpreg-Ng ‘LINL | dDd-yromsog Uromyos “H[1S2 “+Davf ‘1100 " 0€8¥LINI 0€8Y
UQGALD) JBIISIAIU[) ‘QIAL ], "P U UBL] +D[-189 ‘][5
L00T “Te 30 yrreq -SUOISJU] pun JUSISAY J Isuf YDd-yHomog URMYSS P2/ ISM8ETO DAA™ | 00019 / LSH 61
UQ(JALD) JBISIOATU( QISL], “P UIYULLY +Ip Ay +yunf
L00T “Te 39 yureg -SUOI[RJU] pun SUSISAH J IsU] [ JOJ-yromsog pury ‘“+o[-152 “-H:1010 D414 6SCI-1vd ¥0¢
3Ingzmpy 1BIISIOATUN)
L00T e 10 s1omyg ‘0130701qSUOIP[AU] NI[OIA J "ISU] ADd-Dddxd YOSudIN | DHIAN ‘LH:I:SLO ‘1702 °H 859 314 L9T6
UQGALD) JBIISIAIU[) ‘QIAL ], "P U UBL]
L00T “Te 30 s1omyg -SUOIRJU] pun dUdISAY J Isuf ADd-OddXd [OSUaIN 105 °q 00CILINI 00¢CI
L00T “Te 10 s1omyg NSIN DLSAN ADd-OddXd [OSUSN IN:SLO 1109 7 79 ¥oDHd 0co6L
L00T “'Te 10 s1omyg UdARYXND) WINZIAL ], UUBWILO] ADd-DddXd uyny +F2sp ‘SH: 2O DAV 0LYCTIINI 0L¥C
L00T “Te 30 s1omyg UdARYXN)) WYONZIdL ], UUBWO] dDd-Oddxd uyny SH:TO 102 "7 | ST-00/L8614d GCIS
JunUYIZIg JowWwnN
ZUAIJY PN SunpuIMIdIA PJUMH sunqraydIsag ’

~LIAI

OUIIBISZUDIOJOY 9JOPUIMIOA JIOQTY USPUSSII[IOA Iop U] / ‘qe,

QWM BISZUAIRJIWdLIdIPD Y 7€



3.3 Oligonukleotide

Die DNA-Sequenzen der Oligonukleotide (Primer) wurden aus Verdffentlichungen

entnommen und von den Firmen Genosys (Steinheim) und Operon (Ko6ln) bezogen.

Tab. 8 In der vorliegenden Arbeit verwendete Oligonukleotid-Primer

Zielgen Beschreibung Primersequenz (5’ — 3°) Referenz
afa/dra Afimbrial/ Dr antigen- |I: TAAGGAAGTGAAGGAGCGTG Ewers et al.,
specific adhesin II CCAGTAACTGTCCGTGACA 2007
aidA-1 Adhesin involved in I: ACAGTATCATATGGAGCCA Boerlin et al.,
diffuse adherence II: TGTGCGCCAGAACTATTA 2005
astA EASTI (heat stable I TGCCATCAACACAGTATATCC Yamamoto &
cytotoxin associated II: TAGGATCCTCAGGTCGCGAGT Echeverria,
with enteroaggregative GACGGC 1996
E. coli)
bfpB Bundle forming pilus |I. GATAAAACTGATACTGGGCAGC Miiller et al.,
subunit B II: AGTGACTGTTCGGGAAGCAC 2006
chud Heme receptor gene (E. | 1. GACGAACCAACGGTCAGGAT Clermont et
coli haem utilization) | 1l: TGCCGCCAGTACCAAAGACA al., 2000
cnfl/2 Cytotoxic necrotising |I: TCGTTATAAAATCAAACAGTG Ewers et al.,
factor II: CTTTACAATATTGACATGCTG 2004
crld Type 1 fimbriae (D- I TTTCGATTGTCTGGCTGTATG Maurer et al.,
mannose specific II: CTTCAGATTCAGCGTCGTC 1998
adhesin)
cvi/eva Structural genes of I: TCCAAGCGGACCCCTTATAG Ewers et al.,
colicin V operon II: CGCAGCATAGTTCCATGCT 2007
(microcin ColV)
eltB Heat-labile I GGCGTTACTATCCTCTCTAT Bosworth &
enterotoxine LT-Ia and |1I: TGGTCTCGGTCAGATATGT Casey, 1997
LT-Ib
escV E. coli secreted protein | 1. GGCTCTCTTCTTCTTTATGGCTG Miiller et al.,
V (LEE3) II: CCTTTTACAAACTTCATCGCC 2006
est la Heat-stable enterotoxin | 1. CAACTGAATCACTTGACTCTT Bosworth &
ST-1a II: TTAATAACATCCAGCACAGG Casey, 1997
est 1] Heat-stable enterotoxin | 1. TGCCTATGCATCTACACAAT Bosworth &
ST-11 II: CTCCAGCAGTACCATCTCTA Casey, 1997
faeG F4 fimbrial adhesin I GAATCTGTCCGAGAATATCA Bosworth &
II: GTTGGTACAGGTCTTAATGG Casey, 1997
fanA F5 fimbrial adhesin I. AATACTTGTTCAGGGAGAAA Bosworth &
II: AACTTTGTGGTTAACTTCCT Casey, 1997
fasA F6 fimbrial adhesin I. AAGTTACTGCCAGTCTATGC Bosworth &
II: GTAACTCCACCGTTTGTATC Casey, 1997
fedA F 18 fimbrial adhesin  |1. TGGTAACGTATCAGCAACTA Bosworth &
II: ACTTACAGTGCTATTCGACG Casey, 1997
feoB Ferrous iron I: TGAGGACTCCGGCTATATGG Boehnke
transporter B II: ATAACTGCCAGAATGCACACC
fimC Type 1 fimbriae (D- I GGGTAGAAAATGCCGATGGTG JanBen et al.,
mannose-specific II: CGTCATTTTGGGGGTAAGTGC 2001
adhesin)
fimF4la | F41 fimbrial adhesin  |1: AGTATCTGGTTCAGTGATGG Bosworth &
II: CCACTATAAGAGGTTGAAGC Casey, 1997
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Zielgen Beschreibung Primersequenz (5’ - 3°) Referenz
fruA Ferric yersinia uptake |1. GCGACGGGAAGCGATGACTTA Schubert et
(versiniabactin II: CGCAGTAGGCACGATGTTGTA al., 1998
receptor)
gimB Genetic island I: TCCAGATTGAGCATATCCC Ewers et al.,
associated with II: CCTGTAACATGTTGGCTTCA 2007
newborn meningitis
hlyA Haemolysin A I: GTCCATTGCCGATAAGTTT Ewers et al.,
II: AAGTAATTTTTGCCGTGTTTT 2004
hra Heat-resistant I: TCACTTGCAGACCAGCGTTTC Ewers et al.,
agglutinin II: GTAACTCACACTGCTGTCACCT 2007
ibed Invasion of brain I TGGAACCCGCTCGTAATATAC Ewers et al.,
endothelium II: CTGCCTGTTCAAGCATTGCA 2007
iha Iron-regulated-gene- |1 GCCCAGATCGATGACCAC Ewers et al.,
homologue adhesin II: TAGTGCGTTGGGTTATCGCTC 2007
ireAd Iron-responsive I: ATTGCCGTGATGTGTTCTGC Ewers et al.,
element (putative II: CACGGATCACTTCAATGCGT 2007
catecholate sidero-
phore receptor)
iroN Catecholate sidero- |1. ATCCTCTGGTCGCTAACTG Ewers et al.,
phore (salmochelin) |1I: CTGCACTGGAAGAACTGTTCT 2007
receptor
irp2 Iron repressible I. AAGGATTCGCTGTTACCGGAC Schubert et
protein (yersinia- II: TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT al., 1998
bactin synthesis)
iss Increased serum I. ATCACATAGGATTCTGCCG Ewers et al.,
survival II: CAGCGGAGTATAGATGCCA 2005
iucD Aerobactin synthesis |I. ACAAAAAGTTCTATCGCTTCC JanfBen et
II: CCTGATCCAGATGATGCTC al., 2001
kpsMTII | Group II capsule I. GCGCATTTGCTGATACTGTTG Johnson &
antigens II: CATCCAGACGATAAGCATGAGCA |Stell, 2000
malX Pathogenicity- I. GGACATCCTGTTACAGCGCGCA Johnson &
associated island II: TCGCCACCAATCACAGCCGAAC | Stell, 2000
marker CFT073
mat Meningitis- [: TATACGCTGGACTGAGTCGTG Ewers et al.,
associated and II: CAGGTAGCGTCGAACTGTA 2007
temperature-
regulated fimbriae
neuC K1 capsular [: GGTGGTACATTCCGGGATGTC Watt et al.,
polysaccharide II: AGGTGAAAAGCCTGGTAGTGTG |2003
ompA Outer membrane I. AGCTATCGCGATTGCAGTG Ewers et al.,
proteine II: GGTGTTGCCAGTAACCGG 2007
paa Porcine A/E- [: GGCCCGCATACAGCCTTG Boerlin et
associated gene II: TCTGGTCAGGTCGTCAATACTC al., 2005
papC Pilus associated with |1: TGATATCACGCAGTCAGTAGC Janfen et
pyelonephritis II: CCGGCCATATTCACATAAC al., 2001
pic Serin protease I ACTGGATCTTAAGGCTCAGG Ewers et al.,
autotransporter II: TGGAATATCAGGGTGCCACT 2007
RAPD 1 |RAPD Primer 1 GGTGCGGGAA Schierack et
al., 2009
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Zielgen Beschreibung Primersequenz (5° — 3°) Referenz
RAPD 2 |RAPD Primer 2 GTTTCGCTCC Schierack et
al., 2009
RAPD 4 | RAPD Primer 4 AAGAGCCCGT Schierack et
al., 2009
sat Secreted [: TGCTGGCTCTGGAGGAAC Ewers et al.,
autotransporter toxin |1I: TTGAACATTCAGAGTACCGGG 2007
sepA Secretion of E. coli  |I. TAAAACCCGCCGCCTGAGTA Boerlin et
proteins II: TGCCGGTGAACAGGAGGTTT al., 2005
sfa/foc S fimbriae (sialic I. CGGAGAACTGGGTGCATCTTA Ewers et al.,
acid-specific) and II: GTCCTGACTCATCTGAAACTGCA 2007
FIC fimbriae
sitD chro- | Salmonella iron I. ACTCCCATACACAGGATCTG Ewers et al.,
mosomal | transport system II: CTGTCTGTGTCCGGAATGA 2007
gene
sitD epi- | Salmonella iron I. TTGAGAACGACAGCGACTTC Ewers et al.,
somal transport system II: CTATCGAGCAGGTGAGGA 2007
gene
stxl Shiga-Toxin 1 I GGCGTTCTTATGTAATGACTGC Miiller et
II: ATCCCACGGACTCTTCCATC al., 2006
stx2 Shiga-Toxin 2 I. CGTTTTGACCATCTTCGTCTG Miiller et
II: AGCGTAAGGCTTCTGCTGTG al., 2006
stx2e Shiga-Toxin 2e I AATAGTATACGGACAGCGAT Bosworth &
II: TCTGACATTCTGGTTGACTC Casey, 1997
tia Toxigenic invasion I AGCGCTTCCGTCAGGACTT Ewers et al.,
locus in ETEC II: ACCAGCATCCAGATAGCGAT 2007
strains
traT Transfer protein I: GTGGTGCGATGAGCACAG Ewers et al.,
II: TAGTTCACATCTTCCACCATCG 2007
tsh Temperature I ACTATTCTCTGCAGGAAGTC Ewers et al.,
sensitive II: CTTCCGATGTTCTGAACGT 2004
hemagglutinin
TspE4.C2 | Anonymous DNA I: GAGTAATGTCGGGGCATTCA Clermont et
fragment II: CGCGCCAACAAAGTATTACG al., 2000
vat Vacuolating I. TCCTGGGACATAATGGCTAG Ewers et al.,
autotransporter toxin |1I: GTGTCAGAACGGAATTGTC 2004
yjaA Uncharacterized I. TGAAGTGTCAGGAGACGCTG Clermont et
protein yjaA II: ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC al., 2000
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3.4 Zelllinie: IPEC-J2-Zellen

Zur Durchfithrung der Adhidsionsassays wurde die porzine Epithelzelllinie IPEC-J2 (Intestinal
Porcine Epithelial Cell-Jejunum 2) genutzt. Sie stammt aus nicht transformierten
Epithelzellen eines neugeborenen, nicht gesidugten Ferkels und wurde von Schierack et al.
[183] als ein in vitro-Modell fiir Untersuchungen zu Interaktionen zwischen Bakterien und

intestinalen Epithelzellen des Schweins charakterisiert.

3.5 Nahr- und Selektivnihrmedien

Soweit nicht anders angegeben, wurden die aufgefiihrten Medien mit destilliertem Wasser

(Aqua bidestillata) hergestellt und fiir 20 Minuten bei 121 °C autoklaviert.

Schafblut-Nihrmedium
e 10 g/l Pepton

3 g/l Hefeextrakt

e 6 g/l Natriumchlorid

e 1 g/l Glukose

o 12g/l Agar

e Zusatz: definiertes Schafblut 5 %

e 37 g/l dieser Mischung in A. bidest. suspendieren
LB-Nahragar

e 10 g/l Trypton

e 5 g/l Hefeextrakt

e 10 g/l NaCl

e 15g/l Agar

LB-Bouillon nach Miller (Lysogeny Broth)

e 10 g/l Trypton
e 5 g/l Hefeextrakt
e 10 g/l NaCl
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LB-Weichagar
e 10 g/l Trypton
e 5 g/l Hefeextrakt
e 10 g/l NaCl
o 25 g/l Agar-Agar

Chromagar Orientierung
e 32,3 g/l Chromagar Orientierung (CHROMagar, Paris, Frankreich)
BHI-Bouillon (Brain Heart Infusion Bouillon)

e 6 g/l Kalbshirn
6 g/l Rinderherz

10 g/l Proteosepepton
3 g/l Glukose
5 g/l Natriumchlorid

2,5 g/l di-Natriumhydrogenphosphat

37 g/l dieser Mischung in A. bidest. suspendieren
Citrat-Agar (nach Simmons)

e 0,3 g/l Magnesiumsulfat
e | g/l Ammoniumphosphat
e | g/l Dikaliumhydrogenphosphat

e Natriumacetat ® 51/2 H,O
Kligler-Eisen-Agar

e 10 g/l pankreatisch abgebautes Casein
e 10 g/l verdautes Tiergewebe

e 10 g/l Laktose

e 1 g/l Glukose

e 5S¢/l NaCl

e 0,5 g/l Ammoniumeisen(III)-citrat

e 0,5 g/l Natriumthiosulfat

e 15g/l Agar

e 25 mg/l Phenolrot
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LIM-Medium (lysine indole motility)

e 5 g/l Bakto-Pepton

3 g/l Hefeextrakt

e 15 g/l tryptisch verdautes Caseinpepton
e 1 g/l Glukose

e 5 g/l L-Lysin-Monohydrochlorid

e 5 g/l NaCl

e 16 mg/l Bromcresolpurpur

o 2¢/l Agar
Harnstoff-Agar

e 1 g/l pankreatisch abgebaute Gelatine
1 g/l Glukose
e 5 g/l NaCl

e 2 g/l Kaliumphosphat
¢ 12 mg/l Phenolrot
e 15¢g/1 Agar

3.6 Losungen und Puffer

Hiufig verwendete Losungen

Sofern nicht anders angegeben, wurden die folgenden Losungen mit A. bidest. hergestellt und

fir 20 Minuten bei 121 °C autoklaviert.

e 10xPBS 80 g/l NaCl; 2 g/l Kaliumchlorid; 11,5 g/l Na,HPOy;
2 g/l KH,POy; pH 7,4

e 10xTBE 107,8 g/l Tris(hydroxymethyl)-aminomethan; 55 g/
Borséure; 40 ml/l einer 500 mmol/l EDTA-L6sung

e 10xTE 12,1 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 37,25 g EDTA;
pH 7,5
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Losungen fiir die PFGE

e ESP-Puffer

e Enzympuffer fiir Xba I

Losungen fiir die Zellkultur

e DMEM/HAM’S

e DMEM/HAM’S-FKS

186,15 g/l EDTA; 10 g/l Sarcosyl; pH 9,5; sterilfiltriert
(0,45 um PorengroB3e)

0,121 g Tris base; 0,058 g NaCl; 0,203 g (1x konzentriert,
100 ml) MgCl, 6 H,0; 80 ml A. bidest.; 0,78 ml
Mercaptoethanol; pH 8

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium:
DMEM/HAM’S F-12 (1:1), Biochrom, Berlin (D)
Dulbecco’s modified Eagle’s Medium:
DMEM/HAM’S F-12 (1:1), Biochrom, Berlin (D);

5 % fetales Kédlberserum (FKS, hitzeinaktiviert: 56 °C,
30 min)

Losungen fiir die PCR und die Agarose-Gelelektrophorese

e 10xPCR buffer

200 mM Tris HCI (pH 8,4); 500 mM Kaliumchlorid;
Rapidozym GmbH, Berlin (D)

e Magnesiumchloridlésung 50 mM; Rapidozym

e dNTP

e SxLadepuffer

3.7 Enzyme

e DNA-Polymerase,
BioTherm
o Xbal

e Proteinase K

10 mM dATP; 10 mM dCTP; 10 mM, dGTP; 10 mM dTTP;
Promega Corporation, Mannheim (D)

50 % Glyzerin; 100 mM EDTA (0,5 M Stammldsung,

pH 8,0); 1 mM TRIS-HCL (10 mM Stamml&sung, pH 8,0);
0,025 % Bromphenolblau

Rapidozym, Berlin (D)

Promega, Madison (USA)
Serva, Heidelberg (D)
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3.8

3.9

GrofBlenmarker

100 bp-DNA-Leiter
extended (100-5000 bp)
Lambda Ladder PFGE
Marker (21 Fragmente,

8.5 - 1,0185 kb)

Farbstoffe

Fluoresceinisothio-

cyanat (FITC)
FITC-Phalloidin

Propidiumiodid (PI)

Roth, Karlsruhe (D)

New England Biolabs, Frankfurt am Main (D)

Roth, Karlsruhe, (D)

Sigma-Aldrich, Miinchen (D)
Invitrogen, Karlsruhe (D)

Verbrauchsmaterialien

Kryor6hrchen
Einmalkiivetten

Glasdeckgliser

Multilochplatten

Objekttrager
Pipettenspitzen
(2,5-1000 pl)
Reaktionsgefilie
(0,5-2 ml)
Reaktionsgefilie
(15-50 ml)

Greiner-Bio-One-GmbH, Frickenhausen (D)
Labor-Brand, Gieflen (D)

¢ 10 mm, Thorns Biologiebedarf, Gottingen (D)
¢ 12 mm und 15 mm, Roth, Karlsruhe (D)

& 15 mm mit korrigierter Dicke (0,17 £ 0,01 mm),
Hecht-Assistent, Sondheim (D)

12- und 24-Loch-Zellkulturplatten, CellBIND,
Corning,

Schiphol-Rijk (Niederlande)

76x26 mm, Roth, Karlsruhe (D)

Sarstedt, Niimbrecht, (D)

Eppendorf, Hamburg (D)

Greiner-Bio-One-GmbH, Frickenhausen (D)
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3.11

Spritzenfilter

Zellkulturflaschen

Rotilabo-Spritzenfilter 0,45 um

und 0,22 um PorengrofBe,

Roth, Karlsruhe (D)

25 cm?- oder 75 cm?-Schrighalsflaschen mit

Beliiftungskappe, Corning, Schiphol-Rijk (Niederlande)

Verwendete Geriite

Absauger
Absaugpumpe
Agarose-Gelelektro-
phorese-Kammer

Analysenwaage

Autoklav
Cooling Module

Eismaschine

Fotodrucker Gel-
dokumentation
Geldokumentation
UV-Transilluminator

Grobwaage

Inkubationsschrianke

Magnetriihrer

Mikrowellen

Netzgerat
pH-Meter
Pipettierhilfe

Vacuboy, neolab, Heidelberg (D)
N735 AN18, KNF Neuberger, Freiburg (D)
B1A und GE-B2, AGS, Heidelberg (D)

BP210S, Sartorius, Géttingen (D)

LA 2308, Sartorius, Gottingen (D)
GTA 16, Gossner, Hamburg (D)
Bio-Rad Laboratories, Hercules (USA)
ZIEGRA Eismaschinen GmbH,
Isernhagen (D)

P93E, Mitsubishi Electric, Ratingen (D)

UVT 28 MP, Kamera E.A.S.Y. 429 K,
Dokumentationssystem RM6, Herolab, Wiesloch (D)
BL3100, Sartorius, Géttingen (D)

BP2100, Sartorius, Gottingen (D)

CBI150, Binder, Tuttlingen (D)

VT 5042 EK/N2, Heraeus, Hanau (D)

IKAMAG RET, Theodor Karow, Berlin (D)
Variomag, H+P Labortechnik AG, Miinchen (D)
RCT basic, IKA Labortechnik, Stauffen (D)

LG Electronics Deutschland GmbH, Drillich (D)
Robert Bosch GmbH, Gerlingen-Schillerh6he (D)
Elektrophorese PS 250, Hybaid, Lexington (USA)
Mikroprozessor pH-Meter 740, Knick, Berlin (D)
Pipetus-akku, Hirschmann, Eberstadt (D)
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Pulsfeld-Gelelektro-
phorese-Kammer
Reinstwassersystem
Scanner
Schiittelinkubator
Spektrophotometer
Sterilwerkbank
Thermoblock
Thermocycler
Umkehrmikroskop
Variable Speed Pump

Vortexer

Wasserbader

Werkbank
Wippe
Zentrifugen

Chemikalien

Agar-Agar, Kobe |
Agarose NEEO
Borsédure
Dodecylsulfate Na-salt
(SDS)

EDTA

Ethanol 96 %, vergillt
Ethidiumbromid 1 %
Glycerin

Hefeextrakt

Bio-Rad Laboratories, (USA)

Millipore Simplicity, Millipore GmbH, Schwalbach (D)
DUOSCAN T1200, AGFA, Kéln (D)

GFL3031, GFL, Burgwedel (D)

Ultrospec 3000 pro, Amersham, Freiburg (D)

Heraeus Instruments HB2448, Hanau (D)

Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg (D)

T3 Thermocycler, Biometra, Gottingen (D)

Telaval 31, Zeiss, Jena (D)

Bio-Rad Laboratories, (USA)

MS2 Minishaker, IKA, Staufen (D)

Vortex-Gene 2, Scientific Industries, New York (USA)
Grant OLS 200, CLF Laborgerite, Burgwedel (D)

E-5, Julabo, Seelbach (D)

Th. Karow GmbH, Berlin (D)

LaminAir HB 2448 und LB-48-C, Heraeus, Hanau (D)
Roto-Shake Genie, Scientific Industries, Bohemia, (USA)
3K30, Sigma Laborzentrifugen, Osterode (D)

5415D, Eppendorf Zentrifugen, Engelsdorf (D)

Roth, Karlsruhe (D)
Roth, Karlsruhe (D)
Roth, Karlsruhe (D)
Serva, Heidelberg (D)

Roth, Karlsruhe (D)
Roth, Karlsruhe (D)
Roth, Karlsruhe (D)
Roth, Karlsruhe (D)
Roth, Karlsruhe (D)
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e Kaliumchlorid Merck, Darmstadt (D)

e Kaliumhydrogen- Merck, Darmstadt (D)
phosphat

e Lysozym Serva, Heidelberg (D)

e Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt (D)

e Mercaptoethanol Merck, Darmstadt (D)

e Natriumchlorid Roth, Karlsruhe (D)

e Natriumhydrogen- Roth, Karlsruhe (D)
phosphat

e Pulsed Field Certified  Bio-Rad, Miinchen (D)
Agarose

e Thioharnstoff Roth, Karlsruhe (D)

e Trisaminomethan Roth, Karlsruhe (D); Sigma-Aldrich, Miinchen (D)

e Trypton/ Pepton Roth, Karlsruhe (D)
aus Casein

4. Methoden

4.1 Mikrobiologische Methoden

4.1.1 Probennahme

Die Proben wurden von 119 Wildschweinen aus Brandenburg, Berlin, Sachsen,
Sachsen-Anhalt, Thiiringen und Mecklenburg-Vorpommern wihrend verschiedener Jagden in
den Jahren 2006 bis 2008 gewonnen. Von 63 Wildschweinen wurden dabei im Zeitraum von
2006 bis 2007 Jejunum, Ileum und/oder Kolon am Jagdort er6ffnet, um Digestaproben zu
entnehmen. Von den anderen 56 Wildschweinen wurden wihrend der Jagdsaison 2007/2008
Tupferproben aus dem distalen Rektum jedes frisch erlegten Tieres entnommen und bei

4 bis 7 °C gelagert.
4.1.2 Anzucht der Bakterien

Im Anschluss an die Jagden wurde von den 63 Wildschweinen, denen Digestaproben
entnommen worden waren, bei 21 Tieren die Digesta aus Jejunum, Ileum und Kolon nach

dezimaler Verdiinnung in 1xPBS auf MacConkey-Agar ausplattiert. Nach achtzehnstiindiger
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Inkubation bei 37 °C wurden zehn laktosepositive Kolonien pro Platte zufillig ausgewéhlt
und auf CHROMA gar-Orientierungsplatten und auf GASSNER-Platten ausgestrichen. Nach
24-stiindiger Inkubation bei 37 °C wurden fiir die weiteren Untersuchungen nur Kolonien
herangezogen, die auf CHROMAgar-Orientierungsplatten pink und auf GASSNER-Platten
blau-griin gewachsen waren. Der verwendete CHROMA gar-Orientierung enthdlt chromogene
Substanzen, die durch genus- und speziesspezifische Enzyme abgebaut werden und zu einem
unterschiedlich farbigen Koloniewachstum fiihren. E. coli wachsen zu 99,3 % als pink
gefarbte Kolonien [136]. Der verwendete GASSNER-Agar ist ein selektives
Differenzierungsmedium zur gezielten Anzucht von Enterobacteriaceae, der gleichzeitig zum
Nachweis der Laktoseverwertung dient. E. coli wachsen unter dunkelblauer Verfiarbung des
Néhrmediums.

Von den restlichen 42 Wildschweinen wurde nur die Digesta aus dem Kolon nach dezimaler
Verdiinnung auf MacConkey-Agar ausplattiert. Nach anschlieBender Inkubation wurde eine
Kolonie pro Platte zufillig ausgewidhlt und wie oben beschrieben auf CHROMAgar-
Orientierungsplatten und GASSNER-Platten ausgestrichen.

Die 56 Tupferproben wurden auf CHROMAgar-Orientierungplatten ausgestrichen und die
Platten tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Pro Platte wurde eine pink gefarbte Bakterienkolonie

fiir die weiteren Untersuchungen verwendet.
4.1.3 Konservierung der E. coli-Stimme

Zur Konservierung wurde eine Kolonie einer {iber Nacht bei 37 °C auf einer LB-Agarplatte
gewachsenen Subkultur im 3 ml LB-Flissigndhrmedium angeimpft und bei 200 rpm und
37 °C bis zu einer ODgoo = 2 inkubiert. 1 ml dieser Bakterienkultur wurden mit 330 ul 80 %

Glycerin vermischt und in einem 2 ml Kryor6hrchen bei -80 °C gelagert.
4.1.4 Biochemische Differenzierung der coliformen Kolonien

Zur weiteren Differenzierung der coliformen Isolate wurden die Zuckerverwertung, die
H,S-Bildung und die Gasentstehung im Kligler-Agar getestet. Zum Nachweis des aeroben
Zuckerabbaus wurde die Schrigfliche des Agars beimpft, wohingegen der Nachweis der
anaeroben Zuckerverwertung und der Gasbildung durch Stichbeimpfung des unteren
Agaranteils erfolgte. Der Glukoseabbau flihrt zu einer Ansduerung des Mediums, die den
Farbumschlag des Indikators Phenolrot von rot nach gelb bewirkt. Bei anaerober
Zuckerverwertung entstehen im unteren Teil des Rohrchens Gasblasen, die den Agar spalten

konnen. H,S entsteht durch die Reduktion von Natriumthiosulfat und reagiert mit
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Eisen(Ill)salzen zu schwarzem Eisensulfid. E. coli bauen Zucker sowohl aerob als auch
anaerob unter Gasbildung ab und kénnen Natriumthiosulfat nicht zu H,S reduzieren.

Um den Lysinabbau, die Indolbildung und die Beweglichkeit der Bakterienisolate zu
iberpriifen, wurde der LIM-Agar stichbeimpft. E.coli sind durch das Enzym
Lysindecarboxylase in der Lage, Lysin anaerob zu spalten und bewirken dadurch eine
Alkalisierung des Mediums mit entsprechendem Farbumschlag des Indikators
Bromcresolpurpur nach violett. Nach Zugabe des Kovdcs-Reagenz bilden E. coli aus
Tryptophan Indol, das als roter Ring sichtbar wird. Eine diffuse Triibung des halbfesten
Mediums kann als Nachweis der Beweglichkeit herangezogen werden.

Weiterhin kdnnen E. coli das Enzym Urease nicht bilden und damit keinen Harnstoff in CO,
und Ammoniak spalten. Nach Beimpfen eines Harnstoffschragagars flihrt dies also nicht zu
einer Alkalisierung des Mediums und der Agar bleibt blassrosa. Ebensowenig sind E. coli in
der Lage, Citrat zu verwerten; daher kommt es nicht zu einer Alkalisierung des

Simmons-Citrat Agars.
4.1.5 Himolyseverhalten

Die E. coli-Isolate wurden auf Blutagarplatten fraktioniert ausgestrichen und iiber Nacht bei
37 °C inkubiert. Durch die Produktion von Hémolysinen werden Erythrozyten zerstort und
das Hamoglobin wird vollstindig abgebaut. Dabei entsteht um die Bakterienkolonie herum

eine klare Hamolysezone.
4.1.6 Beweglichkeit

Um die Beweglichkeit der E. coli-Isolate zu liberpriifen, wurden Weichagarplatten verwendet.
Pro Agarplatte wurden drei E. coli-Isolate von Wildschweinen sowie der Kontrollstamm EcN
eingesetzt. Am Vortag des Testes wurden die kryokonservierten Bakterienstimme auf
LB-Platten iibertragen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Jedes Viertel der Agarplatte wurde
mit einer einzeln liegenden Kolonie des zu untersuchenden E. coli-Isolats von der LB-Platte
stichbeimpft. Dabei wurde darauf geachtet, den Weichagar nicht vollstdndig mit der Impfose
zu durchstechen, um ein Wachstum der E. coli-Isolate unterhalb des Agars zu verhindern. Die
Agarplatten wurden bei 37 °C sechzehn Stunden inkubiert. Beurteilt wurde die Beweglichkeit
der Bakterienisolate nach der Grofle des Schwirmhofs. E. coli-Isolate, die kein Wachstum
auBlerhalb des Stichkanals aufwiesen, wurden als ,,unbeweglich eingestuft. E. coli-Isolate,
deren Schwirmhofdurchmesser kleiner als fiinf Millimeter war, wurden als ,,geringgradig

beweglich“ bewertet. Lag der Schwdrmhofdurchmesser zwischen fiinf und zwanzig
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Millimetern, wurden die entsprechenden E. coli-Isolate als , mittelgradig beweglich®
eingeschitzt. Ein Schwirmhofdurchmesser von iiber 20 Millimetern fiithrte zur Einstufung

,hochgradig beweglich®.
4.1.7 Priifung des Kohlenhydratstoffwechsels

Um die Fermentation von Kohlenhydraten und ihren Derivaten zu iiberpriifen, wurde das
api 50 CH — System (BioM¢érieux, Deutschland GmbH) gemal} beiliegender Arbeitsanleitung
verwendet. Das System umfasst 50 biochemische Reaktionen, darunter eine Negativkontrolle

(Tab. 9).

Tab. 9 Substrate des api 50 CH — Systems (BioM¢érieux, Deutschland GmbH)

Nr. Substrat Nr. Substrat
0 Negativkontrolle 25 Esculin
1 Glycerin 26 Salicin
2 Erythritol 27 D-Cellobiose
3 D-Arabinose 28 D-Maltose
4 L-Arabinose 29 D-Lactose
5 D-Ribose 30 D-Melibiose
6 D-Xylose 31 D-Saccharose
7 L-Xylose 32 D-Trehalose
8 D-Adonitol 33 Inulin
9 Methyl-BD-Xylopyranosid 34 D-Melecitose
10 D-Galaktose 35 D-Raffinose
11 D-Glukose 36 Amidon
12 D-Fruktose 37 Glycogen
13 D-Mannose 38 Xylit
14 L-Sorbose 39 Gentiobiose
15 L-Rhamnose 40 D-Turanose
16 Dulcitol 41 D-Lyxose
17 Inositol 42 D-Tagatose
18 D-Mannitol 43 D-Fucose
19 D-Sorbitol 44 L-Fucose
20 Methyl-aD-Mannopyranosid 45 D-Arabitol
21 Methyl-aD-Glucopyranosid 46 L-Arabitol
22 N-Acetylglucosamin 47 Kaliumglukonat
23 Amygdalin 48 Kalium-2-Ketoglukonat
24 Arbutin 49 Kalium-5-Ketoglukonat

Die Fermentation wird durch eine Farbianderung in den einzelnen Reaktionsrdumen angezeigt,
da die anaerob entstandene Séure einen Farbumschlag des Indikators Phenolrot bewirkt. Als
Medium fiir die Beimpfung wurde das api 50 CHB/E Medium gewéhlt, das unter anderem fiir
Gram-negative Stdbchen der Familie Enterobacteriaceae bestimmt ist. Der Farbumschlag des
Mediums wurde nach den festgelegten Inkubationszeiten von 24 und 48 Stunden visuell
ausgewertet und dokumentiert. Vom Hersteller wird empfohlen, den Farbumschlag in einer

fiinfstufigen Skala zu erfassen, wobei ,,5“ einem klaren Gelbton enspricht. Es wird
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vorgeschlagen, jeden Farbumschlag ab Stufe ,3“ als positives Ergebnis zu bewerten.
Dementsprechend wurde in der vorliegenden Arbeit ein Farbumschlag des Mediums nach
gelb (Stufe 5), gelborange (Stufe 4) oder hellorange (Stufe 3) als positive Reaktion und ein
Farbumschlag des Mediums nach orange (Stufe 2) und dunkelorange (Stufe 1) als variable,
nicht-positive Reaktion bewertet. Blieb das Medium rot (Stufe 0), wurde die Reaktion als

negativ eingestuft.

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Isolierung chromosomaler DNA

Chromosomale DNA wurde durch Hitzelyse aus den Bakterien gewonnen. Zunédchst wurde
eine Einzelkolonie von einer LB-Platte in 3 ml LB-Fliissigndhrmedium iibertragen und diese
bei 200 rpm und 37 °C bis zu einer ODgyo = 1 inkubiert. Hiervon wurden 200 ul abgenommen
und bei 8000 rpm und Raumtemperatur fiir 5 Minuten zentrifugiert. Das Bakterienpellet
wurde in 200 pl entionisiertem Wasser resuspendiert und anschlieBend fiir 10 Minuten auf
99 °C erhitzt. Nach Abkiihlung auf 4 °C wurde die Bakteriensuspension bei 8000 rpm und
Raumtemperatur erneut zentrifugiert und der Uberstand (etwa 180 ul) bei -20 °C gelagert.

Von jedem E. coli-Stamm wurden zwei Hitzelysate unabhidngig voneinander hergestellt.
4.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine molekularbiologische Methode zur Vervielfdltigung spezifischer
Sequenzabschnitte des Genoms sowie zum Nachweis bekannter Nukleinsduresequenzen. Sie
beruht auf der Fahigkeit der DNA-Polymerasen ausgehend von synthetischen
DNA-Oligonukleotiden (Primern), einen neuen DNA-Strang an einer Template-DNA entlang
zu synthetisieren. Werden gegenldufig orientierte Primer verwendet, kann eine bestimmte
DNA-Sequenz zwischen diesen beiden Primern vervielfiltigt werden. Durch eine zyklische
Wiederholung der einzelnen Reaktionsschritte wird dieser DNA-Abschnitt exponentiell
amplifiziert.

Als Template-DNA diente fiir die vorliegende Arbeit die durch Hitzelyse gewonnene
chromosomale bakterielle DNA. Zur Durchfiihrung der PCR wurde ein Gemisch aller
Desoxynukleosidtrisphosphate (dANTPs, Roti-Mix PCR), PCR-Puffer, MgCl,, entionisiertem

Wasser sowie Taq-Polymerase (Rapidozym, Berlin) und Oligonukleotidprimer (Genosys,
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Steinheim; Operon, Kdln) benutzt. Bei jeder PCR wurde mindestens ein Referenzstamm als
Positivkontrolle und eine Leerwertkontrolle mit entionisiertem Wasser mitgefiihrt.

Zunichst wurden die oben genannten Reagenzien gemischt. Dies wird im Folgenden als
Mastermix bezeichnet. Einen ersten Uberblick bietet das unten beschriebene Basisprotokoll.
Zur Optimierung der Amplifikation wurden die Mengen der einzelnen Reaktionsparameter

sowie Annealingtemperaturen und Zyklusldngen bei den einzelnen PCR-Untersuchungen

variiert.
Reaktionsansatz:
DNA-Template (Hitzelysat) 3,0 ul
PCR-Puffer (10x) 3,0 ul
MgCl, (50mM) 1,2 ul
dNTPs (10mM je Nukleotid) 0,5 ul
Primer forward (100 pmol/ul) 0,1 pul
Primer reverse (100 pmol/ul) 0,1 ul
Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,1 pul
Entionisiertes Wasser 17,0 ul
Programmablauf:
1 Initiale Denaturierung 94 °C 5 min
2 Denaturierung 94 °C 1 min
3 Primer-Hybridisierung 55 °C 1 min
4 Polymerisation 72 °C 1 min
Schritt 2 bis4 30 Zyklen
5 Endpolymerisation 72 °C 10 min

Zur gleichzeitigen Analyse von zwei oder mehr DNA-Abschnitten wurden teilweise bis zu
neun PCR-Reaktionen in einem Reaktionsgefdl kombiniert. Dies wird im Folgenden als
Multiplex-PCR (mPCR) bezeichnet. Die Wechselwirkungen der verschiedenen Primer
konnen hierbei zur Bildung unspezifischer Produkte und Primer-Dimeren fiihren. Daher
mussten Primerkonzentrationen, Mg”*-Konzentration, Menge des Puffers und der Polymerase

sowie die Annealingtemperatur angepasst und optimiert werden.
4.2.2.1 PCR nach Casey und Bosworth

Die PCR nach Casey und Bosworth [38] dient zum Nachweis von neun fiir
schweinepathogene E. coli typischen Virulenzgenen. Dazu zéhlen die Gene, die Toxine
kodieren: eltB (hitzelabiles Enterotoxin LT-Ib), est la (hitzestabiles Enterotoxin ST-la), est I1

(hitzestabiles Enterotoxin ST-II) und stx2e (Shiga-Toxin 2e) sowie Gene, die Fimbrien
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kodieren: faeG (F4-Fimbrien), fanA (F5-Fimbrien), fasA (F6-Fimbrien), fed4 (F18ab- und
F18ac-Fimbrien) und fimF41a (F41-Fimbrien).

Reaktionsansatz:
DNA-Template 3,0 ul
PCR-Puffer (10x) 3,0 ul
MgCl, (50 mM) 1,2 ul
dNTPs 0,4 ul
Primermix I* (je 10 pmol/ul) 3,0 ul
Primermix II** (je 10 pmol/ul) 3,0 ul
Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,1 pul
Entionisiertes Wasser 14,3 ul

*  Primermix I: Primer mit den Nummern: IMT 949, IMT 953, IMT 954, IMT 945, IMT 946, IMT 947,
IMT 951, IMT 952, IMT 941

**  Primermix II: Primer mit den Nummern: IMT 950, IMT 955, IMT 956, IMT 948, IMT 943, IMT 944,
IMT 942, IMT 957, IMT 958

Programmablauf:
1 Initiale Denaturierung 94 °C 5 min
2 Denaturierung 94 °C 1 min
3 Primer-Hybridisierung 55 °C 1 min
4 Polymerisation 72 °C 1 min
Schritt 2 bis 4 30 Zyklen
5 Endpolymerisation 72 °C 10 min

4.2.2.2 PCR nach Clermont et al.

Die PCR nach Clermont et al. [44] ermdglicht die phylogenetische Einteilung von E. coli in
die vier Hauptgruppen A, B1, B2 und D. Sie stellt eine Triplex-PCR zum Nachweis von zwei
Genen (chuA und yjad) sowie dem anonymen DNA-Fragment TspE4.C2 dar. Vertreter der
Gruppen B2 und D besitzen im Gegensatz zu denen der Gruppen A und Bl das
Eisenrezeptorgen chuAd. Mitglieder der Gruppe B2 wiederum sind yjaA-positiv, wodurch man
sie von denen der Gruppe D unterscheiden kann. Zur Gruppe Bl zéhlende E. coli weisen

anders als Vertreter der Gruppe A TspE4.C2 auf.
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Reaktionsansatz:

DNA-Template 3,0 ul
PCR-Puffer (10x) 2,5 ul
MgCl, (50 mM) 2,0 ul
dNTPs 0,5 nl
Primer: IMT 445 und IMT 446 (je 100 pmol/ul)  je 0,05 ul
Primer: IMT 447 und IMT 448 (je 100 pmol/ul)  je 0,05 ul
Primer: IMT 449 und IMT 450 (je 100 pmol/ul)  je 0,05 ul
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,1 pl
Entionisiertes Wasser 16,6 ul
Programmablauf:

1 Initiale Denaturierung 94 °C 3 min

2 Denaturierung 94 °C 30 sec

3 Primer-Hybridisierung 61 °C 30 sec

4 Polymerisation 72 °C 3 min

Schritt 2 bis4 30 Zyklen
5 Endpolymerisation 72 °C 10 min

4.2.2.3 PCR nach Ewers et al.

Ewers et al. [63] haben zum Nachweis von 34 virulenzassoziierten Genen (VAGs) eine
Kombination aus vier Multiplex-PCR-Untersuchungen etabliert (mPCR I-IV). Die Zuordnung
der VAGs zu der entsprechenden mPCR ist Tab. 10 zu entnehmen.

Tab. 10 Ubersicht iiber die in vier Multiplex-PCR-Untersuchungen nachweisbaren VAGs

mPCR | mPCR II mPCR III mPCR IV
afa/draBI chuAZ papCI crlAI
1 . N2 1 1
fimC iro tsh mat
hml sitD chr. 2 irp22 feoB2
ihal sitD ep.2 iuch fyuA2
sfa/foc] 0mpA3 cvi/cva3 ireA2
13 T3 . 3 4
kpsMTI tra iss cnfl/2
neu gimB5 astA4 sat4
hlyA4 ibeA5 vat4 tia5
maZXﬁ
.0
pic
VAGs kodieren fiir:

1 = Adhésine; 2 = Eisenaufnahmesysteme; 3 = Serumresistenzsysteme; 4 = Toxine; 5 =Invasine; 6 = Sonstige
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Programmablauf:

1 Initiale Denaturierung 94 °C 3 min
2 Denaturierung 94 °C 30 sec
3 Primer-Hybridisierung 58 °C 30 sec
4 Polymerisation 62 °C 3 min
Schritt 2 bis4 25 Zyklen
5 Endpolymerisation 72 °C 10 min
Reaktionsansatz:
mPCR 1 mPCR 11 mPCRIII mPCRIV
DNA-Template 3,0 ul 30 ul 30 ul 30 ul
PCR-Puffer (10x) 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul
MgCl, (50 mM) 2,0 ul 2,0 ul 2,0 ul 2,0 ul
dNTPs 0,5 pul 0,5 pul 0,5 pul 0,5 pul
Primermix I (je 10 pmol/ul) 10,0 ul — — —
Primermix II (je 10 pmol/ul) — 8,0 pul — —
Primermix III (je 10 pmol/ul) — — 8,0 ul —
Primermix IV (je 10 pmol/ul) — — — 8,0 ul
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,075 pul 0,075 pul 0,075 pul 0,075 pul
Entionisiertes Wasser 7,0 ul 9,0 ul 9,0 ul 9,0 ul
Primermix I Primer mit den Nummern: IMT 2084, IMT 1544, IMT 21, IMT 22, IMT 1071, IMT 1072,

IMT 33, IMT 34, IMT 1547, IMT 1546, IMT 1564, IMT 1565, IMT 1904, IMT 1905,
IMT 1604, IMT 1605, IMT 1610, IMT 1611, IMT 1566, IMT 1567

Primermix II Primer mit den Nummern: IMT 445, IMT 446, IMT 1056, IMT 1057, IMT 902, IMT 903,
IMT 1765, IMT 1766, IMT 1261, IMT 1262, IMT 1608, IMT 1609, IMT 904, IMT 905,
IMT 1762, IMT 1763

Primermix 111 Primer mit den Nummern: IMT 762, IMT 763, IMT 1847, IMT 1848, IMT 15, IMT 16,
IMT 31, IMT 32, IMT 1828, IMT 1829, IMT 23, IMT 24, IMT 25, IMT 26, IMT 1069,
IMT 1070

Primermix IV Primer mit den Nummern: IMT 1863, IMT 1864, IMT 1867, IMT 1868, IMT 11, IMT 12,

IMT 1941, IMT 1942, IMT 840, IMT 841, IMT 13, IMT 14, IMT 2086, IMT 2087,
IMT 1864, IMT 1865

4.2.2.4 PCR nach Miiller et al.

Um enteropathogene FE. coli (EPEC), atypische EPEC (aEPEC) und Shiga-Toxin
produzierende E. coli (STEC) in moglichst kurzer Zeit zu identifizieren und zu differenzieren,
haben Miiller et al. eine Multiplex-PCR entwickelt, die den Nachweis der vier Markergene

escV, bfpB, stxl, and stx2 ermdglicht [145].
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Reaktionsansatz:

DNA-Template 3,0 ul
PCR-Puffer (10x) 2,5 ul
MgCl, (50 mM) 1,0 ul
dNTPs 0,3 pul

IMT 2885 und IMT 2886 (je 100 pmol/ul) je 0,1 ul
IMT 2887 und IMT 2888 (je 100 pmol/ul) je 0,1 pul
IMT 2889 und IMT 2890 (je 100 pmol/ul) je 0,1 ul
IMT 2891 und IMT 2892 (je 100 pmol/ul) je 0,1 pul

Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,1 pul
Entionisiertes Wasser 17,3 ul
Programmablauf:
1 Initiale Denaturierung 95 °C 3 min
2 Denaturierung 95 °C 1 min
3 Primer-Hybridisierung 58 °C I min
4 Polymerisation 72 °C 1 min
Schritt 2 bis4 30 Zyklen
5 Endpolymerisation 72 °C 10 min

4.2.2.5 PCR zum Nachweis von paa, aidA-I und sepA [28]

Die drei Gene paa, aidA-I und sepA wurden von Boerlin et al. in E. coli aus dem Darm von

gesunden und an Diarrhoe erkrankten Hausschweinen nachgewiesen [28]. Die Primer zum

Nachweis des Adhdsingens aid4-I wurden der Verdffentlichung von Ngeleka et al.

entnommen [150]. Die Primer fiir das Nicht-Fimbrien-Adhédsingen paa und sepA (fir das

»wsecretion of E. coli proteins* kodierende Gen) enstammen der Veroffentlichung von Boerlin

et al. [28].
Reaktionsansatz:
paa aidA-1 sepA

DNA-Template 3,0 ul 3,0 ul 3,0 ul
PCR-Puffer (10x) 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul
MgCl, (50 mM) 2,0 ul 2,0 ul 2,0 ul
dNTPs 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul
Primer: IMT 1997 und IMT 1998 (je 100 pmol/ul) je 0,1 pul — —
Primer: IMT 1999 und IMT 2000 (je 100 pmol/ul) — je 0,1 ul —
Primer: IMT 2001 und IMT 2002 (je 100 pmol/ul) — — je 0,1 pul
Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,1 pul 0,1 pl 0,1 pl
Entionisiertes Wasser 16,7 ul 16,7 ul 16,7 ul
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Programmablauf:

1 Initiale Denaturierung 94 °C 3 min

2 Denaturierung 94 °C 1 min

3 Primer-Hybridisierung
paa 59 °C 1 min
aidA-I 52°C 1 min
sepA 62 °C 1 min

4 Polymerisation 72 °C 1 min

Schritt 2 bis4 30 Zyklen
5 Endpolymerisation 72 °C 10 min

4.2.2.6 RAPD (random amplified polymorphic DNA) -PCR

Die RAPD-PCR wurde eingesetzt, um Isolate desselben Klons zu identifizieren, falls der
Verdau der E. coli-DNA mithilfe des Restriktionsenzyms Xbal misslang. Bei einer
RAPD-PCR werden mit Hilfe kurzer sequenzunspezifischer Single-Primer (Lédnge etwa
10 Oligonukleotide) unbekannte DNA-Abschnitte amplifiziert. Die amplifizierten
DNA-Abschnitte ergeben nach Auftrennung im Agarosegel ein fiir jeden Stamm typisches

Bandenmuster.
Reaktionsansatz:
DNA-Template 3,0 ul
PCR-Puffer (10x) 2,5 ul
MgCl; (50 mM) 2,0 ul
dNTPs 0,5 ul
IMT 1759, IMT 1718 oder IMT 1719 1,0 pl
(100 pmol/ul)
Taqg-Polymerase (5 units/pl) 0,5 ul
Entionisiertes Wasser 15,5 ul
Programmablauf:
1 Initiale Denaturierung 95 °C 5 min
2 Denaturierung 95 °C 1 min
3 Primer-Hybridisierung 36° C 1 min
4 Polymerisation 72 °C 1 min
Schritt 2 bis 4 45 Zyklen
5 Endpolymerisation 72 °C 10 min

4.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient zur Auftrennung von Nukleinsduren. Durch ein
elektrisches Feld werden negativ geladene Nukleinsdurefragmente durch eine Gelmatrix

gezogen. Kleinere Molekiile bewegen sich aufgrund der Porengrofe des Gels schneller als
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groflere. Durch Vergleich mit Stringen bekannter Grofe kann die Fragmentgrofle ermittelt
werden.

Es wurden 1,2g bis 1,5g Agarose durch Aufkochen in 100 ml 1xTBE gelost. Nach
Abkiihlung auf 70 °C und Zugabe von 1 pl Ethidiumbromidlésung (1 %) wurde das noch
fliissige Gel in einen Gelschlitten mit Probentaschenkamm gegossen und zum Erstarren eine
Stunde bei Raumtemperatur belassen. Nach Entfernung des Probenkamms wurden 10 pl
PCR-Produkt mit 2 ul 5xLadepuffer gemischt und in die einzelnen Geltaschen pipettiert. Ein
100 bp-Marker wurde als GroBenstandard aufgetragen. Zur Auftrennung der Fragmente
wurde ein elektrisches Feld von 100-120 V fiir 45 bis 75 Minuten angelegt. Anschlie3end
wurden die Amplifikatfragmente unter UV-Licht sichtbar gemacht und mittels

Videoprintersystem photodokumentiert.
4.2.4 Pulsfeld-Gelelektrophorese

Die Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) ist ein molekularbiologisches Verfahren zur
Auftrennung von bis zu 20 Mbp groflen DNA-Fragmenten und dient der Analyse und der
Subtypisierung von Bakterienstimmen. Grof3e Molekiile konnen durch die beim Pipettieren
entstehenden Scherkréfte beschddigt werden; daher erfolgen die Zelllyse und die Restriktion
in  Agaroseblockchen. Die so gewonnene DNA  wird zundchst mittels
Restriktionsendonukleasen gespalten. Die dabei entstandenen DNA-Fragmente werden einem
die Richtung wechselnden elektrischen Feld ausgesetzt, um eine Nettovorwéartsbewegung der
Molekiile zu erzielen. Bei der hier verwendeten CHEF-Methode (contour-clamped
homogeneous electric fields) sind die Elektroden hexagonal um das Gel angeordnet und die
Richtung der elektrischen Feldvektoren ist gegeniiber der vertikalen Achse des Gels um
+ 60 °C bzw. — 60 °C verschoben.

Probenvorbereitung: Die E. coli-Isolate wurden iiber Nacht auf einer LB-Platte bei 37 °C

angeziichtet; anschlieBend wurden 300 pl LB-Flissigndhrmedium mit einer Einzelkolonie
von der LB-Platte beimpft und iiber Nacht bei 200 rpm und 37 °C inkubiert. Nach Zugabe
von 1 ml 1xPBS wurde die Bakterienlosung bei 8000 rpm 5 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 250 ul 1xPBS resuspendiert. Nach Zufiigen von
1 ml 1xPBS wurde die Bakterienldsung erneut wie oben beschrieben zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das verbleibende Pellet in 250 ul 1xPBS resuspendiert. Eine
1,2-prozentige Agaroselosung wurde aus pulsed field certified Agarose und 1xTBE hergestellt
und auf 60 °C gekiihlt. Zum GieBen der Agaroseblockchen wurden 375 ul der Agarose-

Gellosung mit 250 pl der Bakterienlosung unter Vermeidung von Bldschenbildung vorsichtig

47



gemischt und in die Gussformchen (100 pl Fassungsvermogen) gefiillt. Die frisch gegossenen
Blockchen wurden zum Erstarren eine Stunde bei 4 °C gelagert und danach in ein 1,5 ml
fassendes Reaktionsgefd3 iiberfiihrt. Zur Zellwandlyse wurden pro Blockchen 500 pl
ESP-Puffer und 0,9 mg Proteinase K zugefiigt. Danach wurden die Blockchen bei 56 °C fiir
48 Stunden im Wasserbad inkubiert. Im Anschluss wurden die Blockchen zweimalig fiir
90 Minuten bei 4 °C und 30 rpm in jeweils 8-10 ml 1XxTE gewaschen, halbiert und jede Hélfte
in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} tiberfiihrt. Nach Zugabe von 1 ml 1XxTE wurden die Blockchen
bei 4 °C gelagert.

Restriktionsverdau: Zur Equilibrierung wurde die TE-Losung entfernt und die Blockchen

wurden in jeweils 500 pl Xbal-Puffer fiir 90 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach Entfernung
des Xbal-Puffers wurde pro Blockchen ein Gemisch aus 150 pl Xbal-Puffer, 1,5 ul
BSA-Puffer und 0,83 ul Xbal zugegeben und die Blockchen iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Am nidchsten Morgen wurde das Puffergemisch entfernt und pro Blockchen 1 ml IxTE
zugefiigt.

Elektrophorese

Zum GieBen des 1,2-prozentigen Agarose-Gels wurden 1,56 g pulsed field certified Agarose
in 130 ml 0,5xTBE aufgekocht und nach Abkiihlung auf 60 °C in eine 13 x 14 cm grofle
Pulsfeldgelkammer mit aufgesetztem Probenkamm gegossen. Nach dem Erstarren des Gels
und dem Entfernen des Kamms wurden die Agaroseblockchen mit einem Spatel in die
entsprechenden Geltaschen eingesetzt und mit Resten des Agarose-Gels versiegelt. Mitgefiihrt
wurden jeweils der Lambda Hind3 Marker als Gro8enmarker und der E. coli-Stamm EDL 933
als Referenzstamm. Die Elektrophorese wurde in einer CHEF-DR III-Pulsfeldkammer von
Biorad (Miinchen) durchgefiihrt. Die Kammer wurde mit 2,3 1 0,5xTBE (Laufpuffer) befiillt
und das Gel in die auf 14 °C gekiihlte Pufferlosung gelegt. Fiir die Elektrophorese wurden
folgende Bedingungen verwendet: Laufzeit: 22 Stunden, Temperatur: 14 °C, Winkel: 120 °,
Spannung: 6 V, Puls: 5-50 Sekunden. Anschlieend wurde das Gel fiir eine Stunde bei 200
rpm mit einer Ethidiumbromidldsung (0,5 %) inkubiert und anschlieBend mit A. bidest.
gespiilt. Die dadurch sichtbaren DNA-Fragmentmuster wurden mittels Videoprintersystem
unter UV-Licht photodokumentiert. Bei Stimmen, deren DNA-Fragmente durch reaktive
Tris-Radikale wihrend der Elektrophorese abgebaut wurden, konnte der DNA-Abbau durch
Zugabe von 100 uM  Thioharnstoff in den Laufpuffer verhindert und ein

Fragmentldngenmuster erstellt werden [126].
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4.3 Zellbiologische Methoden

4.3.1 Zellkultur

Fiir die Untersuchungen zur Adhédsion wurden IPEC-J2-Zellen genutzt [183]. Sie wurden in
5 ml DMEM/HAM’S-FKS in 25 cm?-Zellkulturflaschen kultiviert und bei einem CO,-Gehalt
von 5 %, einer relativen Luftfeuchte von 95 % und einer Umgebungstemperatur von 37 °C
inkubiert. Das Medium wurde einen Tag nach der Subkultivierung bzw. am Tag vor dem
Adhisionstest gewechselt.

Subkultivierung

Die als konfluenter Monolayer gewachsenen, adhédrenten IPEC-J2-Zellen wurden alle sechs
bis acht Tage subkultiviert. Fiir die Subkultivierung wurden die Zellen nach Entfernung des
Zellkulturmediums mit 8 ml 1xPBS gewaschen und anschlieSend fiir acht bis zehn Minuten in
Trypsin/EDTA bei 37 °C bis zur Ablosung der Zellen aus dem Zellverband und vom Boden
der Zellkulturflasche inkubiert. Die abgelosten Zellen wurden bei einer relativen
Zentripetalbeschleunigung von 155 x g fiinf Minuten zentrifugiert und das Zellpellet in 5 ml
DMEM/HAM’S-FKS resuspendiert. 3,4 x 10* Zellen wurden in 5 ml Medium in eine neue
25 cm?-Zellkulturflasche tiberfiihrt.

Zellzahlbestimmung

Um die Anzahl der lebenden IPEC-J2-Zellen zu bestimmen, wurden die Zellen in 1xPBS
gewaschen, trypsiniert und zentrifugiert sowie in DMEM/HAM’S-FKS resuspendiert. 10 ul
der Zellsuspension wurden mit Trypanblau 1:10 verdiinnt. Der Farbstoff kann nur in
abgestorbene Zellen eindringen und farbt diese blau. Anschlieend wurden die nicht gefarbten
Zellen in einer Neubauer-Zdhlkammer gezdhlt und die Konzentration der Zellen durch
Multiplikation der Anzahl der gezdhlten Zellen mit der Verdiinnungsstufe (10) und der

Ausgangsmenge an Zellsuspension ermittelt.

4.3.2 Adhisionstest

Fiir die Adhésionstests wurden 1,7 x 10* Zellen/Well in 1 ml DMEM/HAM’S-FKS in eine
12-Well-Zellkulturplatte eingesdt und bei 37 °C inkubiert. Am néchsten Tag wurde das
Medium gewechselt. Nach Ausbildung eines konfluenten Monolayers innerhalb der nichsten
sechs bis sieben Tage wurde nach Erneuerung des Mediums mit dem Adhésionstest

begonnen. Die durchschnittliche Zellzahl betrug zu diesem Zeitpunkt 2,53 x 10° Zellen/Well.
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Am Vortag eines Adhésionstests wurden die kryokonservierten Bakterienstimme auf
LB-Platten tibertragen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Zwei bis drei Einzelkolonien
wurden am Tag des Adhésionstests in 3 ml LB-Fliissigndhrmedium {ibertragen und bei
200 rpm und 37 °C bis zu einer ODgoo = 1 inkubiert. 1 ml der Bakteriensuspension wurde bei
8000 rpm fiinf Minuten zentrifugiert und das Pellet in 1 ml DMEM/HAM’S-FKS
resuspendiert. Die IPEC-J2-Zellen wurden mit einer Multiplicity of Infection (MOI) von 100
inokuliert. Die MOI gibt das zahlenméfBige Verhiltnis von infektiosen Agentien zu deren
Zielzellen an. Zur gleichméBigen Verteilung der Bakterien wurde die Zellkulturplatte danach
vorsichtig geschwenkt und bei 37 °C, einem CO,-Gehalt von 5% und einer relativen
Luftfeuchte von 95 % fiir zwei Stunden inkubiert. Pro E. coli-Stamm wurden drei
Wells/Zellkulturplatte verwendet und der Test insgesamt dreimal wiederholt. Nach Ablauf
von zwei Stunden wurde der Uberstand entfernt. Die Zellen wurden dreimalig mit jeweils
1 ml 1xPBS gewaschen und im Anschluss an jeden Waschgang 30 Sekunden bei 100 rpm
geschwenkt, um neben nichtadhirenten Bakterien auch unvollstindig adhirierende Bakterien
von den Zellen zu entfernen. Danach wurden die Zellen unter Zugabe von 1 ml 0,1 %
Triton X-100 in A. bidest. lysiert. Die abgelosten Zellen wurden in 150mM NaCl dezimal
verdiinnt und in der entsprechenden Verdiinnungsstufe jeweils auf drei LB-Platten
ausplattiert. Die LB-Platten wurden iiber Nacht bei 37 °C inkubiert und die Anzahl adhirenter
Bakterien nach Auszdhlung der kolonienbildenden Einheiten (CFU) auf den LB-Platten und

Multiplikation mit dem entsprechenden Verdiinnungsfaktor ermittelt.

4.4 Fluoreszenzmikroskopie

4.4.1 FAS-Test

Der FAS-Test (fluorescent actin staining) dient dem Nachweis der durch A/E-Lésionen
hervorgerufenen Aktinakkumulation unterhalb der an den Darmepithelzellen angelagerten
EPEC. Aktin ist eine Hauptkomponente des Cytoskeletts eukaryotischer Zellen. Zur
Anfiarbung wird das mit dem Fluoreszenzstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC) markierte
Phallotoxin Phalloidin verwendet, das das polymerisierte Aktin der Epithelzellen bindet.
Mittels Fluoreszenzmikroskopie sind die Aktinakkumulationen als deutlich fluoreszierende
Bereiche erkennbar.

Auf Deckgldschen méBig konfluent gewachsene IPEC-J2-Zellen wurden mit einer MOI = 100
infiziert und zunéichst fir drei Stunden bei 37 °C, einem CO,-Gehalt von 5 % und einer

relativen Luftfeuchte von 95 % inkubiert. Nach Wechsel des Medium wurden sie weitere drei
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Stunden im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurden die Deckgldschen dreimalig mit
1xPBS gespiilt, mit 1 ml 4 % Paraformaldehyd (PFA) tiberschichtet und iiber Nacht bei 4 °C
gelagert. Die fixierten Zellen wurden zunidchst permeabilisiert, damit die Farbstoffe die
Zellwand durchdringen konnten. Hierzu wurden die Deckgldschen zunéchst dreimal mit
1xPBS gespiilt, vier Minuten mit eiskaltem 1 % Triton-X 100 in 1xPBS auf Eis bedeckt und
wiederum dreimal mit 1xPBS gespiilt. Zum Anfiarben des Aktins wurden die Deckgldschen
mit jeweils 25 ul Phalloidinfarbelosung (5 pug/ml FITC-Phalloidin in 1xPBS) vollstindig
bedeckt und in einer abgedunkelten feuchten Kammer 30 Minuten bei Raumtemperatur

inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 1xPBS schloss sich die DNA-Féarbung an.
4.4.2 DNA-Firbung und Eindecken der Priparate

Durch die Farbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid (PI) werden Zellkerne und
Bakterien angefdarbt. PI lagert sich in die DNA-Helix ein und farbt diese rot. Auf jedes
Deckgldaschen wurden 25 ul der Farbelosung (5 pg/ml PI in 1xPBS) aufgetragen. Nach
fiinfminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur in einer abgedunkelten feuchten Kammer
wurden die Deckglidschen dreimalig mit 1xPBS gespiilt und anschlieend eingedeckt. Hierzu
wurden die Deckgldschen zundchst in A. bidest. gespiilt und bei 37 °C im Dunkeln fiir 10
Minuten getrocknet.

Das Eindecken der Prédparate erfolgte mit der Zellseite nach unten mit 5 ul MobiGLOW auf
Objekttragern. MobiGLOW wurde verwendet, um die Zellen permanet zu fixieren und ein
Ausbleichen der Prédparate durch UV-Strahlung abzuschwichen. Die Rinder wurden zum
Schutz vor Austrocknung mit Nagellack vorsichtig abgedichtet. Die Praparate wurden bis zur

Auswertung im Dunkeln bei 4 °C gelagert.

4.5 Begriffsbestimmungen

Als Kolonie wird jedes Bakterium definiert, das nach Ausplattieren der Proben auf den
entsprechenden Agarplatten und 12- bis 24-stiindiger Inkubation der Platten bei 37 °C
sichtbar war. Jede Kolonie, die auf CHROMAgar-Orientierungsplatten nach 12- bis 24-
stiindiger Inkubation bei 37 °C pink gewachsen war, wird als colifome Kolonie bezeichnet.
Jede coliforme Kolonie, die biochemisch mindestens sechs von sieben fiir E. coli-typische
Stoffwechselreaktionen (aerober und anaerober Glukoseabbau unter Gasbildung ohne
H,S-Bildung, Lysinabbau, Indolbildung, keine Harnstoff- und Citratverwertung) aufwies,
wird in dieser Arbeit als E. coli-Isolat definiert. Jeder Klon hingegen ist die Summe aller

E. coli-Isolate, deren durch PFGE oder RAPD-PCR ermittelte Bandenmuster nicht
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voneinander abweichen. Ein dominanter Klon ist ein Klon, der mehr als 50 % der Isolate
einer Probe reprisentiert, wohingegen ein minor-Klon maximal 10 % der Isolate einer Probe
umfasst.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gene werden in Virulenzgene (VGs) und
virulenzassoziierte Gene (VAGs) unterschieden. Ein Virulenzgen (VG) ist ein Gen, das
eindeutig an der bakteriellen Pathogenese einer Erkrankung beteiligt ist. Zu den in dieser
Arbeit untersuchten, fiir intestinal schweinepathogene E. coli typischen VGs zdhlen stx2e
(Shiga-Toxin2e-Gen), faeG, fanA, fasA, fedA, fimF41a (fir die Fimbrien F4, F5, F6, F18 and
F41 kodierende Gene), est la, est II (fiir die hitzestabilen Enterotoxine I und II kodierende
Gene), eltB (fir das hitzelabile Enterotoxin I kodierendes Gen), paa (fiir den ,porcine
adherence factor' kodierendes Gen), aidA-I (fiir das ,,adhesin involved in diffuse adhesion I
kodierende Gen) und sepA (fir ,secretion of E. coli proteins® kodierendes Gen). Ein
virulenzassoziiertes Gen (VAG) hingegen ist ein Gen, dem eine gewisse Bedeutung in der
Pathogenese von bakteriellen Erkrankungen eingerdumt wird. In der vorliegenden Arbeit
wurden ausschlieBlich 33 VAGs untersucht, die fiir extraintestinal-pathogene E. coli (EXPEC)
typisch sind [63]. Eine Ausnahme dieser strikten Einteilung in Virulenzgene und
virulenassoziierte Gene stellt das Gen ast4 dar, welches in der Literatur beiden Gruppen
zugeordnet wird. Auch innerhalb der vorliegenden Arbeit wird das Vorkommen von astA4
sowohl im Zusammenhang mit Virulenzgenen als auch mit virulenzassoziierten Genen

untersucht und diskutiert.

4.6 Statistische Methoden

Die Daten aus der Pulsfeld-Gelelektrophorese wurden mithilfe der Software BioNumerics
(Version 4.5; Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgien) ausgewertet. Die Daten aus den
Adhisionsversuchen wurden aus drei voneinander unabhédngigen Tests erhoben und als
logarithmierte Mittelwerte aus den drei einzelnen Tests prasentiert.

Statistisch wurden die Daten mit der Software Excel 2003 (Microsoft Cooperation, Redmont,
USA) und SPSS 16.0 sowie 17.0 (SPSS, Chicago, USA) ausgewertet. Alle Balken-, Linien-
und Kreisdiagramme sowie die Boxplot-Darstellungen wurden mit SPSS 16.0 sowie 17.0
erstellt. Der Kolmogorov-Smirnov-Test diente zur Uberpriifung der Daten auf
Normalverteilung. Signifikante Unterschiede wurden bei normalverteilten Daten mit dem

T-Test und bei nicht normal verteilten Daten mit dem Mann-Whitney-U-Test iiberpriift.
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Der exakte Test nach Fischer wurde zur Priifung auf statistisch signifikante Unterschiede bei
der Héufigkeit der VAGs in Bezug auf die ECoR-Gruppen eingesetzt. Das Signifikanzniveau
lag bei 95 % (P-Wert < 0,05). Korrelationen zwischen den erhobenen Daten wurden mithilfe
des Spearmans Rangkorrelationskoeffizienten bestimmt.

Zur Bestimmung der Diversitidt wurde der Diversititsindex nach Simpson (Di) benutzt [95].

Er wird nach der folgenden Formel berechnet:

S
1
Di=1—————% n;(n; —1)
N(N—l)jz_; R

N bezeichnet die Anzahl der betrachteten Isolate, s die Anzahl gefundener Klone und n; die

Anzahl der Isolate, die zum Klon j gehoren.
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5. Ergebnisse

Zur besseren Ubersicht ist der Abschnitt ,,Ergebnisse” in zwei Unterabschnitte gegliedert.
Zunichst werden die Ergebnisse der Untersuchungen zur Diversitit von jeweils 30
E. coli-Isolaten aus dem Darm von 21 Wildschweinen dargestellt. Der zweite Teil befasst sich
mit den Ergebnissen der geno- und phénotypischen Untersuchungen sowie den
Zelltestversuchen der 102 E. coli-Isolate aus Wildschweinen, bei denen jedes E. coli-Isolat

aus einem anderen Wildschwein stammt.

5.1 Untersuchungen zur Diversitit

Zur Betrachtung der Diversitit von E. coli-Populationen im Darm von Wildschweinen
wurden E. coli-Isolate aus dem Jejunum, dem Ileum und dem Kolon von 21 Tieren
untersucht. Nach Erstanzucht auf MacConkey-Platten konnten auer bei einem Tier zehn
E. coli-Isolate pro Darmabschnitt zundchst auf CHROMAgar-Orientierungsplatten und
GASSNER-Platten ausgestrichen werden. Nach Identifikation der Klone mittels Pulsfeld-
Gelelektrophorese konnte jeder Klon durch ein reprisentatives Isolat biochemisch eindeutig
als E. coli identifiziert werden. Aus dem Jejunuminhalt eines Tieres konnten nur vier
Kolonien isoliert werden. Es standen demnach 624 FE. coli-Isolate fiir die

Diversitdtsuntersuchungen zur Verfiigung.
5.1.1 Pulsfeld-Gelelektrophorese/RAPD-PCR

Die insgesamt 624 E. coli-Isolate wurden 105 Klonen zugeordnet. Durchschnittlich wies jedes
Wildschwein 5,14 + 3,53 verschiedene Klone auf, bei einem Minimum von einem Klon pro
Tier bis hin zu einem Maximum von 16 Klonen pro Tier. Aus dem Jejunum wurden im
Durchschnitt 2,19 £ 1,47 Klone, aus dem Ileum 2,24 + 1,41 Klone und aus dem Kolon
3,00+ 2,05 Klone pro Tier isoliert. Unten stehende Abbildung =zeigt das typische
Bandenmuster der einzelnen E. coli-Isolate nach Pulsfeld-Gelelektrophorese mit dem
Restriktionsenzym Xbal (Abb. 5).

Beispielhaft sind 28 E. coli-Isolate aus dem Darm der Wildschweine 15 und 20 abgebildet.
Die Bandenmuster der Proben in den Laufspuren 7 bis 16 von E. coli-Isolaten aus dem Kolon
von Wildschwein 20 sind identisch und zeigen, dass alle zehn Isolate den gleichen Klon
reprisentieren, der zudem auch im Ileum detektiert werden konnte (Laufspuren 18, 22 und

24). Die restlichen sieben Isolate aus dem Ileum von Wildschwein 20 (Laufspuren 17, 19-21,
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23, 25, 26) sind ebenfalls Isolate, die einen Klon reprédsentieren, so dass im Ileum dieses

Tieres zwei verschiedene E. coli-Stamme nachgewiesen werden konnten.
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Abb. 5 Elektropherogramm zur Zuordnung von E. coli-Isolaten zu bestimmten Klonen.

M: Marker

Proben 1-6: Wildschwein 15, Isolate S bis 10 aus dem Jejunum;
Proben 7-16: Wildschwein 20, Isolate 1 bis 10 aus dem Kolon;
Proben 17-26: Wildschwein 20, Isolate 1 bis 10 aus dem Ileum;

Proben 27 bis 28: Wildschwein 20, Isolate 1 und 2 aus dem Jejunum

Deutlich zu erkennen ist hier z.B. bei Wildschwein 20: Alle zehn Isolate aus dem Kolon
gehoren zu einem Klon. Es existieren zwei Klone im Ileum, einer dieser Klone besiedelte
Kolon und Ileum.

5.1.2 Diversitiatsindex

Der Diversititsindex nach Simpson ermdglicht es, die Diversitit von Populationen
unabhingig von der Zahl der betrachteten Isolate miteinander zu vergleichen. Er liegt bei ,,0
falls pro Darmabschnitt nur ein Klon nachweisbar ist bzw. bei ,,1*, wenn zehn verschiedene
Klone pro Darmabschnitt nachgewiesen worden wéren. Der Diversititsindex (Di) wurde pro
Tier fir den gesamten Darm sowie fiir die einzelnen Darmabschnitte berechnet. Fiir die
Diversitit im Jejunum wurde ein Di von 0,36 £0,3 errechnet, fiir das Ileum ein
Di=0,36 = 0,3. Im Kolon war die Diversitdt hoher (Di = 0,45 £+ 0,35). Der Unterschied war
jedoch nicht statistisch signifikant. Durchschnittlich lag der Diversitédtsindex fiir den gesamten
untersuchten Darmbereich bei 0,56 +£0,27 und damit aufgrund der unterschiedlichen
Verteilung der einzelnen Klone auf die Darmabschnitte hoher als die Diversitétsindizes von
Jejunum, Ileum und Kolon (siche Formel in Kapitel 4.6). Genaue Angaben zu den einzelnen

Wildschweinen sind der nachfolgenden Tabelle zu entnehmen.
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5.1.3 Virulenzgenprofil

Alle 105 detektierten E. coli-Klone wurden mittels PCR auf das Vorhandensein von
Virulenzgenen iiberpriift, die fiir porzine intestinal-pathogene E. coli charakteristisch sind.
Dazu gehoren die fiir Adhésine kodierenden Gene fedA, faeG, fanA, fasA, fimF41a, paa und
aidA-I , das Shiga-Toxingen stx2e, die Gene fiir die Enterotoxine est la, est 11, eltB und astA
sowie sepA, welches fiir das ,,secretion of E. coli proteins‘ kodiert.

53,7 % der untersuchten E. coli-Klone besalen mindestens ein Virulenzgen. Est I konnte in
einem (0,96 %) Klon und e/¢B in drei Klonen aus zwei Tieren (2,88 %) nachgewiesen werden.
Paa trat bei drei Klonen in drei Tieren auf (2,88 %) und aidA-I bei finf Klonen aus fiinf
Tieren. Mit 45,19 % der Klone (47 Klone in 19 Tieren) war ast4 am hédufigsten vertreten. Als

Kombinationen traten astA+eltB, astA+aidA-1, astA+est [[+eltB sowie et/B+paa auf.
5.1.4 Phylogenetische Zuordnung (ECoR-PCR)

Aus jedem der drei Darmabschnitte konnten E. coli-Klone aller vier ECoR-Gruppen isoliert
werden. Im Jejunum gehorten 31,8 % der Klone der Gruppe A, 11,4 % der Gruppe BI,
38,6 % der Gruppe B2 und der 18,2 % der Gruppe D an. Im Ileum repréisentierten 27,1 % der
Klone die Gruppe A, 10,4 % der Klone die Gruppe B1, 35,4 % der Klone die Gruppe B2 und
27,1 % der Klone die Gruppe D. E. coli aus dem Kolon hingegen waren fast zu gleichen
Teilen innerhalb der ECoR-Gruppen vertreten: Sie gehorten zu 22,3 % der Gruppe A und zu
jeweils 25,9 % den Gruppen B1, B2 und D an. Abb. 6 verdeutlicht, dass sowohl im Jejunum

als auch im Ileum deutlich weniger E. coli zur Gruppe B1 gehorten als im Kolon.
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Abb. 6 Prozentualer Anteil der ECoR-Gruppen® im Jejunum, Ileum und Kolon der untersuchten

Wildschweine
*Der Nachweis der ECoR-Gruppen wurde mittels PCR nach Clermont et al. erbracht (133).
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Mitglieder jeder ECoR-Gruppe konnten einzelne Darmabschnitte dominieren, wobei jedoch
in jeweils zwei verschiedenen Wildschweinen nur Klone der Gruppen A und B2 auftraten.

In Korrelation zu den Virulenzgenen fiel auf, dass ECoR-Gruppe B2-Klone seltener (35,7 %)
Virulenzgene aufwiesen als Klone der ECoR-Gruppe B1 (54,5 %) oder ECoR-Gruppe A
(75 %). Dieser Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant.

5.2 Geno- und phéanotypische Charakterisierung von

102 E. coli-Isolaten aus dem Darm von Wildschweinen

5.2.1 Ausschluss identischer E. coli-Isolate durch

Makrorestriktionsanalyse

Aus dem Darm von 119 im Zeitraum von November 2006 bis Dezember 2008 erlegten
Wildschweinen konnten coliforme Bakterienkolonien, d. h. auf CHROMAGgar-
Orientierungsplatten pinkfarben wachsende Bakterienkolonien gewonnen werden. Pro Tier
wurde eine zufillig ausgewihlte coliforme Kolonie subkultiviert. Nach Gewinnung der DNA
aus diesen Kolonien und anschlieBendem Restriktionsverdau der DNA ergaben sich 102
verschiedene genetische Muster. Sechs dieser 102 Klone wurden durch jeweils zwei
Bakterienisolate reprisentiert, zwei Klone durch jeweils drei Isolate und je ein Klon durch
vier bzw. finf Bakterienisolate. Pro Klon wurde ein reprédsentatives Isolat in die weiteren
Untersuchungen einbezogen.

In Abb. 7 ist stellvertretend fiir die 119 untersuchten coliformen Kolonien ein Pulsfeld-
Gelelektropherogramm der E. coli-Isolate aus dem Darm der Wildschweine 37 bis 43 sowie
52 und 53 dargestellt. Deutlich zu erkennen ist hier z.B., dass die Isolate aus den
Wildschweinen 37 und 38 (Laufspuren 2 und 3) Vertreter desselben Klons darstellen. Ebenso
wurden aus dem Kolon der Wildschweine 40 und 41 (Laufspuren 5 und 6) bzw. aus dem
Kolon der Wildschweine 52 und 53 (Laufspuren 9 und 10) Isolate des jeweils gleichen Klons

gewonnen.
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Abb. 7 Elektropherogramm zum Ausschluss identischer E. coli-Isolate aus dem Kolon verschiedener

Wildschweine
M: Marker;
Probe 1: EDL 993 (Kontrollstamm);

Probe 2-8: E. coli-Isolate aus dem Kolon der Wildschweine 37 bis 43;
Probe 9-11:  E. coli-Isolate aus dem Kolon der Wildschweine 52 bis 54

5.2.2 Biochemische Identifizierung

Um die 102 detektierten coliformen Kolonien eindeutig als E. coli zu identifizieren, wurden
diese einer biochemischen Identifizierung durch die so genannte ,,Bunte Reihe* unterzogen.
Dabei wurden sieben Reaktionen im Kliger- und LIM-Agar sowie im Harnstoff- und
Citratrohrchen untersucht. Toleriert wurde maximal eine Abweichung von den fiir E. coli
typischen Normwerten.

100 (98 %) Isolate konnten Laktose aerob verstoffwechseln. Zur anaeroben Glykolyse mit
deutlicher CO;-Bildung waren 101 (99 %) der Kolonien in der Lage, wohingegen kein Isolat
H,S bildete. Lysin konnte von 100 (99 %) der coliformen Kolonien decarboxyliert werden.
Zudem waren 98 (96 %) der Kolonien in der Lage, Indol zu bilden. Harnstoff konnte von
keinem und Citrat nur von einem coliformen Isolat als Substrat genutzt werden. Die Resultate
von 92 (90,2 %) coliformen Kolonien stimmten mit den erwarteten Normwerten iiberein. Die
zehn (9,8 %) iibrigen coliformen Kolonien wichen in genau einem Merkmal von den
Normwerten ab (in Tab. 12 dargestellt). Insgesamt wurden daher alle 102 coliformen

Kolonien biochemisch als £. coli identifiziert.
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Tab. 12 ,,Bunte Reihe* ausgewihlter E. coli-Staimme

o

IMT-Nummer _ Lakt Glyane  H,S Lysin Indol Urea Citrat

16431 1 1 0 1 0 0 0
16433 1 1 0 1 0 0 0
16459 1 1 0 1 1 0 1
16468 1 1 0 0 1 0 0
16470 0 1 0 1 1 0 0
16473 1] 1 0 1 1 0 0
16476 1 0 0 1 1 0 0
16477 1 1 0 0 1 0 0
16489 1 1 0 1 0 0 0
16491 1 1 0 1 0 0 0
»1°“ = positiv; ,,0“ = negativ;

Lakt = Laktoseverwertung; Gly,,.. = anacrobe Glykolyse mit Gasbildung;
Lysin = Lysindecarboxylierung; Indol = Indolbildung;

Urea = Harnstoffverwertung;

Citrat = Citratverwertung.

5.2.3 Phylogenetische Zuordnung der E. coli nach Clermont et al.
(ECoR-PCR)

Die ECoR-PCR ermoglichte die Einteilung der untersuchten E. coli in Hinblick auf deren
Zugehorigkeit zu einer der vier phylogenetischen Gruppen A, B1, B2 und D. Es waren alle
vier phylogenetischen Gruppen vertreten. Jeweils 31 (30,4 %) E. coli-Isolate gehdrten zu den
Gruppen A und BI1, wohingegen aus Gruppe B2 24 (23,5 %) E. coli stammten und 16
(15,7 %) in die Gruppe D eingeordnet wurden.

Abb. 8 Prozentuale Verteilung der untersuchten 102 E. coli von 102 Wildschweinen auf die vier
ECoR-Gruppen* A, B1, B2 und D
*Die EcoR-Gruppenzugehorigkeit wurde mittels EcoR-PCR festgestellt.
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5.2.4 Lebensraum, Alter und Geschlecht der Wildschweine

Die isolierten und fiir die weitere Charakterisierung verwendeten E. coli stammen aus 102
Wildschweinen. Mit 69 beprobten Wildschweinen (67,6 %) stammt der grofte Anteil der
E. coli aus der Region ,Lausitz”, die die Jagdgebiete Casel (Drebkau), Gro3 Liebitz,
Lauchhammer, Milstrich, Nochten, Schwarzkollm, Sollschwitz, Spreetal und Welzow
umfasst. Der Groffraum ,Berlin“ umfasst Jagdbezirke in Berlin (Grunewald) und dem
Berliner Umland. Er beinhaltet 22 (21,6 %) Wildschweine. E. coli-Isolate aus Thiiringen und
Mecklenburg-Vorpommern sind mit zehn (9,8 %) bzw. einem (1 %) Wildschwein nur
vereinzelt vertreten.

Altersangaben waren von 55 Wildschweinen (53,9 %) und Angaben zum Geschlecht von 48
Wildschweinen (47,1 %) verfligbar. In die Altersklasse I (Tiere jiinger als ein Jahr) entfielen
31 (56,4 %), in die Altersklasse II (ein bis zwei Jahre) 17 (30,9%) und in die Altersklasse 111
(alter als zwei Jahre) sieben (12,7 %) Wildschweine mit evaluierbaren Daten. Von den 48
Wildschweinen mit Angaben zum Geschlecht waren 26 (54,2 %) Wildschweine ménnlich und

22 (45,8 %) weiblich. Die erhobenen Daten sind in Tab. 13 zusammenfassend dargestellt.
5.2.4.1 Herkunft der Wildschweine

Lausitz: Von den 69 Wildschweinen aus der Region ,,Lausitz* waren 25 (36,2 %) minnlich,
18 (26,1 %) weiblich und zu 26 Tieren (37,7 %) waren keine diesbeziiglichen Angaben
verfligbar. Der grofite Teil der Tiere war der Altersklasse 1 (30 Wildschweine bzw. 43,5 %)
angehorig. Nach phylogenetischer Zuordnung mittels ECoR-Gruppierung gehorten 30,4 %
der isolierten E. coli der Gruppe A, 29,0 % der Gruppe B1, 18,9 % der Gruppe B2 und 21,7 %
der Gruppe D an.

Berlin: Aus der Region ,,Berlin“ fehlen die Daten zum Alter bzw. zum Geschlecht bei 63,3 %
bzw. 81,8 % der Wildschweine. Der ECoR-Gruppe A waren 36,4 % der E. coli zuzuteilen,
der Gruppe Bl 22,7 % und der Gruppe B2 40,9 %, wihrend kein Isolat aus Gruppe D
gefunden wurde.

Thiiringen: Zu den zehn aus Thiiringen stammenden Wildschweinen waren keine Angaben zu
Alter und Geschlecht verfiigbar. Zu je einem Fiinftel gehorten die isolierten E. coli den
Gruppen A und B2 an, wihrend die restlichen 60 % der Gruppe B1 zugehorig waren.

Mecklenburg-Vorpommern: Das Wildschwein aus Mecklenburg-Vorpommern war weiblich

und zum Zeitpunkt der Jagd ein bis zwei Jahre alt. Das von diesem Tier isolierte

E. coli-Bakterium wurde der Gruppe D zugeordnet (Abb. 9).
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Abb. 9 Absolutverteilung des Vorkommens von 102 porzinen intestinalen E. coli der vier
ECoR-Gruppen hinsichtlich der Herkunftsregion der 102 Wildschweine

5.2.4.2 Alter der Wildschweine

Altersklasse I: Wildschweine der Altersklasse I stammten zu 96,8 % aus der Jagdregion
»Lausitz* und nur eines aus der Region ,,.Berlin“. 19 der 31 Tiere waren mannlichen, neun
weiblichen Geschlechts. Zu drei Tieren fehlten die betreffenden Angaben. Die
ECoR-Gruppen A und B1 waren jeweils mit elf (je 35,5 %), Gruppe B2 mit drei (9,6 %) und
Gruppe D mit sechs (19,4 %) E. coli-Isolaten vertreten.

Altersklasse II: Die 17 zur Altersklasse II gehdrenden Wildschweine setzten sich aus vier

(23,5 %) ménnlichen und neun (53 %) weiblichen Tieren zusammen. Von vier Tieren fehlten
die Angaben zum Geschlecht. Neun Wildschweine stammten aus der Region ,,Lausitz*, fiinf
aus der Region ,,Berlin“ und eines aus Mecklenburg-Vorpommern. Mit 41,2 % trat die ECoR-
Gruppe A am hiufigsten auf, gefolgt von den Gruppen D (29,4 %), B2 (17,6 %) und Bl
(11,8 %).

Altersklasse III: Zwei der sieben Tiere der Altersklasse III waren ménnlichen und vier

weiblichen Geschlechts. Alle stammten aus der Region ,,Lausitz®. Jeweils zwei (28,6 %)
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E. coli waren den ECoR-Gruppen A, Bl und B2 zuzuordnen und eines (14,2 %) der
Gruppe D.

5.2.4.3 Geschlecht der Wildschweine

Minnliche Tiere: Die 26 ménnlichen Wildschweinen stammten bis auf ein Tier, das in der

Region ,,Berlin® erlegt worden war, aus der Region ,,Lausitz®. Der groBite Teil der erlegten
minnlichen Wildschweine war zum Zeitpunkt der Jagd unter einem Jahr alt (73,3 %). EIf
(42,3 %) E. coli-Isolate waren der ECoR-Gruppe A, sieben (26,9 %) der Gruppe B1 und acht
(30,8 %) der Gruppe D zugehorig.

Weibliche Tiere: Von den 22 weiblichen Tieren stammten 18 (81,8 %) aus der Region

»Lausitz, drei (13,6 %) aus der Region ,,Berlin“ und eines (4,6 %) aus Mecklenburg-Vor-
pommern. Die Altersklassen I und II waren mit 40,9 % gleich stark vertreten, wohingegen
vier (18,2 %) Tiere iiber zwei Jahre alt waren. ECoR-Gruppe A stellte mit 31,8 % den groBten
Anteil isolierter E. coli dar. Es folgten Gruppe B2 (27,3 %), Gruppe B1 (22,7 %) und Gruppe
D (18,2 %).

Tab. 13 102 intestinale E. coli-Isolate und Angaben zu Herkunft, Geschlecht und Alter der jeweiligen

Wildschweine
E. coli-Isolat Wildschwein E. coli-Isolat Wildschwein
IMT- . Ge- A.- IMT- . Ge- A.-
Nummer ECoR | Region schlecht | KL.' Nummer ECoR | Region schlecht | KL'
13127 A Lausitz | Ménnlich | 1 16415 Bl Lausitz | mannlich [ I
16448 A Lausitz | Ménnlich | 1 16455 Bl Lausitz | mannlich | I
16454 A Lausitz | Ménnlich | 1 16456 Bl Lausitz | mannlich [ I
16457 A Lausitz | Ménnlich | 1 16495 B1 Lausitz | ménnlich | I
16492 A Lausitz | Ménnlich | 1 16496 B1 Lausitz | minnlich | I
16493 A Lausitz | Ménnlich | 1 16498 B1 Lausitz | ménnlich [ I
16442 A Lausitz | Ménnlich | 1I 16500 B1 Lausitz | ménnlich [ I
16443 A Lausitz | Méannlich | II 16458 Bl Lausitz | weiblich | I
16447 A Lausitz | Méannlich | II 16497 Bl Lausitz | weiblich | I
16501 A Lausitz | Méannlich | III 16499 Bl Lausitz | weiblich | I
13100 A Lausitz | Weiblich | 1 16469 B1 Lausitz | weiblich | III
16451 A Lausitz | Weiblich | 1 16488 B1 Lausitz k.A. |
16465 A Lausitz | Weiblich | 1 16471 B1 Lausitz k.A. 111
16467 A Lausitz | Weiblich | 1 16425 B1 Lausitz k.A. k.A.
13122 A Lausitz | Weiblich | 1I 16431 B1 Lausitz k.A. k.A.
16446 A Lausitz | Weiblich | 1I 16482 B1 Lausitz k.A. k.A.
16461 A Lausitz | Weiblich | III 16483 B1 Lausitz k.A. k.A.
16466 A Lausitz kA2 1 16484 Bl Lausitz k.A. k.A.
16426 A Lausitz k.A. k.A. 16485 Bl Lausitz k.A. k.A.
16486 A Lausitz k.A. k.A. 16487 B1 Lausitz k.A. k.A.
16502 A Lausitz k.A. k.A. 14233 B1 Berlin weiblich | I
13109 A Berlin | Miénnlich | k.A. 16418 B1 Berlin k.A. II
16440 A Berlin k.A. | 16416 B1 Berlin k.A. k.A.
16438 A Berlin k.A. II 16460 Bl Berlin k.A. k.A.
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E. coli-Isolat Wildschwein E. coli-Isolat Wildschwein
IMT- . Ge- A.- IMT- . Ge- A.-
Nummer ECoR | Region schlecht | KI." Nummer ECoR | Region schlecht | K1
16417 A Berlin k.A. k.A. 16479 B1 Berlin k.A. k.A.
16473 A Berlin k.A. k.A. 16436 B1 Thiir.* k.A. k.A.
16475 A Berlin k.A. k.A. 14227 B1 Thiir. k.A. k.A.
16476 A Berlin k.A. k.A. 14228 B1 Thiir. k.A. k.A.
16481 A Berlin k.A. k.A. 14229 B1 Thiir. k.A. k.A.
16432 A Thiir. k.A. k.A. 14230 B1 Thiir. k.A. k.A.
16433 A Thiir. k.A. k.A. 14231 B1 Thiir. k.A. k.A.
16463 B2 Lausitz | Weiblich | 1 16412 D Lausitz | mannlich [ I
16464 B2 Lausitz | Weiblich | 1 16414 D Lausitz | minnlich [ I
16470 B2 Lausitz | Weiblich | III 16450 D Lausitz | mannlich | I
16462 B2 Lausitz | Weiblich | III 16452 D Lausitz | ménnlich [ I
16419 B2 Lausitz k.A. k.A. 16453 D Lausitz | ménnlich [ I
16420 B2 Lausitz k.A. k.A. 16494 D Lausitz | ménnlich [ I
16421 B2 Lausitz k.A. k.A. 16444 D Lausitz | ménnlich | II
16422 B2 Lausitz k.A. k.A. 16468 D Lausitz | mannlich | III
16423 B2 Lausitz k.A. k.A. 16441 D Lausitz | weiblich | II
16424 B2 Lausitz k.A. k.A. 16445 D Lausitz | weiblich | II
16427 B2 Lausitz k.A. k.A. 16449 D Lausitz | weiblich | II
16428 B2 Lausitz k.A. k.A. 16429 D Lausitz k.A. k.A.
16490 B2 Lausitz k.A. k.A. 16430 D Lausitz k.A. k.A.
14232 B2 Berlin | Weiblich | 1I 16489 D Lausitz k.A. k.A.
14234 B2 Berlin | Weiblich | 1I 16491 D Lausitz k.A. k.A.
16439 B2 Berlin k.A. | 16459 D M.-Po.? | weiblich | II
16437 B2 Berlin k.A. II
16472 B2 Berlin k.A. k.A.
16474 B2 Berlin k.A. k.A.
16477 B2 Berlin k.A. k.A.
16478 B2 Berlin k.A. k.A.
16480 B2 Berlin k.A. k.A.
16434 B2 Thiir. k.A. k.A.
16435 B2 Thiir. k.A. k.A.

1 = Altersklasse;

2 = keine Angabe;
3 = Mecklenburg-Vorpommern;
4 = Thiiringen.

5.2.5 Himolyse und Beweglichkeit der isolierten E. coli-Stimme

Auf Schafblutagarplatten zeigten drei (2,9 %) E. coli-Stdmme eine Himolyse. Alle Himolyse-

positiven E. coli wurden aus Wildschweinen der Region ,,Berlin* isoliert.

16 (15,7 %) E. coli waren auf Weichagarplatten unbeweglich. Die restlichen 88 (84,3 %)

E. coli waren geringgradig (38 E. coli, 37,3 %), mittelgradig (21 E. coli, 20,5 %) oder

hochgradig (27 E. coli, 26,5 %) beweglich. Der Anteil beweglicher E. coli-Stimme lag —

unabhingig von der ECoR-Zuordnung — in jeder der vier phylogenetischen Gruppen zwischen

83,3 % und 87,5 %, der Anteil unbeweglicher E. coli zwischen 12,5 % und 16,7 %.
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Abb. 10 Prozentuale Verteilung von 102 porzinen intestinalen E. coli-Stimme hinsichtlich ihrer
Beweglichkeit auf Weichagarplatten

5.2.6 Vorkommen von Virulenzgenen (VGs) und virulenzassoziierten

Genen (VAGS)

Das Vorkommen von Virulenzgenen und virulenzassoziierten Genen wurde mittels PCR
untersucht. Zur besseren Ubersicht sind die Ergebnisse unterteilt. Zunichst werden Daten zu
Virulenzgenen, die typisch fiir intestinale schweinepathogene E. coli-Stimme sind,
dargestellt. Danach werden die Resultate der Untersuchungen zu den — fiir ExPEC

charakteristischen — virulenzassoziierten Genen beschrieben.
5.2.6.1 Virulenzgene intestinal-pathogener E. coli

Untersucht wurde das Vorkommen der Shiga-Toxingene stx/, stx2 und das fir
schweinepathogene E. coli spezifische stx2e zum Nachweis von Shiga-Toxin produzierenden
E. coli (STEC) und das Vorkommen von escV und bfp zum Beleg fiir EPEC bzw. zur
Unterscheidung zwischen typischen und atypischen enteropathogenen E. coli (EPEC).
AuBlerdem wurde das Auftreten der fiir intestinal schweinepathogene E. coli spezifischen
sechs Adhédsingene fed4A (F18-Fimbrie), faeG (F4-Fimbrie, K88-Fimbrie), fand (F5-
Fimbrie, K99-Fimbrie), fasA (F6-Fimbrie, P987-Fimbrie), fimF4la (F41-Fimbrie) und paa
(Nicht-Firmbrien-Adhédsin) iiberpriift [56, 184]. Schlieflich wurden die Gene fiir drei
hitzestabile Enterotoxine (est la, est Il und astA) sowie eltB, das ein hitzelabiles Enterotoxin

kodiert, getestet. Zusétzlich wurde das Vorkommen der Gene sepA (fiir das ,,secretion of
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E. coli proteins* kodierende Gen) und aidA-I (Nicht-Fimbrien-Adhisin), die beide nicht nur
beim Schwein Teil des Virulenzpotentials von E. coli sind, untersucht.

Fast alle der oben genannten Virulenzgene waren innerhalb der untersuchten E. coli-Stimme
nicht oder nur sporadisch vertreten. Stx/, faeG, fanA, fasA, FimF41la und eltB konnten in
keinem E. coli-Stamm vorgefunden werden. Die Gene est Il und est la konnten bei vier
(3,9 %) bzw. drei (2,9 %) E. coli-Isolaten nachgewiesen werden, auch stx2e war in drei
(2,9 %) Isolaten nachweisbar. EscV trat bei zwei (2 %) E. coli-Isolaten auf, wohingegen fedA
und bfp nur in je einem E. coli auffindbar waren. Im Genom von jeweils finf (4,9 %) E. coli
konnten aidA-I und sepA nachgewiesen werden. Deutlich hédufiger hingegen waren mit 26
(25,5 %) bzw. 40 (39,2 %) E. coli paa- bzw. astA-positive Isolate vertreten.

Insgesamt besallen 65,7 % der untersuchten E. coli-Isolate mindestens eines der genannten
Virulenzgene. Drei Isolate wiesen stx2e auf, das typisch fiir intestinale schweinepathogene
STEC ist. Vier E. coli besallen das fiir ETEC typische Gen est II. Aullerdem hatten zwei
Klone das fiir atypische EPEC spezifische Virulenzgenmuster escV-positiv und bfp-negativ.
Mehrfach traten aulerdem — wie Tab. 14 zu entnehmen ist — Kombinationen von zwei oder

drei Virulenzgenen auf.

Tab. 14 18 porzine intestinale E. coli-Stimme, die mehr als ein Virulenzgen aufwiesen

IMT-Nummer Virulenzgene Hamolyse ECoR Pathotyp
14229 stx2e, est la, sepA negativ Bl STEC
14230 stx2e, est la, sepA negativ B1 STEC
14231 stx2e, est la, sepA negativ B1 STEC
16416 est I, astA negativ B1 ETEC
16471 est I, astA negativ B1 ETEC
14234 escV, sepA, paa negativ B2 aEPEC
16467 escV, aidA-1 negativ A aEPEC
16445 fedA, paa negativ D k.A.
16461 sepA, astA negativ A k.A.
16444 aidA-1, paa negativ D k.A.
16436 paa, astA negativ B1 k.A.
16437 paa, ast4 negativ B2 k.A.
16447 paa, astA negativ A k.A.
16449 paa, astA negativ D k.A.
16450 paa, astA negativ D k.A.
16451 paa, astA negativ A k.A.
16456 paa, astA negativ B1 k.A.
16458 paa, astA negativ B1 k.A.

Untersuchte Virulenzgene: stx1, stx2e, est I, est II, eltB, astA, fedA, faeG, fanA, fasA, fimF41a, paa, aidA-I,
sepA, escV, bfp
k. A. = keine Angabe
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FAS-Test

Zum Nachweis der von EPEC auf Epithelzellen typischerweise hervorgerufenen
A/E-Léasionen wurden die beiden escV-positiven E. coli-Stimme IMT 14234 und IMT 16467
durch den FAS-Tests mithilfe von IPEC-J2-Zellen untersucht. Bei beiden Stammen konnte
eine Aktinakkumulation unterhalb der ausgebildeten Mikrokolonie nachgewiesen werden.

Die folgenden Abbildungen zeigen fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von
IPEC-J2-Zellen, die mit dem E. coli-Stamm IMT 16467 infiziert worden waren. In Abb. 11
sind die deutlich griin gefiarbte Aktinakkumulation und in Abb. 12 die mit Propidiumiodid
(PI) rot angefirbten Darmepithelzellkerne und E. coli erkennbar. Ein Ubereinanderlegen
beider Bilder (Abb. 13) verdeutlicht, dass die Aktinverdichtung unterhalb der Mikrokolonie
liegt.

Abb. 11 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Aktinfiirbung (Farbstoff: FITC-Phalloidin)
von IPEC-J2-Zellen, die mit dem E. coli IMT 16467 infiziert wurden
Weifler Kreis: griin angefirbte Aktinakkumulation;
Weille Pfeile: griin angefirbte Aktinfilamente der Cytoskelette von IPEC-J2-Zellen

Abb. 12 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer DNA-Firbung (Farbstoff: Propidiumiodid)
von IPEC-J2-Zellen, die mit dem E. coli IMT 16467 infiziert wurden
Weiller Kreis: rot angefirbte Bakterien;
Weiller Pfeil: rot angefiarbte Zellkerne der IPEC-J2-Zellen
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Abb. 13 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Aktin- und DNA-Farbung (Farbstoffe:
FITC-Phalloidin und Propidiumiodid) von IPEC-J2-Zellen, die mit E. coli IMT 16467
infiziert wurden
Weiller Kreis: rot angefirbte Bakterien mit griin fluoreszierendem, akkumulierten Aktin;
Weiller Pfeil: rot angefirbter Zellkern einer IPEC-J2-Zelle;

Griiner Pfeil: griin angefirbte Aktinfilamente des Cytoskeletts einer IPEC-J2-Zelle

5.2.6.2 ExPEC-typische, virulenzassoziierte Gene (VAGs)

Die untersuchten Gene sowie die absolute und relative Verteilung innerhalb der 102

untersuchten E. coli-Isolate sind in Tab. 15 aufgelistet:

Tab. 15 Auflistung der mittels PCR bei 102 untersuchten, intestinalen E. coli nach-
gewiesenen, fiir EXPEC-typischen, virulenzassoziierten Gene (VAGs)

VAG Kodierung fiir: abs. Anzahl rel. Anzahl
afa/draB Adhisin 0 0,0 %
ast4 Toxin 40 39,2 %
chuA Eisenaufnahmesystem 38 37,3 %
cnfl/2 Toxin 12 11,7 %
crld Adhésin 90 88,2 %
cvi/ecva  Protektin 6 5,9 %
feoB Eisenaufnahmesystem 49 48,0 %
fimC Adhisin 102 100,0 %
frud Eisenaufnahmesystem 29 28,4 %
gimB Invasin 0 0,0 %
hlyA Toxin 3 2,9 %
hra Adhésin 23 22,6 %
ibeA Invasin 15 14,7 %
iha Adhisin 5 4,9 %
ired Eisenaufnahmesystem 3 2,9 %
iroN Eisenaufnahmesystem 12 11,8 %
irp2 Eisenaufnahmesystem 20 19,6 %
iss Protektin 3 2,9 %
iucD Eisenaufnahmesystem 1 1,0 %
kps Protektin 24 23.5%
malX Pathogenitétsinsel-Marker 15 14,7 %
mat Adhisin 47 46,1 %
neuC Protektin 0 0,0 %
ompA Protektin 102 100,0 %
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VAG Kodierung fiir: abs. Anzahl rel. Anzahl

papC Adhisin 1 1,0 %
pic Protease 7 6,9 %
sat Toxin 3 2,9 %
sfa/foc ~ Adhésin 5 4,9 %
sitD chr. Eisenaufnahmesystem 11 10,8 %
sitD ep.  Eisenaufnahmesystem 5 4,9 %
tia Invasin 6 5,9 %
traT Protektin 45 44,1 %
tsh Adhésin 4 3,9%
vat Toxin 7 6,9 %

Die 102 untersuchten E. coli wiesen durchschnittlich 7,19 + 3,08 VAGs auf (Spannweite:
3 bis 18). OmpA und fimC waren bei allen Isolaten vorhanden, wéihrend afa/draB, gimB und

neuC bei keinem Stamm nachweisbar waren.

20

15—

107

absolute Anzahl E. coli

10 12 14 16 18 20

Anzahl VAGs

0 2 4 6 8

Abb. 14 Verteilung der virulenzassoziierten Gene (VAGs) innerhalb der 102 untersuchten,
intestinalen E. coli

Aus Abb. 14 geht hervor, dass E. coli mit sieben VAGs am hdufigsten vertreten waren
(19,6 %), gefolgt von E. coli mit sechs bzw. fiinf VAGs. 78,4 % aller untersuchten
E. coli-Stimme wiesen maximal acht VAGs auf und nur 13,7 % verfiigten iiber mehr als zehn
VAGs.

Nach ECoR-Gruppen unterteilt besaBen E.coli der Gruppe A im Durchschnitt
6,16 + 1,66 VAGs, E.coli der Gruppe Bl 5,26+ 1,67 VAGs, E.coli der Gruppe B2
11,04 + 3,46 VAGs und E. coli der Gruppe D 7,12 £ 1,03 VAGs (Abb. 15).
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Abb. 15 Verteilung der virulenzassoziierten Gene (VAGs) von 102 untersuchten, intestinalen
E. coli innerhalb der ECoR-Gruppen

5.2.6.2.1 Adhiisingene

Von den neun untersuchten Adhidsingenen konnten bis auf afa/draB alle Adhésingene in
zumindest einem E. coli-Stamm nachgewiesen werden. FimC trat in allen E. coli auf, gefolgt
von crlA4 in 90 Stammen. Das genaue Vorkommen ist Tab. 16 zu entnehmen. Durchschnittlich

kamen 2,72 £ 0,92 Adhésingene/E. coli vor, mindestens jedoch ein und maximal fiinf von

neun Adhisingenen.

Tab. 16 Absolute und relative Haufigkeit der mittels PCR bei 102 untersuchten, intestinalen
E. coli nachgewiesenen, fiir EXPEC-typischen Adhéisingene

Adhisingen abs. Anzahl rel. Anzahl

afa/draB 0 0,0 %
papC 1 1,0 %
tsh 4 3,9 %

iha 5 4,9 %
sfa/foc 5 4,9 %
hra 23 22,6 %

mat 47 46,1 %
crld 90 88,2 %
fimC 102 100,0 %

Innerhalb der ECoR-Gruppen existierten in Bezug auf die Anzahl vorkommender
Adhisingene kaum Unterschiede. Die Mittelwerte der E. coli aller 4 ECoR-Gruppen lagen
zwischen 2,61 bis 2,83 Adhésingene/E. coli-Stamm (Abb. 16). E. coli der Gruppen A und B2

wiesen maximal fiinf Adhdsingene auf.
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Abb. 16 Verteilung der fiir ExXPEC-typischen Adhiisingene bei 102 untersuchten, intestinalen E. coli
innerhalb der ECoR Gruppen

5.2.6.2.2 Eisenakquirierungsgene

Es wurde das Vorhandensein von neun Genen, die fiir die Eisenaufnahme von Bedeutung
sind, untersucht. Alle Gene konnten in unterschiedlichen Héufigkeiten nachgewiesen werden.
Mehrfach traten feoB (48,0 %) und chuAd (37,1 %) auf, demgegeniiber waren iucD (1,0 %)
und ired (2,9 %) nur sporadisch vorzufinden (Tab. 17). Der Mittelwert lag bei 1,65 £ 1,67

Eisenakquirierungsgene/E. coli, wobei maximal sieben Eisenakquirierungsgene/E. coli

vorkamen.

Tab. 17 Absolute und relative Hiufigkeit der mittels PCR bei 102 untersuchten, intestinalen
E. coli nachgewiesenen, fiir EXPEC-typischen Eisenakquirierungsgene

Eisenakquirierungsgen abs. Anzahl rel. Anzahl

iucD 1 1,0 %
ired 3 2,9 %
sitD ep. 5 4,9 %
sitD chr. 11 10,8 %
iroN 12 11,8 %
irp2 20 19,6 %
frud 29 28,4 %
chuA 38 37,3 %
feoB 49 48,0 %

Wie Abb. 17 veranschaulicht, ergaben sich innerhalb der ECoR-Gruppen Unterschiede. In
Gruppe A lag der Mittelwert bei 1,1 & 0,94 Eisenakquirierungsgenen, in Gruppe Bl nur bei
0,42 + 0,77 Eisenakquirierungsgenen. Mitglieder der Gruppe B2 wiesen durchschnittlich
3,71 = 1,81 und diejenigen der Gruppe D 2,0 £+ 0,52 Eisenakquirierungsgene auf.
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Abb. 17 Verteilung der fiir ExXPEC-typischen Eisenakquirierungsgene bei 102 untersuchten,
intestinalen E. coli innerhalb der ECoR Gruppen

5.2.6.2.3 Gene fiir die Serumresistenz
In die Serumresistenz und die Zellprotektion sind sechs der untersuchten VAGs involviert. In
absteigender Haufigkeit kamen ompA, iss, cvi/cva, kpsMTII, traT und neuC vor, hierbei war

ompA in allen und neuC in keinem Isolat nachweisbar (Tab. 18).

Tab. 18 Absolute und relative Haufigkeit der mittels PCR bei 102 untersuchten, intestinalen E. coli
nachgewiesenen, fiir EXPEC-typischen Serumresistenzgene

Serumresistenzgen abs. Anzahl rel. Anzahl

neuC 0 0,0 %
iss 3 2,9 %
cvi/eva 6 5,9 %
kpsMTII 24 23,5 %
tralT 45 44,1 %
ompA 102 100,0 %

Das durchschnittliche Vorkommen lag bei 1,76 0,79 Serumresistenzgenen/E. coli mit
Schwankungen zwischen einem und vier Serumresistenzgenen. In Gruppe A und B1 kamen
durchschnittlich 1,55 +0,77 bzw. 1,45+ 0,57 Serumresistenzgene vor, wohingegen die
Gruppen B2 und D mit 2,29 + 0,81 und 2,0 £ 0,73 mehr Serumresistenzgene aufwiesen (Abb.
18).
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Abb. 18 Verteilung der fiir ExXPEC-typischen Serumresistenzgene bei 102 unter-
suchten, intestinalen E. coli innerhalb der ECoR Gruppen

5.2.6.2.4 Toxingene

Die fiinf untersuchten Toxingene sind hlyA, sat, vat, cnfl/2 und astA. Wahrend hly4 und sat
nur sporadisch vorkamen (je drei E. coli-Stimme) war ast4 mit 39,2 % in vergleichsweise
vielen Isolaten vertreten. Der Mittelwert lag bei 0,64 + 0,67 Toxingenen, wobei maximal drei

der fiinf Gene pro Stamm nachgewiesen wurden.

Tab. 19 Absolute und relative Haufigkeit der mittels PCR bei 102 untersuchten, intestinalen
E. coli nachgewiesenen, fiir EXPEC-typischen Toxingene

Toxingenen abs. Anzahl rel. Anzahl

sat 3 2,9 %
hlyA 3 2,9 %
vat 7 6,9 %
cnfl/2 12 11,8 %
astA 40 39,2 %

Pro ECoR-Gruppe kamen durchschnittlich 0,44 bis 0,75 Toxingene pro E. coli vor. Wahrend
Stamme der Gruppe D maximal ein Toxingen aufwiesen, waren bei E. coli der Gruppen A
sowie Bl hochstens zwei und bei Stimmen der Gruppe B2 bis zu drei Toxingene

nachweisbar.

5.2.6.2.5 Invasionsgene
Bei den drei hier untersuchten VAGs gimB, ibeA und tia handelt es sich um Invasionsgene.

Alle 102 untersuchten, intestinalen E. coli waren gimB-negativ. Der Nachweis von tia war bei
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sechs (5,9 %) und der von ibeA bei 15 (14,7 %) E. coli-Stimmen erfolgreich. Durchschnittlich
wies jeder E. coli 0,21 + 0,41 Invasionsgene auf.

Von den 15 ibeA-positiven Isolaten stammten 13 (86,7 %) aus der Gruppe B2, die restlichen
drei Stamme aus der Gruppe A. Die sechs tia-positiven E. coli rekrutierten sich zu gleichen

Anteilen aus den Gruppen A und B1.

5.2.6.2.6 pic und malX

Das fiir eine Protease kodierende pic wurde in sieben (6,9 %) E. coli-Isolaten gefunden, die
alle Vertreter der ECoR-Gruppe B2 waren. Ebenfalls zur Gruppe B2 gehorten alle 15
(14,7 %) malX-positiven E. coli-Stamme.

5.2.6.2.7 Statistisch signifikante Zusammenhinge zwischen einzelnen VAGs und
ECoR-Gruppen
Statistisch signifikante Zusammenhidnge zwischen dem Auftreten einiger VAGs waren
hauptséchlich fiir die ECoR-Gruppe B2 feststellbar, traten aber auch bei den Gruppen Bl und
D auf (Tab. 20).
Die VAGs iha, sfa/foc, sitD chr., ireA, sat, pic und malX konnten nur bei E. coli-Stdimmen der
Gruppe B2 nachgewiesen werden. KpsMTII trat durchschnittlich hdufiger in der Gruppe B2
und seltener in den Gruppen A und Bl auf. Fyud und ibeA kamen ebenfalls gehéuft in der
Gruppe B2 und kaum in der Gruppe B1 vor. Auch irp2 war zum groBiten Teil bei E. coli der
Gruppe B2 und nur gelegentlich bis gar nicht in den anderen ECoR-Gruppen verbreitet.
Ebenso kamen cvi/cva und vat signifikant hdufiger in der Gruppe B2 vor.
Da chud in der PCR nach Clermont et al. [44] zur Einteilung von E. coli in die
Gruppencluster ,,A-B1“ und ,,B2-D* dient, war es nur in Stimmen des letztgenannten
Komplexes zu finden. Auch crl4 kam sowohl in der Gruppe B2 als auch in der Gruppe Bl
vermehrt vor, wohingegen traTl und feoB verstirkt in E. coli der Gruppe D nachzuweisen

waren. Letzteres trat aulerdem signifikant seltener in Gruppe B1 auf.
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Tab. 20 Ubersicht iiber die bei 102 untersuchten, intestinalen E. coli nachgewiesenen virulenzasso-
ziierten Gene (VAGs), die mit den ECoR-Gruppen statistisch signifikant korreliert waren

zweiseitige Signifikanz (exakter Test nach Fischer)
VAG ECoR A ECoR B1 ECoR B2 ECoR D
crld 0,016 0,000
iha 0,001
sfa/foc 0,000
mat 0,009
chuA 0,000 0,000 0,000 0,000
frud 0,008 0,000
ired 0,012
irp2 0,031 0,031 0,000 0,037
sitD chr. 0,032 0,032 0,000
feoB 0,001 0,028
cvi/eva 0,026
kpsMTII 0,010 0,041 0,000 1,000
traT 0,012
sat 0,012
vat 0,007
ibeA 0,005 0,000
pic 0,000
malX 0,005 0,005 0,000
Angegeben ist die zweiseitige Signifikanz des exakten Tests nach Fischer (p = 0,05).
Graue Schrift: keine signifikanten Zusammenhénge;
Schwarze Schrift: signifikante Zusammenhénge;
Grau unterlegt: VAG trat signifikant hdufiger in dieser ECoR-Gruppe auf.

5.2.7 Adhisionsverhalten von E. coli aus dem Darm von Wild- und

Hausschweinen

Im in vitro-Zellversuch wurde das Adhésionsvermogen von jeweils 30 zufallig ausgewédhlten
E. coli aus dem Darm von Wild- und Hausschweinen an IPEC-J2-Zellen getestet. Zum
Vergleich der Ergebnisse wurden die Kontrollstimme EcN und MG 1655 in die Versuche
einbezogen. Beide Kontrollstimme waren bereits in Vorversuchen eingesetzt worden, wobei
sich EcN als stirker adhdrent an IPEC-J2-Zellen erwies als alle anderen bisher untersuchten
E. coli-Isolate aus dem Darm gesunder Hausschweine. EcN zeigte in der vorliegenden Arbeit
bei einer Multiplicity of infection (MOI) von 100 nach zweistiindiger Inkubation eine
durchschnittliche Adhésion von 3,2 Bakterien/IPEC-J2-Zelle. Bei dem Kontrollstamm
MG 1655 hafteten unter gleichen Versuchsbedingungen 0,25 Bakterien/IPEC-J2-Zelle. Die
Adhésionsraten der E.coli von Wildschweinen lagen 1im  Durchschnitt bei
2,69 £ 5,5 Bakterien/Zelle. Demgegeniiber hafteten bei E. coli-Staimmen von Hausschweinen
durchschnittlich 0,49 + 5,5 Bakterien/Zelle.

In Tab. 21 und den nachfolgenden Abbildungen sind die Adhidsionsraten der E. coli von Wild-

und Hausschweinen gegentiber gestellt.
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Tab. 21 Adhésionsraten von 30 E. coli von Wildschweinen, die zuféllig aus den insgesamt 102 zur
Verfiigung stehenden E. coli ausgewiahlt wurden und von 30 E. coli von Hausschweinen

Wildschwein-E. coli Hausschwein-E. coli
IMT-Nr. N (abs.)'! Bakterien/Zelle IMT-Nr. N (abs.)'! Bakterien/Zelle’
16419 5,50 - 10 0,22 18156 5,59 - 10* 0,22
16420 1,94 - 10° 0,77 18157 1,94 - 10* 0,08
16421 3,72 - 10° 14,70 18158 2,10 - 10° 8,30
16423 9,02 - 10° 3,56 18159 3,36 - 10° 0,13
16424 1,17 - 10° 4,64 18160 1,00 - 10° 0,00
16426 9,14 - 10* 0,36 18161 1,15 - 10* 0,05
16414 5,94 - 10° 2,35 18162 4,84 - 10? 0,00
16429 6,63 - 10° 26,19 18163 5,04 - 10* 0,20
16430 1,21 - 10° 0,48 18164 1,58 - 10* 0,06
16432 4,06 - 10* 0,16 18165 6,06 - 10* 0,24
16433 1,76 - 10° 0,70 18166 1,17 - 10° 0,00
16434 9,11 - 10* 0,36 18167 3,41 - 10* 0,13
13122 5,29 - 10* 0,21 18168 7,47 - 10 0,30
16436 2,94 - 10 0,12 18169 3,63 - 10° 0,01
16437 3,13 - 10° 0,01 18170 5,05 - 10* 0,20
16440 8,32 10° 0,03 18171 4,09 - 10° 0,02
16441 4,14 - 10° 16,35 18172 1,92 - 10 0,00
16442 8,65 - 10 0,34 18173 3,81 10* 0,15
16443 4,99 - 10* 0,20 18174 2,74 - 10 0,00
16415 9,52 - 10* 0,38 18175 2,84 - 10* 0,11
16445 2,04 - 10° 8,05 18176 432 10" 0,17
16451 7,33 - 10* 0,29 18177 2,99 - 10* 0,12
13100 7,30 - 10* 0,29 18178 4,06 - 10° 1,60
16454 6,09 - 10* 0,24 18179 3,30 - 10* 0,13
16455 6,38 - 10* 0,25 18180 1,26 - 10° 0,50
16456 9,59 - 10* 0,38 18181 3,78 - 10° 0,01
16457 3,31 10° 0,01 18182 4,84 - 10° 0,02
16458 1,68 - 10° 0,67 18183 4,08 - 10° 1,61
13109 1,17 - 10° 0,46 18184 4.85-10* 0,19
16416 7,69 - 10* 0,30 18185 2,85 - 10* 0,11

1 = absolute Anzahl adhirenter E. coli pro Well
2 = Verhiltnis adhirenter E. coli zu IPEC-J2-Zellen

Die Anzahl adhdrenter E. coli wurde aufgrund der {ibersichtlicheren graphischen Darstellung
logarithmiert. Der logarithmierte Mittelwert adhdrenter E. coli lag bei Isolaten aus
Wildschweinen bei 5,06 £ 0,75, wohingegen bei E. coli-Stimmen aus Hausschweinen mit
4,23 + 0,98 eine niedrigere Adhésionsrate auftrat.

E. coli-Isolate aus dem Darm von Hausschweinen zeigten dariiber hinaus grofBere
Schwankungen in den Adhésionsraten als solche von Wildschweinen. Der E. coli-Stamm
IMT 18160 wies mit 1,00 - 10> adhirenten Bakterien/Well die geringste, der Stamm
IMT 18158 mit 2,16 - 10° Bakterien/Well die hochste Adhésionsrate unter den
Hausschwein-£. coli auf. Die Adhidsionsraten der Wildschwein-E. coli lagen hingegen

zwischen 3,13 - 10° und 6,63 - 10° Bakterien/Zelle.

76



log10 (Anzahl adhiirenter E. coli )

b
|

log10 (Anzahl adhiirenter E. coli)

b
|

-1
|

=)
|

tn
|

B
|

w
1

PSS I eI FFFEFIIIIILEY

NN N N N N N N N N N N N N NN N NN NN N N Ny NN

IMT-Nummer

Abb. 19 Darstellung der Adhisionsraten von 30 zufillig aus den 102 zur Verfiigung stehenden
Wildschwein-E. coli ausgewihlten Stimmen an IPEC-J2-Zellen
Gestrichelte Linie:  logarithmierter Mittelwert der Adhésionsrate des Kontrollstamms
E. coli Nissle 1917 an IPEC-J2-Zellen
Durchgezogene Linie: logarithmierter Mittelwert der Adhiision des Kontrollstamms
MG 1655 an IPEC-J2-Zellen
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Abb. 20 Darstellung der Adhiisionsraten von 30 Hausschwein-E. coli an IPEC-J2-Zellen
Gestrichelte Linie:  logarithmierter Mittelwert der Adhésionsrate des Kontrollstamms
E. coli Nissle 1917 an IPEC-J2-Zellen
Durchgezogene Linie: logarithmierter Mittelwert der Adhiision des Kontrollstamms
MG 1655 an IPEC-J2-Zellen
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Abb. 21 Adhésionsraten der 30 zufillig ausgewéhlten E. coli von Wildschweinen und
der 30 E. coli von Hausschweinen an IPEC-J2-Zellen

Zur besseren Ubersicht wurden die untersuchten E. coli-Stimme auf Basis der
Vergleichsstimme EcN und MG 1655 in drei Gruppen gegliedert. Die Gruppe I beinhaltet
E. coli, die unterhalb der Adhisionsrate von MG 1655 liegen, Gruppe III alle E. coli, die sich
oberhalb der Adhésionsrate von EcN befinden. Die restlichen E. coli wurden der Gruppe 11

zugeordnet.

Tab. 22 Durchschnittliche Adhésionsraten an [IPEC-J2-Zellen von E. coli der Gruppen I bis III

Gruppe E. coli vom Wildschwein E. coli vom Hausschwein
durchschnittl. durchschnittl.
Anzahl E. coli Adhdsionsrate Anzahl E. coli Adhdsionsrate
(Bakterien/Zelle) (Bakterien/Zelle)
I 9 0,15+ 0,09 25 0,09 + 0,08
11 15 0,57+ 0,50 4 1,00 £ 0,61
111 6 12,25+ 7,83 1 8,30

I. E. coli, deren Adhédsionsraten unterhalb der des Kontrollstamms MG 1655 lagen
Il: E. coli, deren Adhédsionsraten zwischen der der Kontrollstimme MG 1655 und EcN lagen
III: E. coli, deren Adhisionsraten oberhalb der des Kontrollstamms EcN lagen

Tab. 22 veranschaulicht, dass 50,0 % der untersuchten E. coli von Wildschweinen besser als
der Stamm MG 1655, aber schlechter als der probiotische Stamm EcN adhérierten. Ein
Fiinftel der Wildschwein-E. coli wies hohere Adhésionsraten als der Kontrollstamm EcN auf.
83,3 % der E. coli-Stimme von Hausschweinen adhédrierten hingegen schlechter als der
Stamm MG 1655 und nur ein E. coli vom Hausschwein besser als der EcN an

IPEC-J2-Zellen.
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Eine statistisch belegte Korrelation zwischen dem Adhésionsvermdgen und den bisher
untersuchten genotypischen und phéinotypischen Merkmale der 102 untersuchten
E. coli-Isolate konnte mit Hilfe des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman
(Spearmans Rho) nur fiir das Gen chud mit einer 2-seitigen Signifikanz von 0,000 sowie
zwischen den ECoR-Gruppen mit einer 2-seitigen Signifikanz von 0,001 nachgewiesen
werden. Der logarithmierte Mittelwert der Adhésionsrate an IPEC-J2-Zellen lag bei
Vertretern der ECoR-Gruppen A und B1 bei 4,74 + 0,48 bzw. 4,56 £ 0,50. E. coli-Isolate der
ECoR-Gruppen B2 und D wiesen mit von 5,43 = 0,5 bzw. 6,12 + 0,63 durchschnittlich héhere

Adhisionsraten auf.

5.2.8 Kohlenhydratverwertung von E. coli aus dem Darm von Wild- und

Hausschweinen

Mit dem api 50 CH — System wurden 35 E. coli von Wildschweinen und 30 E. coli von
Hausschweinen hinsichtlich der Verstoffwechslung diverser Kohlenhydrate untersucht. Das
Ergebnis ,,positiv* wurde als vollstindige Verwertung des Substrats, das Ergebnis ,,negativ
als nicht erfolgte Verwertung des Substrats und das Ergebnis ,,variabel” als unvollstandige
Verwertung des Substrats und damit als nicht-positiv gewertet.

Grundsétzlich war die Kohlenhydratverwertung fiir jeden der untersuchten E. coli einzigartig.
Es gab keine zwei Klone, die ein identisches Verstoffwechslungsprofil aller 49 Kohlenhydrate
besalen. Die folgenden zwolf Kohlenhydrate konnten von allen E. coli unabhédngig vom
Wirtstier vollstindig verwertet werden: Glycerol, L-Arabinose, D-Ribose, D-Xylose,
D-Galaktose, D-Glukose, D-Fruktose, D-Mannose, D-Mannitol, D-Maltose, D-Trehalose und
Kaliumglukonat. Die Verstoffwechslung der Substrate Erythritol, L-Xylose, Methyl-fD-
Xylopyranosid, Inulin, L-Arabitol und Kalium-2-Ketoglukonat wurde nie als positiv
eingestuft, als variabel und negativ hingegen schon. Bei den anderen Kohlenhydraten waren
alle drei moglichen Ergebnisse vertreten.

Vergleich zwischen Wild- und Hauschwein-£. coli

Wildschwein-E. coli verstoffwechselten durchschnittlich 23,7 Kohlenhydrate (Spannweite:
18-28) vollstindig. Bei Hausschwein-£. coli lag die vollstindige Verwertungsrate im Mittel
bei 22,4 Kohlenhydraten (Spannweite 18-27). Statistisch signifikante Unterschiede beider
E. coli-Populationen traten in der Verstoffwechslung der folgenden acht Kohlenhydrate auf:
die Hexosen L-Sorbose, D-Tagatose und L-Rhamnose, die Zuckeralkohole Dulcitol und
Inositol, das Disaccharid D-Saccharose, das Trisaccharid D-Raffinose sowie bei Methyl-BD-
Xylopyranosid (Tab. 23).
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Tab. 23 Ubersicht iiber die im api 50 CH — System unterschiedlich verwerteten Kohlenhydrate
bei 35 zufillig ausgewihlten E. coli-Staimmen von Wildschweinen und 30 E. coli-Stimmen
von Hausschweinen (p = 0,05)

Kreuztabelle zur Kohlenhydratverwertung
Wirtstier
Substrat P-Wert Hausschwein | Wildschwein msgesamt

negativ 19 11 30
L-Sorbose 0,027 positiv 7 18 25
variabel 4 6 10

negativ 3 0 3

L-Rhamnose 0,040 positiv 26 35 61
variabel 1 0 1

negativ 12 1 13
Dulcitol 0,000 positiv 17 32 49
variabel 1 2 3

negativ 29 22 51

Inositol 0,000 positiv 1 2 3
variabel 0 11 11

negativ 9 2 11
D-Saccharose 0,010 positiv 15 29 44
variabel 6 4 10
negativ 10 2 12
D-Raffinose 0,016 positiv 18 29 47
variabel 2 4 6

negativ 15 17 32

D-Tagatose 0,000 positiv 0 13 13
variabel 15 5 20

negativ 30 29 59

Methyl-pD- 0,027 positiv 0 0 0

Xylopyranosid -

variabel 0 6 6

Die Verstoffwechslung der Ketohexose L-Sorbose wurde bspw. bei 24 (68,57 %)
Wildschwein-E. coli als positiv oder variabel bewertet, bei Hausschwein-E. coli hingegen nur
bei 11 (36,3 %) Isolaten. Die D-Tagatoseverwertung erbrachte bei 13 (37,1 %)
E. coli-Stammen von Wildschweinen ein positives Resultat, bei E. coli-Isolaten von
Hausschweinen nur variable oder negative Ergebnisse. L-Rhamnose konnte von allen
Wildschwein-E. coli vollstindig abgebaut werden, wohingegen zumindest drei (10,0 %)
Hausschwein-E. coli den Einfachzucker nicht verstoffwechseln konnten. Den Zuckeralkohol
Dulcitol verwerteten 32 (91,4 %) E. coli von Wildschweinen gegeniiber 17 (56,7 %) E. coli
von Hausschweinen vollstindig. Wiahrend die Inositolverwertung bei fast allen

Hausschwein-E. coli (96,7 %) negativ ausfiel, war sie bei 37,1 % der Wildschwein-E. coli
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positiv bis variabel. Ein dhnliches Bild ergaben die Daten von D-Saccharose und D-Raffinose.
Beide konnten von 33 (94,3 %) Wildschwein-E. coli vollstindig oder teilweise
verstoffwechselt werden, aber nur von 70,0 % bzw. 66,7 % der Hausschwein-E. coli. Die
Methyl-BD-Xylopyranosid-Verwertung erbrachte bei keinem der untersuchten E. coli positive
Ergebnisse. Bei sechs (17,1 %) E. coli von Wildschweinen war die Verstoffwechslung mit
variabel zu bewerten, bei Hausschwein-E. coli jedoch stets negativ. Beispielhaft sind die

Ergebnisse der Dulcitol- und D-Tagatoseverwertung dargestellt (Abb. 22 und Abb. 23).
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Abb. 22 D-Tagatoseverwertung im api 50 CH — System bei 35 zufillig ausgewihlten E. coli von
Wildschweinen und 30 E. coli von Hausschweinen
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Abb. 23 Dulcitolverwertung im api S0 CH — System bei 35 zufillig ausgewiihlten E. coli von
Wildschweinen und 30 E. coli von Hausschweinen
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6. Diskussion

Wildschweine waren fiir die frithgeschichtlichen Jdger und Sammler Eurasiens wichtige
Beutetiere. Mit Beginn der Domestizierung verschiedener Sédugetierspezies im frithen
Holozén setzte einer der wichtigsten sozialokonomischen Ubergiinge der menschlichen
Geschichte ein. Im Nahen Osten wurden die ersten Domestizierungen von Schweinen auf
7000 v. Chr. datiert [30, 115].

Auch heutzutage sind Wildschweine in Eurasien und im Nordwesten von Afrika weit
verbreitet. Es existieren etwa sechzehn verschiedene Subspezies [172]. Guiffra et al. haben
anhand mitochondraler Sequenzen des Cytochrom B-Gens eine asiatische und zwei
europdische Sus scrofa — Gruppen klassifiziert [72]. Eine der europdischen Gruppen umfasst
jedoch nur wenige Wildschweine in Siiditalien. Die Mehrheit der europdischen Wildschweine
sowie israelische Wildschweine gehoren zu der anderen europdischen Sus scrofa — Gruppe
(Sus scrofa scrofa). Zur asiatischen Sus scrofa — Gruppe zihlen hauptséichlich japanische
Wildschweine sowie domestizierte chinesische Mei Shan-Hausschweine und einige durch
Riickkreuzungen mit asiatischen Schweinen entstandene asiatische Halotypen in europdischen
Schweinerassen.

Die heutigen europdischen Schweinerassen stammen von domestizierten europdischen
Wildschweinen ab und weisen keinerlei direkte Verwandtschaft zu Wildschweinlinien aus
Nabhost, der Tiirkei, Armenien oder aus dem Iran auf. Daher kann ein Vergleich der Daten der
kommensalen coliformen Darmflora von europdischen Wildschweinen mit denen von
Hausschweinen — als den direkten Nachfahren — Aufschliisse iiber die Anpassung der
intestinalen coliformen Mikroflora an das intestinale Milieu von Wild- und Hausschweinen
liefern. Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Daten iiber die kommensalen E. coli aus dem
Darm gesunder Wildschweine umfassen Angaben zur Diversitdt, also der Vielfalt
verschiedener E. coli-Klone im Darm, zum Auftreten von Virulenz- und virulenzassoziierten
Genen, zur phylogenetischen Zuordnung sowie Erkenntnisse iiber das Adhdsionsvermdgen
und die Kohlenhydratverwertung der coliformen Darmflora. Sie bildet damit einen
Ausgangspunkt fiir den Vergleich der coliformen Darmflora von Sus scrofa scrofa und Sus

scrofa domestica.

Der porzine GIT ist eine Quelle verschiedener Enterobacteriaceae, die mehr als 90

verschiedene Spezies in 20 Genera umfassen. Dieser Arbeit vorausgehende Untersuchungen
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zeigten, dass E. coli im Darm von Schweinen fast immer présent sind und in der Regel die
Enterobacteriaceae-Mikroflora dominieren [185]. Allerdings konnen auch andere
Enterobactericeae wie Enterococcus cloacae, Klebsiella pleuropneumoniae und Citrobacter
freundii den porzinen Darmtrakt dominieren [185].

In 642 australischen Sdugern trat E. coli unter 24 untersuchten Darmbakterien am hadufigsten
auf und stellte mehrheitlich das dominierende Bakterium dar [74]. Das ubiquitdre und
zahlreiche Vorkommen von E. coli im Darmtrakt von Vogeln und Sadugern, die einfache
Isolierung und die verhdltnisméBig anspruchslose Kultivierung (fakultativ anaerob, pH 7-8,
Temperaturoptimum bei 37°C) sowie die Existenz vielfdltiger Daten insbesondere beziiglich
pathogener E. coli-Stdmme und die damit einhergehende Charakterisierung des Genoms

pradestinieren E. coli fiir die vorliegenden Untersuchungen.

6.1 Untersuchungen zur Diversitit

Aus dem Darm von 21 Wildschweinen wurden jeweils 30 E. coli-Isolate gewonnen. Jeweils
zehn Isolate stammten aus dem Jejunum, dem Ileum sowie dem Kolon. Nach Lidin-Janson et
al. sind bereits fiinf Isolate ausreichend, um mit einer Wahrscheinlichkeit von 99,3 % einen
dominanten Klon, d.h. einen Klon, der mehr als 50,0 % der typisierten Isolate reprisentiert,
nachzuweisen [125]. Bei einer Verringerung der Anzahl auf drei Isolate ist ein dominanter
Klon noch mit 97-prozentiger Sicherheit vertreten. Da jedoch das vielfdltige Vorkommen von
E. coli untersucht werden sollte, mussten auch seltener auftretende Klone erfasst werden. Laut
Schlager et al. sind 28 Isolate notwendig, um mit 90-prozentiger Wahrscheinlichkeit Klone
einzuschliefen, die weniger als 10 % der E. coli-Stimme im Darm reprisentieren, also so
genannte minor-Klone darstellen [187].

Die insgesamt 624 fiir die Diversitdtsuntersuchungen zur Verfligung stehenden Isolate setzten
sich aus 105 verschiedenen E. coli-Klonen zusammen. Das durchschnittliche Vorkommen
von 5,14 Klonen pro Tier weist auf eine gleichzeitige Besiedlung des Wirtstierdarms mit
mehreren verschiedenen E. coli-Klonen hin. Jedoch lassen die relativ hohen Schwankungen
von nur einem isolierten Klon in zwei Wildschweinen bis hin zu 16 Klonen in einem der
Tiere eine individuelle und hoch diverse Besiedlung des Darmtrakts vermuten, wie sie auch
schon fiir das Hausschwein beschrieben wurde [109, 185]. Gordon et al. berichteten {iber eine
hohere Diversitét bei adulten als bei juvenilen Méausen [75] und auch Katouli et al. wiesen bei
klinisch unauffilligen Ferkeln eine hohe Diversitdt von E. coli nach, die mit zunehmendem

Alter vermutlich in Zusammenhang mit der verinderten Darmphysiologie infolge der
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Aufnahme fester Nahrung weiter anstieg [109]. Uberwiegend handelte es sich jedoch um
transiente Stimme, die spéter nicht mehr auffindbar waren. Die wenigen, auch spéter noch
nachweisbaren, residenten Stimme traten mehrheitlich erstmals kurz nach der Geburt auf —
eine Tatsache, die auf E. coli als Erstbesiedler unberiihrter Nischen hinweist und eventuell auf
dem Vorhandensein spezifischer Kolonisationsfaktoren beruht. Nach Berechnung der
Diversititsindizes der erhobenen Daten ergab sich eine hohere Diversitit von E. coli im
Kolon als im Jejunum oder Ileum, wie sie auch flir E. coli bei Hausschweinen beschrieben
wurde [185]. Mogliche Ursachen konnten zum einen das zahlenmafBig hohere Vorkommen
von E. coli im Kolon als im Diinndarm sein, zum anderen die durch die geringere Passagerate
und das reduzierte Redoxpotential bedingten giinstigeren Kolonisationsbedingungen fiir eine
Vielzahl von Klonen im Dickdarm. AuBlerdem weist gerade der Dickdarm, abgesehen von
residenten Darmbakterien, eine Vielzahl transienter Stamme auf, die aus den oberen
Darmregionen stammen. Auffallend war weiterhin, dass bei zwei Wildschweinen ein
einzelner Klon alle 30 Isolate reprisentierte. Dies ist bisher fiir klinisch unauffillige
Hausschweine nicht beschrieben worden [185]. Klar dominante E. coli-Stimme und die damit
einhergehende geringere Diversitdt wurden bei Hausschweinen nur im Zusammenhang mit
Durchfallerkrankungen nachgewiesen [109].

Verglichen mit Daten von Hausschweinen ist die Diversitit von E. coli im Kolon von
Wildschweinen niedriger [185]. Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten stehen
jedoch im Gegensatz zu Untersuchungen von Escobar-Paramo et al. [62]. Die dort aus frisch
abgesetztem Kot isolierten E. coli stammten von Wirbeltieren aus verschiedenen Regionen
weltweit. Die Diversitdt der gewonnenen E. coli-Isolate lag bei Wildtieren deutlich hoher als
bei Nutztieren, im Besonderen im Vergleich zwischen Wild- und domestizierten
Hausschweinen. Ahnliches berichteten Hartel et al. von wild lebenden Hirschen und
Gatterhirschen beziiglich der E. coli-Ribotypen [84]. Die in diesen Untersuchungen
beschriebene hohere Diversitit bei Wildtieren kann auf dem stéindigen Kontakt der frei
lebenden Tiere mit einer Vielzahl von biotischen und abiotischen Stoffen beruhen, die eine
Quelle verschiedenster E. coli darstellen konnen. Gleichzeitig konnten jedoch iiber diese
vielfdltigen Quellen auch potentielle Kompetitoren von E. coli aufgenommen werden, die die
Kolonisationsrate und damit die Diversitdt von E. coli verringern wiirden. Auflerdem leben
Wildschweine in Kleingruppen zusammen bzw. sind als ausgewachsene Keiler ausgeprigte
Einzelginger, die den direkten Kontakt zu Artgenossen nur wéahrend der Paarungszeit suchen.
Zusdtzlich steht ihnen in den Wiéldern ein wesentlich groBerer Lebensraum als den

domestizierten Hausschweinen zur Verfligung. Der gegenseitige Kontakt der Tiere
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untereinander sowie zu ihrem Kot als potentielle E. coli-Infektionsquelle ist weitaus geringer
als bei Hausschweinen, ein wechselseitiger E. coli-Austausch erscheint also weniger
wahrscheinlich, was auf eine geringere Diversitét intestinaler E. coli bei Wildtieren deuten
wiirde.

Hausschweine hingegen werden im Rahmen der konventionellen Tierproduktion in hoher
Tierdichte auf engstem Raum gehalten. Der stindige Kontakt zu anderen Hausschweinen der
Gruppe und dem abgesetzten Kot als mogliche E. coli-Infektionsquellen konnten zu einer
hoheren Austauschrate intestinaler E. coli innerhalb der Hausschweinpopulation fiihren und
damit zu einer hoheren Diversitit der isolierten E. coli. Auf der anderen Seite konnten die
strengen Zuchtanforderungen sowie die konstante Fiitterungs- und Arzneimittelgabe im
Rahmen der konventionellen Tierproduktion zu einem Abfall der intraluminalen
Darmheterogenitit gefiihrt haben, die gemal der Nischen-Variationsbreite-Therorie [210], der
zufolge eine grofere Breite an 6kologischen Nischen zu einer Erhdhung der intraspezifischen
Diversitit flihrt, zu einer verminderten intestinalen Diversitdt beigetragen hat. Auflerdem
konnte der E. coli-Austausch mit der Umwelt, bedingt durch die &uBlerst abgeschirmte
Haltung, eine eventuelle Reduzierung der Diversitit intestinaler E. coli bei Hausschweinen
zur Folge haben.

Die Diversititsuntersuchungen von Escobar-Paramo et. al. beruhten auf einer anderen
Methodik als die fiir diese Arbeit eingesetzte Makrorestriktion mittels Pulsfeld-
Gelelektrophorese. Escobar-Paramo et. al. nutzten die von Clermont et al. etablierte
Multiplex-PCR zum Nachweis der Gene chud, yjaA und des DNA-Fragments TspE4.C2. Die
sich daraus ergebenden sieben unterschiedlichen Kombinationen (Ag: chud-, yjaA-,
Tspe4.C2-; Ay: chud-, yjaA+ Tspe4.C2-; Bl: chud-, yjaA-, Tspe4.C2+; B2,: chuAd+, yjaA+,
Tspe4.C2-; B23: chuAd+, yjaA+ Tspe4.C2+; DI1: chuAd+, yjaA-, Tspe4.C2- und D,: chuAd+,
yjA-, Tspe4.C2+) dienten zur Einteilung der gewonnenen E. coli-Isolate in sieben Gruppen.
Das flir die vorliegende Arbeit genutzte Verfahren kann in Hinblick auf die
Diversitdtsbestimmungen insofern als das sensitivere Verfahren angesehen werden, da es die
Unterscheidung einer Vielzahl verschiedener E. coli-Isolate erlaubt, wohingegen bei dem von
Escobar-Paramo et al. angewendeten Verfahren lediglich eine Unterteilung der E. coli-Isolate
in sieben Gruppen ermdglicht wird.

AuBerdem wurden von Escobar-Paramo et al. pro Tier nur fiinf E. coli-Isolate gewonnen, so
dass zwar hdufig vorkommende Klone relativ sicher, selten auftretende Klone aber nur
vergleichsweise ungewiss gefunden werden konnten. Die fiir die vorliegende Arbeit erfassten

Daten beruhen auf 30 isolierten E. coli pro Tier. Dadurch ist die Wahrscheinlichkeit, seltener
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auftretende Klone zu finden, deutlich erhoht. Aufgrund der unterschiedlichen methodischen
Ansdtze (Verfahren zur Diversititsbestimmung, Anzahl der gewonnenen E. coli-Isolate)
lassen sich beide Untersuchungen kaum vergleichen. Um die in dieser Arbeit erhobenen
Daten zur Diversitit zu verifizieren, sind daher weitere Untersuchungen mit einem
ausgedehnten Stichprobenumfang notwendig, bei denen mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese

die Diversitdt intestinaler E. coli von Wild- und Hausschweinen verglichen werden kann.

6.1.1 Das Virulenzgenprofil im Zusammenhang mit der Besiedlung des

Darms

53,7 % der isolierten Klone waren Trager von mindestens einem der folgenden Virulenzgene,
also Genen, die eindeutig an der Pathogenese einer bakteriellen Erkrankung beteiligt sind:
est 11, eltB, paa, aidA-I und astA. Dieser Umstand ldsst darauf schliefen, dass genauso wie bei
klinisch unauffilligen Hausschweinen auch in der gesunden Wildschweinpopulation E. coli
mit Virulenzgenen gelegentlich vorkommen. Schierack et al. konnten sowohl im Darm von
gesunden Sauen und Ferkeln als auch bei an Diarrhoe erkrankten Ferkeln E. coli-Stimme
isolieren, die iiber ein dhnliches Virulenzgenprofil verfiigten [184]. Ebenso wiesen Taras et al.
bei gesunden Ferkeln E. coli mit Virulenzgenen nach [206]. Boerlin et al. berichteten von
34 % virulenzgentragenden kommensalen E. coli [28]. Die vorliegenden Untersuchungen
zeigen, dass bei den hier untersuchten Wildschweinen die Anzahl der E. coli-Klone pro Tier
hoher liegt, sofern sie ein oder mehrere Virulenzgene besitzen. Moglicherweise tragen
Virulenzgene zu einer erfolgreichen Kolonisation bei und konnten deshalb hiufiger aus den
betroffenen Tieren isoliert werden.

Ahnliches berichten Schierack et al. [186] von ExXPEC-typischen, virulenzassoziierten Genen
(VAGs), denen eine gewisse Beteiligung an der Pathogenese bakterieller Erkrankungen
eingerdumt wird. Kommensale E. coli, die mehrere fiir ExXPEC-typische VAGs — insbesondere
Eisenakquirierungsgene — aufwiesen, konnten hdufiger aus dem Darm isoliert werden als
E. coli mit weniger VAGs. Wenngleich sich einige dieser E. coli mit mehreren VAGs als
dominante E. coli-Klone erwiesen, konnten auch E. coli ohne dieses Genmuster die
E. coli-Mikroflora dominieren. Die VAGs bzw. Eisenakquirierungsgene scheinen daher die
Kolonisation zu unterstiitzen.

Das in der vorliegenden Arbeit am haufigsten nachgewiesene Virulenzgen ist ast4, welches
das erstmals fiir enteroaggregative E. coli (EAggEC) beschriebene hitzestabile Enterotoxin 1
(EASTI) kodiert [179]. AuBer in EAggEC, die bei Kindern eine persistierende Diarrhoe

hervorrufen kénnen, wurde ast4 bisher in humanen, bovinen und porzinen ETEC-Stimmen
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nachgewiesen sowie in einigen EPEC-, DAEC- und EHEC-Stdmmen und in kommensalen
E. coli [28, 42, 157, 221, 222]. Das bisher publizierte Vorkommen liegt jedoch sowohl bei
gesunden als auch bei an Diarrhoe erkrankten Hausschweinen unterhalb der hier ermittelten

Haufigkeit von 48 % [12, 28, 41].

6.1.2 Der Zusammenhang zwischen der phylogenetischen Gruppe und der

Kolonisation bestimmter 6kologischer Nischen

Nach Dixit et al. besteht eine Korrelation zwischen bestimmten Darmregionen und den
genetisch determinierten verschiedenen Gruppen der Escherichia Coli Reference Collection
(ECoR). In deren Untersuchung wurden aus dem mittleren Ileum gesunder Schweine haufiger
E. coli der ECoR-Gruppe A isoliert. Demgegeniiber waren E. coli der ECoR-Gruppe B1 weit
verbreitet im Fézes, wohingegen generell keine E. coli der Gruppen B2 und D nachgewiesen
wurden [50]. Diese Ergebnisse wiirden dafiir sprechen, dass die verschiedenen Regionen des
porzinen GIT infolge der sukzessiven Kolonisation kurz nach der Geburt nicht zufillig
besiedelt werden, sondern bestimmte 6kologische Nischen aufgrund unterschiedlicher geno-
und phénotypischer Eigenschaften der E. coli-Stamme besetzt werden. Die Besiedlung
spezifischer  Habitate durch  verschiedene Phylotypen, d.h. die 0kologische
Populationsstruktur von kommensalen E. coli wurde von Escobar-Paramo et al. untersucht
[62]. Sie konnten belegen, dass die ECoR-Gruppen A und B1 hiufiger bei E. coli-Stimmen
aus domestizierten Schweinen auftraten und dass E. coli-Stimme der Gruppen B2 und D
demzufolge haufiger in der Wildschweinpopulation verbreitet waren. AuBBerdem gehdrten
E. coli omnivorer und carnivorer Spezies héufiger als E. coli herbivorer Spezies der
ECoR-Gruppe A und seltener der ECoR-Gruppe B2 an. In Bezug auf im Sekunddrhabitat
Wasser vorkommende E. coli ist nach Walk et al. die Gruppe B1 héufiger nachweisbar als die
Gruppen B2 und D [213].

Bei den fiir die vorliegende Arbeit untersuchten E. coli aus Wildschweinen konnten Vertreter
aller vier ECoR-Gruppen A, Bl, B2 und D in allen drei Darmabschnitten nachgewiesen
werden. Am hiufigsten traten im Gegensatz zu anderen Untersuchungen E. coli der Gruppe
B2 auf, gefolgt von den Gruppen A, D und B1 [41, 50]. E. coli aller ECoR-Gruppen konnten
den Darm dominieren und es war — wie bereits von Schierack et al. fiir E. coli von
Hausschweinen beschrieben [185] — keine statistisch eindeutige Korrelation bestimmter
ECoR-Gruppen zu den drei Darmregionen nachweisbar. Allerdings kamen E. coli der Gruppe
A und B2 hiufiger in Jejunum und Ileum als im Kolon vor. Im Unterschied dazu waren

Vertreter der Gruppe B1, wie bereits von Dixit et al. beschrieben, vermehrt im Dickdarm
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nachweisbar [50]. Unabhingig von der ECoR-Gruppe untersuchten Bettelheim et al. die
Verteilung der Serotypen von E. coli bei an plotzlichem Kindstod verstorbenen Sduglingen im
Ileum, Kolon und Rektum. Serogruppen aus dem Ileum konnten auch im Rektum
nachgewiesen werden, so dass auch beziiglich der Verteilung der Serogruppen nicht von einer
gezielten Kolonisation bestimmter Darmregionen durch E. coli ausgegangen werden kann
[20]. Interessant erscheint in diesem Zusammenhang die Frage, ob der Darm als Ganzes
ausreichend voneinander abgegrenzte Habitate flir die Ausbildung einer strengen
phylogenetischen Populationsstruktur bietet oder ob nicht die hohe Austauschrate an
genetischen  Informationen durch horizontalen  Gentransfer zwischen einzelnen

E. coli-Stamme das Kolonisieren adaptiverer gegeniiber phylogenetischen Klonen fordert.

6.2 Geno- und phianotypische Charakterisierung der 102

E. coli-Stamme von Wildschweinen

6.2.1 Die Verteilung der phylogenetischen Gruppen

Die von Clermont et al. etablierte Triplex-PCR ermdglicht durch den Nachweis zweier Gene
(chuA und yjaA) und des DNA-Fragments TSPE4.C2 die phylogenetische Einteilung der
meisten E. coli-Stamme in die vier ECoR-Gruppen A, Bl, B2 und D [44]. B2 soll die
urspriingliche E. coli-Linie darstellen, von der sich zunichst die Schwestergruppe D und
spiater das A+Bl1-Cluster abgespaltet haben. Das A+B1-Cluster teilte sich dann in die
Schwestergruppen A und B1 auf[49, 79, 120, 208].

Untersuchungen von Dixit et al wiesen darauf hin, dass sich diese Gruppen in der Besiedlung
Okologischer Nischen unterscheiden [50]. Auch die fiir die vorliegende Arbeit generierten
Daten weisen auf eine ungleiche Verteilung der ECoR-Gruppen innerhalb der untersuchten
E. coli-Population hin. Es trat kein gleichmiBiges Verteilungsmuster der E. coli auf alle
ECoR-Gruppen auf; vielmehr beinhalteten die Gruppen A und B1 iiber 60 % der 102
untersuchten E. coli aus Wildschweinen, wihrend die Gruppe D nur zu 15,7 % vertreten war.
Im Gegensatz zu den generierten Daten aus den zuvor diskutierten Diversitdtsuntersuchungen,
bei denen Gruppe B2, gefolgt von Gruppe A am héufigsten und Gruppe B1 am seltensten
auftrat, war die Gruppe B2 hier nur knapp einem Viertel, Gruppe B1 jedoch fast einem Drittel
der 102 E. coli zuzuordnen. Dieser Umstand lieBe sich einerseits mit der diskutierten
gezielten Besiedlung bestimmter Darmregionen durch E. coli-Phylotypen erkldren. So
handelte es sich bei den 102 E. coli um Isolate aus dem Kolon bzw. dem Rektum von

Wildschweinen, wohingegen die fiir die Diversititsuntersuchungen verwendeten
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E. coli-Isolate sowohl aus dem Diinn- als auch aus dem Dickdarm stammten. Das gehiufte
Auftreten von Gruppe Bl im Kolon wurde bereits fiir die Diversititsuntersuchungen
beschrieben und kénnte das Verhéltnis der ECoR-Gruppen zugunsten der Gruppe BI1 unter
den 102 E. coli erkliren. Anzumerken ist auBlerdem, dass es zusdtzlich zu den vier
urspriinglich mittels PCR nach Clermont et al. nachweisbaren ECoR-Gruppen A, B1, B2 und
D mindestens zwei weitere ECoR-Hybridgruppen — die Gruppen AxB1 und ABD — gibt.
Diese wurden von Wirth et al. durch sequenzbasierte phylogentische Analysen bei einem
Drittel von 460 untersuchten E. coli-Isolaten nachgewiesen und sind mithilfe der ECoR-PCR
nicht detektierbar. Vertreter der ECoR-Hybridgruppe AxB1 stammen von den beiden
urspriinglichen ECoR-Gruppen A und B1 ab, wihrend die ECoR-Hybridgruppe ABD eine
sehr heterogene Ansammlung von E. coli-Stimmen verschiedener Abstammungen beinhaltet
[217]. Da diese beiden ECoR-Hybridgruppen jedoch nicht mit den in der vorliegenden Arbeit
eingesetzten Methoden nachweisbar sind, konnen beziiglich ihrer Verteilung im GIT und
ihres Anteils innerhalb der vier urspriinglichen ECoR-Gruppen keinerlei Aussagen getroffen

werden.
6.2.1.1 Die phylogenetische Gruppe und das Virulenzgenprofil

Untersuchungen zeigen, dass die vier phylogenetischen Gruppen zum einen in einer Reihe
phénotypischer Ausprigungen wie der Zuckerverwertung, dem Antibiotikaresistenzprofil und
der temperaturabhéngigen Wachstumsrate variieren kénnen [76, 78]. Zum anderen sind viele
Virulenz- und virulenzassoziierte Gene nicht zufillig auf die vier Gruppen verteilt. In den
Stimmen der Gruppen B2 und D koénnen deutlich héufiger als in den Gruppen A und B1
virulenzassoziierte Faktoren nachgewiesen werden [23, 102, 153]. Darmpathogene E. coli
stammen meistens aus den Gruppen A und Bl [60], wohingegen der grofite Teil der
ExPEC-Stimme zur Gruppe B2, gefolgt von Gruppe D, gehort. Bereits haufig publiziert
wurde die Tatsache, dass unter den kommensalen intestinalen E. coli oftmals Stimme der
Gruppe B2 vertreten sind [60-62, 223]. Auch die vorliegenden Daten fiir diese Arbeit zeigen,
dass 23,5 % der untersuchten intestinalen E. coli von klinisch unauffilligen Wildschweinen
zur Gruppe B2 gehoren. Im Gegensatz dazu fanden Dixit et al. bei gesunden Ferkeln nur
E. coli der Gruppe A und B1 [50]. Ahnliches berichten Picard et al. iiber kommensale E. coli
beim Menschen [162]. Andere Studien weisen jedoch mit wechselnden Héufigkeiten das
Auftreten aller vier Phylotypen sowohl bei kommensalen als auch bei pathogenen E. coli von
Menschen [55, 62, 196] und Tieren [12, 63, 76, 185] nach. Die Ursachen fiir diesen

alternierenden Nachweis der verschiedenen ECoR-Gruppen konnen vielschichtig sein. So
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wurden E. coli der EcoR-Gruppe A in der Fizes von gesunden Menschen aus den Tropen
doppelt so hiufig nachgewiesen wie in der Fidzes von Menschen aus den gemiBigten
Klimazonen [61]; und auch bei Siugetieren konnte gezeigt werden, dass Vertreter der
ECoR-Gruppen A und B1 hdufiger im Kot von Tieren aus tropischen Gebieten vorkommen
[62]. Das Klima erscheint also durchaus als potentieller Einflussfaktor. Ebenso kann —
unabhéingig vom Klima — eine Beeinflussung durch sozialokonomische Faktoren nicht
ausgeschlossen werden: die Bewohner der geméBigten Zone stammten alle aus technologisch
hoch entwickelten Landern mit anderen Erndhrungsweisen und hygienischen Standards als
die Menschen der tropischen Zone [61]. Neben den klimatischen und erndhrungsbedingten
Faktoren scheint auch die Darmphysiologie an der unterschiedlichen Verteilung der
ECoR-Gruppen beteiligt zu sein. Escobar et al. wiesen deutliche Unterschiede in der
Verteilung intestinaler E. coli von Menschen, Vogeln und Séaugetieren auf die vier
ECoR-Gruppen nach [62]. Trotz wechselnden Haufigkeiten werden jedoch im iiberwiegenden
Anteil der Studien alle vier EcoR-Gruppen unabhéngig vom Wirt im Darm nachgewiesen, der
damit ein Reservoir fiir E£. coli aller ECoR-Gruppen darstellt, zumal diese einen gemeinsamen

phylogenetischen Ursprung aufweisen (siehe 6.2.1).
6.2.1.2 Die phylogenetische Gruppe und die Kolonisation sowie die Persistenz im GIT

Die zuvor beschriebene Korrelation zwischen phylogenetischer Gruppe und dem Vorkommen
von Virulenzfaktoren und virulenzassoziierten Genen konnte auch bei den 102 untersuchten
E. coli festgestellt werden. Vertreter der Gruppe B2 besallen mit durchschnittlich 11,04 VAGs
deutlich mehr ExPEC-typische VAGs als Vertreter der Phylotypen D (7,12 VAGs), A
(6,16 VAGs) und B1 (5,26 VAGs). Einerseits verursachen FE. coli der Gruppe B2
extraintestinale Infektionen, andererseits konnen sie aber auch regelméfBig aus dem Darm
asymptomatischer Triager isoliert werden. Gleichwohl konnen kommensale E. coli bei
immungeschwichten Wirten zu Infektionen fiihren, wohingegen virulente Stimme auch im
Darm von asymptomatischen Wirten gefunden werden kdnnen. Bei den in dieser Arbeit
untersuchten VAGs handelt es sich groftenteils um Gene, die Proteine fiir die Adhésion und
die Eisenakquirierung kodieren und daher essentiell fiir Kolonisation, Wachstum und
Vermehrung von Bakterien sind. Der Besitz und der Erwerb dieser Gene erweitern das
Spektrum der fiir E. coli kolonisierbaren Nischen im GIT. Die damit erworbenen
Eigenschaften konnten sich demnach zufdllig entwickelt haben. So ermdglicht die Bildung
verschiedener Toxine und Invasine einerseits eine bessere Chance im Konkurrenzkampf um

knappe Ressourcen der Bakterien untereinander bzw. bei der Besiedlung bisher
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unerreichbarer Nischen mittels Translokation durch die Darmwand — andererseits kann dies
aber gleichzeitig zu extraintesinalen Infektionen fiihren. Le Gall et al. beschrieben eine grof3e
genetische und 6kologische Heterogenitit innerhalb der ECoR-Gruppe B2, wobei sich die
Untergruppen im Sequenztyp, in der Virulenz und der Kombination der VAGs voneinander
unterscheiden. Weiterhin besteht die basale Untergruppe aus hochvirulenten Stimmen [118].
Daher erscheint es auch moglich, dass sich hochvirulente ExXPEC-Stdmme nicht erst durch
den Erwerb von zusitzlichen Genen aus den kommensalen B2-Phylotypen rekrutiert haben,
sondern dass avirulente, kommensale Stimme durch den Verlust einiger VAGs aus virulenten
ExPEC-Stimmen entstanden sind. Sicherlich kann ein erneuter Erwerb von VAGs bzw. ein
standiger Verlust und Wiedererwerb von VAGs nicht ausgeschlossen werden.

Zu kléren bleibt, ob virulenzassoziierte Gene die Kolonisation des Darms malgeblich
beeinflussen. Im Rahmen dieser Arbeit stellten B2-Phylotypen, die das grof3te Spektrum an
VAGs besitzen, nur knapp ein Viertel der untersuchten E. coli dar. Hiufiger waren E. coli der
ECoR-Gruppen A und B1 mit durchschnittlich weniger VAGs vertreten. Allerdings stammen
die hier untersuchten Stimme aus dem Darminhalt von Kolon und Rektum. Daher ist es
schwierig zu sagen, ob durch die untersuchten E. coli-Stimme eine erfolgreiche Kolonisation
oder aber eine blofle Passage durch den GIT erfolgte. In Bezug auf die Persistenz im Kolon
wiesen Nowrouzian et al. zwar eine positive Korrelation zur Phylogruppe B2 nach, zeigten
jedoch gleichzeitig, dass diese Persistenz mit dem Vorhandensein der Gene papC (P-Fimbrie)
und iutA (Aerobactin) in Zusammenhang steht und nicht direkt mit der Zugehorigkeit zur

Gruppe B2 [153].

6.2.1.3 Vergleich der phylogenetischen Verteilung bei E. coli von Wild- und

Hausschweinen

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Daten zeigen, dass die Phylogruppen B2 und D deutlich
haufiger bei E. coli aus Wildschweinen vorkommen als bei entsprechenden Untersuchungen
von E. coli aus gesunden Hausschweinen [50, 185]. Von &hnlichen Ergebnissen berichten
Escobar-Paramo et al. bei einem Vergleich der ECoR-Gruppen von Wildtieren und
domestizierten Tieren, insbesondere aber auch direkt zwischen Wild- und Hausschweinen
[62]. Durch den Domestizierungsprozess des Schweins hat der Mensch massiv in die Umwelt
eingegriffen und durch die Zucht bestimmter Rassen, durch eine einheitliche Futtermittelgabe
und durch den Einsatz von Antiinfektiva insbesondere die Heterogenitit des Darmmileus
beeinflusst. Vor allem die Antiinfektivagabe konnte zu einer Reduzierung der Phylogruppe

B2 bei E. coli aus domestizierten Schweinen gefiihrt haben, da B2-Stdmme weniger resistent
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gegeniiber Antiinfektiva sind [104, 160, 195]. So kénnen in B2-Stimmen seltener Integrons
nachgewiesen werden, die zum interbakteriellen Austausch von Resistenzgenkasetten
beitragen [45]. Um das ungleiche Verteilungsmuster der Phylogruppen bei domestizierten
Tieren und Wildtieren epidemiologisch zu untersuchen, sind weitere Studien notwendig.
Dabei sollten E. coli beider Tiergruppen aus dem gleichen Darmabschnitt isoliert werden und
dies moglichst in wdchentlichen Abstinden iiber einen mehrmonatigen Zeitraum, um
zwischen residenten und transienten Stdimmen zu unterscheiden. Nowrouzian et al. definierten
bespielsweise residente E. coli-Stamme als solche, die mehr als drei Wochen lang im Darm
von Kindern nachweisbar waren [152]. AuBerdem sollte der von Gordon und Cowling
beschriebene Einfluss des Klimas und der Kdrpermasse in die Planung einbezogen werden

[76].

6.2.2 Der Nachweis von Virulenzgenen und die damit verbundene

Pathogenitit

Der Besitz von Virulenzgenen in bestimmten Kombinationen scheint mit der klinischen
Symptomatik und Pathogenese intestinal-pathogener E. coli assoziiert zu sein. Diese werden
aufgrund ihres Virulenzgenprofils u. a. in ETEC, EPEC, EaggEC und STEC unterteilt. Bei
Untersuchungen von FE. coli-Isolaten aus dem Darm an Diarrhoe erkrankter Schweine
(Neugeborenendiarrhoe (ND), Diarrhoe nach dem Absetzen (postweaning diarrhea, PWD)
oder Odemkrankheit (edema disease, ED)) sind regelmiBig hohe Nachweisraten und diverse
Kombinationen von Virulenzgenen beobachtbar [12, 41, 69, 140, 220]. Dazu gehoren die
Toxingene stx2e, est la, est Il und eltB sowie die Fimbriengene fedA (F18), faeG (F4, K88),
fanA (F5, K99), fasA (F6, P987), fimF41a (FA1) und fedA (F18) [69]. Allerdings konnen auch
kommensale E. coli-Isolate einzelne bzw. wenige Virulenzgene aufweisen. Dies wird sowohl
durch die in dieser Arbeit generierten Daten als auch durch weitere Studien belegt [28, 156,
184]. Das fiir intestinale, schweinepathogene E. coli typische Shiga-Toxingen stx2e war bei
drei (2,9 %) E. coli-Isolaten nachweisbar, in denen gleichzeitig est la vorkam, das ein
hitzestabiles Toxin kodiert. AuBlerdem waren vier (3,9 %) E. coli-Isolate positiv fiir est 11
bzw. ein (1,0 %) E. coli-Isolat fiir fed4, das die F18-Fimbrie kodiert. Dieses sporadische
Auftreten von Virulenzgenen bei kommensalen E. coli wurde von Boerlin et al. in dhnlicher
Ausprigung bei kommensalen E. coli von Hausschweinen beschrieben [28]. Und auch bei
Schierack et al. und Niewerth et al. lag bspw. das Vorkommen von stx2e bei 2,6 % bzw.
6,6 % [151, 184]. Schierack et al. berichten allerdings auch, dass 68,8 % der untersuchten

kommensalen E. coli mindestens eines der zuvor genannten Virulenzgene aufwiesen,
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wohingegen bei den hier untersuchten E. coli von Wildschweinen nur 7,8 % ein oder zwei
dieser Virulenzgene besaflen [184]. Nachweisraten in der Hohe wie von Schierack et al.
beschrieben, sind von anderen Autoren nur in Zusammenhang mit E. coli von an ED, PWD
oder ND erkrankten Hausschweinen festgestellt worden [41, 150, 220]. Abgesehen von der
Beteiligung der bakteriellen hitzelabilen und hitzestabilen Enterotoxine sowie der Shiga-
Toxine an der Pathogenese verschiedener intestinaler Erkrankungen, wird zunehmend die
Rolle von Enterotoxinen als Kolonisierungsfaktor diskutiert. Johnson et al. nutzten ein in
vitro-Adhéasionsmodell mit enterotoxischen Escherichia coli (ETEC), um zu zeigen, dass das
hitzelabile Toxin (LT) — zusétzlich zu seiner Beteiligung an der sekretorischen Diarrhoe — die
Adhésion von ETEC an intestinalen Epithelzellen unterstiitzt [100]. Allan et al. wiesen bei
immunkompetenten Maéusen ebenfalls eine effizientere Kolonisation des Darms durch
LT-positive E. coli-Isolate als durch eine entsprechende LT-negative Mutante nach [4].

Der blofle Nachweis eines bzw. einiger Virulenzgene ist jedoch nicht geeignet, E. coli-Isolate
zu den pathogenen E. coli-Stimmen zu zéhlen. Vielmehr miisste dieser Stamm, ausgestattet
mit einem bestimmten Virulenzgenprofil, eine Wirtsspezies infizieren und eine Erkrankung
verursachen. So ist bei den intestinal-pathogenen ETEC die Virulenz mit Toxinen, aber auch
mit fimbrialen Adhédsinen assoziiert, die durch Anheften an die Epithelzellen erst die
Kolonisation des Darms ermoglichen [140]. Eine weitere mogliche Ursache fiir den Nachweis
von virulenzgentragenden E. coli aus gesunden Tieren ist, dass der untersuchte E. coli-Stamm
in zu geringer Anzahl, d.h. in zu geringer Infektionsdosis vorkommen konnte, oder aber nur
transient ist, da mogliche Bindungsstellen bereits von der kommensalen Mikroflora besetzt
sind. Natiirlich konnen auch die Wirtstiere selbst unempfanglich, d. h. natiirlich resistent oder
zumindest hoch immun gegeniiber virulenzgentragenden E. coli sein, so dass deren blof3es
Vorkommen nicht zwangsldufig zu einer klinisch apparenten Erkrankung beim Wirtstier
fiihren muss. Allerdings wurden die in der vorliegenden Arbeit untersuchten, porzinen E. coli
auf Virulenzgene detektiert, die typisch fiir schweinepathogenen E. coli sind.

Desweiteren ist der genotypische Nachweis eines Virulenzfaktors nicht gleichbedeutend mit
der Expression, d. h. dem Vorhandensein des Toxins bzw. Adhisins [147, 165]. Um dies zu
verifizieren, missten Expressionsstudien (z. B. mit Hilfe von Microarrays) durchgefiihrt
werden.

Nicht eindeutig ldsst sich die Frage beantworten, ob es sich bei den hier isolierten E. coli um
ehemals pathogene FE. coli handelt, die Virulenzgene verloren haben, oder aber um
kommensale E. coli, die diese erworben haben. Wie viele nicht-essenticlle Gene liegen

zahlreiche Virulenzgene auf mobilen genetischen Elementen. Die Gene fiir die hitzestabilen
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und —labilen Toxine sowie fiir die F4-, F5-, F6- und F18-Fimbrien befinden sich auf
Plasmiden und auch fiir stx2e wird eine Lokalisation im eventuell defekten Genom von
Phage P27 beschrieben [146]. Diese zum flexiblen Genpool gehdrenden Virulenzgene
konnen mittels horizontalen Gentransfers, hauptsdchlich durch Konjugation, weitergegeben
werden. Andrup und Andersen berichten von 0,15 Transkonjuganten pro Donorzelle und
Minute bei der F-Plasmid-gesteuerten Konjugation von Escherichia coli in vitro [5].
Insgesamt sind mindestens 17,0 % aller in E. coli vorhandenen Gene horizontal erworben
worden [117]. Daher erscheint es durchaus moglich, dass kommensale, virulenzgentragende
E. coli aus Wildschweinen — aber auch aus Hausschweinen — als Reservoir fiir den Erwerb
von weiteren Virulenzfaktoren durch andere E. coli-Stimme dienen.

Zuséatzlich zu den fiir schweinepathogene E. coli typischen Virulenzgenen ist im Rahmen
dieser Arbeit das Vorkommen dreier weiterer potentieller, mit porziner Diarrhoe assoziierter
Virulenzfaktoren untersucht worden: paa, aidA-1 und sepA.

Paa kodiert ein Nicht-Fimbrien-Adhésin, das an der initialen Adhérenz am Darmepithel
beteiligt und in diversen Pathotypen u. a. in ETEC, EPEC und STEC verbreitet ist. Unter den
kommensalen E. coli von Wildschweinen war paa in 25,5 % der Stimme nachweisbar.
Boerlin et al. fanden in Kanada paa bei E. coli von klinisch unauffélligen Hausschweinen zu
1 %, bei ETEC hingegen zu 88,0 % [28]. Auch Zhang et al. konnten paa bei 43,8 % der
E. coli von an Diarrhoe erkrankten Schweinen in den USA nachweisen [224]. Haufig tritt paa
assoziiert mit est Ia und sepA auf, wobei alle drei zusammen auf dem Plasmid pTENT?2 liegen
konnen [119], das gleichzeitig das Antibiotikaresistenzgen tet4A beherbergen kann. Da paa
jedoch bei einem Viertel der untersuchten E. coli-Isolate von gesunden Wildschweinen
auftrat, erscheint eine direkte Beteiligung an der Pathogenese intestinaler Erkrankungen bei
Schweinen unwahrscheinlich. Denkbar erscheint aber, dass paa durch die verstirkte Adhdrenz
am Darmepithel zur Kolonisation des Darms betrdgt und somit auch verhéltnismaBig héufig
aus dem Darm gesunder Tiere isoliert werden kann. Nicht ausgeschlossen werden kann
jedoch die These, dass paa in Kombination mit anderen Virulenzgenen die Virulenz eines
E. coli-Stammes verstiarken konnte. Zusammen mit anderen Virulenzgenen trat paa unter den
fiir diese Arbeit untersuchten E. coli allerdings nur sporadisch in Verbindung mit sep4 und
escV (ein Stamm) sowie mit fedA (ein Stamm) auf.

AidA-I stellt ein weiteres plasmidkodiertes Nicht-Fimbrien-Adhésin dar, welches zur
bakteriellen Anheftung an die dullere Membran der Wirtsepithelzellen beitrdgt und hédufig in
PWD oder ED verursachenden E. coli-Stimmen, aber auch in kommensalen porzinen E. coli

nachgewiesen werden kann [151]. Fiinf (4,9 %) der 102 untersuchten E. coli-Stimme vom
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Wildschwein besallen aidA-I. Auch in kommensalen Hausschwein-E. coli wurde aidA-1
zwischen 1 % und 15 % nachgewiesen, wohingegen 67,8 % der porzinen STEC und 56,3 %
der mit PWD und ED assoziierten E. coli aidA-1 aufwiesen [12, 28, 151]. Das Gen scheint
also bei kommensalen FE. coli-Stimmen weniger verbreitet, aber trotzdem sporadisch
vorhanden zu sein. Da aidA-I bisher selten in E. coli, die aus Stuhlproben von an Diarrhoe
erkrankten Menschen isoliert worden waren, nachgewiesen wurde [98, 99], kdnnten sowohl
die Haus- als auch die Wildschweinpopulation als mogliches Erregerreservoir dienen.

SepA wird zu den ,,Serine Protease Autotransporter Of Enterobacteriaceae’ (SPATE) gezéhlt
und gehort wie auch pic und tsh zur Klasse der nicht-cytotoxischen SPATE. Zunichst wurde
es bei Shigella flexneri, dann auch bei ETEC und anderen E. coli-Stimmen beschrieben [16].
Das durch die duBere Membran translozierte Toxin darmpathogener Escherichia coli kann zu
entzlindlichen Reaktionen an der Darmmukosa fiihren. Bei ETEC konnten Boerlin et al. sepA
in 93,0 % der Félle nachweisen, bei kommensalen E. coli nur zu 2,0 % [28]. Diese geringere
Nachweisrate bei kommmensalen E. coli gleicht den hier generierten Daten vom

Wildschwein. Fiinf (4,9 %) E. coli-Isolate vom Wildschwein waren sepA-positiv.
6.2.3 ExPEC-typische, virulenzassoziierte Gene (VAGS)

Der Darm bietet einer Vielzahl von Bakterien Lebensraum. Um im Wettstreit um knappe
Ressourcen wie z. B. Nihrstoffe und Bindungsstellen an der Darmmukosa zu bestehen,
konnte der Besitz verschiedener Virulenzfaktoren, bspw. von Adhésinen, Toxinen,
Eisenakquirierungssystemen, Lipopolysacchariden, Polysaccharidkapseln und Invasinen von
Vorteil sein. Uber das Vorkommen ExPEC-typischer virulenzassoziierter Gene (VAGs) in
intestinalen E. coli existieren bisher nur wenige Untersuchungen. Schierack et al. vermuteten
jedoch, dass diese einen wichtigen, wenn auch nicht essentiellen Beitrag zur Kolonisation des
Darms leisten [153, 186]. Um die Verbreitung der EXPEC-typischen VAGs zu untersuchen,
wurden alle 102 E. coli-Isolate der von Ewers et al. etablierten, 34 VAGs umfassenden mPCR
unterzogen [63]. Die hierbei generierten Daten wurden, sofern nicht anders angegeben, mit
den Ergebnissen von Schierack et al. [186] beziiglich der Verbreitung der VAGs in
kommensalen, porzinen E. coli-Stimmen verglichen. Zusitzlich wurden in Tab. 24 die von
Ewers et al. [63] untersuchten, extraintestinal-pathogenen E. coli aus Menschen und Vogeln
hinsichtlich des Vorkommens virulenzassoziierter Gene aufgefiihrt, um ein detaillierteres

Gesamtbild tiber die Haufigkeit von VAGs in E. coli verschiedenster Herkunft zu erlangen.
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Tab. 24 Vergleichendes Vorkommen von virulenzassoziierten Genen (VAGs), die fiir
extraintestinal-pathogene E. coli (ExPEC) typisch sind

Hiufigkeit virulenzassoziierter Gene (%)

VAG(s) vorliegende  Schierack et al. Ewers et al. (2007)
g‘;grd“et nach Arbeit (2008) ExPEC
ategorien APEC UPEC NMEC
(gesamt)
Adhisine
afa/dra 0,0 0,0 2,0 1,3 6,1 3,8
crld 88,2 100,0 93,4 92,7 97,0 96,2
fimC 100,0 79,4 95,8 94,9 100,0 100,0
hra 22,6 13,2 27,4 23,5 53,0 30,8
iha 4,9 0,0 6,8 3,1 22,7 30,8
mat 46,1 77,9 93,1-100,0 k.A. kA kA
papC 1,0 1,5 29,6 24,6 50,0 65,4
sfa/foc 4,9 0,0 14,6 8,8 50,0 26,9
tsh 3,9 5,9 46,8 54,9 4,5 11,5
Eisenaufnahmesysteme
chuA 37,3 11,8 56,3 50,3 81,8 96,2
fraA 28,4 19,1 65,3 66,4 56,1 69,2
ireAd 2,9 0,0 38,4 41,3 19,7 34,6
iroN 11,8 13,2 81,7 83,7 72,7 69,2
irp2 19,6 19,2 71,7 68,8 81,8 96,2
iucD 1,0 11,8 73,1 79,3 33,3 65,4
sitD chr. 10,8 1,5 36,3 31,6 56,1 69,2
sitD ep. 4,9 10,3 65,5 73,2 21,2 423
Protektine
cvi/eva 59 11,8 62,9 72,3 12,1 26,9
iss 2,9 11,8 75,7 84,0 25,8 57,7
kpsMTIT 23,5 10,3 44,6 42,2 41,0 96,0
neuC 0,0 0,0 30,0 29,5 9,1 92,3
ompA 100,0 98,5 98,3 99,1 92,4  100,0
traT 44,1 61,8 77,3 81,3 50,0 76,9
Toxine
astA 39,2 14,7 17,4 20,0 6,1 0,0
cnfl/2 11,8 k. A. 5,7 0,9 31,8 23,1
hlyA 2,9 4.4 k. A. k.A. kA kA
sat 2,9 0,0 4,5 0,4 21,2 34,6
vat 6,9 1,5 42,1 39,8 54,5 50,0
Invasine
gimB 0,0 0,0 23,7 23,7 9,1 61,5
ibeA 14,7 5,9 25,8 26,2 18,2 38,5
tia 5,9 1,5 25,7 23,7 31,8 46,2
Sonstige
malX 14,7 1,5 443 39,6 65,2 73,1
pic 6,9 1,5 13,7 11,2 33,3 7,7

In Spalte 1 sind 33 VAGs aufgefiihrt, deren durchschnittliches Vorkommen in den 102, im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten 102 E. coli-Isolaten von Wildschweinen (Spalte 2) mit dem Vorkommen in 68 E. coli-Isolaten von
Hausschweinen (Spalte 3, Schierack et al. [186]) sowie dem Vorkommen in 526 EXPEC (436 avidr-pathogene
E. coli (APEC), 65 uropathogene E. coli (UPEC), 25 mit neonataler Meningitis-assoziierte E. coli (NMEC))
(Spalte 4, Ewers et al. [63]) verglichen wird.
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6.2.3.1 Vergleichendes Vorkommen der Adhésingene

Adhisine ermdglichen es den Bakterien, an Zellen bzw. an Geweben des Wirtsorgansimus
anzuheften, um einer Abschwemmung zu entgehen und eine erfolgreiche Kolonisation oder
auch Infektion einzuleiten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Vorkommen von neun, bei
ExPEC héufig vorkommenden Adhésingenen untersucht.

FimC kodiert fiir die Typ 1-Fimbrie, die unabhingig von einer Pathogenitét, bei vielen
E. coli-Stimmen vorkommt. Alle Wildschwein-E. coli wiesen dieses Gen auf. In
kommensalen E. coli vom Hausschwein kam es bei 79,4 % der Stamme vor, war aber bei fast
allen von Ewers et al. untersuchten ExPEC-Stimmen vorhanden. Cr/ kodiert fiir die Curli-
Fimbrien und war zwar bei allen Hausschwein-E. coli, aber nur bei 88,0 % der
Wildschwein-E. coli nachweisbar. Das fiir ein hitzeresistentes, dulleres Membranprotein
kodierende Gen hra war in Wildschwein-E. coli haufiger als in E. coli aus Hausschweinen
vertreten, aber etwa genau so verbreitet wie in APEC Stimmen. Genau umgekehrt verhielt es
sich mit mat, einem Gen, welches flir ein temperatursensibles, mit Meningitis assoziiertes
Fimbrien-Adhidsin kodiert. Das nur sporadische Vorkommen von ika (kodiert fiir ein
eisenreguliertes Adhésin), papC (kodiert fiir die P-Fimbrie), sfa/foc (kodiert fiir die S-Fimbrie
bzw. die F1C-Fimbrie) und #sh (kodiert fiir ein temperatursensitives Hémagglutinin) trifft
sowohl fiir E. coli vom Haus- als auch vom Wildschwein zu [186, 220]. Allerdings kamen
diese vier Gene deutlich haufiger bei EXPEC-Stdmmen vor, wo sie in Verbindung mit der
Adhidsion am Nieren- und Atemepithel und der Agglutination von Erythrozyten gebracht
werden. Beziiglich der Verbreitung der neun untersuchten Adhésingene lassen sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Haus- und der Wildschweinpopulation darstellen.
Einzig der Nachweis von mat, einem héufig bei E. coli unabhédngig von der Pathogenitit
vorkommenden Gen, dessen Expression an der Zelloberfliche bisher nur bei
NMEC-Stdmmen unter niedrigeren Temperaturen nachgewiesen wurde [167], lag bei
Hausschwein-E. coli mit liber 75 % deutlich hoher als bei den Wildschwein-E. coli mit
46,1 %. Generell sind die Adhésingene jedoch bei ExPEC unter Beriicksichtigung der

Anpassung an den extraintestinalen Raum weiter verbreitet als bei kommensalen E. coli.
6.2.3.2 Vergleichendes Vorkommen der Eisenakquirierungsgene

Eisen ist ein wichtiger und im GIT — gemessen an den bakteriellen Bediirfnissen — selten
vorkommender Wachstumsfaktor, der fiir die Replikation, die DNA-Synthese und generell bei
allen am Elektronentransport beteiligten Vorgidngen bendtigt wird [181]. Spezielle bakterielle

Eisenaufnahmesysteme ermoglichen es den Darmbakterien, im Wettkampf um diese limitierte
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Ressource zu bestehen. Eine hohe Anzahl an Genen fiir die Eisenakquirierung bietet also
Vorteile bei der Kolonisation des GIT. Fiir diese Arbeit wurde das Vorkommen von neun mit
der Eisenakquirierung verbundenen Genen untersucht. Im Gegensatz zu ExPEC-Stdmmen
waren diese Eisenakquirierungsgene sowohl bei kommensalen Wildschwein-E. coli als auch
bei denen vom Hausschwein verhiltnismiBig selten vertreten. Uber 30 % der untersuchten
E. coli-Staimme wiesen keines der untersuchten Eisenakquirierungsgene auf und miissen das
bendtigte Eisen auf andere Art und Weise aufnehmen. Am héaufigsten konnte unter den
restlichen Stdmmen feoB, das fiir ein Eisen(Il)-Aufnahmesystem kodiert, nachgewiesen
werden. ChuAd kam in mehr als einem Drittel der Stimme von Wildschweinen vor. 28,4 % der
Wildschwein-E. coli besallen auBlerdem das mit dem Yersiniabactin-Siderophore-System
assoziierte Gen fyud, das nur 14,5 % bis 19,1 % der kommensalen E. coli von Hausschweinen
aufwiesen [186, 220]. Die beiden Gene iroN (kodiert fiir die Siderophore Salmochelin) und
irp2 (kodiert zusammen mit anderen Genen fiir das Yersiniabactin) kamen bei 10 % bis 20 %
der Wildschwein-E. coli vor, was der Haufigkeit in Hausschwein-E. coli entspricht. SitD chr.
(kodiert fiir das Salmonella iron transport system) war jedoch bei iiber 10 % der E. coli von
Wildschweinen gegeniiber 1,5 % E. coli von Hausschweinen nachweisbar. Im Vergleich zu
kommensalen E. coli-Stimmen von Hausschweinen besallen Wildschwein-E. coli
durchschnittlich eines (Spannweite: null bis sechs) von neun Eisenakquirierungsgenen.
Hausschwein-E. coli hingegen wiesen im Durchschnitt kein Eisenakquirierungsgen auf
(Spannweite: null bis flinf) [186]. Diese Abweichungen konnten einerseits auf dem geringen
Probenumfang und einem damit verbundenen statistischen Zufall beruhen. Andererseits
konnte das mit Eisen angereicherte Futter in der konventionellen Schweinehaltung zu
durchschnittlich hoheren Eisenkonzentrationen im Darm von Hauschweinen fiihren, so dass
zusdtzliche FEisenakquirierungssysteme im bakteriellen Konkurrenzkampf um diesen
Wachstumsfaktor weniger Vorteile bringen wiirden. Daher konnten die dafiir notwendigen
Gene seltener unter den Hausschwein-E. coli verbreitet sein. Bei EXPEC-Stdmmen hingegen
scheinen, anders als bei kommensalen intestinalen E. coli, viele verschiedene
Eisenakquirierungssysteme vorzukommen. Es stellt sich nun die Frage, ob die fiir EXPEC-
typischen Eisenaufnahmesysteme bedeutsam fiir die Besiedlung des Darms sind oder aber
ausschlieflich als zusidtzliche Eisenaufnahmesysteme bei der Kolonisation des
extraintestinalen =~ Raums  fungieren.  Gleichwohl stellt der Besitz  mehrerer
Eisenakquirierungssysteme auch im GIT einen Vorteil im Wettstreit um den

Wachstumsfaktor Eisen dar.
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6.2.3.3 Vergleichendes Vorkommen der Toxingene

Weiterhin wurde das Vorkommen von fiinf verschiedenen Toxingenen bei den 102 zur
Verfiigung stehenden E. coli-Stdmme tiberpriift. Das durch das Gen ast4 kodierte, hitzestabile
Enterotoxin 1 (EAST1) wurde zunéchst bei EaggEC beschrieben und in Zusammenhang mit
Diarrhoe bei Kindern gebracht [54]. Allerdings wurde es auch bei porzinen, darmpathogenen
E. coli nachgewiesen und ist in den Schweinebestinden sowohl aus dem Darm von an ND,
PWD und ED erkrankten als auch aus klinisch unauffilligen Schweinen isoliert worden [42,
69, 150]. EASTI scheint daher nur in Kombination mit Adhdsinen, die die Adhédsion an der
intestinalen Mukosa ermoglichen, und in Verbindung mit der Bildung eines mukoiden
Biofilms die Darmwand schddigen zu konnen [116]. Fiir kommensale E. coli aus
Schweinebestidnden sind bisher Nachweisraten von 5,1 % bis maximal 30,0 % beschrieben
worden [28, 41, 186, 220]. Unter den untersuchten 102 Wildschwein-E. coli waren 40
(39,2 %) Stimme astA-positiv. Um zu iberpriifen, ob dieses Gen unter den
Wildschwein-E. coli verbreiteter als unter den Hausschwein-E. coli ist oder aber, ob die
erhobenen Daten auf einer zufilligen Haufung beruhen, sollte der Probenumfang ausgedehnt
werden. Zu klédren bleibt auBBerdem, warum ast4 in E. coli von Wildschweinen derart hidufig
vorkommt, ob EASTI auler der Funktion als Toxin andere Eigenschaften besitzt oder ob das
Auftreten von ast4 mit anderen, eventuell auf dem gleichen Plasmid liegenden Genen
korreliert ist. Ein Zusammenhang mit den fiir diese Arbeit untersuchten Genen konnte
allerdings nicht festgestellt werden.

Das hiufig mit UPEC assoziierte, chromosomal liegende c¢nfl/2 kodiert die
Cytonekrosefaktoren 1 und 2, die die Adhidsion und die Invasion des Blasenepithels
unterstiitzen. Das Gen wurde bei 11,7 % der Wildschwein-E. coli nachgewiesen, was etwa
den Nachweisraten von Blanco et al. bei gesunden Rindern entspricht [25]. Untersuchungen
zum Vorkommen von cnf1/2 bei klinisch unauffilligen Hausschweinen fehlen bisher. Es
wurde jedoch auch aus kommensalen E. coli aus dem Darm gesunder Menschen sporadisch
isoliert [55].

Durch die Gene sat und vat werden SPATE der Klasse 1 kodiert, die cytotoxisch auf
Epithelzellen wirken. Beide traten sowohl unter den Wildschwein- als auch unter den von
Schierack et al. untersuchten Hausschwein-E. coli nur sporadisch auf, konnen aber
regelmiBig aus UPEC und NMEC isoliert werden. HlyA4 kodiert ein 100kDa Cytolysin, das
o-Hamolysin. Der Beitrag dieses Cytolysins zur Pathogenitit von E. coli in vivo ist bisher

ungeklart [143]. Untersuchungen von Troeger et al. zeigten in vitro, dass durch das
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o-Hamolysin kleinste Defekte an Kolonepithelzellen von Ratten ausgeldst wurden, die eine
Translokation von E. coli begiinstigen und es EXPEC ermdglichen konnten, die Blutbahn zu
erreichen [209]. Ob diese Defekte im Kolonepithel zwangsldufig zu einer Translokation der
Bakterien fithren oder aber als zusitzliche Anheftungsstellen fiir E. coli die Kolonisation des
Darms durch hlyA-positive E. coli-Stimme fordern, bleibt zu klaren. Allerdings wurde das
Gen hlyA sowohl bei den fiir diese Arbeit untersuchten Wildschwein-E. coli als auch durch
Untersuchungen anderer Autoren bisher nur sporadisch bei kommensalen, intestinalen E. coli

des Schweins nachgewiesen [41, 50, 186, 220].
6.2.3.4 Vergleichendes Vorkommen der Gene fiir die Serumresistenz

Um einer Phagocytose oder dem direkten Zelltod durch die im Serum vorhandenen Faktoren
des Wirtsabwehrsystems wie Immunglobuline, Lysozyme, Transferrine und das
Komplementsystem zu entgehen, kdnnen Bakterien verschiedene, mit der Serumresistenz
assoziierte Virulenzfaktoren aufweisen. Dazu zdhlen bspw. Lipopolysaccharide, verschiedene
Kapseln und Oberflichenproteine. Das fiir ein dulleres Membranprotein kodierende ompA
dient im Allgemeinen dem Zusammenhalt von Peptidoglycanen und der &uBBeren Membran
und macht das Bakterium z. B. widerstandsfdhiger gegeniiber Gallensduren [214]. Es ist
sowohl unter pathogenen als auch kommensalen E. coli weit verbreitet und konnte in allen
Wildschwein-E. coli nachgewiesen werden. Ahnliche Ergebnisse wurden fiir kommensale
Hausschwein-E. coli und EXPEC-Stimme erzielt. Auch traT, das fiir die Bildung eines, die
Antigenerkennung behindernden Oberflichenlipoproteins zustidndig ist, ist unabhingig von
den Pathotypen hdufig nachweisbar. Zu 48,7 % bis 61,8 % ist traT unter den kommensalen,
porzinen E. coli verbreitet [41, 186, 220], wéhrend es 42,2 % der E. coli vom Wildschwein
aufwiesen. Bei E. coli-Stdimme aus an PWD und ND erkrankten Schweinen trat es bei mehr
als 65 % der untersuchten Stimme auf [41].

Anders verhielt es sich mit kpsMTII, einem Gen, das an der Biosynthese der Polysaccharide
fiir den Kapseltyp II beteiligt ist und in den meisten NMEC-Stammen nachgewiesen werden
kann. E. coli, die diese Polysaccharidkapsel vom Typ II ausbilden, werden vom Immunsystem
des Wirtstieres schlechter erkannt. Eine starke und lang anhaltende, protektive
Antikorperausschiittung unterbleibt daher. Dies konnte zu einer erhohten Tenazitdt der
kpsMTII-positiven E. coli beitragen. Wihrend das Vorkommen von kpsMTII bei einigen
Autoren unter den kommensalen, porzinen E.coli mit Werten von 0,6 % bis 10,3 %
angegeben wird, wiesen E. coli vom Wildschwein dieses Gen zu 23,5 % auf. Es stellt sich

jedoch die Frage, inwieweit dieses Gen in den kommensalen, aus gesunden Wildschweinen
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isolierten E. coli-Stammen tatséchlich exprimiert wird. Wenn kpsMTII jedoch exprimiert
wird, scheint es bedeutsam fiir die Virulenz eines Stammes zu sein. Li et al. wiesen im
Hiihnerversuch mit kpsMT-Deletionsmutanten des APEC-Stamms IMT 5155 eine deutlich
verringerte Virulenz nach [124]. Die mit dem Col V-Plasmid assoziierten Strukturgene des
Colicin V-Operons cvi/cva und das fiir ein dufleres Membranprotein kodierende iss-Gen
waren unter den Wildschwein-E. coli nur sporadisch nachzuweisen. Bei E. coli von gesunden
Hausschweinen kamen sie mit Nachweisraten von 11,8 % geringfiigig hiufiger vor,
wohingegen insbesondere APEC-Stdmme, unter denen Col V-Plasmide weit verbreitet sind,
diese Gene zu iber 70 % aufweisen. Dieses Plasmid, auf dem Gene fir das
Aerobactin-Eisenaufnahmesystem, die Komplementresistenz und die Colicinproduktion
liegen, scheint deutlich seltener unter kommensalen E. coli-Stimmen verbreitet zu sein. Da
das Gen iss aber auch chromosomal lokalisiert sein kann [107], miissen iss-positive

kommensale Stimme nicht zwangsliufig das Plasmid besitzen.
6.2.3.5 Vergleichendes Vorkommen der Gene fiir die Invasion

Das auf der Genetischen Insel GimA liegende Gen ibeA ist an der Invasion des Hirnendothels
beteiligt [63, 71] und kann sowohl in NMEC- als auch in APEC-Stimmen regelméBig
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu scheint es in kommensalen porzinen und humanen
E. coli nur selten vorzukommen [55, 186]. Allerdings war das Gen im Rahmen dieser Arbeit
in 14,7 % der E. coli vom Wildschwein nachweisbar. Weitere Studien sind notwendig, um das
Vorkommen dieses meist nur in pathogenen E. coli-Stimmen vorkommenden Gens und seine
Funktion in E. coli aus der Wildtierpopulation zu kldren. Das vermutlich ebenfalls am
Durchdringen der Blut-Hirn-Schranke beteiligte Gen gimB trat weder bei den untersuchten
Wildschwein- noch in Hausschwein-E. coli auf, sehr wohl aber bei NMEC-Stammen [63].
Nur sporadisch war tia, das ein Membranprotein fiir die Anheftung und Invasion von
Epithelzellen kodiert in E. coli von Haus- und Wildschweinen nachweisbar. Ahnlich verhielt
es sich mit pic, das nach Expression zur Bildung einer mucinolytischen Serinprotease fiihrt
und so zur intestinalen Kolonisation beitrigt. Interessanterweise war malX, der Marker einer
Pathogenitétsinsel des UPEC-Stamms CFTO073, in 14,7 % der Wildschwein-E. coli
nachweisbar. Dieses Gen, das zunédchst in humanpathogenen Stimmen nachgewiesen worden
war [106], scheint sowohl in Wildschwein-E. coli als auch in avidrpathogenen Stidmmen

vorzukommen.
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6.2.3.6 Korrelationen zwischen der phylogenetischen Gruppe B2 und VAGs

Unter den 34 untersuchten ExXPEC-spezifischen Genen war bei 16 Genen eine positive
Korrelation zur phylogenetischen Gruppe B2 feststellbar (p < 0,05). Der ausschlieBliche oder
signifikant hdufigere Nachweis von sfa/foc (Adhdsingen), fyuA, ireA, irp2, sitD chr. (Gene fir
die Eisenakquirierung), kpsMTII (Serumresistenzgen), vat (Toxingen), ibed (Invasionsgen)
sowie dem Pathogenitdtsmarker malX in E. coli-Stimmen der Gruppe B2 wurde bereits von
anderen Autoren fiir EXPEC-Stamme beschrieben [63, 141, 171]. Die von diesen Autoren
ebenfalls geschilderte positive Korrelation von E. coli-Stimmen der Gruppe B2 mit papC,
neuC, hly4 und gimB konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestitigt werden. Die Gene
iroN, cnf1/2 und tia waren jedoch durchaus auch in Stimmen anderer Phylogruppen vertreten
und nicht, wie bei den ExPEC-Stimmen beschrieben, mit der Gruppe B2 assoziiert.

Das gehdufte Auftreten von virulenzassoziierten Gene in der ECoR-Gruppe B2 wurde bereits
von mehreren Autoren aufgezeigt [24, 31, 33, 102, 161]. Ursdchlich hierfiir konnte einerseits
der kurz nach der Abspaltung der ECoR-Schwestergruppen D und des A+BI1-Clusters
stattgefundene Erwerb verschiedener virulenzassoziierter Gene durch Stimme der Gruppe B2
sein [101]. Da die Virulenzfaktoren zum gréften Teil auf Plasmiden, Pathogenititsinseln oder
Phagen liegen und daher horizontal iibertragen werden konnen [82], miissten sich die
Virulenzfaktoren nach und nach auf die iibrigen ECoR-Gruppen ausbreiten. Eine andere
Moglichkeit ist die Existenz besonderer Eigenschaften im Genom von B2-Stdmmen, die die
Kompatibilitit fiir die initiale Akquirierung oder aber die Einbehaltung erworbener
virulenzassoziierter Gene erhohen [60]. Weitere Studien sind notwendig, um zwischen beiden
Hypothesen zu wihlen und den genetischen Hintergrund der Virulenz von ExPEC-Stdmmen

zu ergriinden.

6.2.4 Das Adhisionsvermogen kommensaler E. coli von Wild- und

Hausschweinen

Um das Adhisionsverhalten kommensaler, intestinaler E. coli-Stimme aus Wild- und
Hausschweinen zu untersuchen und zu vergleichen, wurden in vitro-Adhisionsversuche mit
der porzinen Darmepithelzelllinie IPEC-J2 durchgefiihrt [183]. Von den 102 untersuchten
Wildschwein-E. coli wurden 30 Stimme zuféllig ausgewihlt und in einem Adhésionsversuch
eingesetzt, der pro Stamm dreimal wiederholt wurde. Ebenso wurde mit 30 bereits in der
Stammsammlung des IMT gelagerten E. coli-Stammen von Hausschweinen verfahren. Als

Kontrollstimme wurden der K12-Laborstamm MG 1655 und der apathogene, probiotische
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E. coli-Stamm Nissle 1917 (EcN), der in vorhergehenden Untersuchungen im Vergleich mit
anderen kommensalen E. coli-Stimmen aus Hausschweinen die hochste Adhésionsrate

aufgewiesen hatte [111], eingesetzt.
6.2.4.1 Das Adhéasionsvermogen von Wildschwein-E. coli

Die ermittelten Adhisionsraten innerhalb der E. coli-Population der Wildschweine wiesen
hohe Schwankungen auf. Wahrend die Hélfte der Stimme eine Adhésionsrate zwischen der
von MG 1655 (0,25 Bakterien/IPEC-J2 Zelle) und EcN (3,2 Bakterien/IPEC-J2 Zelle)
aufwiesen, lagen neun E. coli-Stimme darunter (<0,25 Bakterien/IPEC-J2 Zelle) und sechs
Stimme zeigten teilweise eine deutlich hoherere Adhésionsrate als EcN (bis zu 26,2
Bakterien/IPEC-J2 Zelle).

Die Adhédsion an Epithelzellen wird iiber eine Bindung bakterieller Adhésine an die
Rezeptoren der Wirtszelle vermittelt. Diese Rezeptoren stellen meist Kohlenhydratanteile der
Glykolipide und -proteine in der extrazelluldren Matrix und der Zellmembran dar. Die gerade
bei schweinepathogenen E. coli-Stimmen héufig vorkommenden Gene fiir die
Fimbrienadhdsine K88, K99, P987 und F41 [69] konnten in den untersuchten
Wildschwein-E. coli nicht nachgewiesen werden. Nur ein Stamm besal das Gen fiir die
F18-Fimbrie. Abgesehen davon wiesen sowohl alle untersuchten E. coli als auch der
Kontrollstamm EcN das Gen fimC fiir die Typl-Fimbrie auf, welche an a-D-Mannosereste
der Zelloberfldche bindet. Ebenso wie fimC kam auch cr/, das Gen fiir die Curlifimbrien, in
fast allen E. coli-Staimmen vor, so dass die unterschiedlichen Adhédsionsraten dadurch nicht zu
erkldren sind. Fiir die durch das foc-Gen kodierte F1C-Fimbrie ist eine Beteiligung an der
Kolonisation des Urogenitaltrakts beschrieben [8] und Kleta et al. wiesen nach, dass EcN iiber
diese Fimbrie an IPEC-J2-Zellen haftet [111]. Allerdings wiesen nur zwei der eingesetzten 30
Wildschwein-E. coli dieses Gen auf. Beide Stimme waren adhérenter als der EcN. Trotzdem
zeigten auch Stdmme ohne dieses Gen hohe Adhésionsraten. Desgleichen kam auch nur bei
zwel der finf Stimme mit den hochsten Adhédsionsraten das Gen iha vor, das im
Urogentialtrakt bei Méusen an der Adhédsion beteiligt ist [105, 123]. Die im Rahmen dieser
Arbeit untersuchten Adhésingene scheinen also nicht alleinige Ursache fiir eine {iberaus starke
Adhésion zu sein.

Eine statistisch belegte, positive Korrelation ergab sich nach Auswertung der Daten nur
zwischen dem Adhésionsvermdgen und dem Vorkommen des Eisenakquirierungsgens chuA
sowie den ECoR-Gruppen B2 und D. ChuA dient bei der Triplex-PCR nach Clermont et al.
zur Einteilung der E. coli-Stimme in die phylogenetischen Gruppen B2 und D. Vertreter der
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vier ECoR-Gruppen unterscheiden sich in phinotypischen Merkmalen (Zuckerverwertung,
Antibiotikaresistenzgenmuster, temperaturabhingiges Wachstum) [77]. Ebenso scheinen
einige virulenzassoziierte Gene (VAGs) insbesondere mit den ECoR-Gruppen B2 und D
assoziiert zu sein, wie es auch fiir die untersuchten E. coli-Isolate der vorliegenden Arbeit
beschrieben wurde [33, 60, 102]. AuBBerdem zeigten Bergthorsson et Ochman, dass Vertreter
der ECoR-Gruppe B2 und D ein signifikant groBeres Genom aufweisen als Vertreter der
ECoR-Gruppe A [19, 208]. E. coli-Stimme der ECoR-Gruppen B2 und D scheinen daher
einen von den anderen beiden Gruppen abweichenden (zusétzlichen) genetischen Hintergrund
zu besitzen. Es konnten also Gene und Faktoren, die in der vorliegenden Arbeit nicht
untersucht wurden, aber mit den ECoR-Gruppen B2 und D assoziiert sind, zur einer Erh6hung
des Adhésionsvermogens von E. coli-Stimmen im Darm beitragen. Ob das
Eisenakquirierungsgen chuA direkt an der Adhésion beteiligt ist oder aber nur als ,,Indikator
fiir Vertreter der ECoR-Gruppen B2 und D dient, konnte durch den Einsatz von

chuA-Deletionsmutanten im in vitro-Adhésionsassay liberpriift werden.
6.2.4.2 Vergleich des Adhisionsvermogens von Wild- und Hausschwein-E. coli

Wie von Schierack et al. fir kommensale E. coli aus Hausschweinen beschrieben [183],
zeigten auch die hier untersuchten E. coli aus dem Darm gesunder Hausschweine ein sehr
heterogenes Adhiisionsverhalten. Uber 80 % der Stimme waren weniger adhirent als der
MG 1655. Allerdings konnte auch ein Stamm gefunden werden, der sich adhdrenter als der
EcN erwies. Insgesamt entsprechen diese Daten aber den Untersuchungen von Schierack et
al., die auch nach vierstiindiger Inkubation von kommensalen, porzinen E. coli in 74 % der
Stimme Adhisionsraten von unter einem Bakterium/IPEC-J2-Zelle vorfanden.

Die Anzahl adhirenter Hausschwein-E. coli lag bei durchschnittlich 1,21 x 10°
Bakterien/Well, was 0,5 % der inokulierten E. coli entspricht. Wildschwein-E. coli hingegen
waren im Mittel zu 2,7 % adhidrent (6,82 x 10° Bakterien/Well). Diese Unterschiede im
Adhésionsverhalten von bis zu einer halben Zehnerpotenz konnten in der verwendeten
Stichprobe begriindet sein. Die 30 Wildschwein-E.coli stammten zwar aus regional getrennt
liegendenden  Jagdgebieten, bei den fiir die Adhésionsversuche eingesetzten
Hausschwein-E. coli handelte es sich jedoch um Stimme aus einem einzigen
Schweinebestand, in dem eventuell weniger gut adhérente E. coli verbreitet waren.

Ein besseres Adhédsionsvermodgen scheint fiir E. coli bei frei lebenden Wildtieren allerdings
von Vorteil zu sein. Weniger gut adhérente E. coli passieren den GIT der Tiere eventuell nur

und werden schnell ausgeschieden. In der konventionellen Tierhaltung stellt dies fiir die
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E. coli-Stimme moglicherweise keinen Nachteil dar, da sie aufgrund der hohen
Haltungsdichte auf engstem Raum und dem stindigen Kontakt der Hausschweine zu ihren
Ausscheidungen erneut dasselbe Wirtstier oder aber ein anderes Tier des Bestands besiedeln
konnen. Der Lebensraum von Wildschweinen erstreckt sich hingegen auf ein wesentlich
grofleres Gebiet und die Tiere haben kaum Kontakt zu dem von ihnen abgesetzten Kot. Eine
erneute Besiedlung des Darms durch {iiber im Kot vorhandene E. coli ist also
unwahrscheinlicher. Daher konnte ein besseres Adhédsionsvermogen den E. coli von
Wildtieren dazu verhelfen, ldnger ihr Primédrhabitat — den Darm von Warmbliitern mit

optimalen Lebensbedingungen — zu besiedeln.

6.2.5 Vergleich der Kohlenhydratverwertung mittels API 50 CH-System

bei Wild- und Hausschwein-E. coli

Der Darm der Sdugetiere bietet einer Vielzahl von Bakterien ein vielféltiges Spektrum an
Nahrstoffen. Die meisten Bakterien bendtigen fermentierbare Kohlenhydrate fiir Wachstum,
Vermehrung und die damit verbundene Kolonisation des Darms. Mit der
Néhrstoff-Nichen-Theorie postulierte Freyer, dass durch die Nahrstoffverfiigbarkeit im Darm
die Anzahl verfiigbarer 6kologischer Nischen bestimmt wird [68]. Demzufolge bevorzugen
die meisten Mikroorganismen eines bzw. nur wenige Substrate aus der verdauten Nahrung,
aus Epithel- und Zellresten oder aus der dem Epithel aufliegenden Mukusschicht und besetzen
auf diese Art individuelle Nischen. Verschiedene Untersuchungen zeigten, dass auch
innerhalb der E. coli-Population Unterschiede zwischen den einzelnen E. coli-Stdmmen in der
Verwertung verschiedener Kohlenhydrate existieren [57, 137]. Katouli et al. teilten
E. coli-Stimme aus Ferkeln aufgrund ihres unterschiedlichen  biochemischen
,Fingerabdrucks* bei der Verstoffwechslung von 24 Kohlenhydraten in verschiedene
biochemische Phianotypen ein [109]. E. coli kommen im Darm sowohl in der Mukusschicht
vor als auch im Darminhalt, wo mit der Nahrung aufgenommene, fiir das Wirtstier
unverdauliche Polysaccharide von anaeroben Mikroorganismen zu Monosacchariden
abgebaut werden konnen, die das Wachstum vieler Darmbakterien unterstiitzen.

Mit den in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zur
Kohlenhydratverwertung sollte {iberpriift werden, ob die streng regulierte Fiitterung mit
standardisierten Futtermitteln in der konventionellen Schweinehaltung gegeniiber der
abwechslungs- und facettenreicheren Nahrung der Wildschweine Einfluss auf die
Kohlenhydratverwertung kommensaler E. coli-Stimme besitzt. Hinweise auf den Einfluss der

Erndhrung auf E. coli-Stimme liefern Untersuchungen von Souza et al., die aufzeigten, dass
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E. coli von Tieren mit einer speziellen Didt wie Wale, Seekithe und Huftiere weniger
Kohlenhydrate verstoffwechseln kdnnen als E. coli von Vogeln und Nagetieren [199]. In der
vorliegenden Arbeit wurde das API S50 CH-System ausgewéhlt, das 49 verschiedene
Kohlenhydrate beinhaltet, darunter auch hiufig von anderen Autoren untersuchte Substrate
wie Adonitol, Arabinose, Galaktose, Mannose, Maltose, Rhamnose, Sorbitol, Trehalose und
Xylose [57, 66, 109, 199]. Problematisch erwies sich beim FEinsatz dieses Systems das
hdufige, durch Farbumschlag des Indikators nach orange und dunkelorange angezeigte
Auftreten des Testergebnisses ,,variabel®, das auch nach Wiederholung des Versuchs erneut
auftrat. Kohlenhydrate, deren Verwertung als variabel eingestuft wurde, gingen als
nicht-positive ~ Ergebnisse in die Auswertung ein, da keine vollstindige
Kohlenhydratverstoffwechslung  stattgefunden  hatte. Die  Verstoffwechslung  der
Kohlenhydrate war einzigartig und hoch divers fiir jeden kommensalen E. coli-Stamm
unabhingig vom Wirtstier. 11 der 49 getesteten Kohlenhydrate waren von allen E. coli
verwertbar. Die durchschnittliche Zuckerverwertung lag bei Wildschwein-E. coli mit 23,7
vollstindig verwerteten Substraten etwas hoher als die von Hausschwein-E. coli mit
22,4 Substraten. Allerdings waren auch sechs E. coli vom Hausschwein in der Lage,
mindestens 24 von 49 untersuchten Kohlenhydraten zu verstoffwechseln. Das pflanzliche
Polysaccharid Methyl-BD-Xylopyranosid konnte von keinem E. coli vollstindig
verstoffwechselt werden, von sechs Wildschwein-E. coli war das Testergebnis jedoch
variabel. Am deutlichsten zeigten sich Unterschiede bei der Ketohexose D-Tagatose auf, die
in geringer Menge in Milchprodukten vorkommt und nach hydrolytischer Spaltung von
Laktose aus Galaktose isomerisiert werden kann. Diese konnten von keinem
Hausschwein-E. coli, aber von 13 Wildschwein-E. coli vollstindig verwertet werden. Ob die
Unterschiede in der Kohlenhydratverwertung wirklich ein Ergebnis des unterschiedlichen,
fiitterungsbedingten Selektionsdrucks sind, ist unklar. Dazu wéren weitere Untersuchungen
mit einem erhohten Stichprobenumfang notwendig, fiir die z.B. jene Kohlenhydrate
verwendet werden konnten, bei denen sich in der vorliegenden Arbeit die groBten
Unterschiede zwischen E. coli von Wild- und Hausschweinen ergeben haben. Bedacht werden
muss jedoch auch, dass E. coli nicht ausschlieBlich auf die mit der Nahrung des Wirtstiers
zugefiihrten Kohlenhydrate angewiesen sind. Wadolkowski et al. zeigten bei Méusen, dass
E. coli im Mukus schneller wachsen als im Darminhalt [212]. Die vom Darmepithel gebildete
Mukusschicht an sich enthdlt Komponenten wie Galaktose, Fucose, Mannose,
N-Acetylglucosamin und Glucuronséure, die E. coli zur Kolonisation unabhingig von den mit

der Erndhrung des Wirtstiers verbundenen Kohlenhydraten nutzen kann.
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7. Zusammenfassung

»vergleichende molekulare, epidemiologische und phylogenetische Untersu-

chungen zur Anpassung von Escherichia coli bei Wild- und Hausschweinen*

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, erstmalig Daten iiber die coliforme Mikroflora der
Wildschweine sowie grundlegende Erkenntnisse iiber die Diversitét von E. coli-Populationen
und iiber das natiirliche Vorkommen von Virulenz- und Kolonisationsgenen in nicht vom
Menschen beeinflussten Schweinepopulationen zu erhalten. Daher wurden kommensale
E. coli aus dem Darm von gesunden Wildschweinen geno- und phénotypisch untersucht. Die
Ergebnisse wurden mit bereits publizierten Daten kommensaler E. coli von Hausschweinen
verglichen.

Im ersten Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Diversitéit der E. coli-Stimme fiir
jedes Wildschwein individuell und hoch variabel, jedoch geringer als die Diversitidt von
Hausschwein-E. coli war. Uber die Hilfte der untersuchten Wildschwein-E. coli wiesen
zudem mindestens eines der flir schweinepathogene E. coli typischen Virulenzgene auf. Das
Toxingen astA war in fast der Hailfte aller Stimme nachweisbar. Alle vier ECoR-Gruppen
waren in jedem der untersuchten Darmabschnitte vertreten.

Die geno- und phinotypische Charakterisierung der Wildschwein-E. coli im zweiten Teil der
Arbeit belegte, dass fiir schweinepathogene E. coli typische Virulenzgene bei
Wildschwein-E. coli nur sporadisch nachgewiesen werden konnten, wohingegen einige fiir
extraintestinal-pathogene E. coli (EXPEC) typische, virulenzassoziierte Gene (mat, fyuA, sitD
chr., astA, kpsMTII, ibeA, malX) haufiger als bei kommensalen Hausschwein-E. coli auftraten
Der GroBteil der untersuchten Isolate gehorte den ECoR-Gruppen A und BI1 an, wobei die
ECoR-Gruppe B2, deren Vertreter deutlich mehr virulenzassoziierte Gene aufwiesen, hiufiger
als bei kommensalen E. coli von Hausschweinen vorkam. Auflerdem wiesen E. coli von
Wildschweinen gegeniiber denen von Hausschweinen durchschnittlich hohere Adhésionsraten
an [PEC-J2-Zellen und eine effizientere Verwertung der 49 getesteten Kohlenhydrate auf.
Diese Ergebnisse legen nahe, dass sich E. coli von Wildschweinen in einigen Eigenschaften
von Hausschwein-E. coli unterscheiden. Das bessere Adhdsionsvermdgen, die effizientere
Kohlenhydratverwertung, die geringere Diversitit sowie das hdufigere Vorkommen von
Kolonisationsgenen und der ECoR-Gruppe B2 konnten eine Folge des durch den Menschen
eingeleiteten Domestizierungsprozesses und der heutigen konventionellen Schweinehaltung

sein.
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8. Summary

“Comparative molecular, epidemiologic and phylogenetic analyses concerning

the adaptation of Escherichia coli in wild boars and domestic pigs”

The main objectives of the present study were to obtain preliminary information about the
E. coli microflora from wild boars, as well as to get basic knowledge about the diversity and
natural occurrence of selected virulence and antimicrobial resistance genes of E. coli isolated
from pig populations, which are unaffected by humans as far as possible. For this purpose,
commensal intestinal E. coli from healthy wild boars were analyzed geno- and phenotypically
to compare the results with already published data from commensal E. coli from domestic
pigs.

The first part of this study showed that the diversity of the E. coli microflora from wild boars
was unique and highly variable but lower than the diversity of E. coli from domestic pigs. In
addition, more than half of the isolated E. coli strains exhibited at least one of the virulence
genes which are characteristic for porcine pathogenic E. coli. Almost half of the isolated E.
coli strains possessed the gene ast4 coding for a heat stable cytotoxin. Members of each of
the four ECoR-groups were found in all selected sections of the intestine.

The geno- and phenotypical characterization of E. coli from wild boars in the second part of
this study could prove that for porcine pathogenic intestinal E. coli typical virulence genes are
only sporadically distributed among E. coli from wild boars, whereas some of the virulence
associated genes, which are typical for extraintestinal pathogenic E. coli (EXPEC) (mat, fyuA,
sitD chr., astA, kpsMTII, ibeA, malX) occurred more frequently in E. coli from wild boars
than in those from domestic pigs. The majority of the isolated E. coli were members of the
ECoR-groups A and B1, whereas the ECoR-group B2, whose members clearly exhibited
more virulence associated genes, was represented more frequently than in commensal E. coli
from domestic pigs. Furthermore, E. coli from wild boars showed higher adhesion rates to
IPEC-J2-cells on average and a more efficient utilization of 49 tested carbohydrates than
those from domestic pigs.

These results suggest that there exist differences between the E. coli microflora from wild
boars and those from domestic pigs. The enhanced adhesion capacity, more efficient
utilization of carbohydrates, lower diversity and more frequent occurrence of colonization
genes and of E. coli representing the ECoR-group B2 could be a consequence of the

domestication process initiated by humans and conventional pig husbandry.
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negativ;

» 1= positiv.
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Tab. 26 Virulenzgene der 102 untersuchten E. coli-Isolate von Wildschweinen

IMT-
Nummer

stx2 escV bfp estll estla fanA eltB  fedA  fasA  faeG fimF41 stx2e  paa  aidA-I sepA

stxl

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
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16424
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16438
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16440

XVI



stx2 escV bfp estll estla fanA eltB  fedA  fasA  faeG fimF41 stx2e  paa  aidA-I sepA
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Tab. 27 Fiir extraintesinal-pathogene E. coli typische, virulenzassoziierte Gene (VAGs): Adhésin- und Eisenakquirierungsgene

negativ;

O“ —
ER]

,» 1 = positiv.

Eisenakquirierungsgene

sitD chr. sitD ep.

iucD

irp2

N

iro.

A

ire.

chuA  feoB  fyuA

dsingene
tha

Adh

tsh

papC sfa/foc

mat

hra

fimC

crl

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

IMT-
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Tab. 28 Fiir extraintestinal-pathogene E. coli typische, virulenzassoziierte Gene (VAGs): Gene fiir Serumresistenz, Toxine und Invasine
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