F. Zusammenfassung

In dieser experimentellen Arbeit wurden 13 C. jejuni-Stamme der Serovaren O:2 (12) und O:6
(1) durch Makrorestriktionsanalyse (PFGE), Bestimmung der Lokalisation virulenz-
assoziierter Gene auf den Restriktionsfragmenten und Fla-PCR-RFLP-Typisierung auf ihre
genetische  Verwandtschaft hin untersucht und in diesem Zusammenhang die
Genomorganisation des Erregers beleuchtet. Die flr diese epidemiologisch nicht miteinander
verwandten Stdmme durch Makrorestriktion mit BssHII, Eagl und Sunl ermittelte und in
Form von Dendrogrammen dargestellte genetische Ahnlichkeit fiel insgesamt nur gering aus.
Die Humanisolate NCTC11168 und 5042 zeigten jedoch - unabhangig von der verwendeten
Restriktionsendonuklease - vollig identische Restriktionsprofile und kénnen demnach einer
klonalen Linie zugeordnet werden. Die Isolate BgVVV1766 und 1187-1 wiesen in der Eagl-
und Sunl-Analyse ein zu den genannten Stdmmen ebenfalls identisches Bandenmuster auf und
unterschieden sich von diesen lediglich durch die abweichende Positionierung von zwei bzw.
drei BssHII-Fragmenten. Die Natur dieser Bandenvariationen lasst allerdings darauf
schliellen, dass diesen nur geringgradige genomische Rearrangements zugrunde liegen,
weshalb die Stdmme BgVV1766 und 1187-1 wahrscheinlich ebenfalls dem von NCTC11168
und 1187-1 gebildeten Klon angehoren. Im Gegensatz zur PFGE, mit der bis zu 11
unterschiedliche Profile generiert werden konnten, wurden mithilfe der Fla-PCR-RFLP-
Typisierung lediglich funf verschiedene Fla-Typen in den untersuchten Stdammen identifiziert.
Wahrend sich die Isolate NCTC11168, 5042 und 1187-1 auch in dieser Analyse als identisch
zeigten (Typ a), wies BgVV1766 mit dem Typ e einen hiervon abweichenden Fla-Typ auf.
Aufgrund der hohen Anféalligkeit des Flagellin-Genlokus fiir spontanen genetischen
Austausch schliel3t dieses Resultat einen ansonsten identischen Genotyp und damit die
Zugehorigkeit dieses Stammes zu dem von NCTC11168, 5042 und 1187-1 gebildeten Klon
allerdings nicht aus. Andererseits konnten fiur mehrere Stdmme mit unterschiedlichen
Restriktionsprofilen identische Fla-Typen generiert werden, weshalb auch fur die als sehr
variabel geltenden Flagellin-Gene ein gewisser Grad an genomischer Konservierung
angenommen werden kann.

Die Ergebnisse der Makrorestriktionsanalyse und der Fla-PCR-RFLP-Typisierung zeigen,
dass bestimmte C. jejuni-Genotypen der Serovar O:2, die aus unterschiedlichen Wirten und
unterschiedlichen geographischen Regionen in Deutschland isoliert wurden, Uber Jahre
hinweg genetisch stabil geblieben sind, i.d.F. fir mindestens 15 Jahre. Die Tatsache, dass

auch der erstmals 1978 in Worcester/UK isolierte Referenzstamm NCTC11168 ein hierzu
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identisches bzw. sehr &hnliches genotypisches Profil aufweist, spricht auBerdem daftr, dass
solche stabilen Genotypen Uber beachtliche geographische Distanzen hinweg existieren
kénnen. Die dem C. jejuni-Genom zugesprochene Diversitdt mag also nicht unbedingt die
herausragende Bedeutung fiir die Wirtsadaptation und das Uberleben des Erregers spielen. Es
kann vielmehr vermutet werden, dass dieser Spezies insgesamt ein ,klonales Riickgrat*
zugrunde liegt, wahrend die variablen, an genetischem Austausch teilnehmenden DNS-
Bereiche in den einzelnen Populationen variieren und von unterschiedlichen Faktoren
(naturliche Transformation, Anpassung an 0kologische Nischen) abhdngig sind. Die Annahme
eines ,klonalen Rahmens® fir das C. jejuni-Genom wird durch die Ergebnisse der
Hybridisierungsexperimente mit den virulenzassoziierten Gen-Sonden cadF, cdtB, cheY,
flaA, fur und porA bekréftigt. Ein Grof3teil der untersuchten Stamme - unter ihnen auch das
O:6-Isolat NCTC11828 - zeigte eine identische Verteilung der virulenzassoziierten Marker
auf den Sunl- und Eagl-Restriktionsfragmenten. Grofite Abweichungen wurden diesbeziglich
in der BssHII-Analyse beobachtet, bei der v.a. Stdamme mit entsprechend verdnderten
Restriktionsprofilen ein deutlich heterogenes Kartierungsmuster aufwiesen. Die einem Klon
zugeordneten Stamme NCTC11168, 5042, BgVV1766 und 1187-1 zeigten sich wiederum
auch in dieser Analyse als identisch.

Um die auf diese Weise ermittelten genotypischen Variationen auf Ebene der
Nukleotidabfolge naher zu untersuchen, wurde fiir die C. jejuni-Isolate NCTC11828 (0:6),
1187-1 (O:2) und K14 (0O:2) eine Reprasentative Differenzanalyse (RDA) durchgefiihrt mit
dem Ziel, sowohl serovar- als auch stammspezifische DNS-Bereiche detektieren zu kdnnen.
Fur die genannten Stdmme wurden insgesamt 28 unterschiedliche RDA-Fragmente generiert,
von denen 15 eine hohe (>70%), sechs eine nur geringe (<70%) und weitere sieben keine
Ubereinstimmung zum Referenzstamm NCTC11168 aufwiesen. Sechs der in NCTC11828
und K14 identifizierten Fragmente zeigten Ahnlichkeiten zu den an der Synthese und
Modifikation von Oberflachenstrukturen beteiligten Genen von NCTC11168. Diese
Ergebnisse bestétigen generell die hohe Variabilitat in den LOS-, KPS- und FM-Genlozi und
zeigen, dass diese nicht nur in Stdmmen unterschiedlicher sondern auch innerhalb der
Serovaren angetroffen werden kann. Neben eher geringfugigen Sequenzpolymorphismen
innerhalb einzelner Gene konnten hierbei auch Hinweise auf in diesen Regionen
stattgefundene DNS-Rearrangements erbracht werden. So konnte beispielsweise flr das Isolat
K14 ein gegeniber seinem Ortholog in NCTC11168 modifiziertes Enzym der KPS-
Biosynthese nachgewiesen werden. Der die Serovarspezifitat determinierende KPS-Genlokus

gilt innerhalb von Stdmmen einer Serovar als hoch konserviert und derartige Variationen sind
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bislang nicht beschrieben worden. Fur alle drei untersuchten Stamme konnten auRerdem mit
ABC-Transportsystemen assoziierte Sequenzbereiche identifiziert werden, die entweder keine
oder lediglich geringe Ubereinstimmung innerhalb des NCTC11168-Genoms aufzeigten. Dies
weist auf eine moglicherweise serovar- oder stammspezifische Verteilung dieser am
Transport unterschiedlichster Substrate beteiligten Systeme hin. Von den als ohne
Ubereinstimmung zur NCTC11168-Genomsequenz identifizierten RDA-Fragmenten wiesen
11828-E7, 11828-G8, 1187-1-Al1, K14-B12 sowie K14-F6 eine Ahnlichkeit zu
verschiedenen hypothetischen Proteinen unterschiedlicher Spezies auf, deren Funktion derzeit
nicht naher benannt werden kann. Mit dem RDA-Fragment 1187-1-A6 liegt auBerdem ein
Hinweis auf in das C. jejuni-Genom integrierte Phagen-DNS vor. Diese mobilen genetischen
Elemente sind erst kirzlich auch in einem anderen C. jejuni-Isolat identifiziert worden und
spielen bei der Generierung genetischer Diversitdt moglicherweise eine grofiere Rolle als
bisher angenommen. Die fur die untersuchten Stdmme mittels RDA-Analyse erzielten
Resultate zeigen, dass diese nicht nur zur Identifizierung neuer Gene und geringgradiger
Sequenzpolymorphismen geeignet ist, sondern mit ihrer Hilfe auch genetische

Rearrangements und Unterschiede in der Anordnung der Gene aufgedeckt werden kdnnen.
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