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1. Einleitung

Campylobacter (C.) spp. treten in Deutschland sowie in zahlreichen Landern weltweit als
haufigste bakterielle Erreger von lebensmittelassoziierten Durchfallerkrankungen beim
Menschen auf. Der Umgang und der Verzehr von rohem oder unzureichend gegartem
Fleisch ist als hauptsachliche Infektionsquelle identifiziert worden (Alter et al., 2011, Bolder,
2007). Die Infektionen treten Uberwiegend sporadisch auf. Tiere sind meist asymptomatische
Trager, was die Detektion von Ausscheidern erschwert und eine ubiquitare Verbreitung des
Erregers ermdglicht (van Vliet und Ketley, 2001). Die am haufigsten aus erkrankten
Menschen isolierten Erreger sind thermotolerante C. jejuni (ca. 90 %) und C. coli (ca. 10 %).
Seltener werden andere Spezies wie C. lari oder C. upsaliensis isoliert (Bronowski et al.,
2014, Whiley et al., 2013). Wahrend C. jejuni eine hohe Pravalenz in Geflugel und Rindern
zeigt, ist C. coli in der Regel mit Schweinen assoziiert (EFSA, 2012). C. lari wird haufig in
Tieren mit aquatischen Habitaten und Wildvégeln nachgewiesen (Miller et al., 2008,
Waldenstrom et al., 2002). Die thermotoleranten Campylobacter-Spezies, zu denen C. jejuni,
C. coli und C. lari zahlen, wachsen in einem Temperaturbereich von ca. 30 °C bis 43 °C,
wobei 42 °C das Optimum darstellt (Levin, 2007, Park, 2002).

Obwohl Campylobacter spp. typische Mechanismen der Stressantwort, z. B. alternative
Sigma-Faktoren fehlen, ist der Erreger in der Lage, in der Umwelt zu Uberleben und die
Hindernisse entlang der Lebensmittelkette zu Uberwinden. Im Gegensatz zu Escherichia
(E.) coli, welcher sieben Sigmafaktoren aufweist, wurden in C. jejuni lediglich RpoD (c"°),
RpoN (0°*) und RpoF/FliA (6%) nachgewiesen (Parkhill et al., 2000). Der nah verwandte
Organismus Helicobacter (H.) pylori hat eine ahnlich geringe Anzahl an globalen
regulatorischen Systemen (Scarlato et al., 2001). H. pylori zeigt jedoch gegenlber C. jejuni
eine verminderte Fahigkeit der Anpassung an Stress (Kelly, 2001). Dies deutet auf die
Existenz von alternativen Regulationsmechanismen oder eine gréfRere Rolle der bekannten

regulatorischen Faktoren in Campylobacter spp. hin.

Die Stressantwort von C. jejuni bei steigenden Temperaturen ist im Wesentlichen gut
charakterisiert. Eine Beteiligung klassischer Hitzeschockgene (grpE, dnaK, clpB, groES und
groEL) konnte durch Proteom-Analysen belegt werden (Konkel et al., 1998, Zhang et al.,
2009). Die Untersuchung der Genexpressionsprofile mittels Microarray-Studien von Stintzi
(2003) zeigte eine erhdhte Expression von Genen, welche bekannte Hitzeschock-Proteine,
Chaperone und Membran-assoziierte Proteine codieren (Stintzi, 2003). Dennoch sind
Einzelheiten Uber die Mechanismen der Hitzeschockantwort, beteiligte Stoffwechselwege
und regulatorische Faktoren von C. jejuni noch unbekannt. Darlber hinaus sind
Uberlebensstrategien von C. coli und C. lari bei hohen Temperaturen unerforscht.
-1-
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Neue Ansatze, wie Next-Generation-Sequencing (NGS)-Technologien sind erforderlich, um
Einblicke in die Physiologie, das Uberleben und die Transkriptomarchitektur von
Campylobacter-Spezies zu gewinnen. Die RNA-Sequenzierung (RNA-Seq) wird zunehmend
fir globale Genexpressionsanalysen eingesetzt. Das Ziel dieser Studie war, das Verhalten
von C. jejuni, C. coliund C. lari bei unterschiedlichen Temperaturen (37 °C, 42 °C, 46 °C und
50 °C) darzustellen. Zunachst wurden Uberlebensraten verschiedener Isolate bei diesen
Temperaturen untersucht. Um die Mechanismen der Hitzeschockantwort zu charakterisieren,
wurden Genexpressionsstudien durchgefihrt. Hierfir wurde die globale Stressantwort bei
46 °C von C. jejuni NCTC11168, C. coli RM2228 und C. lari RM2100 mittels RNA-Seq
untersucht. Die quantitative Real-Time PCR (RT-gPCR) diente der Quantifizierung der
Regulation ausgewahlter Gene bei 42 °C, 46 °C und 50 °C sowie der Verifizierung der RNA-
Seqg-Daten.
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21. Charakteristika von Campylobacter

2.1.1. Taxonomie und geschichtlicher Uberblick

Das Genus Campylobacter gehort der Familie der Campylobacteraceae innerhalb der
Ordnung Campylobacterales an. Diese werden den Epsilonproteobacteria zugeordnet. Die
Taxonomie des Genus Campylobacter hat sich seit seiner Einflihrung im Jahre 1963 (Sebald
und Veron, 1963) grundlegend geandert, vor allem durch die Erganzungen von Vandamme
(Vandamme und Goossens, 1992, Vandamme et al., 1991). Die Erstbeschreibung des
Genus Campylobacter geht auf Theodor Escherich im Jahre 1886 zurlick. Dieser beschrieb
in mehreren Veroéffentlichungen ein spiralformiges und bewegliches Bakterium, welches er
aus dem Kolon und Kot von an Diarrhoe erkrankten Katzen isolierte. Er nannte dieses
daraufhin ,Vibrio felinus® (latein. vibrare — schwingen, felis — Katze). Weiterhin isolierte er das
Bakterium aus dem Darm verstorbener Sauglinge. Zwar war eine Anzucht zu diesem
Zeitpunkt noch nicht mdglich, dennoch gelang mehrfach der mikroskopische Nachweis in
Stuhlproben von erkrankten Kindern (Escherich, 1988, Escherich, 1989).

Erst im Jahre 1973 wurde das neue Genus ,Campylobacter (griech. campylos — gebogen,
bacterion — Stabchen) etabliert (Veron und Chatelai 1973). Durch die Moglichkeit der
selektiven Anzucht von Campylobacter spp. aus Stuhlproben wurde diesem Erreger in den
folgenden Jahren eine hdhere Beachtung geschenkt. Gegenwartig gehéren dem Genus
Campylobacter 33 Spezies und 12 Subspezies an (Euzéby, 2014). Von humanmedizinischer
Relevanz sind hierbei die thermotoleranten Spezies Campylobacter (C.) jejuni, C. coli und
C. lari (RKI, 2013).

2.1.2. Morphologie und Erregereigenschaften
Bei Campylobacter spp. handelt es sich um gramnegative, schlanke Stabchenbakterien, die
gekrimmt bis spiralig gewunden sind. Gelegentlich weisen sie eine gerade oder kokkoide
Form auf. Diese kokkoide Form wird in der stationaren Wachstumsphase beobachtet. Auch
eine Veranderung des Sauerstoff- und Nahrstoffangebotes, der Umgebungstemperatur und
des pH-Wertes kdnnen ein Abrunden der Zellen zur Folge haben. Dies kann mit einem
reversiblen Ubergang in einen viable but nonculturable (VBNC)-Status der Bakterien
einhergehen (Chaveerach et al., 2003, Oliver, 2010). Die Bakterien weisen eine Breite von

0,2 bis 0,9 ym und eine Lange von 0,5 bis 5 ym auf. Campylobacter spp. sind uni- oder
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bipolar monotrich begeillelt, was sie zu einer korkenzieherformigen Fortbewegung befahigt
(Levin, 2007, Ursing et al., 1994).

Campylobacter spp. bilden auf Nahrmedien meist sehr kleine, flache, leicht konvexe und
glanzende Kolonien aus. Diese erreichen einen Durchmesser von ein bis zwei Millimetern
und sind in den meisten Fallen grau, selten braunlich gefarbt und wachsen ohne Hamolyse

auf bluthaltigen Medien (Skirrow und Benjamin, 1980).

Die Bakterien des Genus Campylobacter zeichnen sich durch hohe Anspriiche an die
Wachstumsbedingungen aus (Park, 2002). Die Bebritung muss unter mikroaeroben
Bedingungen erfolgen. Als optimale Atmosphare wird ein Gasgemisch aus 85 % N3, 5 % O
und 10 % CO, beschrieben (Bolton und Coates, 1983). Der Temperaturbereich fir das
Wachstum thermotoleranter Vertreter (C. jejuni, C. coli, C. lari und C. upsaliensis) liegt
zwischen 30 °C und 43 °C , wobei 42 °C das Optimum darstellt (Levin, 2007, Park, 2002).
Besonders aus diesen beiden Faktoren |asst sich ableiten, dass der Erreger au3erhalb des

Wirtsorganismus meist zwar iberlebens-, aber nicht vermehrungsfahig ist.

Im Vergleich zu den meisten anderen lebensmittelassoziierten Krankheitserregern weisen
Campylobacter spp. eine geringe Toleranz gegenuber Umwelteinflissen und den
Stressbedingungen entlang der Lebensmittelkette auf (Park, 2002). Hierbei spielen
zahlreiche Stressoren wie Austrocknung, oxidativer und osmotischer Stress, Anderungen
des pH-Wertes, Hitze- und Kaltestress eine Rolle (Alter und Scherer, 2006, Blaser et al.,
1980, Doyle und Roman, 1982b, Fernandez et al., 1985, Humphrey, 1988, Park, 2002).

Das Genom der meisten Campylobacter-Spezies ist mit ca. 1600-2050 Kilobasen (kb) relativ
klein. Einige Stmme besitzen zusatzlich Plasmide (Nuijten et al., 1990, Taylor, 1992). Das
Campylobacter-Genom zeichnet sich aufierdem durch einen niedrigen G+C-Gehalt aus,
welcher bei C. jejuni NCTC11168 bei 30,6 % liegt (Parkhill et al., 2000). Relevante
Virulenzfaktoren sind Motilitdt, Chemotaxis, die Fahigkeit der Invasion und Adh&sion an
Darmzellen, Toxinbildung, eine Variabilitdt der Oberflachenantigene und die Anpassung an

diverse Stressoren im Wirtsorganismus (Silva et al., 2011, van Vliet und Ketley, 2001).
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2.2. Pravalenzen und Epidemiologie

2.2.1. Campylobacter spp. bei Tieren

Ein wesentliches Reservoir fir Campylobacter spp. stellt der Verdauungstrakt von Tieren
dar, wobei diese in den meisten Fallen asymptomatische Trager sind. Campylobacter kann
im Darm und im Kot von vielen Nutztieren, wie Geflugel, Rindern, Schafen, Schweinen und
Haustieren, wie Hunden und Katzen, nachgewiesen werden (Gras et al., 2013, Mughini Gras
et al., 2012). In dem Bericht des Bundesinstituts flr Risikobewertung (BfR) Uber die Erreger
von Zoonosen wird die weite Verbreitung von Campylobacter spp. innerhalb der
verschiedenen Tierarten deutlich (Tabelle 1). C. jejuni und C. coli stellen die am haufigsten
detektierten Spezies in Gefligel dar (Hartung et al., 2014), wobei C. jejuni haufiger im
Haushuhn nachgewiesen wird als C. coli (Keller et al., 2007, Sasaki et al., 2011). Die
Epidemiologie von Campylobacter in Gefliigelbestanden ist bis heute nicht vollstandig geklart
(Ridley et al., 2011), auch wenn bekannt ist, dass besonders die horizontale Transmission
fir die Kolonisation im Gefligel verantwortlich ist (Newell et al., 2011). Studien belegen
ebenso eine rasche horizontale Verbreitung von Campylobacter in Schweinebestéanden. Bei
zunachst Campylobacter-negativen Ferkeln wurden bereits nach vier Wochen 85 %
(Weijtens et al., 1997) bzw. 79,1 % (Alter et al., 2005) der Tiere positiv auf Campylobacter

getestet.

Tabelle 1: Pravalenzen von Campylobacter spp. in Tieren in Deutschland
(Hartung und Kasbohrer, 2013, Hartung et al., 2014)

Tierart Préavalenz Haufigste Campylobacter-
2011 2012 Spezies

Legehennen (Einzeltiere) 21,0 % 27,0 % C. jejuni, C. coli
Masthahnchen (Einzeltiere) 25% 9,2 % C. jejuni, C. coli
Rinderherden 6,4 % 3,9 % C. jejuni, C. coli, C. fetus
Schweineherden 12,1 % 8,5 % C. coli
Schafherden 2,7 % 0,4 % C. coli
Ziegen (Einzeltiere) 33,0 % 2,6 % C. coli
Hunde 9,2 % 7,3 % C. jejuni, C. upsaliensis
Katzen 47 % 4.4 % C. upsaliensis, C. jejuni

Diese Daten belegen, dass vor allem Gefligel ein wichtiges Reservoir flr C. jejuni und
C. coli darstellt. Die Untersuchungen zeigen darlber hinaus, dass Campylobacter auch bei
Rindern und Schweinen weit verbreitet ist. Allerdings wird Campylobacter in Fleisch dieser
Tiere nur selten nachgewiesen, was darauf hindeutet, dass der Schlachtprozess bei Rind

und Schwein besser geeignet ist, die Ubertragung von Campylobacter vom Tier auf den

-5-
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Schlachtkdrper zu unterbinden (Hartung et al., 2014). Der Nachweis von C. jejuni und C. coli
bei Hunden und Katzen kdnnte durch die Verfutterung von rohem Gefligel-, Rind- oder
Schweinefleisch bedingt sein. Auch wird bei Hunden und Katzen die Aufnahme von

Campylobacter spp. aus der Umwelt diskutiert (Acke et al., 2009)

Neben der Verbreitung von Campylobacter spp. in Nutz- und Haustieren wird der Erreger
auch in Wildtieren detektiert. Zahlreiche Wildvogelspezies, wie Tauben, Albatrosse, Mowen
und Pinguine wurden als Trager von Campylobacter spp. identifiziert (Garenaux et al., 2008,
Keller und Shriver, 2014, Waldenstrom et al., 2002). In einer umfangreichen Studie zum
Vorkommen von Campylobacter spp. in Wildvdgeln wurden insgesamt 9,2 % der unter-
suchten Tiere (n=781) positiv auf Campylobacter getestet. Dabei wurde C. jejuni bei 8,1 %
der Tiere detektiert, wahrend C. coli (1,4 %) und C. lari (0,3%) eine deutlich geringere

Pravalenz zeigten (Keller und Shriver, 2014).

2.2.2. Campylobacter spp. in der Umwelt

Campylobacter spp. stellen hohe Anspriche an ihre Umwelt und sind gegenilber vielen
Faktoren, wie Austrocknung, UV-Licht, Temperaturverdanderungen und Sauerstoff sehr
empfindlich. Dennoch ist ein Uberleben in der Umwelt moglich (Kassem und Rajashekara,
2011). Da der Verdauungstrakt zahlreicher Tiere ein Reservoir fur Campylobacter darstellt,

ist seine Verteilung in der Umwelt nahezu ubiquitar.

Im Falle der Kolonisation von Tierherden ist Campylobacter auch in der Umgebung weit
verbreitet und kann noch nach Wochen detektiert werden (Herman et al., 2003, Johnsen et
al., 2006). In zahlreichen Untersuchungen sind die unterschiedlichsten Umgebungsproben,
wie Wasser, Luft, Erde, sowie untersuchte Stalleinrichtungen u. a. Campylobacter-positiv
(Tabelle 2), was als Indikator fir die Anpassungsfahigkeit von Campylobacter spp. an

diverse Umweltbedingungen gewertet wird (Bull et al., 2006, Wilson, 2004).
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Tabelle 2: Untersuchungen zum Vorkommen von Campylobacter spp. in Umgebungs-
und Gewdsserproben

Probenart Campylobacter- C. jejuni C. coli C. lari Referenz
positiv
Flusswasser 49,0 % (n=769) 45,0% 34,0% 19,0% Khan etal. (2014)

Umgebungsproben 27,0 % (n= 120) k. A. K. A. k. A. Schroeder et al. (2014)
einer Putenfarm

Umgebungsproben 14,6 % (n=8271) k. A. K. A. k. A. Ellis-lversen et al. (2012)
von Putenfarmen

Gewasserproben 43,0 % (n=2481) 352% 2,3% 5,2% St-Pierre et al. (2009)

Umgebungsproben 35,0 % (n=126) 10,0% 29,0% k.A. Jensen et al. (2006)
Outdoor-
Schweinehaltung

Stehende 40,5% (n=119) 143% 18,5% - Kemp et al. (2005)
Oberflachen-

gewasser

Umgebungsproben 0,7 % (n=1417) - 0,7 % - Alter et al. (2005)

konventionelle
Schweinehaltung

C. jejuni kann eine verlangerte Lebensdauer in Wasser aufweisen, wenn eine
Internalisierung durch Protozoen, wie Tetrahymena pyreformis und Acanthamoeba
castellanii stattfindet. Internalisierte Bakterien Uberlebten bis zu 8 Tage bei 25 °C, was die
ubliche Uberlebensdauer deutlich Ubersteigt. Dies erhdht das Potential von Campylobacter
spp., in Gefligel zu kolonisieren, da die Bakterien verstarkt Uber das Trankwasser
aufgenommen werden (Snelling et al., 2005). Diese Ergebnisse stitzen die Theorie, dass
der mit Wasser assoziierte Infektionsweg die Verbindung zwischen dem Vorkommen von
Campylobacter spp. im Gefliigel, anderen domestizierten Tieren, Lebensmitteln und dem
Menschen darstellt. In einer Studie in Finnland wurden Risikofaktoren fir eine
Campylobacter-Infektion untersucht, wobei Brunnenwasser und Oberflachengewasser zu
den wichtigsten Infektionsquellen zahlten (Schonberg-Norio et al., 2004). In einer weiteren
umfangreichen epidemiologischen Studie der Campylobacteriosen in Kanada in den Jahren
2000-2001, wurde die Infektionsursache in 53 % der Falle dem Konsum von unbehandeltem
Trinkwasser zugesprochen (Michaud et al., 2004). Eine bedeutende Rolle fiir das Uberleben
von C. jejuni in der Umwelt spielt die Bildung von Biofilmen. Diese kdnnen auf einer Vielzahl
abiotischer Systeme, in Bewasserungssystemen als auch in natirlichen Gewassern gebildet
werden und das Uberleben von Campylobacter spp. auch unter suboptimalen Bedingungen
gewabhrleisten (Brown et al., 2013, Teh et al., 2014).
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2.2.3. Campylobacter spp. im Lebensmittel

Die haufigste Infektionsursache fur eine Campylobacteriose beim Menschen sind
Lebensmittel tierischen Ursprungs. Hier stehen Geflugelfleisch und dessen Produkte im
Vordergrund. Pravalenzstudien haben gezeigt, dass europaweit 29,6 % von frischem
Hahnchenfleisch und 29,5 % von frischem Putenfleisch als positiv fir Campylobacter spp.
getestet wurden. Bei Rindfleisch (0,6 %) und Schweinefleisch (0,5 %) lagen die Pravalenzen
deutlich niedriger. Die Pravalenzen von Campylobacter in Lebensmitteln haben sich seit
2004 europaweit nicht wesentlich verandert (EFSA, 2012). Aus den detaillierten und
umfangreichen Monitoring-Daten aus dem Jahr 2009 des Bundesinstitutes flr
Risikobewertung (BfR) gehen hohe Pravalenzen von Campylobacter in Geflligelfleisch und
dessen Produkten hervor. Dabei zeigen Hahnchenfleisch (39,6 %) und Putenfleisch (15,2 %)
deutlich héhere Nachweisraten fur Campylobacter als Kalb- und Schweinefleisch (0,3 %
bzw. 0,4 %). Weiterhin geht aus diesen Daten eine starkere Belastung von frischem Fleisch

als von Fleischzubereitungen hervor (Tabelle 3).

Tabelle 3: Pravalenzen von Campylobacter in Lebensmittelproben aus dem
Einzelhandel (Hartung und Kasbohrer, 2011)

Matrix Campylobacter-positive Proben
Hahnchenfleisch 39,6 % (237/598)

- Frisches Fleisch 47,0 % (194/413)

- Fleischzubereitungen 23, 2 % (43/185)
Putenfleisch 15,2 % (86/566)

- Frisches Fleisch 19,5 % (78/399)

- Fleischzubereitungen 4,8 % (8/167)
Kalbfleisch 0,3 % (1/377)

- Frisches Fleisch 0,3 % (1/351)

- Fleischzubereitungen 0,0 % (0/26)
Schweinefleisch 0,4 % (3/857)

- Frisches Fleisch 0,3 % (1/382)

- Fleischzubereitungen 0,5 % (1/202)

- Hackfleisch 0,4 % (1/273)
Fleisch und -zubereitungen 13,6 % (327/2398)

- Frisches Fleisch (alle Herklinfte) 17,7 % (274/1545)

- Fleischzubereitungen (alle Herklnfte) 9,0 % (52/580)

Aktuellere Studien belegen die gleichleibend hohen Pravalenzen von Campylobacter in
Geflugelfleisch. In Hahnchenfleisch wird hierbei sehr haufig C. jejuni (69,4-94,0 %)
nachgewiesen, wahrend in Putenfleisch auch C. coli (47,6 %) hohe Nachweisraten zeigt
(Tabelle 4).
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Tabelle 4: Pravalenzen von Campylobacter spp. in Gefligelfleisch

Lebensmittel Campylobacter-positiv C. jejuni C. coli Referenz

Hahnchenbrustfilet 29,0 % (187/645) 87,0% 13,0% Cook et al. (2012)
mit Haut

Hahnchenbrustfilet 42,0 % (131/312) 94,0 % 6,9% Cook et al. (2012)
ohne Haut

Hahnchenfleisch 38,4 % (435/1132) 69,4 % 16,0 % Baumgartner (2011)
Putenfleisch 16,5 % (123/745) 516 % 47,6 % BfR(2014)
Huhnchenleber 81,0 % (21/26) k. A. k. A.  Strachan (2012)

Eine Studie aus Belgien zeigt eine Reduktion der Campylobacteriose-Falle um 40 %
wahrend der Dioxin-Krise, als kein Geflugelfleisch auf dem Markt erhaltlich war (Vellinga und
Van Loock, 2002). Vergleichbare Ergebnisse gehen aus einer Zusammenfassung
verschiedener Risikoschatzungen hervor. Demnach sollen 30-50 % der humanen
Campylobacteriosen durch Kontakt mit Gefliigel oder nach dem Verzehr von Gefliigelfleisch
auftreten (Nauta et al., 2009). In der EU waren im Jahre 2012 44 % der Campylobacter-
Ausbriche auf Hahnchenfleisch zurlckzufuhren. Bis auf die durch Milch verursachten

Ausbriche (20 %) haben andere Lebensmittel eine geringere Bedeutung (Abbildung 1).

Milchprodukte

4% (1) Schweinefleisch*

4% (1)
Rindfleisch*

4% (1)
Lammfleisch*
4% (1)
Putenfleisch*
4% (1)
Hahnchenfleisch*
44 % (1 1) Buf‘fet-Speisen
4% (1)
Gemischte
Erzeugnisse aus
\ rotem Fleisch
4% (1)
Andere und
gemischte
Gefligelfleisch-
erzeugnisse
8 % (2) * und Erzeugnisse daraus

Abbildung 1: Verteilung der Campylobacteriose-Ausbriche verursachenden Lebens-

mittel in der EU im Jahre 2012 (EFSA, 2014)
Die Nummern in Klammern beziehen sich auf die absolute Anzahl der Ausbriiche



Literatur

Neben der Verbreitung von Campylobacter spp. in der Primarproduktion kommt auch eine
sekundare Kontamination wahrend der Verarbeitung in Frage. Eine Kreuzkontamination
wahrend der Zubereitung der Mahlzeiten gilt als wichtige Infektionsquelle (de Jong et al.,
2008, EFSA, 2012, Luber et al., 2006). Neben Fleisch und Fleischprodukten kann Rohmilch
als eine wichtige Infektionsquelle angesehen werden. Der Zusammenhang zwischen der
Erkrankung von Personengruppen und dem Verzehr von nicht hitzebehandelter Milch wurde
mehrfach hergestellt (Longenberger et al., 2013, Wood et al., 1992). Beweisend ist auch die
klonale Identitat der C. jejuni-Stdmme in der kontaminierten Milch und den erkrankten
Personen (RKI, 2000). Der Konsum von kontaminiertem Trinkwasser spielt besonders in
Entwicklungs- und Schwellenlandern eine wichtige Rolle. Selbst in hoch entwickelten
Landern kann es durch den Konsum von nicht desinfiziertem Grundwasser oder fakal
kontaminiertem Trinkwasser zu Ausbriichen einer Campylobacteriose kommen (Pitkanen,
2013).

2.2.4. Campylobacter spp. beim Menschen

Die Campylobacteriose war im Jahr 2012 in den 27 Mitgliedstaaten der Europaischen Union
(EU) mit 214.268 Fallen (50,28 Falle/100.000) die beim Menschen am haufigsten auftretende
Zoonose (Abbildung 2). Auch wenn die Anzahl der Falle im Vergleich zum Vorjahr (223.998
Falle) um 4,3 % reduziert ist, zeichnete sich in den letzten Jahren ein kontinuierlicher Anstieg
der humanen Campylobacteriosen ab (Abbildung 3). In Anbetracht der hohen Anzahl von
Campylobacteriose-Fallen war die Anzahl der gemeldeten Todesfalle mit 0,03 % sehr gering
(EFSA, 2014). In Deutschland fihrten in den Jahren 2001 bis 2010 10 % der
Campylobacteriosen zu einer Hospitalisierung der Patienten, wobei besonders Kinder
<1 Jahr (14 % der Falle) und Personen >70 Jahren (22 % der Falle) betroffen waren
(Schielke et al., 2014).

Campylobacteriose N =214.268
Salmonellose N =91.034
VTEC-Infektionen N =5.671
Listeriose 1 N =1.642
Q-Fieber | N =643
Brucellose | N =328
Trichinellose | N =301
West Nile Fieber | N =232
Tuberkulose N =125

Tollwut | N=2

0 50000 100000 150000 200000 250000

Abbildung 2: Anzahl der beim Menschen bestaitigten Zoonose-Félle in der EU 2012
(EFSA, 2014)
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Die hochsten Inzidenzen der Campylobacteriose im Jahr 2012 wurden in der Tschechischen
Republik (174 Falle/100.000) sowie der Slowakei, Luxemburg und dem Vereinigten
Konigreich (106-117 Falle/100.000) nachgewiesen. In Bulgarien, Polen, Italien und
Rumanien war die Haufigkeit der Campylobacteriosen sehr gering (< 2 Falle/100.000). In
Deutschland wurden im gleichen Jahr 62.504 Falle gemeldet, was einer Inzidenz von 76,54
Fallen/100.00 entspricht und damit die durchschnittliche Inzidenz in der EU Ubersteigt (EFSA
2014). Die in Deutschland auftretende steigende Anzahl der Falle bis zum Jahr 2011 und der
leichte Rickgang im Jahr 2012 entsprechen dem Trend in der EU (Abbildung 3). In den USA
trat die Campylobacteriose im Jahre 2011 mit einer vergleichsweise geringen Inzidenz von
14,28 Falle/100.000 auf. Die Anzahl der Salmonellose-Falle (16,45 Falle/100,000) tbersteigt,

anders als in der EU, sogar die gemeldeten Campylobacteriosen (CDC, 2012).

350000 +
300000 -

250000 -
200000 - =EU
150000 - m Deutschland
100000 -
50000 -
0 ] | . . ]

2008 2009 2010 2011 2012

Abbildung 3: Anzahl der beim Menschen bestitigten Campylobacteriose-Falle in der
EU und in Deutschland 2008-2012 (EFSA, 2014)

Zu 46.830 (74 %) der Campylobacter-Enteritiden in Deutschland lagen genauere Angaben
zur Spezies vor. Davon entfielen 68 % auf C. jejuni, 7 % auf C. coli und 23 % auf
C. coli/jejuni (nicht differenziert). Auf die Ubrigen Spezies, z. B. C. lari, C. upsaliensis bzw.

C. fetus entfielen weniger als 1 % der Angaben (RKI, 2013).

Die Ubertragung von Campylobacter spp. kann auf direktem und indirektem Wege erfolgen.
Eine Infektion durch direkten Kontakt mit Tieren ist ein relativ seltenes Phanomen und betrifft
meist Bauern, Tierarzte und Schlachthofpersonal. Auch der Kontakt mit Haustieren oder
erkrankten Menschen stellt ein potentielles Risiko dar. Die meisten Campylobacter-
Infektionen treten als sporadische Einzelféalle auf, deren Ursache meist nur vermutet werden
kann. Zuweilen betrifft der Krankheitsausbruch auch kleine Gruppen, z. B. Familien
(Friedman et al., 2004, Pires et al., 2010). Bei grolkeren Campylobacteriose-Ausbriichen
spielen kontaminierte Gewasser eine Rolle, die eine Eintragsquelle in das

Trinkwassersystem darstellen (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Auflistung der Veroéffentlichungen uiber die durch Trinkwasser verursachten
Campylobacteriose-Ausbriiche 2000-2010
(modifiziert nach Pitkanen, 2013)

Jahr Zahl der Erkrankungsfille Ursache Referenz

2000 2300 Starker Regen Clark et al. (2003)

2000 5500 Starker Regen Hanninen et al. (2003)
2000 2600 Chlorierung fehlerhaft Gallay et al. (2006)

2000 442 Starker Regen Richardson et al. (2007)
2001 800 Infiltration Hanninen et al. (2003)
2001 18 Oberflachenwasserabfluss Hanninen et al. (2003)
2004 5100 Starker Regen Pitkanen et al. (2008)
2007 5800 Querverbindung Vestergaard et al. (2007)
2007 9500 Querverbindung Laine et al. (2011)

2007 3600 Probleme bei der Verteilung  Jakopanec et al. (2008)
2008 ca. 1500 Querverbindung Breitenmoser et al. (2011)
2009 - Chlorierung fehlerhaft Karagiannis et al. (2010)
2010 20 Starker Regen Gubbels et al. (2012)

Eine indirekte Ubertragung erfolgt in den meisten Fallen durch Lebensmittel als Vektor.
Mindestens 80 % der Campylobacteriosen sollen lebensmittelassoziiert sein (Alter und
Scherer, 2006). Die direkte fakal-orale Ubertragung von Mensch zu Mensch spielt, auRer bei
Kleinkindern, aufgrund der geringen Infektionsdosis von ca. 500-800 Bakterien bei der

Verbreitung von Campylobacter spp. kaum eine Rolle (Black et al., 1988).

Die altersspezifischen Inzidenzen in Deutschland waren 2-gipflig mit den héchsten Werten
bei einjahrigen Kindern (154,6 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner) und bei 20- bis 24-
Jahrigen (129,0), gefolgt von 25- bis 29-Jahrigen (110,8) und 2-jahrigen Kindern (105,3)
(RKI, 2013).

Des Weiteren zeigt sich eine Saisonalitat der Erkrankung mit einem steilen Anstieg im Mai,
einem Plateau in den Sommermonaten und einem anschlieRenden Abfall in den
Wintermonaten (Schielke et al., 2014). Es wird Uber einen Zusammenhang zwischen der
Inzidenz in Broilerbetrieben, in Menschen und der mittleren Temperatur in den
entsprechenden Regionen berichtet (Jore et al., 2010, Newell und Fearnley, 2003). Im
Sommer kommt es aulerdem haufiger zu einer Nahrungsaufnahme im Freien (Picknicken,
Grillen u.a.), was mit einer Unterbrechung der Kuhlkette oder der Aufnahme von
unzureichend gegartem Fleisch und folglich mit einer Infektion mit Campylobacter
einhergehen kann (RKI, 2007).

-12 -



Literatur

2.2.5. Pathologie und Klinik der humanen Campylobacteriosen

Das Spektrum der Campylobacter-Infektion reicht von einem asymptomatischen Verlauf bis
zu einer schweren lebensbedrohlichen Kolitis. Eine klinisch manifeste Infektion mit
Campylobacter spp. auldert sich vornehmlich in einer gastrointestinalen Symptomatik die sich
nicht von der Infektion mit anderen typischen Durchfallerregern unterscheiden lasst. Die
Diagnose kann nur durch den Nachweis von Campylobacter im Kot erfolgen. Milde
Infektionen mit Campylobacter zeigen, ahnlich wie virale Erkrankungen des Magen-Darm-
Traktes, Uber ein bis zwei Tage anhaltende Symptome oder bleiben symptomlos. Die
Erkrankung beginnt haufig mit einer zweitdgigen Prodromalphase, welche sich durch Fieber,
Kopf-, Gelenk- und Muskelschmerzen auszeichnet. Die sich anschlieRenden klassischen
Anzeichen einer Gastrotenteritis sind Durchfall, Abdominalschmerzen, Ubelkeit, Schwindel
und Erbrechen (Schonberg-Norio et al., 2010).

Die Inkubationszeit betragt durchschnittlich ein bis drei Tage. In den meisten Fallen handelt
es sich um eine selbstlimitierende Diarrhoe, deren Symptome nach wenigen Tagen
abklingen (Blaser und Engberg, 2008). Es wird beschrieben, dass eine Infektionsdosis von
500-800 Bakterien ausreicht, um eine Erkrankung auszuldsen (Black et al., 1988). Bis zu 20
% der Patienten erleiden einen Ruckfall, eine schwere oder langer andauernde Erkrankung
(Blaser et al., 1979). In diesen Fallen kann es zu schweren hamorrhagischen Durchfallen
und einer extraintestinalen Manifestation der Infektion kommen. Je nach Lokalisation der
Krankheitserreger und des Immunstatus des Patienten entstehen Komplikationen wie
Cholecysteitis, Meningitis, Endocarditis, Pancreatitis, Cystitis oder Arthritis (Schonberg-Norio
et al., 2010). Systematische Campylobacteriosen treten bei immunsupprimierten Patienten
als subakute Bakteriamie auf und werden bei weniger als 1 % der Erkrankungen
beschrieben (Fernandez-Cruz et al., 2010, Allos, 2001). Ein tédlicher Ausgang ist mit 0,05
Fallen pro 1000 Infektionen sehr selten (Allos, 2001).

Als Spatfolgen kdénnen das Guillain-Barré-Syndrom, das Reitersyndrom und die Reaktive
Arthritis auftreten. Eine Reaktive Arthritis tritt bei 1-7 % der an Campylobacteriose erkrankten
Patienten auf. Etwa 1-2 Wochen nach Krankheitsbeginn lassen sich Symptome einer
oligoartikularen und asymmetrischen Arthritis feststellen, die haufig nach Wochen bis
Monaten wieder abklingen (Hannu et al., 2002). Beim Guillain-Barré-Syndrom kommt es zu
einer nervalen Degeneration. Es treten Parasthesien auf, die sich zu Paresen oder
Tetraplegien entwickeln konnen. Eine Lahmung des Zwerchfells und eine damit
einhergehende Atemlahmung kénnen als mogliche Folge auftreten (van Doorn et al., 2008).
Das Risiko ein Guillain-Barré-Syndrom nach einer C. jejuni-Infektion zu entwickeln ist mit 1
/1.000 sehr gering. Dies deutet darauf hin, dass genetische Faktoren bei der Entwicklung

dieser Erkrankung beteiligt sind (Nyati und Nyati, 2013).
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2.3. Alilgemeine Mechanismen der bakteriellen Stressantwort

Bei den bakteriellen Stressantwortmechanismen wird zwischen der generellen und der
spezifischen Stressantwort unterschieden. Die generelle Stressantwort, welche durch
multiple Stressoren ausgelost wird, resultiert in einem reduzierten Wachstum oder einem
Eintritt in die stationare Phase. Es kommt zu umfangreichen Veranderungen in der
Zellphysiologie, z. B. Modifikation der Zellhille, einer gesteigerten Stresstoleranz oder einer
Akkumulation von Energietragern. Die Systeme der generellen Stressantwort werden
hauptsachlich durch alternative Sigmafaktoren kontrolliert, wie o° bei Escherichia (E.) coli
und o® bei Bacillus (B.) subtilis (Hengge-Aronis, 1999). Die spezifische Stressantwort tritt
meist dann auf, wenn sich eine Umweltbedingung andert und sich die Reaktion des

Bakteriums auf diesen Stressor beschrankt.

Die Mechanismen, mit denen Bakterien die Anderungen in ihrer Umgebung erkennen und
sich an diese anpassen, sind vielfaltig. Die Regulation des Stoffwechsels und der
Signaltransduktion spielen dabei eine zentrale Rolle (Giuliodori et al., 2007, Hengge-Aronis,
2002). Nur einige Proteine werden bei allen Wachstumsbedingungen bendtigt und missen
konstitutiv vorhanden sein, wohingegen die Expression zahlreicher anderer Gene einer
Regulation unterliegt. Die Modulation von Menge und Aktivitat der benétigten Proteine ist
entscheidend fiir die Anpassungsfahigkeit von Mikroorganismen (Hottes et al., 2013). Wie in
Abbildung 4 dargestellt, kann die Regulation der Menge synthetisierter Proteine auf
verschiedenen Ebenen des Zellstoffwechsels erfolgen (Yousef, 2002). Neben den
Regulationsmechanismen, die auf der Ebene der Transkription stattfinden, gibt es zahlreiche
posttranskriptionale Systeme die eine Anpassung an verschiedene Stressoren ermoéglichen
(Cain et al., 2014). Die Aktivitat bereits vorliegender Proteine kann lediglich posttranslational
kontrolliert werden. Es existieren komplexe Systeme zur Steuerung von Enzymaktivitaten
und damit zur adaquaten Reaktion des Organismus auf Umweltbedingungen. Hierzu
gehodren zum Beispiel verschiedene Wege der Enzymaktivierung und -hemmung, die Bildung
von Isoenzymen, kovalente Modifikation von Enzymen und Proteinprozessierung (Madigan,
2009). Durch das Zusammenspiel der Mechanismen auf beiden Ebenen ist eine effektive

Anpassung des Zellmetabolismus auf sich andernde Bedingungen mdglich.
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Abbildung 4: Vereinfachte Darstellung der in die Stressantwort involvierten zellularen
Prozesse sowie Methoden der Messung dieser Stressantworten (modifiziert nach
Yousef, 2002)

Voraussetzung fir eine adaquate Anpassung an die Umgebung ist die Wahrnehmung des
Milieus. Neben intrazellularen Stimuli, wie Molekilil- oder lonenkonzentrationen, existieren
extrazellulare Reize, auf die der Organismus reagieren muss. Hierfir stehen diverse
Rezeptoren mit unterschiedlicher Lokalisation und Funktionsweise zur Verfiigung (Krell et al.,
2010). Die Zellmembran von Bakterien ist mit zahlreichen Sensorproteinen ausgestattet, die
das Auftreten von verschiedenen Stoffen wahrnehmen (Tabelle 6). Es handelt sich um
Proteine, die mit cytoplasmatischen Sensorkinasen in Wechselwirkung treten. Diese
Sensorproteine geben der Zelle die Maoglichkeit, die Konzentration verschiedener
Substanzen zu Uberwachen. Die Bindung bestimmter Stoffe 16st eine Abfolge von
Wechselwirkungen mit Cytoplasmaproteinen aus. An diesen Prozessen sind haufig Enzyme
und sekundare Botenstoffe beteiligt. Nach der Transduktion des Signals an ein
Effektorprotein wird dieses aktiviert und 16st eine spezifische zellulare Antwort aus.
Effektorproteine sind beispielsweise Transkriptionsfaktoren, welche die Transkription
bestimmter Gene aktivieren. Zahlreiche Bakterien besitzen diese so genannten Zwei-
Komponenten-Systeme (Krell et al., 2010, Stock et al., 2000).
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Tabelle 6: Auswahl einiger Zwei-Komponenten-Systeme mit ihren entsprechenden
Funktionen und Signalmolekiilen bzw. Umweltreizen
(modifiziert nach Krell et al., 2010)

System Funktion Signalmolekiile/Umweltreize
ArcB/ArcA  Wahrnehmung von O, und Redoxzustand Quinone

NarX/NarL  Nitrat und Nitrit Respiration Nitrat, Nitrit

CitA/CitB Citrat-Transport, anaerober Stoffwechsel Citrate

CheA/CheY Chemotaxis Serin and Aspartat

FixL/FixJ Nitrogenbindung 0,, CO, NO

LovK/LovR Attachment der Bakterienzelle Blaues Licht

TodS/TodT Degradation von Benzenderivativen Monoaromatische Verbindungen
NtrB/NtrC Nitrogenbereitstellung 2-Ketoglutarat, Glutamin
KdpD/KdpE Kaliumversorgung Kalium

VanS/VanR Antibiotika Vancomycin

EnvZ/OmpR Osmolaritat unbekannt

KinB/SpoOF Sporulation unbekannt

BvgS/BvgA Virulenz Temperatur, Sulfationen, u. a.
LuxQ/LuxO Quorum sensing Al-2

DesR/DesK Moadifikation von Lipiden Temperatur

Eine Anpassung des Stoffwechsels auf eine Unterversorgung mit Nahrstoffen resultiert bei
Prokaryonten haufig in einer stringenten Antwort. Der Stoffwechsel wird vermindert und das
Wachstum verlangsamt. Zusatzlich fiihrt die stringente Antwort zu einer erhéhten
Stressresistenz der Zelle (Helaine und Kugelberg, 2014). Wie in Abbildung 5 dargestellt,
resultiert der Mangel an Nahrstoffen in einer Umwandlung von Guanosintriphosphat (GTP),
Guanosindiphosphat (GDP) und Adenosintriphosphat (ATP) in Guanosintetraphosphat
(ppGpp) und Guanosinpentaphosphat (pppGpp). Diese Molekile beeinflussen bis zu einem
Drittel aller Gene in der Zelle. Die Signalmolekile ppGpp und pppGpp hemmen eine Reihe
von Stoffwechselvorgangen, wie die RNA-Synthese, die Proteinbiosynthese, die Synthese
von Phospholipiden und Nukleotiden sowie die Zellteilung (Mechold et al., 2013). Gleichzeitig
kommt es zu einer Aktivierung von biosythetischen und katabolischen Operons, um andere
Nahrstoffquellen zu nutzen. Die Synthese der Proteine der Stressantwort und der Abbau von

Proteinen werden gefordert (He et al., 2012).
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Abbildung 5: Stringente Antwort bei Vibrio (V). cholerae

RelA, SpoT und RelV regulieren die Synthese und Hydrolyse von (p)ppGpp. Dies
induziert die Expression von vpsR, einem Regulator fiir die Biofilmbildung (modifiziert
nach He et al., 2012)

Zahlreiche Bakterien, wie Vibrio (V.) spp., E. coli, Salmonella spp., Klebsiella spp. und
Campylobacter spp. gehen in einem suboptimalem Milieu in einen viable but nonculturable
(VBNC)-Status Uber (Cloak et al., 2002, Oliver, 2005). Vor allem ein Nahrstoffmangel und
der Eintritt in die stationdre Phase kénnen einen Ubergang der Bakterien in den VBNC-
Status bewirken. Dabei verandern sich die Zellen zum Teil morphologisch. Campylobacter
spp. gehen von ihrer spiralig gewundenen Zellform in eine kokkoide Form (ber (Chaveerach
et al., 2003, Oliver, 2010). Die Frage, ob der VBNC-Status ein reversibler Prozess oder eine
degenerative Form der Bakterien ist, kann bis heute nicht eindeutig beantwortet werden
(Thomas et al., 2002). Obwohl die Mechanismen des VBNC-Status nicht vollstandig geklart
sind, ist dennoch sicher, dass er bei einigen Bakterien eine entscheidende Rolle beim
Uberleben in der Umwelt spielt (Li et al., 2014, Thomas et al., 2002, Trevors, 2011).

Das bei C. jejuni und C. coli nachgewiesene LuxS-Protein ist zustandig fir die Produktion
eines Autoinducer-2-Molekiils (Al-2). Dies deutet darauf hin, dass Campylobacter spp. zu
Quorum Sensing befahigt sein kénnten (Bassler, 1999, Cloak et al., 2002, He et al., 2008).
Die zelldichteabhangige Regulation der Genexpression ist vor allem in Biofilmen ein
wichtiger Mechanismus der interzellularen Kommunikation. Dies kann ihre
Anpassungsfahigkeit an diverse Stressoren, selbst unter extremen Bedingungen, deutlich
erhéhen (Plummer, 2012).

Einige Gruppen von Genen unterliegen einer gemeinsamen Regulation. Es gibt zwei weit

verbreitete Organisationssysteme, die eine koordinierte Expression mehrerer Gene
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bewirken. In einem Operon liegen alle Gene verbunden im Genom vor und unterliegen der
Steuerung durch einen Promotor (Abbildung 6a). In einem Regulon befinden sich die Gene
an verschiedenen Orten auf dem Chromosom. Sie besitzen allerdings alle Promotoren,
welche auf den gleichen Regulator reagieren (Abbildung 6b). Eine solche Gruppe von Genen
wird als Regulon bezeichnet. Diese Gene werden gleichzeitig an- oder abgeschaltet.
Auslésende Faktoren kdnnen diverse Molekile und Verbindungen sein, wie stickstoff- oder
phosphathaltige Stoffe, geschadigte DNA, Antibiotika, Ethanol oder Schwermetalle. Auch
veranderte Umgebungsbedingungen (Temperatur, pH-Wert, Sauerstoffkonzentration u. a.)
kénnen detektiert werden und zu einer veranderten Genexpression fiihren. Diese Faktoren
flhren zu einer starken Zunahme von Regulatoren, den alternativen Sigmafaktoren. RNA-
Polymerasen, die mit alternativen Sigmafaktoren komplexiert sind, erkennen abweichende
Promotorsequenzen und flihren somit zur Expression von spezifischen Genen. Gleichzeitig
ist die Bindung an Promotoren, welche nicht an der Stressreaktion beteiligt sind, reduziert
(Losick und Pero, 1981). Folglich werden nicht bendtigte Gene weniger stark exprimiert.
Dieses Zusammenspiel von Induktion und Repression ermdglicht eine qualitative und
quantitative Veranderung der mRNA-Synthese (Brix et al., 2014, Trun, 2004).

a) Operon
P O w X Y
L[ ] ] | ] [ ]
b) Regulon
P O w P O X Y
L T A | L LA 1 { ]
& &)

P O z
C LA [ ] A
®) P R

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Genregulation liber a) Operons und b)
Regulons

P: Promotor, O: Operator, R: Regulator, W-Z: regulierte Gene (modifiziert nach Trun,
2004)

Die Translation der mRNA in Proteine hat einen entscheidenden Einfluss auf die
Genexpression und stellt gleichermalRen einen Kontrollpunkt der Regulation dar. Die
Manipulation der Translation befahigt die Zellen zu einer veranderten Expression von
Genprodukten, ohne daflir die mRNA in Bezug auf die Syntheserate oder die Prozessierung
zu verandern. Prinzipiell greifen diese Mechanismen in allen Stadien der Translation, wobei

der Initiation eine besondere Bedeutung zugesprochen wird (Dever, 2002). Auch small RNAs
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und antisense-RNAs spielen bei der Translationsregulation eine groRe Rolle, da sie die
Umschreibung von bestimmten mRNAs entscheidend beeinflussen kdnnen (Baroni und
Arrigo, 2014, Kong et al., 2008, Park et al., 2014).

Ein weiterer Regulationsmechanismus ist die Attenuation. Die Initiation der Transkription
bleibt zunachst unverandert. Allerdings wird die Transkription vorzeitig terminiert. Ursache flr
diesen Abbruch kann eine von der mRNA gebildete Schleifenstruktur sein. Dabei gehen
benachbarte Sequenzabschnitte mit komplementaren Basen eine Basenpaarung ein. Die
Attenuation kann darlber hinaus durch Proteine realisiert werden, die wahrend der
Transkription an die mRNA binden. Man spricht dann von translationsabhangigen

Attenuationsmechanismen (Naville und Gautheret, 2009).

Die posttranslationale Modifikation von Proteinen ist ein weit verbreitetes Phanomen. Die
Glycosylierung ist dabei das haufigste und komplexeste System (Blom et al., 2004). Es ist
bekannt, dass sich die Glycosylierung von Proteinen auf ihre Halbwertszeit, die
Bestandigkeit gegenuber Proteasen und die biologische Aktivitat auswirkt (Cohen, 2000). Die
Regulation der Glycosylierung ist Teil der Stressantwort bei Bakterien. Die Diversitat der
Glycolysierung von Proteinen hat zur Folge, dass es ohne Anderung der Aminosaureabfolge
zu einer veranderten Faltung und Funktionsweise der Proteine kommen kann. Des Weiteren
kénnen sich intra- und extrazellulare Veranderungen auf die Glycosylierung auswirken
(Brooks, 2006, Szymanski und Wren, 2005). Dies macht es dem Bakterium maoglich, die
veranderten Bedingungen zu registrieren und entsprechende Mechanismen einzuleiten
(Helenius und Aebi, 2001). Bei der Glycosylierung von Proteinen werden Oligosaccharide
kotranslational auf Aminosaurereste von gerade entstehenden Polypeptidketten Ubertragen.
Die Bindung der Oligosaccharide an die Proteine kann auf zwei verschiedenen Wegen
erfolgen. So genannte N-Glycoside entstehen, wenn das Oligosaccharid am Stickstoff der
freien Saureamidgruppe von Asparagin gebunden wird. O-Glycoside entstehen durch
Bindung des Oligosaccharids an die Hydroxylgruppe von Serin, Threonin, Hydroxyprolin oder
Hydroxylysin (Blom et al., 2004, Cain et al., 2014, Kornfeld, 1985).

Die korrekte Faltung der dreidimensionalen Proteinstruktur ist von entscheidender
Bedeutung fir die Funktionsfahigkeit der Genprodukte. Einige Proteine koénnen die
entsprechende Struktur nur mithilfe von Enzymen und Chaperonen erreichen. Auch
Stressoren, wie oxidativer Stress oder Saurestress filhren zu Proteinaggregationen und
I6sen so die vermehrte Produktion von Chaperonen bzw. Hitzeschockproteinen aus (Ben-Zvi
und Goloubinoff, 2001, Buchner, 2002). Die Regulation der Proteolyse spielt eine
entscheidende Rolle bei der Anpassung des Bakteriums an sich &andernde
Umweltbedingungen. Extra- und intrazellulare Signale koénnen eine Aktivierung von

Proteasen (Clp, Lon oder FtsH) bewirken, welche die nicht bendtigten regulatorischen oder
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strukturellen Proteine degradieren (Sinvany-Villalobo et al., 2004). Auch kann es durch
Stress zu einer Anhaufung von fehlgefalteten Proteinen kommen, welche abgebaut werden
mussen. Eine funktionierende Proteolyse ist folglich essentiell fur die Anpassungsfahigkeit
an verschiedene Stressoren, wie erhohte Temperaturen oder veranderte pH-Werte (Cohn et
al., 2007). Gleichermalien kann es zu einer signalinduzierten Hemmung der Proteolyse
kommen. Durch diese Mechanismen kann die zytoplasmatische Konzentration von nur
bedingt stabilen Proteinen, zum Beispiel Sigmafaktoren, beeinflusst werden (Grigorova et al.,
2004). Damit hat die Regulation der Proteolyse eine zentrale Funktion bei der bakteriellen
Stressantwort, dem Zellzyklus und der Zelldifferenzierung (Ben-Zvi und Goloubinoff, 2001,

Jenal und Hengge-Aronis, 2003).

-20 -



Literatur

2.4. Mechanismen der Stressantwort bei Campylobacter spp.

2.4.1. Genomebene

Im Vergleich zu anderen enteropathogenen Erregern, die als bakterielle Modellorganismen
dienen, wie B. subtilis und E. coli, ist wenig Uber die Stressantwortmechanismen von
Campylobacter spp. bekannt. In Abbildung 7 sind die bei C. jejuni bekannten

Stressantwortmechanismen zusammenfassend dargestellt.

Nahrstoffmangel
cgb ppk1 spoT  spoT hspR
Nitrosativer Stress w | nfA nssR cstA ppk2 htrB fdxA
htrA sodB
NiedrigerpH = htr8 dcuA katA |+4m Oxidativer/aerober Stress
i perR aphC
htrA e sdh dps
) hspR [ NCTC11168 P
Hitzeschockm | e 1641481 bp | 1556 cj1546
groES/groEL cj1386
dnak cipB ci1226¢c 4 Osmotischer Stress
grpE dnad hslU 01220
hrcA racRS lon ppk1 htrB
Biofilmformation VBNC- Stressantwort
Status

Abbildung 7: Zusammenfassende Darstellung der Stressantwortmechanismen bei
C. jejuniNCTC11168

Gene sind entsprechend ihrer Funktion farbig dargestelit. Grau hinterlegte Gene sind
in mehreren Stressantworten involviert (modifiziert nach Bronowski et al., 2014)

Campylobacter spp. fehlen einige klassische Mechanismen der Stressantwort, welche
andere Erreger, wie B. subtilis, E. coli und zahlreiche andere Bakterien zum Uberleben in der
Umwelt beféhigen (Alter und Scherer, 2006). Zahlreiche Gene, die hierbei eine
entscheidende Rolle spielen, konnten im Genom von C. jejuni nicht nachgewiesen werden
(Tabelle 7). So fehlt das RpoS-Protein, welches bei E. coli als ein globaler Regulator der
Hitzeschockantwort und der Stressantwort wahrend der stationaren Phase wirkt. Das Fehlen
dieser Stationare-Phase-Antwort stellt einen wichtigen Unterschied zu anderen Bakterien
dar. Auch sind Regulatoren der oxidativen Stressantwort (SoxRS, OxyR, SodA und KatG),
das zentrale Kalteschockprotein CspA und Osmoprotektanten (BetAB, GbsAB, OtsAB und
ProP) sowie zahlreiche andere Gene der Stressantwort nicht im Genom vorhanden (Murphy
et al., 2006, Park, 2002, Parkhill et al., 2000).
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Tabelle 7: Verteilung der Orthologen der Stressantwortgene bei C. jejuni, E. coli und
B. subtilis (Park, 2002)

Vorkommen in:

Protei Funkti
rotein unition C.jejuni  E.coli  B. subtilis
Oxidativer Stress
SoxRS Positive Regulatoren der _ N _
Antwort auf Superoxidstress
OxyR Positiver Regulator der ~ N _
Antwort auf Peroxidstress
PerR Negativer Regulator der . . .
Antwort auf Peroxidstress
SodB oder SodF Superoxid-Dismutase + + +
SodA Superoxid-Dismutase - + +
KatA oder KatE HPII, Katalase + + +
KatG HPI, Katalase - + -
AhpC Alkylhydroperoxid-Reduktase + + +
Osmoregulation
ProP Aufnahme von Prolin/Glycin-
Betain * * *
ProU or OpuC Osmoregulation, Aufnahme
von kompatiblen Soluten - + +
OtsAB Osmoregulatorische Sythese
von Trehalose - * -
BetAB oder GbsAB Osmoregulatorische Cholin-
Glycin-Betain-Synthese - + +
Stationare Phase
CsrA Regulator der
Kohlenstoffspeicherung + + +
RpoS Sigma-Faktor in gram-
negativen Bakterien bei - + -
Stress/Stationarer Phase
SigB Sigma-Faktor in gram-
negativen Bakterien bei - - +
Stress
Hitze- und Kalteschock
RpoH Alternativer Sigma-Faktor fir
die Regulation der - + -
Hitzeschockantwort
HspR Negativer Regulator der
Hitzeschockantwort * - -
HrcA Negativer Regulator der
Hitzeschockantwort + - -
GroELS, DnaJ, DnaK Hitzeschockproteine
+ + +
und Lon
CspA Haupt-Kalteschockprotein - + +
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Fortsetzung Tabelle 7

Vorkommen in:

Protein Funktion
b C.jejuni  E.coli B. subtilis

Quorum sensing

LuxI Homoserin-Lacton Synthese - - -

LuxS Synthese Autoinducer-2 + + +

ComQX Synthese von _ _ +
Peptidpheromon

PhrC CSF, Synthese von
extrazellularen Signal- - - +
Pentapeptiden

Globale Regulation

Lrp Globaler 3 + +
Stoffwechselregulator

Crp/Fnr Anaerobes regulatorisches
Protein + + +

Das Genus Campylobacter weist eine extensive genetische Diversitat auf (Suerbaum et al.,
2001). Die Veranderungen im Genom von Campylobacter spp. kdnnen durch verschiedene
Mechanismen entstehen. Lokale Veranderungen in der Sequenz treten durch homologe
Rekombinationen, wie Deletion und Insertion einzelner Basen auf (Taboada et al., 2004).
Rekombinationen verwandter Sequenzabschnitte kdbnnen ebenso zu Modifikationen der DNA
fihren. Campylobacter spp. besitzen eine natlrliche Kompetenz, was den Erreger zu einem
Genaustausch zwischen unterschiedlichen Spezies befahigt (Wang und Taylor, 1990). Der
horizontale Genaustausch konnte in vivo und in vitro nachgewiesen werden (Avrain et al.,
2004, Dingle et al., 2005, Young et al., 2007).

Die genetische Diversitdt innerhalb einer Campylobacter-Population kann zu
Selektionsvorteilen einer Subpopulation fiihren und damit fir die Anpassung an
verschiedene Stressoren entscheidend sein. Auch Kelly et al. (2003) beschrieben ein
.Phonix-Phanomen®. Dabei kommt es unter Stressbedingungen zunachst zu einem
Rickgang der Zellzahl. Anschlielend steigt die Zellzahl wieder an. Ursachlich fur dieses
Phanomen kénnten einige genetisch veranderte Subpopulationen sein, die aufgrund von
Mutationen eine verbesserte Adaptation an den untersuchten Stress zeigen (Kelly et al.,
2003)

2.4.2. Transkriptomebene
Im Genom von C. jejuni sind lediglich drei Sigmafaktoren (siehe Tabelle 8) vorhanden: ¢”°
(kodiert durch rpoD), o> (kodiert durch rpoN) und 6? (kodiert durch rpoF/fliA). Im Vergleich

dazu ist E. coli mit sechs Sigmafaktoren und Bacillus (B.) subtilis mit 18 Sigmafaktoren
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ausgestattet (Gruber und Gross, 2003, Kunst et al., 1997). Das Fehlen einiger klassischer
Mechanismen bei Campylobacter spp. deutet darauf hin, dass die Genregulation von

anderen als den bisher bekannten Mechanismen realisiert wird.

Tabelle 8: Sigma-Faktoren bei C. jejuni (Fouts et al., 2005)

Sigma-Faktor Gen-ID Gen-Name Funktion

o’ Cj1001 rpoD Housekeeping-Sigmafaktor

o5 Cj0670 rpoN FI.ageIIenapparat und Motilitat, Invasivitat und
Virulenz

528 Cj0061 rpoF /A Flagellenapparat, Glycosylierung der

Flagellenuntereinheiten und Virulenz

RpoD stellt den primaren Sigmafaktor von C. jejuni dar. Dieses Protein gehdrt zur
o’%-Familie, welche die Transkription von Genen bewirkt, die unter normalen Bedingungen
exprimiert werden. Deshalb wird dieser auch als Housekeeping-Sigmafaktor bezeichnet
(Paget und Helmann, 2003).

RpoN gehért zur 0**-Familie und ist an der Bildung der Flagelle und der Motilitat von C. jejuni
beteiligt. Versuche beziglich der Motilitat zeigten, dass die Mutante C. jejuni rpoN ::cat die
Fahigkeit zur Beweglichkeit verliert. Ebenfalls in dieser Studie wurden durch eine
Transkriptomanalyse die durch RpoN regulierten Gene identifiziert. Die Gene stehen
hauptsachlich mit der Motilitét, Invasivitdt und Virulenz des Erregers in Verbindung
(Chaudhuri et al., 2011). Im Gegensatz zu vielen anderen gramnegativen Erregern ist RpoN

bei C. jejuni nicht an der Hitzestressantwort beteiligt (Hwang et al., 2011).d

Die durch RpoF/FliA (6?) regulierten Gene codieren fiir Proteine des Flagellenapparates, der
Glycosylierung der Flagellenuntereinheiten und der virulenzassiziierten Proteine, welche
durch das Flagellum sekretiert werden (Goon et al., 2006, Logan et al., 2002, Poly et al.,
2007). Die Transkription von rpoF/fliA und rpoN wird von RpoD reguliert (Carrillo et al.,
2004).

Neben den drei Sigmafaktoren besitzt C. jejuni ca. 34 spezifische Transkriptionsfaktoren
(Parkhill et al., 2000), welche in Tabelle 9 dargestellt sind. Dazu gehéren Response-
Regulator-Proteine, die Teil eines Zwei-Komponentensystems sind. Einige dieser Proteine
werden zur OmpR-Familie gezahlt. Diese sind DNA-Bindungsproteine in rpoD-abhangigen
Promoterregionen. Sie koénnen als Repressoren und Aktivatoren der Genexpression
fungieren. Neben den Transkriptionsfaktoren besitzt C. jejuni noch andere Faktoren, welche
die Genregulation beeinflussen. So wird den small non coding RNAs eine Bedeutung bei der

Anpassung von Campylobacter spp. an diverse Stressoren zugesprochen (Amaral et al.,
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2013, Chaudhuri et al., 2011). Fundierte Kenntnisse Uber die komplexen Zusammenhange

der Genregulation von Campylobacter spp. fehlen bis heute.

Tabelle 9: Transkriptionsfaktoren bei C. jejuni (Wosten et al., 2008)

Transkriptionsfaktor-

famili Gen-ID Gen-Name
amilie
o (Sigmafaktor) Cj1001 rpoD
Cjo061 fliA
Cjoe70 rpoN
NtrC Cj1024 flgR
OmpR Cj1261 racR
Cjo355
Cjo890 phosR
Cj1223 dccR
Cj1227
Cj1491
Cjoe43
Cj1505
Cj1608
Fur Cjo322 perR
Cjo400 fur
Crp/Fnr Cjo446 nssR
TetR Cjo368 cmeR
DeoR Cjo571
LysR Cj1000
Cj1507 modE
HrcA Cjo757 hrcA
MerR Cj1230 hspR
Cj1563
MarR Cj1546
Cj1556
AraC/Xyls Cj1042
Cj1410
ArsR Cj0258
Cj1561
IcIR Cjo480
Rrf2 Cjo883
CsrA Cj1103 cSrA
Unbekannt Cj0394
Cjo422
Cj1036
Cj1387
Cj1533
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2.4.3. Proteomebene

C. jejuni ist mit zahlreichen regulatorischen Proteinen ausgestattet. Diese Proteine
unterliegen wahrend und nach ihrer Synthese dynamischen Prozessen. Die Glycosylierung
stellt dabei einen wichtigen Mechanismus dar. Fir pathogene C. jejuni- und C. coli-Stamme
ist bekannt, dass die Mehrzahl der Virulenzfaktoren O-glycosidisch verknipft ist (Guerry et
al., 2006, McNally et al., 2007). Diese Glycoproteine sind an der Invasion und Adhasion
beteiligt (Szymanski et al., 2003). Einige Mutanten, die nicht zur Glycosylierung des Flagellin
im Stande sind, verloren ihre Fahigkeit zur Beweglichkeit. Dies deutet darauf hin, dass die
Glycosylierung essentiell fir den Aufbau und die Funktion der Flagelle ist (Goon et al., 2003).
Weiterhin wird vermutet, dass die Glycosylierung der Flagelle zum Schutz gegen die
Immunantwort des Wirtes dient. Des Weiteren konnte die Modifikation der Flagellenproteine

ein Anheften von Bakteriophagen beeinflussen (Coward et al., 2006).

Auch die N-Glycosylierung konnte bei C. jejuni nachgewiesen werden (Linton et al., 2002,
Szymanski et al., 1999). Die dabei entstehenden N-glycosidisch verknupften Glycanketten
sind malgeblich an der Differenzierung und Entwicklung der Zellen beteiligt. Eine zentrale
Rolle spielen diese Molekile auch bei der Invasion und Adhasion sowie bei der korrekten
Faltung von Proteinen (Alemka et al., 2013, Kakuda und DiRita, 2006, Wacker et al., 2002).
In C. jejuni konnte ein Genlocus bestimmt werden, der flr die N-Glycolysierung zahlreicher
Proteine verantwortlich ist. Die Gene des pgl-Operons zeigen Homologien zu verschiedenen
Glycosyltransferasen und zuckermodifizierenden Enzymen (Larsen et al., 2004). Eine
zentrale Rolle spielt hierbei das general glycosylation pathway protein PgIB (Szymanski et
al., 2003).

Die korrekte Faltung der dreidimensionalen Proteinstruktur ist von entscheidender
Bedeutung fur die Funktionsfahigkeit der Genprodukte. Bei Faltung mittelgroBer neu
synthetisierter Proteine (30-60 kDa) bei Campylobacter spp. hilft das Chaperonsystem
GroEL/GroES. Andere wichtige Chaperone in Campylobacter spp. sind Hsp70/DnaK und
Hsp100/Clp (Vgl. Tabelle 11). Viele der Chaperone weisen bei unphysiologisch hohen
Temperaturen eine erhodhte Syntheserate auf. Damit gehdren sie zu den klassischen
Hitzeschockproteinen. Auch andere Stressoren, wie oxidativer Stress oder Saurestress
flhren zu Aggregationen von denaturierten Proteinen und I6sen so das vermehrte Auftreten

von Hitzeschockproteinen aus (Ben-Zvi und Goloubinoff, 2001, Buchner, 2002).
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2.5. Spezifische Stressantwort bei Campylobacter spp.

2.5.1. Hitzestress
Thermotolerante Campylobacter spp. sind zwischen 30 °C und 43 °C zu einem Wachstum
fahig. Als optimale Wachstumstemperatur wird fir die Campylobacter-Spezies C. jejuni,
C.coli und C.lari 42°C angegeben (Levin, 2007, Park, 2002). Mit steigender
Umgebungstemperatur laufen chemische und enzymatische Reaktionen in den Zellen
schneller ab, was sie zu einem schnelleren Wachstum befahigt. Oberhalb der oberen
Wachstumsgrenze beginnen einige Proteine irreversibel zu degenerieren und ein Absterben
der Zellen setzt ein. Ab 42 °C zeigt C. jejuni eine gesteigerte Expression klassischer
Hitzeschockgene und damit bereits Anzeichen einer Hitzeempfindlichkeit (Stintzi, 2003). In
Tabelle 10 sind die dezimalen Reduktionszeiten (D-Werte) von C. jejuni und C. coli in

verschiedenen Medien bei unterschiedlichen Temperaturen dargestellt.

Tabelle 10: Dezimale Reduktionszeit (D-Wert) von C. jejuni und C. coli (*) in
Flissigmedien und festen Medien (Garenaux et al., 2008, Silva et al., 2011)

Medium Temperatur (°C) D-Wert (min)
Flissigmedium
1% Pepton 51 4,90
1% Pepton 53 1,17
1% Pepton 57 0,25
Phosphatpuffer 58 0,24-0,28
Phosphate-buffered saline (PBS-Puffer)* 49,9 6,35
Phosphate-buffered saline (PBS-Puffer)* 55,4 1,48
Herz-Aufguss-Bouillon 55 5,30
Herz-Aufguss-Bouillon* 55 6,60
Milch 53 1,0-2,2
Milch 56 0,3-0,9
Milch 60 0,2-0,3
Festes Medium
Autoklaviertes Hahnchenfleisch* 51 8,77
Autoklaviertes Hahnchenfleisch* 53 4,85
Autoklaviertes Hahnchenfleisch* 57 0,79
Geflugelfleisch 50 8,7-9,2
Geflugelfleisch 55 2,12-2.25
Geflugelfleisch 58 0,7-0,9
Rotes Fleisch 60 0,2-0,34

Die Inaktivierung vegetativer Bakterienzellen, auch innerhalb ihres physiologischen
Temperaturbereiches, ist durch andere inhibitorische Bedingungen, wie pH-Wert, a,-Wert

oder Beschaffenheit der Matrix prinzipiell méglich (Membre et al., 2013).
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Die bakterielle Hitzeschockantwort wird durch die gesteigerte Expression hoch konservierter
Hitzeschockproteine realisiert. Bisher konnten bei C. jejuni drei regulatorische Faktoren
identifiziert werden, welche die Hitzeschockantwort koordinieren. Dabei handelt es sich um
das racRS-Regulon, hspR und hrcA (Apel et al., 2012, Holmes et al., 2010).

RacRS ist flr ein optimales Wachstum bei 42 °C und fir die Kolonisation im Huhn notwendig
(Bras et al., 1999). HspR fungiert als negativer Regulator verschiedener Hitzeschock-
proteine. Es reduziert die Expression der Gene des Hitzeschockoperons hrcA-grpE-dnaK.
Auch clpB, groES und groEL unterliegen einer negativen Regulation durch HspR. Daruber
hinaus belegen Studien, dass bei 44 °C ohne hspR kein Wachstum mehr mdglich ist, obwohl
die Hitzeschockgene in ausreichender Menge vorliegen (Andersen et al., 2005). HspR
kontrolliert auch die Expression von HrcA, eines weiteren negativen Hitzeschockregulators.
So entsteht eine komplexe Wechselbeziehung zwischen den zwei Regulons. Bei H. pylori
wird die Expression von dnaK und groEL von beiden Regulatoren beeinflusst. Einige Gene
sollen, fir ein niedriges Expressionslevel unter optimalen Bedingungen, den Einfluss beider

Regulatoren benétigen (Spohn et al., 2004).

Die Antwort von C. jejuni auf erhdhte Temperaturen wurde bereits mehrfach untersucht.
Konkel et al. (1998) konnten 24 Proteine identifizieren, die in Folge einer
Temperaturanderung von 37 °C auf 43 °C erhdhte Syntheseraten zeigten, indem sie mit
[3°S]-Methionin markierte Proteine verwendeten. Eines dieser Proteine konnte als Chaperon
DnaJ identifiziert werden, welches fiir das Uberleben bei erhdhten Temperaturen essentiell
ist. Untersuchungen auf Proteinebene durch Zhang et al. (2009) zeigten, dass 18 Proteine
bei einer Erhéhung der Temperatur von 37 °C auf 42 °C eine Veranderte Expression zeigen.

Von diesen Proteinen waren 13 Proteine hochreguliert und flnf Proteine herunterreguliert.

Stintzi (2003) konnte aus Genexpressionsanalysen ableiten, dass es zu einer Hochregulation
bestimmter Hitzeschockgene bei C. jejuni kommt, wenn die Temperatur von 37 °C auf 42 °C
erhdht wird. Bei diesen Microarray-Analysen wurde die Beteiligung verschiedener
Chaperone (dnaK, dnad, grpE, groEL, groES) und Proteasen (hs/U, clpB, lon, htrA) an der
Hitzeschockantwort von C. jejuni nachgewiesen (Tabelle 11). Dariber hinaus konnten
erhdhte Syntheseraten einiger Membranproteine, Transportproteine und
Zellwandkomponenten detektiert werden. Letzteres wird als Hinweis gewertet, dass eine
Umstrukturierung der Membran ein Teil der Reaktion des Bakteriums auf erhohte
Umgebungstemperaturen ist. Proteine, welche hauptsachlich der Synthese und Modifikation
von Makromolekilen dienen, werden herunterreguliert. Die gro3ten Veranderungen in der
Genexpression zeigten sich 10 min nach der Temperaturerh6hung. Weniger als 15 % der

regulierten Gene zeigten nach 50 min noch eine veranderte Genexpression. Dies deutet
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darauf hin, dass es sich im Falle von C. jejuni um eine rasche Adaptation an Hitzestress

handelt, welche durch sofortige Anderung der Genexpression bewirkt wird.

Zahlreiche Bakterien besitzen Zwei-Komponenten-Systeme, welche die Genexpression bei
sich andernden Umweltbedingungen beeinflussen. Sie bestehen aus einer
Sensor-Histidinkinase und einem Responseregulator in der Zytoplasmamembran. Bei
C. jejuni konnte bisher die Existenz von neun Responseregulatoren und sechs
Histidinkinasen bewiesen werden (Murphy et al., 2006). Bras et al. (1999) konnten ein
solches Signaltransduktionssystem im Rahmen der Hitzeschockantwort von C. jejuni
nachweisen. Dieses RacR-RacS-System hat einen temperaturabhangigen Einfluss auf das
Wachstum. So zeigte eine racR-Mutante von C. jejuni bei 37 °C ein ahnliches und bei 42 °C

ein verringertes Wachstum im Vergleich zu einem genetisch unveranderten Kontrollstamm.

Murphy et al. (2003b) untersuchten die Uberlebensfahigkeit von C. jejuni bei 55 °C in einem
zellfreien Uberstand einer C. jejuni-Kultur und in frischem Flissigmedium. Dabei zeigte
C. jejuni in dem zellfreien Uberstand eine nahezu 100-fach erhdhte Uberlebensrate. Diese
sank, als eine Verdlinnung mit frischem Medium durchgefuhrt wurde. Dieser Effekt konnte
nicht beobachtet werden, wenn der zellfreie Uberstand zuvor mit Proteinasen behandelt
wurde. Deshalb wurde die Existenz eines extrazellularen Proteins postuliert, welches bei
Erhéhung der Temperatur eine protektive Komponente darstellt. Mit Hilfe dieser Studien
konnte die Hitzeschockantwort von C. jejuni charakterisiert werden. Zahlreiche Gene sowie
deren Funktion und gegenseitige Interaktion wurden definiert (Tabelle 11). Uber die
Mechanismen der Hitzeschockantwort von C. coli, C. lari und anderer Campylobacter-

Spezies ist bis heute wenig bekannt.
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Tabelle 11: Charakterisierte und putative Hitzeschockgene von C. jejuni

Gen Funktion des Proteins Referenz
Chaperone/Chaperonine
clpB  Chaperon, Reparatur hitzeinduzierter Schaden Stintzi (2003)

Chaperon, Reparatur hitzeinduzierter Schaden,

clpP Regulation der Proteolyse

Parkhill et al. (2000)

dnaJ Chaperon, Stimulation der ATPase-Aktivitdat von DnaK  Stintzi (2003)
dnaK Chaperon, funktionelle Einheit mit DnaJ und GrpE Stintzi (2003)
groEL Chaperonin Stintzi (2003)
groES Co-Chaperonin Stintzi (2003)
htpoG  Chaperon, ATPase-Aktivitat Gundogdu et al. (2007)

tig Chaperon, Trigger-Faktor, involviert in Proteinexport Griffiths et al. (1995)

Regulatoren

racR  Reparatur der DNA, Teil eines Apel et al. (2012)
Zweikomponentensystems, Regulation der
Transkription

racS Histidin-Kinase, Teil eines Zweikomponentensystems Apel et al. (2012)

hspR  Repressor der Transkription von dnaK, Negativkontrolle Andersen et al. (2005)
von Hitzschock-Operons

hrcA  Repressor des Operons grpE, dnaK, dnaJ und Parkhill et al (2000)
groEL/groES
Proteasen/ATPasen
hslU  ATPase, Bildung des hs/lUV-Komplexes mit hs/V Stintzi (2003)
hsN  Protease, Bildung des hs/lUV-Komplexes mit hs/U Sousa et al. (2000)
lon ATP-abhangige Protease Stintzi (2003)
htrA  Serin-Protease, Qualitatskontrolle von Proteinen bei Kim und Kim (2005)

diversen Stressoren

Andere
cbpA  Kollagenbindungsprotein A Andersen et al. (2005)
grpE  Unterdrickung der Aggregation denaturierter Proteine  Stintzi (2003)
htrB  Qualitatskontrolle von Proteinen Phongsisay et al. (2007)

2.5.2. Kiltestress
Thermophile Campylobacter spp. sind aufgrund des Fehlens von Kalteschockgenen (z. B.
cspA), welche bei der Anpassung an niedrige Temperaturen eine Rolle spielen, nicht zu
einem Wachstum unterhalb von ca. 30 °C fahig (Levin, 2007, Park, 2002). Dennoch ist
C. jejuni in der Lage, Kuhltemperaturen uber einen langen Zeitraum zu Uberleben und zeigt
dabei weiterhin metabolische Aktivitat (Chan et al., 2001, Hazeleger et al., 1998).
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Eine umfangreiche Meta-Analyse zum Uberleben von C. jejuni und C. coli bei Temperaturen
zwischen 0 °C und 42 °C belegte, dass die Reduktion von Campylobacter im
Temperaturbereich von 23,9 °C bis 29,4 °C am deutlichsten erfolgt. Laut dieser Studie zeigt
Campylobacter, unabhangig vom Medium und der untersuchten Spezies, ein besseres
Uberleben bei niedrigeren Temperaturen als bei Umgebungstemperaturen. Bei 4 °C kénnen
Campylobacter spp. bis zu zwei Wochen Uberleben (Membre et al., 2013). Untersuchungen
zum Uberleben von Campylobacter bei Gefriertemperaturen (-18 °C bzw. -20 °C) belegen,
dass der Nachweis des Erregers noch nach mehreren Wochen mdéglich ist (Grigoriadis et al.,
1997, Huang et al., 2012). Die Lebensmittelmatrix (z. B. Fleisch) hat einen protektiven Effekt,
was in einem verlangerten Uberleben von Campylobacter im Vergleich zu Flissigmedien
resultiert (Membre et al., 2013).

Zahlreiche Bakterien produzieren Kalteschockgene, welche starker exprimiert werden, wenn
Umgebungstemperaturen unterhalb ihrer physiologischen Wachstumsgrenze vorliegen.
Gleichzeitig werden die meisten Stoffwechselaktivitdten und das Wachstum reduziert. Ein
Kalteschockprotein mit zentraler Bedeutung ist CspA. Dieses Protein soll als RNA-Chaperon
fungieren, welches eine gesteigerte Effizienz der Translation bewirkt (lvancic et al., 2013).
Weiterhin soll es die Expression des Kalteschockregulons induzieren. Dieses wichtige Gen
und der damit zusammenhangende Mechanismus sind bei C. jejuni nicht nachzuweisen
(Parkhill et al., 2000). Auch Hazeleger et al. (1998) konnten durch PCR-Analysen zeigen,

dass Kalteschockproteine anderer Bakterien bei C. jejuni nicht vorliegen.

Eine umfangreiche Studie von Moen et al. (2005) belegt, dass bei C. jejuni eine Erniedrigung
der Temperatur (25 °C und 4 °C) in einer reduzierten Expression zahlreicher Gene resultiert.
Dieser Mechanismus soll dazu dienen, Energie einzusparen. Die Expressionsraten einiger
Gene unterlagen jedoch einer Hochregulation. Damit werden die notwenigsten
metabolischen Prozesse aufrechterhalten um einen gesteigerten Energiebedarf abzudecken.
Des Weiteren wird eine Modifikation der Zellwandbestandteile erreicht, indem es zu einer
veranderten Zusammensetzung der Lipide und Polysaccharide kommt. Stintzi und Whitworth
(2003) kamen in ihren Studien zu ahnlichen Ergebnissen. C. jejuni reagiert demnach als
Antwort auf einen Kalteschock mit einer veranderten Genexpression. Sie untersuchten die
Genexpression bei  verschiedenen  Temperaturen unterhalb  der  optimalen
Wachstumstemperatur von 42 °C. Speziell die an der Biosynthese und der Mobilitat der
Flagelle sowie zahlreiche am Zellstoffwechsel beteiligten Gene waren durch den Kaltestress
herunterreguliert. In vielen anderen Bakterien werden Kalte- und Hitzeschockgene
antagonistisch reguliert (Beckering et al., 2002, Sahara et al., 2002). Stintzi und Whitworth
(2003) zeigten auch fir C. jejuni, dass bei niedrigen Temperaturen die Hitzeschockgene

(groEL, grpE, hrcA, cbpA, clpB, HspR, dnaK und groES) herunterreguliert oder konstant
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exprimiert sind. AuRerdem zeigt diese Studie, dass die Antwort auf einen oxidativen Stress
Teil der Kalteschockantwort von C. jejuni ist. Zwei Gene, sodB und Cj0358, sind bei beiden
Stressformen hoéher exprimiert. Die Ursache hierfur kdnnte die erhdhte Belastung mit freien

Sauerstoffradikalen wahrend des Kaltestresses sein.

2.5.3. Oxidativer Stress

Als mikroaerophiles Bakterium muss sich Campylobacter mehr als andere enteropathogene
Erreger mit oxidativem Stress und den toxischen Nebenprodukten von Sauerstoff
auseinandersetzen. Als Nebenprodukte aerober Stoffwechselwege entstehen reaktive
Sauerstoffverbindungen, welche die Zelle schadigen kénnen. Diese Verbindungen werden
als reactive oxygen species (ROS) zusammengefasst. Die wichtigsten ROS sind
Wasserstoffperoxid (H.O.), Superoxid-Anionenradikale (O,") und Hydroxylradikale (OH")
(Cabiscol et al., 2000).

Die Mechanismen der Sauerstofftoleranz bei Campylobacter spp. sind nicht vollstandig
bekannt. Die in Salmonella und E. coli nachgewiesenen Regulatoren der Antwort auf
oxidativen Stress (soxRS und oxyR) sind nicht im Genom von C. jejuni vorhanden (Park,
2002). Bei C. jejuni wurde erstmals bei einem gram-negativen Bakterium belegt, dass die
Regulation von Peroxid-Stress nicht durch OxyR realisiert wird (van Vliet et al., 1999). An der
Antwort auf oxidativen Stress sind bei C. jejuni verschiedene Gene beteiligt (Tabelle 12). Die
Inaktivierung von O,  wird in erster Linie durch die Superoxiddismutase (SodB) bewirkt.
Dieses Enzym wandelt O,” zu H,O, und O, um. Aus dem dabei entstehenden H,O, wird
durch eine Katalase (KatA) Wasser und Sauerstoff gebildet. Das Gen Cj1386, welches fur
ein Ankryn-haltiges Protein kodiert, soll in den gleichen Mechanismus der Detoxifikation wie
KatA involviert sein (Flint et al., 2012). Daruber hinaus spielen Cj1556 (transcriptional
regulator der MarR-Familie) und Cj1546 (transcriptional regulator) eine Rolle in der
oxidativen Stressantwort (Gundogdu et al., 2011, Gundogdu et al., 2013).

Eine Alkylhydroperoxid-Reduktase (AhpC) ist fur die Zerstérung von toxischen
Alkylhydroperoxiden verantwortlich. Daruber hinaus dient AhpC zur Reparatur von
peroxidierten Molekilen. Das Fehlen von AhpC resultiert in einer erhdhten Sensitivitat
gegenlber atmosphéarischem Sauerstoff und verschiedenen reaktiven Sauerstoff-
verbindungen, ausgenommen Hydrogenperoxiden. Damit ist es ein entscheidender Faktor
bei der Anpassungsfahigkeit von C. jejuni an oxidativen und aeroben Stress (Baillon et al.,
1999). Der Hitzeschockregulator HspR spielt neben der negativen Regulation der
Hitzeschockproteine auch eine Rolle in der Sauerstofftoleranz von C. jejuni (Andersen et al.,
2005).
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Tabelle 12: Charakterisierte und putative Gene der oxidativen/aeroben Stressantwort
bei C. jejuni

Gen Funktion des Proteins Referenz

Regulatoren

perR Peroxid-Stress-Regulator, negative Regulation von katA Palyada et al. (2009)
und ahpC durch Eisen

hspR  Negativkontrolle von Hitzeschock-Operons Andersen et al. (2005)
sdh Stringente Antwort bei Unterversorgung mit Nahrstoffen  Gaynor et al. (2004)

Antioxidatien

ahpC  Alkylhydroperoxid-Reduktase, Entgiftung von Baillon et al. (1999)
Alkylhydroperoxiden (z. B. Lipidperoxide)

katA Katalase, spaltet Wasserstoffperoxide in Wasser und Stead und Park (2000)
Sauerstoff

sodB  Superoxid-Dismutase, zerstort von der Zelle produzierte Stead und Park (2000)
toxische Radikale

dps Putatvies Bacterioferritin, schiitzt DNA vor oxidativen Ishikawa et al. (2003)
Schaden durch Eisenbindung

fdxA Detoxikation und Redox-Balance, Eisen-induziert van Vliet et al. (2001)
Andere

spoT  Guanosin-Pyrophosphohydrolase, Koordinination bei Gaynor et al. (2005)
verandertem Nahrstoffangebot

dcuA  Cs-Dicarboxylat-Transporter Gaynor et al. (2004)

htrA Serin-Protease, Qualitatskontrolle von Proteinen bei Brondsted et al. (2005)
diversen Stressoren

htrB Qualitatskontrolle von Proteinen Phongsisay et al. (2007)
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2.5.4. Anderungen des pH-Wertes
Der humane Gastrointestinaltrakt bildet durch seine verschiedenen pH-Werte fir
lebensmittelassoziierte bakterielle Erreger eine naturliche Barriere. Im Magen sind die
Bakterien anorganischen Sauren und im Dinndarm organischen Sauren ausgesetzt. Die
Infektionsdosis von enteropathogenen Bakterien steht in einem direkten Zusammenhang mit
ihrer Toleranz gegeniber saurem Milieu. Die Infektionsdosis von Campylobacter spp. von
lediglich 500-800 Bakterien (Black et al, 1988) impliziet das Vorhandensein von
Mechanismen, die das Uberleben bei niedrigen pH-Werten sichern (Reid et al., 2008). Fiir
Campylobacter spp. wird ein Wachstumsoptimum von pH 6,5 bis 7,5 angegeben. Bei
pH-Werten unter 5,5 oder Uber 8,0 ist Campylobacter spp. nicht Gberlebensfahig (Doyle und
Roman, 1981, Gill und Harris, 1983). Einige Studien konnten die Empfindlichkeit von
Campylobacter spp. gegenuber Sauren belegen (Chaveerach et al., 2002, Chaveerach et al.,
2003). Wird C. jejuni einem sauren Milieu ausgesetzt, weisen die Zellen bei einem weiteren
Saurestress hoéhere Uberlebensraten auf. Dies koénnte bei der Adaptation an die
Bedingungen im Gastrointestinaltrakt sowie veranderter Expression der Virulenzgene eine
entscheidende Rolle spielen (Ma et al., 2009). Zusatzlich besitzen zahlreiche Lebensmittel
eine Pufferkapazitat, welche das Abtoten pathogener Erregern durch das saure Milieu im

Gastrointestinaltrakt verhindern kdnnen (Waterman und Small, 1998).

Mit RpoS (0°®) fehlt ein wichtiger Regulator der globalen Stressantwort, welcher in die
Saurestressantwort anderer enteropathogener Bakterien involviert ist (Parkhill et al., 2000).
Deshalb weist Campylobacter spp. eine hohere Empfindlichkeit gegentiber saurem Milieu auf
als andere Bakterien (Birk und Knochel, 2009, Murphy et al., 2003a). Eine zentrale Rolle
beim Uberleben von C. jejuni bei niedrigen pH-Werten soll htrB spielen (Phongsisay et al.,
2007)

Reid et al. (2008) konnten in Transkriptomanalysen belegen, dass zahlreiche Gene bei
einem pH-Wert von 5,5 eine veranderte Expression zeigen. Hauptsachlich Gene, welche flr
ribosomale Proteine, Transkription, Translation und Aminosaurebiosynthese codieren,
werden herunterreguliert. C. jejuni zeigt bei Erniedrigung des pH-Wertes eine erhdhte
Expression von Chaperonen (z. B. clpB, groEL/ES und dnaK), was auf ein gehauftes
Vorkommen von fehlgefalteten und aggregierten Proteinen zurlickzuflihren ist. Auch
HrcA, ein Regulator der Hitzeschockantwort, weist eine erhéhte Expression auf. Damit
belegen die Ergebnisse eine Verbindung der Saurestress- und Hitzestressantwort (Reid et
al., 2008). Versuche zum Uberleben von C. jejuni belegten vor allem die Bedeutung von clpB
in der Saureresistenz. DarlUber hinaus flihrt der Saurestress zu einer Aktivierung der
Peroxidstress-Regulatorgene (perR). Auch andere Gene, welche bei oxidativem Stress (z. B.

katA, sodB und ahpC) oder dem Eisenhaushalt eine Rolle spielen, werden starker exprimiert
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(Reid et al., 2008). Murphy et. al (2006) konnten belegen, dass Isolate von C. jejuni zu einer
Produktion von Proteinen mit protektiver Wirkung gegen Erniedrigung des pH-Wertes fahig
sind. Darlber hinaus konnte auch in dieser Studie eine erhéhte Expression der Chaperone
DnaK und GroEL dargestellt werden. Als Teil der Hitzeschockantwort sind diese Chaperone
fur die Reparatur geschadigter Proteine verantwortlich. Deshalb wird vermutet, dass sie auch

bei der Saurestressantwort die Reparatur der geschadigten Proteine bewirken.

2.5.5. Hydrostatischer Druck
Als hydrostatischer Druck wird der Druck bezeichnet, der von einer ruhenden Flissigkeit
ausgeubt wird. Dabei spielt die Hohe der Flussigkeitssaule, die Dichte der Fliussigkeit und die
Gravitationskraft eine Rolle. Die Hochdruckbehandlung ist fir die mikrobielle Sicherheit von
Lebensmitteln eine vielversprechende Alternative zu thermischen Technologien, da sie mit
weniger organoleptischen und erndhrungsphysiologischen Veranderungen einhergeht. Der
bendtigte Druck, um eine Kontamination verschiedener Erreger unterhalb der
Nachweisgrenze zu erreichen, variiert zwischen 100 und 800 MPa, abhangig von der Dauer

der Hochdruckbehandlung, der Temperatur und dem Medium (Rendueles et al., 2011).

Bei Campylobacter spp. in Bolton-Bouillon und Phosphatpuffer genligt eine Behandlung mit
300 MPa fir 10 min aus, um eine vollstandige Reduktion der Population zu erreichen
(Solomon und Hoover, 2004). Lebensmittelmatrizen haben bessere protektive Eigenschaften
als Bouillon oder Phosphatpuffer. Eine Erhdhung des Drucks um 50-75 MPa ist ndtig, um
vergleichbare Dekontaminationsraten im Lebensmittel zu erreichen (Tabelle 13). Biéche
et al. (2012) konnten in einer Proteomanalyse 69 Protein-Spots bei C. jejuni identifizieren,

die eine Veranderung nach einer Hochdruckbehandlung zeigten.

Tabelle 13: Reduktion von C. jejuni durch Hochdruckbehandlung in unterschiedlichen
Medien

Medium Bedingungen Reduktion Referenz
Bolton-Bouillon und 10 min/25 °C/300 MPa 8 log KbE  Solomon und Hoover
Phosphatpuffer 10 min/25 °C/300 MPa 8 log KbE  (2004)

Vollmilch 10 min/25 °C/375 MPa 8 log KbE

Sojamilch 10 min/25 °C/400 MPa 8 log KbE

Huhnerfleisch (puriert) 10 min/25 °C/400 MPa 8 log KbE

Putenfleisch (puriert) 1 min/70 °C/450 MPa > 6 log KbE Seham et al. (2007)
Putenfleisch (pUriert) 30 s/15 °C/450 MPa > 6 log KbE

Schweinefleisch (puriert) 10 min/25 °C/300 MPa 6 log KbE Shigehisa et al. (1991)
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2.5.6. Bestrahlung

In der Lebensmittelherstellung ist die Bestrahlung von Gerdten und R&umen zur
Dekontamination ublich. Eine haufig verwendete Strahlenart ist die UV-Strahlung. Das
antibakterielle Spektrum von UV-Strahlung liegt zwischen 220 und 300 nm (UV-C), wobei die
Ubliche Wellenlange fur die Dekontamination bei 254 nm liegt. Diese Strahlung erzeugt
Pyrimidin-Dimere und denaturiert die bakterielle DNA. Es kommt so zur Zerstérung des
genetischen Materials und zur Degradation der Zellwande (Guerrero-Beltran und Barbosa-
Canovas, 2004).

Die Inaktivierung von C. jejuni durch UV-Strahlung konnte auf Agar und in Flussigmedium
nachgewiesen werden. Der Effekt wurde auch bei kontaminierten Lebensmitteln beobachtet.
Jedoch ist die Wirkung der Strahlung von der Beschaffenheit des Lebensmittels abhangig
und kann unter Umstanden reduziert sein (Butler et al., 1987, Clavero et al., 1994, Isohanni
und Lyhs, 2009). Zu ahnlichen Ergebnissen kommen Chun et al. (2009) in einer Studie,
welche die Empfindlichkeit einiger lebensmittelassoziierter Durchfallerreger gegeniber
UV-C Strahlung untersuchten. Auch hier kam es zu einer Reduktion der Koloniezahlen im
untersuchten Fleischprodukt. Dabei zeigte C. jejuni eine héhere Sensitivitat gegenuber der
Strahlung als Listeria (L.) monocytogenes, Salmonella Typhimurium, E. coli und Yersinia (Y.)
enterocolitica (Chun et al., 2009). Eine Studie zum Uberleben von C. jejuni, C. coli und C. lari
in Oberflachengewassern belegt, dass die natlirliche Population eine hbhere Resistenz
gegenuber UV-Strahlung besitzt als an das Labor angepasste Stamme (Obiri-Danso et al.,
2001).

Gamma-Strahlung wird ebenfalls zur Konservierung von Lebensmitteln eingesetzt. Dabei
wird das Lebensmittel einer spezifischen Dosis ionisierender Strahlung ausgesetzt. Haufig
wird ®°Co, ein Radioisotop von Cobalt, verwendet (Steele und Engel, 1992). Untersuchungen
zur Empfindlichkeit von C. jejuni gegeniiber Gamma-Strahlung belegen, dass bereits geringe
Strahlungsdosen zu einer starken Reduktion bzw. Eliminierung des Erregers auf
Huhnerkeulen fiihren. Im Vergleich zu E. coli und Salmonella stellt sich C. jejuni deutlich
sensitiver gegenltiber Gamma-Strahlung dar (Yogasundram et al., 1987). Die Unterschiede in
der Strahlenresistenz verschiedener Mikroorganismen konnten durch die ZellgroRe, den
Aufbau der DNA und die Zellstruktur erklart werden. Darlber hinaus haben die Temperatur,
die Wachstumsphase und das Medium einen Einfluss auf die Empfindlichkeit der Kultur
gegenlber Gamma-Strahlung (Lambert und Maxcy, 1984). Die Mechanismen der

Stressantwort auf Strahlung sind bei Campylobacter spp. noch weitgehend unerforscht.
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3. Material und Methoden

3.1. Stamme

In dieser Arbeit wurden die Referenzstamme C. jejuni NCTC11168 (NCTC, National
Collection of Type Cultures), C. coli RM2888 und C. lari RM2100 (beide ATCC, American
Type Culture Collection) fur die Expressionsstudien (RT-gPCR und RNA-Seq) verwendet.
Bei den Studien zur phanotypischen Stressantwort wurden zusatzlich zwei Wildtypen jeder
Spezies verwendet, welche im Institut flir Lebensmittelhygiene der Freien Universitat Berlin
(IfL) isoliert wurden. Zusatzlich wurde eine C. jejuni ::grpE-Mutante auf ihre phanotypische

Stressantwort untersucht, welche im IfL hergestellt wurde (Tabelle 14).

Tabelle 14: Verwendete Stamme

Isolat Quelle Verwendung
Phanotyp. Stressantwort RT-qPCR u.

37°C 42°C 46°C 50°C RNA-Seq

C. jejuni WT1 Legehennen +

C. jejuni WT2 Muscheln +

C. jejuniNCTC11168 Human + + + + +
C. jejuniNCTC11186 ::gropE Human + + + +

C. coliWT1 Legehennen +

C. coliWT2 Schwein +

C. coli RM2228 Huhnerkarkasse + + + + +
C. lariWT1 Miesmuscheln +

C. lariwWT2 Miesmuscheln +

C. lari RM2100 Human + + + + +

3.2. Versuchsvorbereitungen

Die Campylobacter-Stamme wurden in Cryobank-Rdhrchen (Mast Diagnostica) gelagert. Mit
sterilen Impfésen wurden Miller-Hinton-Agar Platten (Oxoid) mit 5 % Schafblut (MHA-
Platten) beimpft und anschliellend fir 48 h bei 37 °C bebritet. Die Platten wurden im
Anaerobiertopf (OMNI Life Science) inkubiert, in welchem mit Hilfe des Mart Anoxomaten-
Systems (Mart Microbiology) mikroaerobe Bedingungen (6 % O,, 10 % CO; 84 % N,)

hergestellt wurden. Fir die Anreicherung der Stdmme wurde Brucella-Bouillon (BD) mit
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Koloniematerial beimpft und bei 37 °C und unter mikroaeroben Bedingungen inkubiert. Die
Dauer der Inkubation und das Volumen der Anreicherung variierten zwischen den sich

anschlieRenden Methoden.

3.3. Phanotypische Untersuchung der Stressantwort
3.3.1. Kultivierung der Stamme

Zur Voranreicherung der Campylobacter-Stamme wurden 10 ml Brucella-Bouillon mit
Koloniematerial beimpft, ca. 16 h unter mikroaeroben Bedingungen inkubiert und die
optische Dichte (ODggo) bestimmt. Die Vorkulturen wurden auf eine ODggo von 0,1 (ca. 10’
KbE/ml) verdinnt.

3.3.2. Versuchsbedingungen

Die Stamme C. jejuni NCTC11168, C. coli RM2888, C. lari RM2100 und die Mutante
C. jejuni ::grpE wurden im Wasserbad bei 42 °C, 46 °C und 50 °C inkubiert. Die
37 °C-Kontrolle wurde im Inkubator belassen. Zu den verschiedenen Probenahme-
zeitpunkten wurde eine serielle 1:10 Verdunnungsreihe mit Brucella-Bouillon durchgefuhrt.
Von diesen wurden je 100 ul als technische Duplikate auf MHA-Platten ausplattiert. Die
Platten wurden unter mikroaeroben Bedingungen fir 48 h bebritet. Nach der Bestimmung
der Zellzahlen wurden diese auf ihren jeweiligen 0 h-Wert normalisiert und in Prozent vom
Ausgangswert angegeben. Die Daten ergeben sich aus drei in Doppelbestimmung
durchgefiihrten Versuchen. Die untere Nachweisgrenze lag bei 3 x 10" KbE/ml. Das

Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 festgelegt.

Die phanotypische Untersuchung der Feldstamme C. jejuni WT1, C. jejuni WT2, C. coli WT1,
C. coli WT2, C. lari WT1 und C. lari WT2 erfolgte nach dem gleichen Prinzip, wobei lediglich

die Hitzestressantwort bei 46 °C untersucht wurde.
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3.4. RNA-Praparation fir quantitative Real-Time PCR (RT-gPCR)

3.4.1. Kultivierung der Stamme

Fir die RNA-Isolierung wurden 4 ml Brucella-Bouillon mit Koloniematerial beimpft und 24 h
bei 37 °C unter mikroaeroben Bedingungen inkubiert. Aus dieser Suspension wurde eine
weitere Flussigkultur in  Brucella-Bouillon angesetzt. Diese wurde unter gleichen
Bedingungen ca. 16 h inkubiert, bis eine ODggo von 0,1 bis 0,2 erreicht war. Die Bakterien

befanden sich somit in der spaten exponentiellen Phase (ca. 108- 10° KbE/ml).

3.4.2. Induktion der Stressantwort

Die Kulturen von C. jejuni NCTC11168, C. coli RM2888, C. lari RM2100 und C. jejuni ::grpE
wurden in Zentrifugenrohrchen (15 ml, VWR) bei 42 °C, 46 °C und 50 °C im Wasserbad
inkubiert. Eine weitere Probe diente als Kontrolle und wurde im 37 °C-Inkubator belassen. In
Vorversuchen wurde ermittelt, dass die Proben die gewilinschte Temperatur nach ca. 10 min
erreichen. Darlber hinaus wurde im Vorfeld ein Zeitraum festgelegt, Uber welchen diese
Temperatur gehalten werden muss, um eine deutliche Regulation der Genexpression
detektieren zu kdnnen. Da dieser Zeitraum mit 20 min bemessen wurde, ergab sich eine

Inkubationszeit von 30 min.

3.4.3. Isolierung der RNA

Nach dem Ablauf der 30 min wurden die Proben ohne Zeitverzégerung bei Raumtemperatur
2 min bei 7200 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Vorversuche zeigten, dass
dieser Arbeitsschritt keinen Einfluss auf das Transkriptom bzw. die Expressionsdaten hat.
Die Extraktion der RNA erfolgte mit dem peqGold Bacterial RNA Kit (Peglab) gemal den
Angaben des Herstellers. Bei diesem Verfahren wird die selektive Bindungseigenschaft der
RNA an eine Silikamembran ausgenutzt. Alle Arbeitsschritte wurden an einem mit
RNaseZAP  (Sigma-Aldrich) gesduberten und ausgewiesenen RNA-Arbeitsplatz

durchgefihrt. Dabei wurden ausschlief3lich Nuklease-freie Einmalartikel verwendet.

3.4.4. DNase-Verdau

Mit einem enzymatischen Verdau der DNA wurde ein hohes Mal® an Reinheit der RNA
sichergestellt. Es wurde DNase | (40 U/ul, Fermentas) verwendet. In ein RNase-freies
Rohrchen wurden RNA (max. 1 pg), 10x Reaction Buffer mit MgCl,, DNase |, Ribolock (alle
Fermentas) und Nuklease-freies Wasser (Carl Roth) pipettiert. Die Inkubation erfolgte flr
15 min bei 350 rpm und 37 °C. Nach dem Hinzufiigen von 50 mmol/l EDTA (Fermentas)
folgte eine Inkubation fir 10 min bei 65 °C (Tabelle 15).
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Tabelle 15: DNase-Verdau, Komponenten und Volumina

Komponente Volumen
RNA (max. 1 ug) 28 ul
10x Reaction Buffer mit MgCl, 4 ul
DNase | 4 pl
Ribolock 1 ul
Wasser 3 ul
40 ul
EDTA 4 ul
44 ul

3.5. Reverse Transkription (cDNA-Sythese)

Um cDNA (komplementare DNA) aus der isolierten RNA zu generieren, wurde das RevertAid
Premium First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) verwendet. Die RNA-Konzentration
wurde photospektrometrisch mit dem NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) bestimmt. Zu 1 ug
RNA wurden Random Hexamer Primer, ein 10 mM dNTP Mix (alle Fermentas) sowie
Nuklease-freies Wasser (Carl Roth) hinzugefligt (Tabelle 16). Die Proben wurden vorsichtig
gemischt und wenige Sekunden zentrifugiert. Sie wurden bei 65 °C flir 5 min erhitzt und
anschlielend ohne Zeitverzdégerung auf Eis gestellt. Nach der Zugabe von 5x RT Puffer,
wurde der RevertAid Premium Enzyme Mix hinzugegeben (Tabelle 16). Es folgte ein kurzes
Anzentrifugieren der Proben. Danach erfolgte die Inkubation bei 25°C (10 min), 50 °C
(15 min) und anschlielend 85 °C (5 min). Bei jeder cDNA-Synthese wurde eine Probe ohne
die Zugabe der reversen Transkriptase zur Kontrolle des vollstdndigen DNase-Verdaus
mitgefiihrt (RTneg). Anstelle des Enzyms wurde bei den RTneg-Proben ein Aquivalent an
Nuklease-freiem Wasser eingesetzt (vgl. Tabelle 16). Ist die DNA vollstandig hydrolysiert und
aufgrund des Fehlens der Reversen Transkriptase keine cDNA synthetisiert, kommt es in der
RT-gPCR nicht zur Amplifikation. Der CiWert flir alle untersuchten Genabschnitte
unterscheidet sich demnach deutlich von der Probe mit zugesetzter Reverser Transkriptase
und sollte sich in einem Bereich (> C; 36) befinden, der den NTCs (No Template Control)
entspricht. Die cDNA-Proben wurden mit Nuklease-freiem Wasser 1:10 verdiinnt und in der
RT-gPCR eingesetzt.
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Tabelle 16: cDNA-Synthese (Komponenten und Volumina des RevertAid Premium First
Strand cDNA-Kits)

Komponente Volumen
RNA (1 ug) X ul
Random Hexamer Primer 1l
10 mM dNTP Mix 1 ul
Nuklease-freies Wasser X Ml
15 yl
5x RT Buffer 4 ul
RevertAid™ Premium Enzyme Mix 1 ul
20 ul

3.6. Quantitative PCR (RT-qPCR)

3.6.1. Durchfiihrung der RT-qPCR

Die Expression ausgewahlter Gene wurde bei 46 °C nach 30 min mittels RT-qPCR
untersucht. Fur die Referenzstdmme C. jejuni NCTC11168, C. coli RM2888, C. lari RM2100
und eine C. jejuni ::grpE-Mutante wurde die Expression klassischer Hitzeschockgene (c/pB,
dnadJ, dnaK, groEL, groES und grpE) untersucht. Fir die Validierung der RNA-Seqg-Daten
wurde die Expression weiterer Gene (hs/U, hsN, htrA, hrcA und hipG) bestimmt. Die
Expression der Gene wurde auf die Referenzgene rpoA und thiC normalisiert. Das Design
der Primer wurde mit Hilfe der Primer3 Software (http://frodo.wi.mit.edu/) durchgefihrt
(Tabelle 30, Tabelle 21 und Tabelle 32).

Die flr das Design der Primer verwendeten Genome von C. jejuni NCTC11168 (accession
no NC_002163.1), C. coli RM2228 (accession no AAFL01000001.1-38.1, DQ518170,
DQ518171 und DQ518172.1) und C. lari RM2100 (accession no NC_012039 und
NC_01240.1) wurden aus der NCBI-Datenbank Ubernommen (http://www.ncbi.nim.nih.gov/).
Die lyophilisierten Primer wurden entsprechend der Herstellerangaben verdinnt und lagen
schlieBlich in einer Konzentration von 10 pmol/ul vor. Es wurde eine Primertitration
durchgeflihrt, bei der die optimale Primerkonzentration von Forward- und Reverse-Primer
festgelegt werden konnte. Dabei wurden die Mengen und das Verhaltnis beider Primer
bestimmt, bei welchen der geringste Ci-Wert messbar war (Tabelle 30, Tabelle 31 und
Tabelle 32). Entsprechend dieser Ergebnisse wurden die Primer zu einem Primer-Master-

Mix zusammengeflgt.

Fir die RT-gPCR wurde der SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-Rad) verwendet. Aus diesem

wurde durch Zugabe von Nuklease-freiem Wasser und dem jeweiligen Primerpaar ein
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Mastermix hergestellt. Von diesem wurden je 14 pl in die Vertiefungen einer 96-Well-Platte
(Low Multiplate-96, Bio-Rad) pipettiert. Die 1:10 verdinnte cDNA wurde mit einem Volumen
von 1 pl hinzugefiigt (Tabelle 17).

Tabelle 17: Pipettierschema fiir die Komponenten der RT-qPCR

Komponente Volumen in pl
SsoFast EvaGreen Supermix 7.5
Primer Mastermix (je 0,05-0,9 pM) 3,6
Nuklease-freies Wasser 2,9
DNA 1,0
) 15,0

Nachdem die Platte mit einer Folie (Microseal, Bio-Rad) verschlossen war, folgte ein kurzes
Zentrifugieren bei 2000 g um die Komponenten am Boden der Wells zu sammeln.
AnschlieRend wurde die RT-qPCR nach den entsprechenden Protokollen (siehe 9.5.5)
durchgefihrt. Die Expression der Gene wurde auf die Referenzgene thiC und rpoA
normalisiert. Die Proben wurden durch drei unabhangige RNA-Isolierungen hergestellt und
die Ci-Werte auf Grundlage dieser drei biologischen Replikate generiert. Die Spezifitat des
Amplikons wurde durch eine Schmelzkurvenanalyse sichergestellt. Unter Verwendung der
CFX-Software (Bio-Rad) wurden die Ergebnisse der RT-qPCR visualisiert und ausgewertet.

3.7. Qualitative RNA-Analytik
3.7.1. Denaturierendes Gel

Die Reinheit und Integritdt der RNA fur die RT-qPCR wurde in regelmaligen Abstédnden
verifiziert. Die RNA-Proben wurden hierfir auf ein denaturierendes Gel aufgetragen.
Zusatzlich wurden die Proben fir die RNA-Sequenzierung vor ihrer Verwendung stets auf

Reinheit und Integritat (RIN) untersucht.

Nach dem DNase-Verdau wurden Aliquots der RNA entnommen und auf ihre Reinheit
uberpruft. Da RNA-Molekile als Einzelstrang vorliegen, bilden sie hdufig Sekundarstrukturen
aus, die ein ungewohnliches Laufverhalten der Nukleinsduren im Agarose-Gel zur Folge
haben. Fur eine Beurteilung der Qualitédt der RNA ist es deshalb notwendig, diese in einem
denaturierenden Gel aufzutrennen. Um eine Kontamination des bendtigten Equipments mit
RNasen zu beseitigen, wurden alle Gerate und die Elektrophorese-Kammer mit 0,1 M NaOH
(Carl Roth) gewaschen und anschlie®end durch Spilen mit DEPC-Wasser (Carl Roth) von
Chemikalienresten befreit. Das Agarose-Gel (1 g Agarose, Biozym, in 100 ml DEPC-Wasser)
wurde unter Zugabe von 10 ml 10x MOPS-Puffer (Tabelle 34) und 18 ml 37 % Formaldehyd
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(Carl Roth) hergestellt. Die Gelelektrophorese-Kammer wurde mit 1x MOPS (aus 10x MOPS
mit DEPC-Wasser) befullt. Es wurden 1,5 ng der RNA mit 0,75 pl 2x Formamid-Ladepuffer
(Tabelle 34) versetzt. Die Proben wurden fir 5 min bei 70 °C erhitzt. Die Gelelektrophorese
wurde bei 80 Volt fir 30 min durchgefihrt. Die RNA-Banden wurden in einem
Ethidiumbromidbad (0,5 ug/ml, Carl Roth) angefarbt und unter UV-Licht bei 254 nm sichtbar
gemacht (Multimage Light Cabinet, Alphalnnotec).

In Abbildung 8 sind die Banden der RNA in einem denaturierenden Gel dargestellt. Um die
Integritdt der RNA zu Uberprifen und eine mogliche hitzebedingte Degradation und andere
Veranderungen der RNA auszuschlieen, wurden die RNA-Proben jeder Spezies bei 37 °C
(Bande 1: C. jejuni, Bande 3: C. lari und Bande 5: C. coli) und 46 °C (Bande 2: C. jejuni,
Bande 4: C. lari und Bande 6: C. coli) vergleichend untersucht. Bei den Proben 1-4 sind die
16S- und 23S-rRNA-Banden deutlich zu erkennen. Sie zeigen darlber hinaus einen
typischen Abstand zueinander. Ein weiteres Kriterium fur die Reinheit und Integritat der RNA
ist das Verhaltnis der Intensitat beider Banden. Anstelle der typischen Doppelbanden stellt
sich bei C. coli die RNA als dreifache Bande dar.

Abbildung 8: Denaturierendes Gel der RNA-Proben von C. jejuni, C. coli und C. lari
bei 37 °C und 46 °C

3.7.2. Kapillarelektrophoretische Messung der RNA

Mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent) konnte die isolierte Gesamt-RNA hinsichtlich ihrer
GrofRe, Qualitdt und Quantitat untersucht werden. Dazu wurde das Agilent RNA 6000 Nano
Kit (Agilent) verwendet. Die Auftrennung basiert auf der FragmentgrofRe (nt), die eine
unterschiedliche Laufgeschwindigkeit durch das Polymer-Gel zuldsst. Die Agilent 2100

Expert Software (Version 2.5, Agilent Technologies) stellt die Ergebnisse ahnlich einem
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Agarose-Gel-Bild dar (Abbildung 9), wobei die gleichen Kriterien flr Reinheit und Qualitat der

RNA wie in einem denaturierenden Gel gelten (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 9: Gel-dhnliches Bild der RNA-Proben von C. jejuni, C. coli und C. lari bei
37 °C und 46 °C aus der kapillarelektrophoretischen Messung mit dem Agilent 2100
Bioanalyzer

Zusatzlich werden die Daten als Elektropherogramm dargestellt. In Abbildung 10 sind die
Elektropherogramme einer RNA-Probe von C. jejuni und C. coli exemplarisch dargestellt. Als
Kriterien fUr eine intakte RNA dienen die flach verlaufende Grundlinie, die H6he und die
scharfe Begrenzung der Peaks von 16S-rRNA (Abbildung 10, Peak b) und 23S-rRNA
(Abbildung 10, Peak c). Entscheidend ist dariber hinaus, dass die Peaks bei 25 und 100 nt
(Abbildung 10, Peak a) nur schwach vorhanden sind, da sie u. a. 5S-Untereinheiten, tRNAs
und kleine RNA-Fragmente darstellen. Somit sind eine Degradierung und ein Abbau der
RNA auszuschlieien. Die RNA von C. coli erfullt bis auf den typischen Doppelpeak alle
Kriterien einer intakten RNA (Abbildung 10, Peak d)

Aus den ermittelten Daten werden mithilfe der Agilent 2100 Expert Software weitere
Eigenschaften wie die RNA-Area, die RNA-Konzentration und die rRNA Ratio [23S/16S]
errechnet. Entscheidend fir die Beurteilung der Qualitat und Intaktheit der in der RNA-Seq
verwendeten RNA ist die RIN (RNA Integrity Number), die alle ermittelten Merkmale der
Messung zusammenfasst. Dieser Wert gibt von 1 (degradiert) bis 10 (vollstandig intakt) die
Integritat der RNA an. Alle Proben, die in der RNA-Seq sequenziert wurden, hatten eine RIN

von 9,2 -10,0 und waren somit von sehr guter Qualitat.
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Abbildung 10: Elektropherogramm, links: C. jejuni 37 °C, rechts: C. coli 37 °C
(y=Fluoreszenz in FU, x=Nukleotidlange in nt)

3.8. Transkriptomanalyse
3.8.1. Isolierung der RNA mittels Roti-Aqua-Phenol

Eine Stop mix solution (95% v/v Ethanol, 5% v/v Roti-Aqua-Phenol, Carl Roth) wurde mit
einem Volumen von 2 ml in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen (Eppendorf) vorgelegt. Auf diese
wurden 10 ml der Bakteriensuspension mit einer OD/ml von 0,1-0,2 gegeben, invertiert und
bei 1500 g bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in einem

Flussigkeitsrest suspendiert. Die Probe wurde bei -80 °C fur 15 min eingefroren.

Fir den Zellaufschluss wurde die Probe aufgetaut, in 600 pl Lysozym-Lésung (0,5 mg/ml,
20.000 U/mg, Carl Roth) gel6st und in ein 2 ml Reaktionsgefal (Eppendorf) Uberfluhrt. Nach
dem Hinzuftiigen von 60 ul 10%iger SDS-Lésung (Carl Roth) wurde die Probe invertiert und
1-2 min bei 64 °C inkubiert. Es wurden 66 pl einer 1M Natriumacetat-Losung (pH 5,2; Merck)
hinzugefugt und erneut invertiert. Es folgte eine Inkubation bei 64 °C, bei der das
Reaktionsgefall 6-10 mal invertiert wurde. Die Probe wurde fur 5 min auf Eis gestellt und
15 min bei 18.000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein Phase Lock Gel Tube
Heavy (VWR) aufgetragen und mit 750 ul Chloroform (Sigma-Aldrich) versetzt. Nach der

Inversion der Reaktionsgefalde wurden diese fir 12 min bei 18.000 g und 15 °C zentrifugiert.

Es schloss sich eine Ethanolprazipitation an, fir welche der Uberstand aus dem Phase Lock
Gel Tube Heavy in ein 2 ml Reaktionsgefal® uberfuhrt, 1,4 ml einer 30:1 EtOH:3M
Natriumacetat-Lésung (pH 5,2) hinzugefligt und tber Nacht bei -20 °C gelagert wurde. Die
Probe wurde 30 min bei 18.000 g und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Pellet wurde in 900 pl 75%-igem Ethanol (-20 °C, VWR) gewaschen. Es schloss sich eine
Zentrifugation fur 10 min bei 18.000 g und 4 °C an. Das Ethanol wurde durch Pipettieren
entfernt, das Pellet luftgetrocknet und im Anschluss in 100 pl Nuklease-freiem Wasser bei
65 °C flr 5 min und 800 rpm geldst.
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Die Qualitat und Quantitdt der RNA wurde nach dem DNase-Verdau (siehe 3.4.4.) mit Hilfe
eines denaturierenden Agarosegels und einer kapillarelektrophoretischen Messung mit dem
Bioanalyzer (siehe 3.7.1. und 3.7.2.) ermittelt. Die Proben wurden fir die RNA-

Sequenzierung auf Trockeneis an die Firma Vertis versandt.

3.8.2. TEX-Behandlung, Konstruktion der Library und Sequenzierung

Die Libraries wurden durch die Vertis Biotechnologie AG erzeugt. Die statistische
Auswertung der Daten wurde im Zentrum fir Infektionsforschung der Universitat Wrzburg
durchgefiihrt. Zunachst wurden RNA-Proben mit einer Terminator-Exonuklease (TEX)
behandelt, um die ribosomalen RNAs zu reduzieren. AnschlieRend wurde die RNA mithilfe
einer Poly(A)-Polymerase am 3‘-Ende polyadenyliert. Die 5'PPP-Enden wurden unter
Verwendung einer Tabaksaure-Pyrophosphatase (TAP) entfernt. An das entstandene 5°-P-
Ende erfolgte die Ligation der TrueSeq-RNA-Adapter. Die Erststrang-cDNA-Synthese wurde
mit Oligo-(dT)-Adapter-Primer (Dugar, Herbig et al. 2013, siehe Tabelle 33) und einer M-MLV
Reversen Transkriptase durchgefuhrt. Die cDNA wurde mittels TrueSeq-Adapter-Primer
(Dugar, Herbig et al. 2013, siehe Tabelle 33) in einer PCR amplifiziert, um eine
Konzentration von 20-30 ng/ul zu erreichen. Die Proben wurde unter Verwendung des
Agencourt AMPure XP Kit (Beckman Coulter Genomics) aufgereinigt und mittels
Kapillarelektrophorese auf ihre Reinheit und Integritat untersucht. Die Libraries wurden mit
einem llluminua HiSeq Gerat mit 100 Zyklen im Single-End-Modus sequenziert. Fir die
RNA-Seg-Analyse wurden die Daten auf die Genome von C. jejuni NCTC11168 (accession
no NC_002163.1), C. coli RM2228 (accession no AAFL01000001.1-38.1, DQ518170,
DQ518171 und DQ518172.1) und C. lari RM2100 (accession no NC_012039 and
NC_01240.1) gemapped.

3.8.3. Statistische Auswertung der RNA-Seq-Daten
Die Adaptersequenzen wurden entfernt und die im fastg-Format vorliegenden Daten mithilfe
des fastq_quality_trimmer (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/) getrimmt (Qualitats-Cut-
off von 20). Anschlielend wurden die Sequenzdaten in das fasta-Format konvertiert
(fastq_to_fasta; FastX suite Version 0.0.13) und die Daten mit der RNA-analysis pipeline
RAPL version 0.1 (Foerstner, nicht publiziert) prozessiert (Entfernung der Poly-A-Enden,
GroRenfilter mit mind. 12 Nukleotiden, statistische Auswertung der Abdeckung und
Normalisierung). Das Sequenz-Alignment erfolgte nach dem in Segemehl Version 0.1.3
(Hoffmann et al., 2009) vorgegebenen Parametern. Die statistische Auswertung der Daten
erfolgte mit dem DESeqg-Package (Anders und Huber, 2012). Die Visualisierung der Daten
wurde mit MS Excel 2010 (Heat map), mit der GraphPad Prism Software Version 6.0
(Volcano plots), dem Python library matplotlib-venn (Venndiagramme) und der Software

Circos Version 0.66 (Circos-Diagramme) durchgefuhrt.
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4.1. Phanotypische Untersuchung der Stressantwort

4.1.1. Wachstumskurven bei 37 °C

Das Wachstum von C.jejuni NCTC11168, C.coli RM2228 C.lari RM2100 und
C. jejuni ::grpE wurde bei 37 °C untersucht. Diese Temperatur stellt die physiologische
humane Koérpertemperatur dar. Die untersuchten Isolate zeigen einen deutlichen Anstieg der
Zellzahl. Bis auf den 24 h-Wert, bei dem C. jejuni gegeniber C. coli eine signifikant erhdhte
Zellzahl erreicht (Abbildung 11a), treten bei den drei Referenzstdmmen keine signifikanten
Unterschiede im Wachstumsverhalten bei 37 °C auf (Abbildung 11a, b und d). Die Mutante
C. jejuni :.grpE zeigt im Vergleich zum Wildtyp ein leicht verzogertes Wachstum, da nach 4 h
signifikant geringere Zellzahlen auftreten (Abbildung 11c). Gegenuber C. coli zeigt die
C. jejuni ::.grpE-Mutante sowohl nach 4 h als auch nach 8 h ein signifikant reduziertes
Wachstum (Abbildung 11e). Nach 24 h sind die Zellzahlen der C. jejuni ::grpE-Mutante

vergleichbar mit dem Wachstum der Referenzstamme (Abbildung 11c, e und f).

-47 -



Ergebnisse

o
G

10000~ 10000+
ek
= =
= E
= =
i1 8
= 10004 = 1000
N N
] S
- -
o o
s =
= 100 S 100
o - C. jejuni ’g = C.jejuni
Ed -= C.coli kgl = C. lan
o ]
> >
o T T T T J 10 T T T T J
5 10 15 20 25 5 10 15 20 25
Zeitinh Zeitinh
(c (d
10000+ 10000+
= =
E £
= * =
= i1
& 10004 = 10004
o @
N N
= ke
] @
- -l
o =]
= 4
2 100 ) S 1004
= - C. jejuni ®
B = C. jejuni =gpE kil = C.coli
2 2 - C. lai
0 5 10 15 20 25 o 5 10 15 20 25
Zeitin h Zeitin h
(e) (f)
10000+ 10000
ok 'f
ok
10004 1000 }

1004 1004

-+ C coli
- C. jejuni -gpE

~ C. lan
= C.jejuni grpE

Verdnderung der Zellzahl In %
Verdnderung der Zellzahl In %

=]
<k
=]

o 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Zeitinh Zeitinh

Abbildung 11: Verdnderungen der Zellzahlen bei C. jejuni NCTC11168, C. coli RM2228
C. lari RM2100 und einer C. jejuni ::grpE-Mutante bei 37 °C

4.1.2. Wachstumskurven bei 42 °C

Die durchschnittliche Korpertemperatur von Nutzgefligel, welches besonders fiir C. jejuni
einen wichtigen Wirt darstellt, liegt bei ca. 42 °C. Thermotolerante Campylobacter-Spezies,
wie C. jejuni, C. coli und C. lari, sind zur Vermehrung bei dieser Temperatur befahigt. Bei
allen drei Spezies ist ein deutlicher Anstieg der Zellzahlen bei 42 °C erkennbar. C. lari zeigt
im Vergleich zu den anderen Referenzstdmmen den hochsten Anstieg der Zellzahlen, der
allerdings lediglich nach 24 h im Vergleich zu C. jejuni eine signifikant hohere Zellzahl
aufweist (Abbildung 12b und d). C. coli und C. jejuni zeigen keine Unterschiede in ihrem
Wachstumsverhalten (Abbildung 12a). Die Mutante C. jejuni ::grpE weist bis zum 8 h-Wert
ein mit C. coli und dem Wildtyp vergleichbares Wachstum auf (Abbildung 12c und e).
Danach reduziert sich die Zellzahl der Mutante C. jejuni ::grpE leicht, bleibt aber Uber den

Untersuchungszeitraum von 24 h Uber ihrem Ausgangswert. Gegenuber C. /ari sind die
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Zellzahlen der C. jejuni :grpE-Mutante zu allen Messzeitpunkten signifikant reduziert
(Abbildung 12f).
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Abbildung 12: Veranderungen der Zellzahlen bei C. jejuni NCTC11168, C. coli RM2228
C. lari RM2100 und einer C. jejuni ::grpE-Mutante bei 42 °C

4.1.4 Wachstumskurven bei 46 °C

Eine Erhéhung der Temperatur auf 46 °C stellt eine Inkubation der Kulturen oberhalb der
Wachstumsgrenze der meisten Campylobacter-Spezies dar. Bei allen Spezies kommt es zu
einer temperaturbedingten Reduktion der Zellzahlen, wobei sich deutliche Unterschiede in
der Absterbekinetik zeigen. C. jejuni weist eine schwachere Reduktion der Zellzahlen auf als
die Isolate von C. coli, C. lari und der Mutante C. jejuni ::grpE. Bis auf den 2 h-Messwert sind
alle Zellzahlen von C. jejuni signifikant hoher als bei den anderen untersuchten Isolaten
(Abbildung 13a, b und c).
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Bei C. coli waren nach 8 h keine Zellen mehr nachweisbar. Im Vergleich zu C. jejuni waren
die Zellzahlen zu allen Zeitpunkten, bis auf den 2 h-Wert, signifikant erniedrigt (Abbildung
13a). Obwohl auch bei C. lari nach 8 h keine Zellen mehr nachweisbar waren, weist C. coli
ein schnelleres Absterben auf. Dies wird durch die signifikant niedrigere Zellzahl nach 4 h
deutlich (Abbildung 13d). C. lari zeigt im Vergleich zu C. jejuni signifikant verringerte
Zellzahlen, wahrend der Kurvenverlauf von C. /ari ahnlich der Absterbekinetik von C. coli ist
(Abbildung 13b und d).

Die Mutante C. jejuni ::grpE zeigt im Vergleich zum Wildtyp eine deutlich schnellere
Reduktion der Zellzahl (Abbildung 13c). Ihr Kurvenverlauf weist eine hohe Ahnlichkeit zu den
Veranderungen der Zellzahlen bei C. /ari auf. Lediglich bei dem 8 h-Messwert lassen sich bei
C. jejuni ::grpE noch vitale Zellen detektieren, wahrend bei C. lari zu diesem Zeitpunkt eine
vollstadndige Reduktion erkennbar ist (Abbildung 13f). Im Vergleich zu C. coli sind, bis auf
den 2 h-Wert, alle Messwerte der C. jejuni ::grpE-Mutante signifikant héher (Abbildung 13e).
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass C. jejuni eine starkere Hitzetoleranz bei
46 °C als alle anderen untersuchten Isolate besitzt. Die Mutante C. jejuni::grpE zeigt im
Vergleich zum Wildtyp eine deutlich verringerte Fahigkeit, eine auf 46 °C erhéhte Temperatur

zu tolerieren.
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Abbildung 13: Veranderungen der Zellzahlen bei C. jejuni NCTC11168, C. coli RM2228
C. lari RM2100 und einer C. jejuni ::grpE-Mutante bei 46 °C

4.1.3. Wachstumskurven bei 50 °C

Eine Inkubation der Kulturen bei 50 °C, deutlich oberhalb des Wachstumsbereiches von
Campylobacter spp., resultiert bei allen untersuchten Isolaten in einer starken Reduktion der
Zellzahlen. Nach 6 h lassen sich bei C. jejuni und C. lari keine vitalen Zellen mehr
detektieren, wobei die Reduktion der Zellzahlen von C. lari schneller erfolgt. Somit zeigt
C. jejuni gegenuber C. lari an zwei Messzeitpunkten noch signifikant héhere Zellzahlen
(Abbildung 14b). Gegenuliber C. coli und der Mutante C. jejuni :.grpE zeigen die Isolate von
C. jejuni und C. lari signifikant hohere Zellzahlen und einen flacheren Verlauf der
Absterberaten (Abbildung 14a, c, d, e und f). Bei C. coli und C. jejuni ::grpE waren bereits
nach 4 h keine vitalen Zellen mehr nachweisbar (Abbildung 14e). Diese beiden Isolate
zeigen eine sehr ahnliche Reduktion der Zellzahlen und damit eine vergleichbare Sensibilitat

gegeniber dem Hitzestress.
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Abbildung 14: Veranderungen der Zellzahlen bei C. jejuni NCTC11168, C. coli RM2228
C. lari RM2100 und einer C. jejuni ::grpE-Mutante bei 50 °C

4.1.5 Zusammenfassende Darstellung der phanotypischen Hitzestressantwort

Bei den Wachstumsversuchen bei 37 °C und 42 °C handelt es sich um Versuche, die das
Verhalten der Isolate im physiologischen Wachstumsbereich von thermotoleranten
Campylobacter spp. untersuchen. Bei den untersuchten Referenzstdmmen von C. jejuni,
C. coli und C. lari zeigt sich bei der Inkubation bei 37 °C ein vergleichbares Wachstum der
Isolate (Abbildung 15a). Dieses Wachstum verstarkt sich bei einer Erh6hung der Temperatur
auf 42 °C (Abbildung 15b). Eine Reduktion der Zellzahlen tritt bei 46 °C auf. Diese
Temperatur liegt oberhalb der physiologischen Wachstumsgrenze. C. jejuni zeigt eine
deutlich langsamere Reduktion der Zellzahlen gegenlber den anderen Isolaten, welche
untereinander ahnliche Kurvenverldufe aufweisen (Abbildung 15c). Bei 50 °C zeigt sich bei

allen Isolaten eine deutlich schnellere Zellzahlreduktion als bei 46 °C. Das C. jejuni-lsolat
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weist bei dieser Temperatur ebenfalls einen flacheren Verlauf der Kurve auf, als es bei
C. coliund C. lari der Fall ist (Abbildung 15d).

Eine Sonderstellung nimmt die Mutante C. jejuni ::grpE ein, welche bei 42 °C bereits ein
leicht verzogertes Wachstum aufweist (Abbildung 15b). Bei 46 °C zeigt diese Mutante
ahnliche Kurvenverlaufe, wie sie bei C. coli und C. lari auftreten. Allerdings erfolgt die
Reduktion der Zellzahlen im Vergleich zum C. jejuni-Wildtyp deutlich schneller (Abbildung
15c). Bei einer Erhdhung der Temperatur auf 50 °C zeigt C. jejuni ::grpE die geringste
Hitzetoleranz (Abbildung 15d).
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Abbildung 15: Vergleichende Darstellung der Veranderungen der Zellzahlen bei
C. jejuni NCTC11168, C. coli RM2228 C. lari RM2100 und einer C. jejuni ::grpE-Mutante
bei 37 °C, 42 °C, 46 °C und 50 °C

4.1.6 Vergleich der Wachstumskurven von C. jejuni-, C. coli- und C. lari-Feldstammen
bei 46 °C

Da sich die gréRten Unterschiede zwischen den Spezies in den phanotypischen Reaktionen

auf den Hitzestress bei 46 °C zeigten, wurden bei dieser Temperatur zwei Feldstamme je

Spezies hinsichtlich der temperaturbedingten Zellzahlreduktion untersucht. Wahrend es sich

bei dem Referenzstamm C. jejuni NCTC11168 um ein humanes Isolat handelt, wurden die

Feldstamme aus einer Legehenne (C. jejuni WT1) und einer Muschel (C. jejuni WT2) isoliert.

Bei C. jejuni NCTC11168 und C. jejuni WT1 lassen sich bei ahnlichem Kurvenverlauf nach
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8 h noch vitale Zellen detektieren. Bei C. jejuni WT2 erfolgt die Reduktion deutlich schneller,
und es sind nach 8 h signifikant geringere Zellzahlen als bei C. jejuni NCTC11186 und
C. jejuni WT1 messbar. Die Mutante C. jejuni ::grpE zeigt signifikant geringere Zellzahlen als
die drei anderen Isolate, wobei nach 8 h Inkubation bei 46 °C eine fast vollstandige
Reduktion der Zellzahlen eintritt (Abbildung 16a).

Bei C. coli wurde der aus einer Huhnerkarkasse isolierte Referenzstamm C. coli RM2228 mit
einem Legehennen- (C. coli WT1) und einem Schweine-Isolat (C. coli WT2) verglichen. Bei
46 °C uberleben Zellen von C. coli WT1 bis zu 8 h nach Beginn der Inkubation, wahrend bei
C. coli WT2 nach 6 h und bei dem Referenzstamm C. coli RM2228 bereits nach 4 h keine
vitalen Zellen mehr zu detektieren sind. Ab diesem Messzeitpunkt weisen die Zellzahlen der
drei Isolate signifikante Unterschiede auf (Abbildung 16b).

Die zwei aus Miesmuscheln isolierten Isolate C. lari WT1 und C. lari WT2 weisen im
Vergleich zum Referenzstamm C. /lari RM2100, einem Humanisolat, keine wesentlichen
Unterschiede in ihren Absterberaten bei 46 °C auf. Lediglich bei C. lari WT2 war bereits nach
dem 4 h-Messpunkt kein Wachstum mehr messbar, wahrend bei C. lari WT1 und dem

Referenzstamm nach 6 h noch vitale Zellen zu detektieren sind (Abbildung 16c).
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Abbildung 16: Veranderungen der Zellzahlen verschiedener Stamme einer
Campylobacter-Spezies bei 46 °C. (a) C. jejuni, (b) C. coli, (c) C. lari
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4.2. Genexpressionsanalysen mit RT-qPCR
Die Hitzeschockgene cipB, dnad, dnaK, groEL, groES und grpE wurden hinsichtlich ihrer
Expressionsniveaus bei verschiedenen Temperaturen untersucht. Dabei wurden, entspre-
chend den Bedingungen der Wachstumsversuche, Genexpressionsstudien bei einer
Temperaturerhdhung von 37 °C auf 42 °C, 46 °C und 50 °C durchgefiihrt. Die Expressions-
niveaus bei 46 °C dienen zur Validierung der RNA-Seq-Ergebnisse (4.3.2), wobei hier

zusatzlich die Expression weiterer Gene (hs/U, hslV, htrA u. a.) untersucht worden ist.

4.2.1. Expression von Hitzeschockgenen bei 42 °C

Bei 42 °C zeigen die untersuchten Gene bei C. jejuni NCTC11168, C. coli RM2228 und
C. lari RM2100 eine erhdhte Transkriptmenge. Dabei weisen clpB, dnaK, groEL, groES und
grpE eine mindestens 2-fach gesteigerte relative Expression auf. Die relative Expression von
dnad liegt bei allen Spezies unter der 2-fachen Expression. Die unterschiedlichen
Expressionsraten der einzelnen Gene flihren zu einem Expressionsmuster, welches bei
C. jejuni und C. coli gleichférmig auftritt. Dieses ist bei C. lari nicht zu erkennen (Abbildung
17).
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Abbildung 17: Relative Quantifizierung von sechs ausgewahlten Hitzeschockgenen bei
C. jejuni NCTC11168, C. coli RM2228, und C. lari RM2100 mittels RT-qPCR bei einer
Temperaturerhohung von 37 °C auf 42 °C

4.2.2. Expression von Hitzeschockgenen bei 46 °C

Bei 46 °C zeigt sich bei C. jejuni und C. coli eine gesteigerte Expression der Gene c/pB,

dnaK, groEL, groES und grpE (Abbildung 18). Die Expressionsraten der Hitzeschockgene

bei C. jejuni bleiben im Vergleich zu der Expression bei 42 °C konstant. Auch bei 46 °C zeigt

dnadJ bei C. jejuni, C. coli und C. lari keine gesteigerte Expressionsrate (Abbildung 18). Bei
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C. coli ist eine leichte Verringerung der Expressionshohen erkennbar. Allerdings bleibt das
Expressionsmuster, welches sich bei 42 °C zeigt, bei C. jejuni und C. coli erhalten. Bei C. lari
sind die Expressionsraten deutlich geringer als bei C. jejuni und C. coli, sodass groEL und

groES keine 2-fach hohere Genexpression erreichen (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Relative Quantifizierung von sechs ausgewahlten Hitzeschockgenen bei
C. jejuni NCTC11168, C. coli RM2228, und C. lari RM2100 mittels RT-qPCR bei einer
Temperaturerhdhung von 37 °C auf 46 °C.

4.2.3. Expression von Hitzeschockgenen bei 50 °C

Die Hochregulation der untersuchten Gene ist bei 50 °C bei C. jejuni deutlich reduziert. Nur
noch grpE, dnaK und clpB sind mehr als 2-fach hochreguliert und folglich an der
Hitzeschockantwort beteiligt. Bei C. coli ist zusatzlich zu den drei genannten Genen groEL
deutlich hoher exprimiert als in der 37 °C-Kontrolle. Bei C. lari ist keine Induktion der
Expression der Hitzeschockgene messbar (Abbildung 19). Da die Stabilitat der Referenz-
gene rpoA und thiC bei 50 °C nicht mehr gegeben war, ist die Validitat der Ergebnisse

allerdings nicht gesichert.
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Abbildung 19: Relative Quantifizierung von sechs ausgewadhlten Hitzeschockgenen bei
C. jejuni NCTC11168, C. coli RM2228, und C. lari RM2100 mittels RT-qPCR bei einer
Temperaturerhdhung von 37 °C auf 50 °C.

4.3. Transkriptomanalyse

Die mittels RT-gPCR bestimmten Expressionsniveaus von clpB, dnaJ, dnaK, groEL, groES
und grpE kénnen die phanotypischen Unterschiede zwischen C. jejuni, C. coli und C. lari bei
erhdéhten Temperaturen nicht begriinden. Die Sequenzierung der Transkriptome stellt ein
erfolgversprechendes Mittel dar, um die Mechanismen der Hitzeschockantwort bei diesen
drei Spezies zu analysieren. RNA-Seqg-Experimente werden als zukinftiger Standard auf
dem Gebiet der Genexpressionsanalysen angesehen und kdnnen wichtige Informationen

Uber die Adaptation von Mikroorganismen an unterschiedliche Stressoren generieren.

4.3.1. Validierung der Replikate

Die RNA-Sequenzierungen wurden im biologischen Duplikat durchgefiihrt. Dabei erfolgten
die Extraktionen der RNA bei den Temperaturbedingungen 37 °C und 46 °C fiir jede Spezies
im biologischen Duplikat. Die Sequenzierung der Duplikate der RNA erfolgte in zwei
unterschiedlichen Sequenzierungsdurchgéngen. Um die Validitdt der Daten zu Uberprufen,
wurden die Ergebnisse in Streudiagrammen dargestellt und das Bestimmtheitsmal R?
errechnet (Abbildung 20). Vor allem die Ergebnisse der bei 46 °C isolierten RNA zeigen eine
starke Korrelation zueinander, da bei C. jejuni, C. coli und C. lari ein Bestimmtheitsmald R?
gréfler als 0,9 errechnet wird. Auch bei 37 °C zeigt sich bei C. jejuni (R*=0,8948) und C. lari
(R2=0,9335) eine hohe Korrelation der Ergebnisse. Lediglich bei C. coli liegt das errechnete
Bestimmtheitsmal (R?=0,6367) deutlich unter den anderen Werten (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Streudiagramme der mit DESeq ausgewerteten Transkriptomdaten

der biologischen Duplikate bei 37 °C (RNA-Proben 1 und 2) und 46 °C (RNA-Proben 3

und 4) mit dem BestimmtheitsmaB R?

4.3.2. Validierung der RNA-Seq Daten mittels Real-Time qPCR (RT-qPCR)

Zur Uberprifung der Validitat der RNA-Seq-Methode wurden die Ergebnisse mit den Daten
einer RT-gPCR verglichen (Abbildung 22). Hierfir wurden Gene ausgewahlt, deren
Expression deutlich hoch- oder herunterreguliert ist. Bei den Genen mit einer hochregulierten

Expression handelt es sich um die bekannten Hitzeschockgene clpB, dnad, dnaK, groEL,
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groES und grpE. Die Gruppe der Gene mit einer herunterregulierten Expression umfasst die
Gene hslU, hsN, htrA und hipG. Auch hrcA, ein negativer Hitzeschockregulator, wurde
hinsichtlich seiner Expressionshdéhe untersucht. Um das gesamte Spektrum der Regulation
abzudecken, wurden darlber hinaus auch die Haushaltsgene thiC und rpoA, deren
Expression nicht differentiell reguliert ist, in die Auswertung einbezogen. Da die Expression
der anderen Gene auf diese Referenzgene normalisiert wurde, wird die Expression von thiC
und rpoA in dieser Darstellung der relativen Quantfizierung nicht bertcksichtigt (Abbildung
21).

46°C

[ C. jejuni
@3 C. coli
6 B C. lari

log; x-fache Expression
nN
1

v, |
4 T T T T T T T T

S 5 i O
R & Fee LSS

Abbildung 21: Relative Quantifizierung von ausgewahlten Genen bei C. jejuni
NCTC11168, C.coli RM2228, und C.lari RM2100 mittels RT-qPCR bei einer
Temperaturerhdhung von 37 °C auf 46 °C.

Bei der Darstellung der Expressionsdaten aus der RT-gPCR und der RNA-Seq in
Streudiagrammen zeigen C. jeuni (R?*=0,7686), C. coli (R®>=0,8047) und C. lari (R®>=0,8472)
eine gute Korrelation. Bei C. jejuni verlauft die Regressionsgerade durch den Nullpunkt. Dies
bedeutet, dass auch die Hohe der Genexpression und nicht nur das Verhaltnis der
Ergebnisse zueinander zwischen beiden Methoden vergleichbar ist. C. coli und C. lari weisen
zwar hohere R2-Werte als C. jejuni auf, zeigen allerdings eine Verschiebung der
Regressionsgeraden. Diese schneiden die Y-Achsen im leicht negativen Bereich (Abbildung
22).
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Abbildung 22: Streudiagramme der RT-qPCR- und RNA-Seq-Expressionsdaten und
resultierende R?>-Werte

R?=0,8472

4.3.3. Darstellung von differentiell exprimierten Genen unter Hitzestress

Eine Temperaturerh6hung von 37 °C auf 46 °C resultiert bei C. jejuni NCTC11168, C. coli
RM2228 und C. lari RM2100 in einer differentiellen Expression zahlreicher Gene (Abbildung
23). Diese Verteilung wird in Volcano plots dargestellt, wobei alle signifikant regulierten Gene
(log2 fold change >1 und <-1, p-value <0,05) von C. jejuni, C. coli und C. lari in grin
dargestellt sind. Gene ohne regulierte Expression sind in schwarz dargestellt und werden in
dieser Arbeit nicht im Detail analysiert. C. jejuni weist eine geringere Anzahl an
unterschiedlich exprimierten Genen auf als C. coli und C. lari. Die log2 fold change-Werte
und die p-values der Gene von C. jejuni sind niedriger als bei den Genen von C. coli und
C. lari. Daraus ergibt sich eine geringere Streuung der Datenpunkte und ein abweichendes
Expressionsmuster fur C. jejuni. Die Volcano plots von C. coli und C. lari weisen eine
gréBere Ahnlichkeit zueinander auf. Bei C. coli ist im Vergleich zu C. lari eine hohere Anzahl
an regulierten Genen vorhanden, die darUber hinaus eine groflere Streuung zeigen
(Abbildung 23).
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Abbildung 23: Volcano plots aus den mit DESeq ausgewerteten Transkriptomdaten.
Signifikant regulierte Gene (log2 fold change >1 und <-1, p-value <0,05) sind in griin
dargestellt

Bei dem Vergleich der relativen Anzahl von signifikant regulierten Genen, welche der

absoluten Anzahl regulierter Gene im Verhaltnis zum gesamten Transkriptom entspricht,
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werden dhnliche Verhaltnisse wie in den Volcano plots (Abbildung 23) deutlich. Wahrend bei
C. coliund C. lari jeweils 9 % der Gene eine signifikant regulierte Expression zeigen, betragt
dieser Anteil bei C. jejuni nur 3 % (Tabelle 18). Bei C. jejuni ist die Gesamtheit der
regulierten Gene im Bakterienchromosom lokalisiert. Bei C. coli sind 20 % und bei C. lari 2 %
dieser Gene extrachromosomal auf Plasmiden lokalisiert. Bei C. jejuni weisen 89 % der
regulierten Gene eine erhohte Transkriptionsrate auf, wahrend bei C. coli 69 % und bei
C. lari 45 % der regulierten Gene eine Hochregulation der Expression zeigen. Auch weisen
die verschiedenen Spezies deutliche Unterschiede bei den Anteilen an Genen mit
verringerter Expression auf. Wahrend bei C. jejuni nur ca. 11 % der regulierten Gene eine
verringerte Transkriptmenge zeigen, sind es bei C. coli 31 % und bei C. lari sogar 55 %
(Tabelle 18).

Tabelle 18: Anzahl signifikant regulierter Gene (log2 fold change >1 und <-1, p-value
<0,05) aus den mit DESeq ausgewerteten Transkriptomdaten

C. jejuni C. coli C. lari
Analysierte Gene 1721 2038 1610
Regulierte Gene 3 % (n=45) 9% (n=178) 9 % (n=141)
Plasmid-codiert - 20 % (n=37) 2 % (n=4)
hochreguliert 89 % (n=40) 69 % (n=123) 45 % (n=63)
herunterreguliert 11 % (n=5) 31 % (n=55) 55 % (n=78)

4.3.4. Orthologenmapping

Um die Hitzestressantwort von C. jejuni NCTC11168, C. coli RM2228 und C. lari RM2100
detailliert vergleichen zu kénnen, wurde die Gesamtheit der Gene dieser drei Spezies in
einem Orthologenmapping (Venndiagramm) dargestellt. So werden die Mengenbeziehungen
zwischen den spezieslbergreifenden und speziesspezifischen Genen deutlich (Abbildung
24). Dabei sind neben den Protein-codierenden Sequenzen (vgl. Tabelle 18) auch rRNAs
berlicksichtigt. Das Mapping der Orthologen wurde mit einem all-against-all-Blasting
durchgefiihrt. Die besten reziproken Treffer (,hits“) wurden als Orthologen bewertet. Der
Overlap ist in der Graphik visualisiert, wobei die KreisgroRe die Anzahl aller vorhandenen

Gene widerspiegelt.

Von der Gesamtheit aller Gene in C. jejuni, C. coli und C. lari sind 943 speziestbergreifend
vorhanden. Beim Vergleich der Gene der einzelnen Spezies untereinander zeigen C. jejuni
und C. coli eine vergleichsweise grolte Schnittmenge von 476 Genen. C. lari weist mit C. coli
(16 Gene) und C. jejuni (46 Gene) deutlich weniger gemeinsame Gene auf. C. jejuni besitzt
die geringste Anzahl an speziesspezifischen Genen (232 Gene), wahrend bei C. coli und

C. lari eine vergleichbare Anzahl solcher Gene (619 und 606 Gene) vorliegt. Allerdings weist
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C. coli ein groReres Genom als C. lari auf, weshalb der Anteil an speziesspezifisch
vorhandenen Genen im Verhaltnis dazu bei C. coli verringert ist. Folglich wird in dieser
Darstellung der orthologen Gene deutlich, dass eine enge phylogenetische Verwandtschaft
zwischen C. jejuni und C. coli vorliegt. C. lari zeigt auf genomischer Ebene weniger

Gemeinsamkeiten zu C. jejuni oder C. coli (Abbildung 24).

. coli (2054
C. coli (2054) C. jejuni (1697)

619

606

C. lari (1623)

Abbildung 24: Orthologenmapping (Venndiagramm).

Darstellung der GroBe der Genome von C. jejuni NCTC11168, C. coli RM2228,
C. lari RM2100 und der Anzahl an Orthologen als Schnittmenge

Eine Darstellung der Expressionsdaten aus der RNA-Seq in einer heat map visualisiert die
Verteilung der regulierten Gene in C. jejuni, C. coli und C. lari, wobei jede farbige Spalte fiir
ein differentiell exprimiertes Gen steht (Abbildung 25). Die Gene mit einer hochregulierten
Expression (log2 fold change >1, p-value <0,05) sind in rot, die Gene mit einer
herunterregulierten Expression (log. fold change <-1, p-value <0,05) sind in griin und die
Gene ohne regulierte Expression in gelb dargestellt. Die grauen Bereiche stehen fiir Gene
mit regulierter Expression, bei denen kein Ortholog zu einem Gen einer anderen Spezies
existiert (vgl. Abbildung 24).

Fir den Uberwiegenden Teil der Gene mit regulierter Expression existiert in keiner der
anderen Spezies ein entsprechendes Ortholog oder Gen mit regulierter Expression
(Abbildung 25, Box Ill). Von den Genen mit regulierter Expression in C. jejuni war bei 54,8 %
(17/31) der Gene kein Ortholog in einer der anderen Spezies vorhanden. Bei C. coli trifft dies
auf 55,1 % (87/158) und bei C. lari auf 62,5 % (80/128) der Gene mit regulierter Expression

ZU.
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Eine weitere Gruppe umfasst Gene, deren Expression in zwei der untersuchten Spezies
reguliert ist (Abbildung 25, Box Il). Acht Gene (ung, perR, dapA, uxaA’, uxaA, rimM, Cj0952
und Cj0962) sind in C. jejuni und C. coli gleichsinnig reguliert, wahrend diese Gene in C. lari
keine veranderte Expression zeigen. Fur funf dieser Gene existiert in C. /ari kein Ortholog. In
C. coli und C. lari sind finf Gene (das Operon cbpA, hspR und kefB sowie eine GTP-
Cyclohydrolase Il und CCO0848/Cla_1010) gleichermalRen in beiden Spezies reguliert,
wahrend in C. jejuni kein entsprechendes Ortholog existiert. Zwischen C. jejuni und C. lari
existieren keine gemeinsamen Gene mit regulierter Expression, die ein entsprechendes
Ortholog in C. coli aufweisen (Abbildung 25, Box II).

Sechs Gene zeigen eine temperaturbedingte Hochregulation der Expression in allen drei
Spezies (Abbildung 25, Box |). Es handelt sich dabei um die bekannten Hitzeschockgene
clpB, hrcA, grpE, dnaK, groES und groEL. Dariber hinaus stellen sich einige wenige Gene

mit einer gegensinnigen Regulation der Expression dar (Abbildung 25, Box IV).

C ..
=

€ foys

(| ] v

Abbildung 25: Darstellung der regulierten Gene (log2 fold change >1 und <-1, p-value
<0,05) in einer heat map. Rot: Gene mit gesteigerter Expression, griin: Gene mit
verringerter Expression, gelb: nicht regulierte Gene, grau: kein Ortholog vorhanden

Kategorisiert man die in C. jejuni differentiell exprimierten Gene, so wird deutlich, dass diese
aus nahezu allen funktionellen Gruppen (15 von 17) stammen. Gleiches gilt fur die Gene mit
regulierter Expression bei C. coli (15 von 17) und C. lari (13 von 17), deren Einordnung in die
entsprechenden funktionellen Gruppen auf Grundlage des Orthologenmappings zu C. jejuni
erfolgte (Tabelle 19). Wahrend sich bei C. jejuni 100 % der Gene (45/45) mit regulierter
Expression einer funktionellen Gruppe zuordnen lassen, ist dies bei C. lari nur bei 52,5 %
(74/141) und bei C. coli bei 55 % (98/178) der Gene mit regulierter Expression moglich. Die
meisten regulierten Gene bei C. jejuni werden der Zellhille (22,2 %), den Transport- und
Bindungsproteinen (8,9 %), Genen fir zellulare Prozesse (8,9 %) und dem Protein-
stoffwechsel (8,9 %) zugeordnet. Auch bei C. coli und C. lari sind die Gene mit regulierter
Expression hauptsachlich den genannten funktionellen Gruppen zuzuordnen. C. jejuni,
C. coli und C. lari weisen darlUber hinaus einen gro3en Anteil an Genen auf, die bisher
unbekannt sind (Tabelle 19).
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Tabelle 19: Darstellung der Anzahl der regulierten Gene (log, fold change >1 und <-1,
p-value <0,05) in funktionellen Gruppen nach J. Craig Venter Institute (JCVI) und
Comprehensive Microbial Resource (CMR)

Anzahl der Anzahl und Anteil (in %) regulierter Gene

Gene total

bei C. jejuni C. jejuni C. coli C. lari
Aminosaure-Biosythese 63 2 (4,4 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
Biosythese von Cofaktoren, 66 3 (6,7 %) 3 (3,1 %) 5 (6,8 %)
prosthetischen Gruppen u.
Transportern
Zellhllle 353 10 (22,2 %) 20 (20,4 %) 6 (8,1 %)
Zellulare Prozesse 114 4 (8,9 %) 11 (11,2 %) 4 (5,4 %)
Zentraler Intermediar- 18 1(2,2 %) 1(1,0 %) 0 (0,0 %)
stoffwechsel
DNA-Stoffwechsel 61 1(2,2 %) 3 (3,1 %) 4 (5,4 %)
Energiestoffwechsel 117 1(2,2 %) 6 (6,1 %) 4 (5,4 %)
Metabolismus von 29 1(2,2 %) 1(1,0 %) 4 (5,4 %)
Fettsauren und
Phospholipiden
Mobile und extrachromoso- 1 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
male genetische Elemente
Proteinstoffwechsel 65 4 (8,9 %) 11 (11,2 %) 9 (12,2 %)
Proteinbiosynthese 144 3 (6,7 %) 6 (6,1 %) 9 (12,2 %)
Purine, Pyrimidine, 41 0 (0,0 %) 1(1,0 %) 1(1,4 %)
Nukleoside und Nukleotide
Regulatorische Funktionen 43 1(2,2 %) 3 (3,1 %) 1(1,4 %)
Transkription 27 1(2,2 %) 3 (3,1 %) 3(4,1%)
Transport- und 140 4 (8,9 %) 7 (7,1 %) 8 (10,8 %)
Bindungsproteine
unbekannte Funktion 58 3 (6,7 %) 1 (1,0 %) 0 (0,0 %)
unbekannte Gene 294 6 (13,3 %) 21 (21,4 %) 16 (21,6 %)
) 1634 45 98 74
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C. jejuni C. coli

-~
= =

=

[C] Energy production and conversion

[D] Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning

[E] Amino acid transport and metabolism

[F] Nucleotide transport and metabolism

[G] Carbohydrate transport and metabolism

[H] Coenzyme transport and metabolism

[J ] Translation, ribosomal structure and biogenesis

[K] Transcription

[L ] Replication, recombination and repair

[M] Cellwallmembrane/envelope biogenesis

[N] Cell motility

[O] Posttranslational modification, protein turnocer, chaperones
[P] inorganic ion transport and metabolism

[Q] secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism
[R] general function prediction only

[S] function unknown

[T] signal transduction mechanisms

[U] Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport
[V] defense mechanisms

[n.c.]not categorized

Abbildung 26: Funktionelle Gruppierung der Gene mit regulierter Expression bei
C. jejuni, C. coliund C. lari in Circos-Diagrammen

Die Zuordnung der Gene mit regulierter Expression in die funktionellen Gruppen lasst sich
durch Circos-Diagramme graphisch darstellen (Abbildung 26). Diese Zuordnung erfolgte
mithilfe der eggNOG4.0 Datenbank (www.eggnog.embl.de). Gene, die zu zwei oder mehr
funktionellen Gruppen gehoéren, wurden dabei in jeder der Kategorien gelistet. In dieser
Darstellung wird deutlich, dass C. jejuni eine geringere Anzahl an regulierten Genen als
C. coli und C. lari aufweist. Bei C. jejuni zeigen nahezu alle regulierten Gene eine erhdhte
Transkriptionsrate (up). Lediglich Gene der Gruppe J (Translation, ribosomal structure and
biogenesis) und nicht kategorisierte Gene (n.c.) stellen sich als reprimiert dar (down). Bei
C. coli und bei C. lari zeigen zahlreiche Gene der gleichen funktionellen Gruppe sowohl eine
gesteigerte als auch eine verringerte Expressionsrate. Der Anteil an nicht kategorisierten

Genen (n.c.) variiert zwischen den drei Spezies.
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4.3.5. Analyse der bei 46 °C regulierten Gene

Die folgenden Tabellen bilden die 20 am starksten hoch- und herunterregulierten Gene bei
C. jejuni (Tabelle 20), C. coli (Tabelle 21) und C. lari (Tabelle 22) ab. Bei C. jejuni stellt sich
dapA (dihydrodipicolinate synthase) als Gen mit dem hdchsten log2 fold change-Wert dar.
Die im Genom benachbarten Gene uxaA (Cj0482 und Cj0483, altronate hydrolase) und
Cjo484 (Pseudogen) zeigen ebenfalls eine starke Hochregulation. Unter den am starksten
regulierten Genen befinden sich die klassischen Gene der Stressantwort groES, clpB und
dnaK. Auch groEL und grpE weisen eine erhéhte Transkriptmenge auf, auch wenn sie bei
der Darstellung der 20 am starksten regulierten Gene nicht berlicksichtig sind (Tabelle 35).
Auch einige regulatorische Gene sind in ihrer Transkriptmenge erhéht. So zeigen hrcA (heat-
inducible transcription repressor, Regulator der Hitzeschockantwort), perR (Peroxidstress-
Regulator) und Cj1556 (transcriptional regulator) eine gesteigerte Genexpression. Neben der
Glutaminsynthase glnA weist auch das am Glutamintransport beteiligte Gen Cj0902
(glutamine transporter ATP-binding protein) eine gesteigerte Transkriptmenge auf. Auch
Cj0987c (MFS transport protein), das outer membrane protein omp50 und Cj0241c (iron-
binding protein) gehoéren zu der Gruppe der Gene mit einer starken Induktion. Die restlichen
Gene dieser Gruppe sind hypothetische Proteine oder werden zu den Pseudogenen gezahlt.
Bei C. jejuni weisen lediglich funf Gene eine Herunterregulation der Expression auf. Neben
rimM, einem 16S rRNA processing protein, handelt es sich bei diesen Genen um
Pseudogene (Cj0986c und Cj1322) und hypothetische Proteine (Cj0168c und Cj1158c).

- 66 -



Ergebnisse

Tabelle 20: Regulierte Gene in C. jejuni. Darstellung der Gene mit den héchsten und
niedrigsten log2 fold change-Werten (log,fc) aus den mit DESeq ausgewerteten
Transkriptomdaten

Gen-ID Gen-Name log2 fc p-value
Cjo481 dapA 3,856 0,000
Cjo482 uxaA 2,751 0,000
Cjo483 uxaA 2,433 0,000
Cjo484 - 2,237 0,000
Cj1160c - 2,059 0,009
Cjo699c glnA 1,854 0,000
Cjo987c - 1,825 0,004
Cjo757 hrcA 1,798 0,011
Cj0241c - 1,779 0,005
Cj1220 groES 1,656 0,009
Cjo080 - 1,632 0,002
Cj0509c clpB 1,632 0,007
Cj1632c - 1,556 0,022
Cj1556 - 1,546 0,002
Cj0552 - 1,526 0,003
Cj1170c omp50 1,518 0,033
Cjo759 dnaK 1,493 0,015
Cjos64 - 1,471 0,004
Cj0902 ginQ 1,447 0,001
Cj0322 perR 1,402 0,001
Cjo168c - -1,064 0,007
Cjo712 rimM -1,123 0,006
Cj1322 - -1,285 0,017
Cj1158¢c - -1,745 0,036
Cj0986¢c - -1,769 0,045

Von den bekannten Stressantwort-Genen sind bei C. coli groES, groEL, grpE und clpB unter
den 20 am starksten hochregulierten Genen (Tabelle 21). Daruber hinaus zeigt dnaK eine
gesteigerte Expression, befindet sich allerdings nicht unter den 20 am starksten regulierten
Genen (Tabelle 36). Auch das Gen CCO0811, was vermutlich dem negativen
Hitzeschockgen-Regulator hrcA in C. jejuni entspricht (Cj0757), zeigt eine erhohte
Transkriptmenge. Darlber hinaus ist die Expression der Gene arsC (arsenate reductase),
CCOO0580 (altronate hydrolase), CCO1317 (co-chaperone-curved DNA binding protein A,
CbpA) und CCOAOQ0087 (erythrocyte membrane-associated antigen) hochreguliert. Unter den
Genen mit einer gesteigerten Expression befinden sich neben einigen hypothetischen
Proteinen zahlreiche putative Gene. Die Funktion dieser Gene wird hauptsachlich aufgrund
von Homologien zu Genen von C. jejuni angenommen. Dazu gehéren CCOAQ088 (site-
specific recombinase, XerC), CCO0656 (probable periplasmic protein Cj0561c), CCO1066
(probable periplasmic protein Cj1004), CCO0290 (probable periplasmic protein Cj0200c) und
CCO0579 (probable lyase Cj0481). In der Gruppe der Gene mit einer verminderten

Transkriptmenge befinden sich dprA (SMF family protein, DNA processing chain A), nusA
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(transcription termination protein), ctsT (transformation system protein) und rnhB
(ribonuclease HIl). Die Gene CCOO0551 (transcription termination factor NusA), CCOA0075
(transcriptional regulator, Cro/Cl family), CCOQ0483 (franscriptional activator, putative, Baf
family subfamily), welchen eine Funktion bei Transkriptionsprozessen zugeschrieben wird,

zeigen ebenfalls eine Herunterregulation der Expression.
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Tabelle 21: Regulierte Gene in C. coli. Darstellung der Gene mit den hochsten und
niedrigsten log2 fold change-Werten (log,fc) aus den mit DESeq ausgewerteten
Transkriptomdaten

Gen-ID Gen-Name log2 fc p-value
CCO00811 - 4,055 0,000
CCO1296 groES 4,041 0,000
CCOA0088 - 3,434 0,000
CCO0579 - 3,343 0,000
CCOA0087 - 2,867 0,000
CCO0656 - 2,616 0,000
CCO1672 - 2,604 0,000
CCO1317 - 2,511 0,000
CCO00812 grpE 2,442 0,000
CCO1066 - 2,330 0,000
CCO00580 - 2,220 0,000
CCO01297 groEL 2,140 0,000
CCOA0008 - 2,073 0,000
CCO01462 - 2,054 0,000
CCO0608 clpB 2,022 0,000
CCO1676 arsC 1,999 0,007
CC00290 - 1,977 0,005
CC0O1299 - 1,965 0,000
CCOA0028 - 1,962 0,000
CCO0035 - 1,936 0,003
CCOA0163 - -1,402 0,000
CCO0714 dprA -1,434 0,000
CCO0506 - -1,453 0,008
CCO0551 - -1,456 0,000
CCOA0106 nusA -1,492 0,000
CCOA0164 - -1,497 0,000
CCO1354 - -1,497 0,000
CCO1151 ctsT -1,505 0,000
CCO1287 - -1,517 0,000
CCO1761 - -1,538 0,000
CC00845 - -1,541 0,000
CCO0716 - -1,571 0,000
CC00320 - -1,572 0,000
CC00483 - -1,594 0,000
CCO0778 - -1,602 0,000
CCO00044 rnhB -1,618 0,000
CCO1760 - -1,662 0,001
CCO0785 - -1,694 0,000
CCOA0111 - -1,816 0,000
CCOA0075 - -1,932 0,002
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Bei C. lari befinden sich, wie bei C. jejuni und C. coli, die bekannten Hitzeschockgene grpE,
dnaK, groES und clpB (Tabelle 22) unter den 20 am starksten regulierten Genen. Auch
groEL weist eine gesteigerte Transkriptmenge auf, befindet sich jedoch nicht unter den am
héchsten regulierten Genen (Tabelle 37). Im Gegensatz zu C. jejuni und C. coli zeigt C. lari
eine Induktion von dnadJ. Der Hitzeschockregulator hrcA zeigt bei C. lari, wie bei C. jejuni und
C. coli, eine gesteigerte Transkriptmenge (Tabelle 22). Ein negativer Regulator
verschiedener Hitzeschockproteine ist hspR (MerR family transcriptional regulator), welcher
ebenfalls eine gesteigerte Expression zeigt. Das Gen mit der am starksten hochregulierten
Expression ist bei C. lari Cla_0805 (Peptidase S24). Neben cbpA (co-chaperone-curved
DNA binding protein A), prsA (ribose-phosphate pyrophosphokinase) und dem
Phagenprotein Cla_0863 gehdren neun Gene, die lediglich flir hypothetische Proteine
kodieren, zu den induzierten Genen. Von den 20 am starksten herunterregulierten Genen bei
C. lari kodieren zehn Gene ebenfalls nur fiir hypothetische Proteine. Gene mit verminderter
Transkriptmenge sind romF (50S ribosomal protein L32), livH (branched-chain amino acid
ABC transporter permease), torC (multidrug resistance efflux protein), rbfA (ribosome-
binding factor A), kdsB (2-dehydro-3-deoxyphosphooctonate aldolase) und ctsX
(transformation system protein CtsG). Daruber hinaus zeigen die Gene Cla_0006 (7-cyano-
7-deazaguanine reductase), Cla_1239 (CgtB glycosyltransferase), Cla_1216 (ComEC/Rec2-

related protein domain protein) und Cla_0207 (amidase) eine verminderte Expressionsrate.
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Tabelle 22: Regulierte Gene in C. lari. Darstellung der Gene mit den héchsten und
niedrigsten log2 fold change-Werten (log.fc) aus den mit DESeq ausgewerteten
Transkriptomdaten

Gen-ID Gen-Name log2 fc p-value
Cla_0805 - 4,12 0,000
Cla_0937 hrcA 2,51 0,000
Cla_0778 cbpA 2,47 0,000
Cla_0840 - 1,93 0,000
Cla_1270 prsA 1,91 0,000
Cla_0777 hspR 1,89 0,000
Cla_0833 - 1,88 0,002
Cla_0936 grpE 1,87 0,000
Cla_0871 - 1,82 0,000
Cla_0729 - 1,76 0,000
Cla_0864 - 1,72 0,000
Cla_0935 dnaK 1,67 0,000
Cla_1081 - 1,63 0,006
Cla_1571 - 1,62 0,000
Cla_1035 groES 1,58 0,000
Cla_0711 clpB 1,56 0,000
Cla_0493 dnaJ 1,54 0,000
Cla_0831 - 1,54 0,001
Cla_0863 - 1,48 0,000
Cla_a040 - 1,47 0,000
Cla_1475 - -1,39 0,000
Cla_0006 - -1,41 0,000
Cla_1117 - -1,42 0,000
Cla_1239 - -1,43 0,000
Cla_1216 - -1,43 0,000
Cla_1291 - -1,47 0,018
Cla_1336 romF -1,47 0,004
Cla_1112 livH -1,48 0,043
Cla_1458 torC -1,52 0,000
Cla_0207 - -1,53 0,000
Cla_0223 rbfA -1,53 0,021
Cla_1267 - -1,54 0,001
Cla_1264 - -1,61 0,000
Cla_0120 - -1,62 0,000
Cla_1046 - -1,65 0,000
Cla_1515 - -1,69 0,006
Cla_0410 - -1,72 0,000
Cla_1510 - -1,77 0,004
Cla_0903 kdsB -1,79 0,016
Cla_0391 ctsX -2,57 0,028
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Obwohl Campylobacter spp. typische Mechanismen der Stressantwort, z. B. alternative
Sigma-Faktoren, fehlen, ist der Erreger in der Lage, in der Umwelt zu Uberleben und die
Hindernisse entlang der Lebensmittelkette zu Uberwinden. Einzelheiten Uber die
Mechanismen der Hitzeschockantwort, beteiligte Stoffwechselwege und die regulatorischen
Faktoren von C. jejuni sind aber noch unbekannt. Dariiber hinaus sind Uberlebensstrategien
von C. coli und C. lari bei hohen Temperaturen unerforscht. Das phanotypische Verhalten
von C. jejuni bei Temperaturen oberhalb der Wachstumsgrenze wurde mehrfach untersucht
(Jasson et al., 2007, Klancnik et al., 2006, Mihaljevic et al., 2007). In diesen Studien wurde

vor allem die Reduktion der Zellzahlen bei 55 °C und darliber betrachtet.

In der hier vorliegenden Arbeit liegt der Schwerpunkt der phanotypischen Untersuchungen
auf der Ermittlung der Zellzahlveranderungen bei 37 °C, 42 °C, 46 °C und 50 °C. Dabei
zeigen die Referenzstamme C. jejuni NCTC11168, C. coli RM2228, C. lari RM2100 einen
erwartungsgemafen Anstieg der Zellzahlen bei 37 °C. Eine Inkubation der Isolate bei 42 °C
resultiert in einer noch deutlicheren Vermehrung der Bakterien. Bei beiden Temperaturen
liellen sich kaum Unterschiede im Wachstumsverhalten zwischen den einzelnen Spezies
detektieren. In diversen Verdffentlichungen wurde 42 °C als optimale Wachstumstemperatur
angegeben (Levin, 2007, Newell, 2001, Park, 2002, van Vliet und Ketley, 2001), was das
gesteigerte Wachstum bei 42 °C im Vergleich zu 37 °C erklart. Eine andere phanotypische
Untersuchung zeigte im Gegensatz zu den hier generierten Daten bei 37 °C ein starkeres
Wachstum als bei 42 °C (Khanna et al., 2006).

Die unterschiedlichen Ergebnisse anderer Studien bezlglich der Hitzetoleranz von
Campylobacter-lsolaten kdnnten diverse Ursachen haben. In einer Meta-Analyse, welche auf
zahlreichen Ergebnissen von Uberlebensstudien bei verschiedenen Temperaturen basiert,
wird der groBe Einfluss des Mediums und der Matrix auf die Uberlebensraten deutlich
(Membre et al., 2013). Dies konnte die unterschiedlichen Ergebnisse anderer Studien
erklaren. In diversen phanotypischen Untersuchungen verschiedener C. jejuni-Stamme bei
Hitzestress konnten starke Variationen zwischen verschiedenen Isolaten festgestellt werden
(Jasson et al., 2007, Sampers et al., 2010). Das Wachstumsverhalten von Campylobacter
weist im Vergleich zu E. coli und L. monocytogenes eine héhere Schwankungsbreite der
Testergebnisse und eine unzureichende Reproduzierbarkeit auf, weshalb eine
Vergleichbarkeit von Untersuchungsergebnissen nicht immer gewahrleistet ist (Jasson et al.,
2007).
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Das Verhalten von C. jejuni NCTC11168, C. coli RM2228, C. lari RM2100 bei 46 °C, der
oberen Wachstumsgrenze flur thermotolerante Campylobacter-Stamme (Humphrey et al.,
2007), unterscheidet sich deutlich voneinander. Dabei zeigt C. jejuni die langsamste
temperaturbedingte Reduktion der Zellzahlen. Die geringen Unterschiede zwischen den
Absterberaten von C. coli und C. lari deuten darauf hin, dass die Effizienz der
Hitzeschockantwort beider Spezies vergleichbar ist. Auch bei 50 °C verlauft die Reduktion
der Zellzahlen bei C. jejuni am wenigsten stark. Die deutlichen Vorteile, welche C. jejuni
gegenlber den anderen Spezies bei 46 °C zeigt, nivellieren sich bei der Inkubation der
Kulturen bei 50 °C. C. lari zeigt bei dieser Temperatur gegentber C. coli leichte Vorteile
aufgrund der etwas langsameren Absterbekinetik. Im Vergleich zu den Wachstums-
versuchen bei 46 °C wird deutlich, dass die Absterberaten von C. jejuni, C. coli und C. lari
insgesamt weniger divergieren. Dies ist damit zu begriinden, dass 50 °C deutlich tber dem
von Campylobacter spp. tolerierten Temperaturbereich liegt. Wahrscheinlich kommt es bei
50 °C zu einer raschen Schadigung der Zellen, sodass eine adaquate Antwort auf den
Hitzeschock nicht erfolgen kann. Baserisalehi et al. (2006) verglichen parallel die
Uberlebensfahigkeit von C. jejuni, C. coli und C. lari bei 55 °C. Zwar zeigten die Isolate
unterschiedliche D-Werte, aber keine der drei untersuchten Spezies wies signifikante

Vorteile in der Hitzetoleranz auf (Baserisalehi et al., 2006).

Eine unterschiedliche genetische Ausstattung oder Genexpression kénnte ursachlich fiir die
abweichende Hitzetoleranz von C. coli und C. lari im Vergleich zu C. jejuni sein. Wahrend
C. jejuni eine hohe Pravalenz in Geflligel (Kérpertemperatur von ca. 42 °C) zeigt, ist C. coli in
der Regel mit Schweinen (Kérpertemperatur von ca. 39 °C) assoziiert (EFSA, 2012). Das
Vorkommen verschiedener Campylobacter-Spezies in diversen Wirten kénnte ursachlich fur
die unterschiedlichen Absterberaten sein. Eine verbesserte Anpassung von C. jejuni an
héhere Temperaturen konnte fur die Kolonisation im Gefligel notwendig sein. Allerdings
konnte die Kolonisationsfahigkeit im Geflugel auch in einer erhohten Hitzetoleranz
resultieren. C. lari wird haufig in Wildvégeln, aber auch in Tieren mit aquatischen Habitaten,
z. B. Muscheln nachgewiesen (Miller et al., 2008, Waldenstrom et al., 2002). Da Weichtiere
nicht zur Regulation der Kérpertemperatur befahigt sind, weisen sie eine Kdrpertemperatur
entsprechend ihrer Umgebung auf. Die Anpassung von C.lari an die kihlen
Umgebungsbedingungen und die fehlende Notwendigkeit, sich an hohe Temperaturen zu
adaptieren, konnte eine Erklarung fur die im Vergleich zu C. jejuni reduzierte Hitzetoleranz

sein.

Eine C. jejuni ::grpE-Mutante wurde ebenfalls hinsichtlich ihres phanotypischen Verhaltens
bei verschiedenen Temperaturen untersucht. Bei 37 °C zeigt diese im Vergleich zu den

Referenzstdmmen ein gleichférmiges Wachstum. Dies deutet hin, dass sich das Fehlen des
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Co-Chaperons GrpE bei 42 °C nicht auf die Vermehrungsfahigkeit unter physiologischen
Temperaturbedingungen auswirkt. Im direkten Vergleich mit dem Wildtyp zeigt die
C. jejuni :grpE-Mutante bei 46 °C signifikant geringere Uberlebensraten und damit Nachteile
in der Hitzetoleranz. Trotz fehlendem GrpE ist die Reduktion der C. jejuni-Mutante
vergleichbar mit der Absterberate von C. lari und zeigt im Vergleich zu C. coli sogar
signifikant hdhere Zellzahlen unter Hitzestress bei 46 °C. Bei einer Erhdhung der Temperatur
auf 50 °C zeigt C. jejuni ::grpE die schnellste Absterbekinetik und damit die am geringsten
ausgepragte Fahigkeit, sich an die erhdhten Temperaturen anzupassen. In den
Genexpressionsstudien mittels RT-qPCR bei 42 °C, 46 °C und 50 °C als auch in einer
Transkriptom-Studie bei 42 °C von Stintzi (2003) war grpE das am starksten induzierte
Hitzeschockgen, was seine Bedeutung bei der Anpassung an erhdhte Temperaturen flr
C. jejuni unterstreicht. Die Ahnlichkeiten der C. jejuni-Mutante mit den genetisch
unveranderten Isolaten von C. coli und C. lari kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass bei den

genannten Referenzstammen ein ahnlich wichtiger Faktor der Hitzeschockantwort fehit.

Da sich die grof3ten Unterschiede zwischen den phanotypischen Reaktionen der Spezies auf
den Hitzestress bei 46 °C zeigten, wurden bei dieser Temperatur zwei Feldstdmme je
Spezies hinsichtlich der temperaturabhangigen Zellzahireduktion untersucht. Die zwei aus
Miesmuscheln isolierten C. lari-lsolate weisen im Vergleich zum Referenzstamm C. lari
RM2100, welcher ein Humanisolat ist, keine signifikanten Unterschiede in ihren
Absterberaten bei 46 °C auf. Eine groRere Streuung wird bei der Untersuchung der C. jejuni-
Isolate deutlich. Wahrend es sich bei dem Referenzstamm C. jejuni NCTC11168 um ein
humanes Isolat handelt, wurden die beiden Feldstdmme aus einer Legehenne (C. jejuni
WT1) und einer Muschel (C. jejuni WT2) isoliert. Es treten keine signifikanten Unterschiede
in der Reduktion der Zellzahlen bei C. jejuni WT 1 und C. jejuni NCTC11168 auf. C. jejuni
WT2 zeigt im Vergleich dazu signifikant geringere Zellzahlen. Bei C. coli wurde der aus einer
Huhnerkarkasse isolierte Referenzstamm C. coli RM2228 mit einem Legehennen- (C. coli
WT1) und einem Schweine-Isolat (C. coli WT2) verglichen. Hierbei zeigt der Wildtyp-Stamm
C. coli WT1 eine langere Uberlebensdauer als die Isolate aus dem Schwein (C. coli WT2)
und der Laborstamm C. coli RM2228. Auch hier kénnten die unterschiedlichen Quellen der
Isolate ursachlich fir die unterschiedlich ausgepragten Fahigkeiten der Adaption an hohe

Temperaturen sein.

Trotz der Diversitat der Absterberaten innerhalb der drei Campylobacter-Spezies bei 46 °C
hat die Aussage bestand, dass C. jejuni sich insgesamt als weniger empfindlich gegenliber
einer erhohten Temperatur verhalt, wahrend die Absterberaten von C. coli und C. lari
deutlich hdéher und zusatzlich einander ahnlich sind. Dennoch belegt die phanotypische

Diversitat in der Hitzetoleranz verschiedener Campylobacter-Isolate einer Spezies, dass die

-74 -



Diskussion

Ergebnisse weiterflihrender Untersuchungen, wie der RT-qPCR oder der RNA-Seq, nur

Modellcharakter haben konnen.

Phanotypische Unterschiede zwischen lIsolaten gleicher Campylobacter-Spezies sind ein
weit verbreitetes Phanomen und konnten bereits flir diverse Stressoren belegt werden. Eine
Studie zum Uberleben von 14 C. jejuni- und drei C. coli-Stdmmen unter aquatischen
Bedingungen resultierte in signifikanten Unterschieden zwischen den Uberlebensraten der
einzelnen Isolate. Dabei war die Variabilitdt zwischen den Isolaten bei unterschiedlichen
Kombinationen von Temperatur und Sauerstoffgehalt mindestens so grof3 wie die Variabilitat
zwischen den Spezies (Buswell et al., 1998). C. jejuni-Stamme variierten in einigen Studien
deutlich in Bezug auf ihre Kaltetoleranz sowohl bei Kuhl- als auch bei Gefriertemperaturen
(Chan et al., 2001, Huang et al., 2012). Garénaux et al. (2008b) zeigten, dass die
unterschiedliche Reduktion der Zellzahlen verschiedener C. jejuni-Isolate bei 4 °C und 25 °C
signifikant ist. Darlber hinaus resultierte ein oxidativer Stress vor allem bei 25 °C in
unterschiedlichen Stamm-abhangigen Phanotypen. Birk et al. (2012) konnten zeigen, dass
drei C. jejuni-lsolate auch eine unterschiedliche phanotypische Sauretoleranz zeigen.
Chaveerach et al. (2003) belegten gleichermafen in Untersuchungen zum Uberleben in
saurem Milieu und der Wiederanzucht von zehn C. jejuni- und C. coli-Stammen eine

individuelle phanotypische Stressantwort der Isolate.

Die phanotypischen Unterschiede koénnten durch die extensive genetische Diversitat
innerhalb des Genus Campylobacter begrindet sein. Diese wurde durch die
Veroffentlichungen zahlreicher Genomsequenzen bestatigt (Fouts et al., 2005, Hofreuter et
al., 2006, Suerbaum et al., 2001). Darlber hinaus ist die unterschiedliche Expression der
vorhandenen Gene ein entscheidender Faktor. So zeigten das sequenzierte Isolat von
C. jejuni NCTC11168 und das originale klinische lIsolat von C. jejuni NCTC11168
Unterschiede in ihren virulenzassoziierten Phanoypen, obwohl keine Unterschiede in der
genetischen Ausstattung zugrunde liegen (Gaynor, 2004). Diese Studien belegen, dass
kleinste Differenzen in der genetischen Ausstattung und in der Genregulation
bemerkenswerte Unterschiede in den Eigenschaften einzelner Isolate hervorrufen kénnen.
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Mechanismen der Hitzeschockantwort kénnten
gleichermalien der genetischen Varianz unterliegen und die zwischen den Campylobacter-
Spezies detektierten Unterschiede teilweise begriinden. Die im Jahre 2005 publizierten
Sequenzen von C. lari RM2100 und C. coli RM2228 wurden in der vorliegenden Arbeit in
einem Orthologenmapping mit dem Genom von C. jejuni NCTC11168 verglichen. Dabei wird
deutlich, dass eine grof’e Anzahl an konservierten Genen (943 Gene) existiert, welche
speziesubergreifend vorhanden sind. Diese sollen besonders bei der Kolonisation im Wirt

eine Rolle spielen (Fouts et al., 2005). Es zeigt sich eine engere phylogenetische Beziehung
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zwischen C. jejuni und C. coli. Anhand des hohen Anteils an speziesspezifischen Genen bei
C. lari nimmt dieser in genetischer Hinsicht eine Sonderstellung innerhalb der drei
untersuchten Spezies ein. Dies scheint im Gegensatz zu den Vorteilen zu stehen, welche
C. jejuni bei 46 °C gegenuber C. coli und C. lari zeigt. Folglich scheint nicht primar die
genetische Ausstattung der Isolate, sondern die Regulation und die Expression relevanter

Gene eine entscheidende Rolle bei der Anpassung an Hitzestress zu spielen.

In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal Genexpressionsstudien mittels RNA-Seq
durchgefuhrt, um die Unterschiede in der Hitzeschockantwort von C. jejuni, C. coli und C. lari
zu erklaren. Diese Form der Analyse bestatigt und erweitert das Uber andere Methoden wie
Microarray- und RT-qPCR-Studien generierte Wissen Uber die Hitzeschockantwort bei
C. jejuni. DarUber hinaus liefert diese Arbeit erstmalig Erkenntnisse Uber die entsprechenden
Mechanismen bei C. coli und C. lari. Auf dem Gebiet der Campylobacter-Forschung gibt es
nur wenige Studien, die Next-Generation-Sequencing-Technologien angewendet haben
(Chaudhuri et al., 2011, Dugar et al., 2013, Taveirne et al., 2013). Aus diesem Grund ist es
von herausragender Bedeutung, die erhobenen Daten auf ihre Validitat zu prifen. Ein
wichtiger Faktor ist die Intaktheit der RNA. Daher wurde die Qualitat der RNA in dieser Arbeit
stets einer Prifung unterzogen. Die RIN (RNA Integrity Number), welche Uber einen
Algorithmus der Agilent 2100 Expert Software alle Parameter der RNA zusammenfasst,
wurde zur Beurteilung der Integritat der RNA verwendet. So wurden ausschlieBlich RNAs fiir
die Sequenzierung verwendet, deren RIN mindestens 9,0 entsprach. Anstelle eines
Doppelpeaks, welcher der 16S-rRNA und 23S-rRNA entspricht, zeigte C. coli im
Elektropherogramm drei Peaks. Diese stellten sich im Gel-ahnlichen Bild und in einem
denaturierenden Agarosegel entsprechend als dreifache Bande dar. Anstelle der Bande auf
Hohe der 16S-rRNA treten je eine Banden Uber und unter der Bande der 23S-rRNA auf. Dies
ist auf sogenannte intervening sequences innerhalb der 23S-rRNA zurtckzuflhren, welche
zu einer Fragmentation der 23S-rRNA fuhren. Dieses Phanomen konnte bei verschiedenen
Campylobacter-Spezies, darunter auch C. coli-Isolate, belegt werden (Tazumi et al., 2009,
Trust et al., 1994). Beim Vergleich der biologischen Replikate zeigen die unabhangig
voneinander extrahierten RNAs sehr gute Korrelationen bezuglich ihrer Expressionsdaten.
Beispielsweise ergibt sich beim Vergleich der Werte beider C. jejuni-RNA-Proben bei 46 °C
ein Bestimmtheitsmall von R?=0,9853. Fir die meisten anderen Duplikate lassen sich
ahnliche R2-Werte (R?=0,8948; 0,9335; 0,9110 und 0,9544) bestimmen. Lediglich die
Expressionswerte der zwei RNAs von C. coli bei 37 °C weisen ein geringeres
Bestimmtheitsmal (R?=0,6367) auf. Allerdings gibt es fiir R? keine klar definierten Grenzen,

bei denen man von einer unzureichenden Korrelation ausgehen muss.
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Neben der Validierung der Replikate ist auch der Vergleich der Ergebnisse mit einer zweiten
Methode bedeutsam. Eine klassische Methode fur Genexpressionsanalysen stellt die
RT-qPCR dar. Es ist von zentraler Bedeutung, dass die RNA-Sequenzierung im Bereich der
regulierten Gene zuverlassige Ergebnisse liefert. Deshalb wurde die Expressionsanderung
klassischer Hitzeschockgene, wie clpB, dnaK, grpE, groES und groEL in der RT-gPCR
untersucht. Beispielhaft fir Gene mit einer verringerten Expression oder nicht regulierte
Gene wurden u. a. hrcA, htpG, hslU und hslV gewahlt. Dabei zeigen C. jeuni (R*=0,7686),
C.coli (R*=0,8047) und C. lari (R?*=0,8472) eine gute Korrelation zwischen den
Expressionswerten aus der RNA-Seq und der RT-qPCR. Die Verschiebung der
Regressionsgeraden in den negativen Bereich der Y-Achse bei C. coli und C. lari bedeutet
aufgrund der hohen Korrelationskoeffizienten lediglich, dass ein systematischer Fehler in
einer der beiden Methoden zu konstant héheren bzw. niedrigeren Expressionsraten flhrt.
Dies konnte gerade bei Genen von Bedeutung sein, deren Expression sich im Grenzbereich
(log2 fold change >1 und < -1) befindet.

In der Transkriptomanalyse mittels RNA-Seq zeigen bei C. jejuni 3 % aller Gene eine
regulierte Expression. Wahrend 89 % dieser Gene eine gesteigerte Expression zeigen,
weisen nur ca. 11 % der Gene eine verringerte Transkriptmenge auf. Der Anteil an Genen
mit regulierter Expression betragt in der RNA-Seq-Analyse bei C. coli und C. lari jeweils 9 %.
Dabei weisen bei C. coli 69 % und bei C. lari 45 % dieser regulierten Gene eine erhdhte
Transkriptionsrate auf, wodurch der Anteil an Genen mit verringerter Expression 31 %
(C. coli) bzw. 55 % (C. lari) betragt. Der geringe Anteil an Genen mit regulierter Expression
bei C. jejuni konnte auf eine effizientere Hitzeschockantwort bei C. jejuni im Vergleich zu
C. coli und C. lari hindeuten. In einer globalen Genexpressionsstudie von Stintzi (2003), in
welcher die veranderte Genexpression bei einer Temperaturerhdhung von 37 °C auf 42 °C
untersucht wurde, waren ca. 20 % der Gene von C. jejuni in ihrer Transkriptmenge
verandert. Von den Genen mit regulierter Expression zeigten bei Stintzi (2003) 58 % der
Gene eine erhdhte und 42 % eine verringerte Transkriptmenge. Diese unterschiedlichen
Expressionsmuster koénnten durch das unterschiedliche Studiendesign begrindet sein.
Wahrend in der RNA-Seg-Analyse alle Gene mit einem log, fold change-Wert >1 und <-1
(p-value <0.05) als signifikant reguliert bewertet werden, wurden in der Studie von Stintzi
auch Gene mit einer geringeren Anderung der Expressionsrate (>1,5-fach, p-value <0,01) als
reguliert angesehen. Darlber hinaus wurde in dieser Studie eine Temperaturerh6hung von
37 °C auf 42 °C untersucht. Die Erhéhung der Temperatur auf 46 °C stellt einen gréReren
Hitzestress dar und kann so den hoheren Anteil an Genen mit einer gesteigerten Expression
bedingen. In einer Studie von Zhang et al. (2009) wurde die Genexpression bei 37 °C und
42 °C auf der Proteomebene untersucht. Bei dieser Analyse von Proteinspots in 2D-Gelen

stellten sich 18 Proteine (3,4 %) als differentiell exprimiert dar, wobei 13 Proteine (72,2 %)
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eine gesteigerte und 5 Proteine (27,7 %) eine verringerte Syntheserate zeigten. Die
detektierte absolute Anzahl regulierter Gene ist hier deutlich geringer als in den RNA-Seq-
Resultaten. Zwar ist die VerhaltnismaRigkeit der Gene mit hoch- und herunterregulierter
Expression bei C. jejuni sehr dhnlich zu den RNA-Seqg-Ergebnissen, aber die klassischen
Hitzeschockgene befinden sich in der Studie von Zhang et al. (2009) nicht unter den
regulierten Genen. Konkel et al. (1998) konnten in einer Proteomanalyse 24 Proteine
identifizieren, welche bei einer Veranderung der Temperatur von 37 °C auf 46 °C, als auch
auf 43 °C, an der Hitzeschockantwort beteiligt sind. Unter den induzierten Genen befanden
sich die klassischen Hitzeschockgene. Bei C. jejuni werden laut den RNA-Seg-Daten 35
Gene induziert. Die Differenz in der Anzahl induzierter Gene lasst sich damit begriinden,
dass Proteomanalysen die Stressantwort auf einer anderen Ebene betrachten. Bei einer
solchen Analyse werden Gene, welche nicht flir Proteine kodieren, nicht bertcksichtigt. Die
Regulation dieser non coding RNAs, zu welcher u. a. tRNAs und rRNAs gehdren, kann mit

Proteomanalysen nicht dargestellt werden.

Kategorisiert man die in der RNA-Seq differentiell exprimierten Gene von C. jejuni, C. coli
und C. /ari, so wird deutlich, dass deren Produkte aus nahezu allen funktionellen Gruppen
stammen. Bereits Konkel et al. (1998) verwiesen auf den Umstand, dass eine globale
Genregulation die Voraussetzung flr die Fahigkeit von Campylobacter ist, auf verschiedene
Stressoren mit einer kompetenten Stressantwort reagieren zu kénnen. Die breite Verteilung
der Gene auf die verschiedenen funktionellen Gruppen erscheint daher nicht ungewdéhnlich.
Der grofe Anteil an unbekannten Genen, der als reguliert in Erscheinung trat, kann ein
Hinweis daflr sein, dass Campylobacter spp. Mechanismen der Hitzeschockantwort
aufweisen, die von den bei anderen Bakterien bekannten Mechanismen abweichen.
Besonders Gene, die fur die Zellhulle, den Proteinstoffwechsel, die Proteinbiosythese als
auch fur Transport- und Bindungsproteine kodieren, zeigen eine regulierte Expression. Dies
belegt, dass es bei einer Umgebungstemperatur von 46 °C zu umfangreichen
Veranderungen des zellularen Stoffwechsels und des Zellhlllenaufbaus kommt. Die
Anderung der Oberflachenstruktur der Bakterienzelle durch eine Erhéhung der Temperatur
wurde bereits durch frihere Transkriptionsstudien belegt (Bras et al 1999, Stintzi 2003).
Stintzi (2003) wahlte fir die Klassifikation der bei 42 °C differentiell exprimierten Gene von
C. jejuni eine Genomdatenbank des Sanger Instituts, wahrend in der hier vorliegenden Arbeit
die funktionelle Gruppierung auf Grundlage der Datenbank des J. Craig Venter Institutes
(JCVI) und der Comprehensive Microbial Resource (CMR) erfolgte. Der Gberwiegende Anteil
der Gene mit regulierter Expression zahlt auch laut Stintzi (2003) zu den unbekannten
Genen. Zahlreiche Gene mit regulierter Expression kodieren flir Proteine des
Energiestoffwechsels, der Zellhllle oder Synthese bzw. Modifikation von Makromolekilen

oder fungieren als Transport- und Bindungsproteine. Die Ubereinstimmung beziiglich der
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funktionellen Gruppen mit den meisten regulierten Genen in der Microarray- und der RNA-
Seg-Studie belegt, dass es groRe Gemeinsamkeiten in der Genexpression bei 42 °C und
46 °C gibt.

In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, inwieweit die in den RNA-Seq-Ergebnissen
beobachteten Regulationen bei 46 °C auch auf die Stressantwortmechanismen bei anderen
Temperaturen stellvertretend sein kann. In eigenen RT-gPCR-Untersuchungen zeigen vor
allem C. jejuni und C. coli bei 42 °C und 46 °C ein ahnliches Expressionsmuster der
klassischen Hitzeschockgene dnaK, dnad, grpE, groEL, groES und clpB. Die gesteigerte
Expression dieser Gene ftritt in C. lari bei 42 °C ebenfalls auf, wahrend groEL und groES bei
46 °C keine 2-fach hdhere Genexpression erreichen. Campylobacter spp. sind trotz
umfangreicher Anderungen in der Genexpression nicht in der Lage, sich langfristig an eine
Temperaturerhéhung auf 46 °C anzupassen, da die vollstdndige Reduktion der Zellzahlen
nach wenigen Stunden eintritt. Es stellt sich kein ausgeglichenes Verhaltnis der regulierten
Gene ein, wie es im steady-state level bei subletalen Stressbedingungen der Fall ist (Molin et
al., 2009). Die Genexpression bei 50 °C unterscheidet sich bei allen Spezies deutlich von
dem bei 46 °C oder 42 °C auftretenden Muster. Die Erkenntnisse aus den RNA-Seg-Daten
bezuglich der Hitzeschockantwort von C. jejuni, C. coli und C. lari bei 46 °C sind deshalb nur
bedingt auf andere Untersuchungstemperaturen zu uUbertragen. Sie konnen jedoch als

Anhaltspunkt fir weitergehende Untersuchungen dienen.

Bei der Auswertung der RNA-Seqg-Daten von C. jejuni befinden sich die klassischen Gene
der Stressantwort groES, groEL, grpE, clpB und dnaK unter den bei 46 °C induzierten
Genen. Das Spektrum der Expression von Hitzeschockproteinen ist seit langem bekannt und
tritt bei zahlreichen anderen Organismen bei entsprechenden Bedingungen in ahnlicher
Form auf (Lindquist, 1992, Yura et al., 1993). Die Expression dieser Gene stellte sich auch in
der Microarray-Studie von Stintzi (2003) als gesteigert dar, was die Bedeutung dieser Gene
bei der Hitzeschockantwort von C. jejuni verdeutlicht. Die Expression von hrcA (heat-
inducible transcription repressor), einem Regulator der Hitzeschockantwort, war sowohl in
der RNA-Seqg-Analyse als auch in der Microarray-Studie von Stintzi (2003) erhéht. Wahrend
laut dieser Untersuchungen mit cbpA ein weiteres Hitzeschockgen induziert war, zeigte
dieses Gen keine veranderte Expression bei der Auswertung der RNA-Seg-Daten von
C. jejuni. Mit hspR zeigte ein wichtiger Hitzeschockregulator in den Untersuchungen von
Stintzi (2003) eine induzierte Expression, was in den Expressionsdaten der RNA-Seq nicht
der Fall ist. Allerdings sinkt die Expressionsrate von hspR in den Microarray-Analysen im

zeitlichen Verlauf der Hitzeschockantwort ab, sodass nach 30 min, was der Inkubationsdauer
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der Kulturen bei der RNA-Seg-Analyse entspricht, keine gesteigerte Expression mehr

messbar war.

Die Hitzeschockgene grpE, dnaK, groEL, groES und clpB, die in C. jejuni eine hochregulierte
Expression zeigen, sind auch in C. lari und C. coli induziert. Das Gen CCO0811, das
vermutlich dem negativen Hitzeschockgen-Regulator hrcA in C. jejuni entspricht (Cj0757), ist
bei 46 °C ebenfalls hinsichtlich seiner Expressionsrate gesteigert. Daruber hinaus zeigen die
RNA-Seqg-Daten eine gesteigerte Transkriptmenge von hspR und cbpA. C. lari weist im
Bezug auf die Regulation der klassischen Hitzeschockgene sowie hrcA eine zu C. jejuni und
C. coli vergleichbare Reaktion auf, da die genannten Gene eine gesteigerte Transkriptmenge

zeigen. Genau wie C. coli zeigt auch C. /ari eine Induktion von cbpA.

Ausschlielilich bei C. lari bewirkt die Erhéhung der Temperatur auf 46 °C eine gesteigerte
Expression von dnad. Konkel et al. (1998) konnten allerdings auch bei C. jejuni eine
gesteigerte Expression von Dnad auf Proteinebene zeigen. Darlber hinaus konnte eine
reduzierte Hitzetoleranz bei 46 °C bei einer C. jejuni ::dnaJ-Mutante belegt werden (Konkel
et al., 1998). Allerdings konnte gezeigt werden, dass die die Expression von dnaJ bei 42 °C
rasch ansteigt, aber bereits nach 10 min wieder abnimmt (Stintzi, 2003). Die Unterschiede zu
der nach 30 min mittels RT-gPCR und RNA-Seq gemessenen Genexpression kdnnten
folglich durch die verschiedenen Inkubationszeiten begrindet sein. Daruber hinaus lasst der
Vergleich beider Studien einen zeitlichen Verlauf der Expression der Chaperone vermuten.
Laut Holmes et al. (2010) kdnnte CbpA aufgrund seiner Homologie zu DnaJ dessen Funktion
Ubernehmen und somit eine gleichbleibende Expression von dnad erklaren. Die Expression
von cbpA stellte sich in den RNA-Seg-Analysen bei C. coli und C. lari als gesteigert dar.
Allerdings liegt der log.fc-Wert von cbpA bei C. jejuni mit 0,98 nur unwesentlich unter dem
festgelegten Grenzwert, sodass seine Bedeutung bei der Hitzeschockantwort bei C. jejuni

nicht auszuschlieRen ist.

Die Hitzeschockantwort von Campylobacter spp. wird hauptsachlich von drei regulatorischen
Systemen kontrolliert. Neben dem RacRS-Regulon spielen HrcA und HspR eine wichtige
Rolle (Apel et al., 2012, Holmes et al, 2010, Spohn et al., 2004). Das Zwei-
Komponentensystem RacRS ist in die temperaturabhangige Signallibertragung bei C. jejuni
involviert. Eine C. jejuni racR-Mutante zeigte bei 42 °C Veranderungen im
Genexpressionsmuster und einen Defekt in der Kolonisierungsfahigkeit im Geflligel (Apel et
al.,, 2012). Deshalb wird vermutet, dass es einen engen Zusammenhang zwischen der
Kolonisationsfahigkeit bei 42 °C und der Hitzeschockantwort bei Campylobacter gibt.
Darliber hinaus soll dnaJ unter der transkriptionellen Kontrolle des RacRS-Regulons stehen
(Bras et al., 1999). In der Transkriptomanalyse stellt sich die Expression von dnaJ nur bei

C. lari als gesteigert dar. Aus den RNA-Seq-Daten lasst sich dartber hinaus bei keiner der
-80 -



Diskussion

untersuchten Spezies eine Beteiligung des RacRS-Regulons an der Hitzeschockantwort bei
46 °C ablesen. Dies kdnnte bedeuten, dass dieser Regulationsmechanismus zwar bei 42 °C,
nicht jedoch bei 46 °C eine Rolle spielt. Nach Dugar et al. (2013) sind alle in C. jejuni

regulierten Gene unter der Kontrolle des ¢

, aulder FlaA und Cj1656, welche unter der
Kontrolle des ¢*® stehen. Deshalb wird vermutet, dass andere Transkriptionsregulatoren an

der Hitzeschockantwort beteiligt sind.

Bei HspR handelt es sich um einen transkriptionellen Repressor des hrcA-grpE-dnaK-
Operons, des groES/groEL-Operons und des cbpA-hspR-Operons, sowie clpB bei C. jejuni
(Holmes et al., 2010). In Untersuchungen stellte sich die Expression von 30 Genen beim
Fehlen von hspR als verandert dar (Anderson 2005, Stintzi 2003). Die Beteiligung von hspR
kann durch die Expressionsdaten der RNA-Seq-Ergebnisse nur fir C. coli und C. /ari, jedoch
nicht fur C. jejuni belegt werden. Dies kdnnte die verringerte Thermotoleranz dieser beiden
Spezies im Vergleich zu C. jejuni begriinden. Allerdings kénnte die zeitliche Komponente in
der Expression dieses Regulators (Stintzi, 2003) den Unterschied zu den Ergebnissen
friherer Untersuchungen der Genexpression bei C. jejuni erklaren (Andersen et al., 2005).
Darliber hinaus war die Expression der durch HspR regulierten Chaperone auch bei C. coli
und C. /ari in den RNA-Seg-Analysen erhoht. Dies lasst vermuten, dass bei C. coli und C. lari
mehr ungefaltete Proteine vorliegen, die eine Bindung des Repressors an die Zielsequenz

verhindern.

Ein weiteres bedeutsames regulatorisches System in C. jejuni ist das HrcA-System, welches
die Transkription von Hitzeschockgenen unter physiologischen Temperaturbedingungen
beschrankt. Bei Erhéhung der Temperatur dissoziiert HrcA von einem CIRCE- (Controlling
invert repeat of chaperone expression) Element, wodurch die Expression der
Hitzeschockgene gesteigert wird. HrcA wirkt als negativer Regulator des groES-groEL-
Operons (Holmes et al., 2010). Eine Rickkopplungsschleife mit GroES und GroEL bewirkt
die Rdickfuhrung von HrcA zu seiner urspringlichen Konformation, wodurch die
Expressionshohe der Hitzeschockgene reguliert wird (Mogk et al., 1997; Reischl et al., 2002;
Roncarati et al., 2007). Der Regulator HrcA befindet sich bei C. jejuni, C. coli und C. lari laut
den RNA-Seq-Ergebnissen unter den Genen mit einer gesteigerten Expression. Eine enge
Verbindung zwischen Hitze- und Peroxidstress konnte mehrfach belegt werden (Andersen et
al., 2005, Palyada et al., 2009). Dies erklart, weshalb bei 46 °C die Expression von perR

(Peroxidstress-Regulator) in C. jejuni und C. coli erhéht ist.

Unter allen Genen mit einer veranderten Expression bei 46 °C sind lediglich sechs Gene
gleichermallen bei C. jejuni, C. coli und C. lari vertreten. Es handelt sich dabei um die
bekannten Hitzeschockgene clpB, hrcA, dnaK, groEL, groES und grpE. Dass grpE eine

entscheidende Rolle bei der Hitzeschockantwort spielt, konnte durch die verminderte
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phanotypische Hitzetoleranz der Mutante C. jejuni ::grpE gezeigt werden. Es ist bekannt,
dass grpE mit dnaK und hrcA in einem Operon lokalisiert ist und als Thermosensor fungiert
(Park 2002, Thies 1999). In E. coli ist das dnaK-dnaJ-grpE-Chaperonsystem flr die
Beseitigung von hitzeinduzierten Proteinschadigungen zustandig (Schroder 1993). In den
Transkriptomanalysen von Stintzi (2003) war grpE stets von allen Hitzeschockgenen am
starksten induziert. Dies stimmt mit den Ergebnissen der in der vorliegenden Arbeit
durchgeflhrten Genexpressionsstudie mittels RT-qPCR Uberein. Die Transkriptmengen von
dnaK und grpE sollen in einem konstanten Verhaltnis zueinander stehen, welches sich bei
46 °C umkehrt (Sugimoto et al., 2008). In den RT-gPCR-Ergebnissen war die Ratio von
dnaK und grpE bei 42 °C, 46 °C und 50 °C allerdings unverandert. Das Gen groES stellt sich
in der RNA-Seqg-Analyse ebenfalls in allen drei Spezies als induziert dar. GroES fungiert als
Co-Chaperonin von GroEL. Dieses Chaperoninsystem ist fir die die richtige Faltung vieler
Proteine und die Reparatur von hitzeinduzierten Schaden erforderlich (Horwich et al., 2007).
Die Gene groEL und groES zeigen in der RNA-Seqg-Analyse bei C. jejuni, C. coli und C. lari
eine gesteigerte Expression. CIpB ist ebenfalls bei den drei untersuchten Campylobacter-
Spezies induziert. In einer Studie von Allan et al. (1998) wies eine H. pylori clpB-Mutante
eine erhohte Empfindlichkeit gegenliiber Temperaturstress auf, was belegt, dass das clpB-
Genprodukt als Stressantwortprotein eine entscheidende Rolle spielt. ClpB [6st
Proteinaggregate auf und faltet diese Proteine anschliefiend korrekt. In E. coli erfolgen diese
Prozesse vor allem in Verbindung mit DnaK, weshalb man hierbei von einem Bi-

Chaperonsystem spricht (Goloubinoff, 1999).

Da sich hinsichtlich der Expression der klassischen Hitzeschockgene und der
Regulationssysteme keine Unterschiede zwischen den Spezies ergeben, welche die
unterschiedliche Hitzetoleranz erklaren koénnten, ist es von zentraler Bedeutung, die
speziesspezifisch exprimierten Gene naher zu betrachten. Diese Gene kénnten die Vorteile
von C. jejuni gegenuber C. coli und C. lari hinsichtlich der phanotypischen Hitzetoleranz zu
begriinden. Bei C. jejuni stellen sich dapA (dihydrodipicolinate synthase) und uxaA (Cj0482
und Cj0483, altronate hydrolase) als am starksten induzierte Gene dar. Neben der
Glutaminsynthase g/nA weisen auch das am Glutamintransport beteiligte Gen Cj0902
(glutamine transporter ATP-binding protein), das outer membrane protein omp50 und
Cj0987c (MFS ftransport protein) und Cj0241c (iron-binding protein) eine gesteigerte
Transkriptmenge auf. Die Produkte dieser Gene haben sehr unterschiedliche Funktionen und
sind in diversen metabolischen Prozessen involviert. Keines dieser Gene scheint eine

zentrale Rolle bei der Hitzeschockantwort von C. jejuni zu spielen.

Das Gen Cj1556 (transcriptional regulator) zeigt laut den RNA-Seg-Daten bei einem

Hitzestress von 46 °C bei C. jejuni eine gesteigerte Genexpression. Gundogdu et al. (2011)
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belegten mithilfe einer C. jejuni-Mutante die Bedeutung des Regulators Cj1556 bei der
Stressantwort. Diese Mutante zeigte u. a. eine erhdhte Empfindlichkeit gegeniber
oxidativem und aeroben Stress. Darlber hinaus wurden phanotypische Untersuchungen bei
42 °C fur 1 h, 55 °C flr 15 min und 60 °C fur 5 min durchgeflhrt, von denen nur die
Inkubation bei 60 °C eine erhdhte Sensitivitat der C. jejuni-Mutante gegenuber dem Wildtyp
erkennen lasst. Dies kdnnte die Bedeutung des Gens bei der Hitzeschockantwort, besonders
bei Temperaturen, die deutlich Gber dem physiologischen Temperaturbereich von C. jejuni
liegen, belegen. Die Inkubation der Mutante bei 42 °C fur 1 h und 55°C fir 15 min resultierte
nicht in phanotypischen Unterschieden zwischen dem Wildtyp und der Mutante, allerdings
u. a. in einer verminderten Expression von perR und hspR. Somit bewirkt Cj1556 bei 42 °C
und 55 °C eine gesteigerte Expression dieser beiden Regulatoren. In der vorliegenden
RNA-Seg-Studie konnte bei 46 °C eine gesteigerte Expression von perR, nicht aber von
hspR belegt werden. Das Vorhandensein dieses Gens konnte folglich die phanotypischen

Vorteile bei einer Inkubation bei 46 °C von C. jejuni gegenuber C. coli und C. lari bedingen.

Obwohl RNA-Seq-Ergebnisse deutliche Unterschiede beziglich der transkriptionellen
Veranderungen der einzelnen Campylobacter-Spezies zeigen, lassen sich die phano-
typischen Differenzen in der hitzebedingten Zellzahlreduktion nicht vollstandig erklaren. Die
speziesspezifische Expression des Regulators Cj1556 konnte allerdings die Vorteile in der
Hitzetoleranz von C. jejuni gegentiber C. coliund C. lari erklaren. Um dies zu belegen, waren
weiterflihrende Untersuchungen notwendig. In spateren Untersuchungen miussten dartber
hinaus die Transkriptome detailliert hinsichtlich weiterer Ursachen fiir die Unterschiede in der
Hitzeempfindlichkeit von Campylobacter spp. bewertet werden. Die Aussagekraft bezliglich
einzelner differentiell regulierter Gene ist bisher aufgrund der hohen Komplexitat der

generierten Daten noch gering.

Die eigentliche Starke der RNA-Seg-Analyse liegt nicht in der genauen quantitativen
Ermittlung der Genexpression, sondern in ihrem Potential, die Architektur des Transkriptoms
und mdgliche regulatorische Komponenten zu entschlisseln. Besonders die enorme
Datenmenge, welche bei RNA-Seq-Studien generiert wird, stellt eine grofl’e Herausforderung
dar. Die Zuordnung der Gene in funktionelle Gruppen ist bei der Auswertung der RNA-Seg-
Daten als besondere Schwierigkeit einzuschatzen. Durch die geringe Anzahl von
Veroffentlichungen, welche NGS-Technologien in der Mikrobiologie beinhalten, muisste
zunachst ein vereinfachter Ansatz fir die Auswertung der komplexen Datensatze gefunden
werden, was die Nutzung der RNA-Seg-Analyse fir Genexpressionsstudien erleichtern
wlrde. Auch der Vergleich der generierten Daten und Ergebnisse mit anderen
Genexpressionsstudien, welche eine RNA-Seqg-Methodik wahlen, ist durch unterschiedliche

statistische Ansatze bei der Datenauswertung nur bedingt mdglich. Aufgrund der sinkenden
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Kosten fur diese neuartige Methode und der Komplexitdt der generierten Daten bietet sie
dennoch eine zukunftstrachtige Alternative zu Microarray-Daten. Der entscheidende Vorteil
im Vergleich zu Microarray-Studien ist, dass es sich bei RNA-Seg-Studien um eine
ergebnisoffene Suche handelt, da keine Festlegung der gesuchten Transkriptomabschnitte a
priori erfolgen muss. Mit fortschreitender Innovation der diversen NGS-Plattformen und
Forschergruppen, ist es mdglich, die RNA-Seq-Daten zu einem spateren Zeitpunkt unter

anderen Gesichtspunkten und Fragestellungen erneut auszuwerten.

Die bei Campylobacter spp. auftretende Diversitdt, welche sich sowohl in der
phanotypischen Hitzeschockantwort als auch in der differentiellen Genexpression zeigt, stellt
im Rahmen der pradiktiven Mikrobiologie eine groRe Herausforderung dar. Die Ergebnisse
dieser Studie kdnnen lediglich Modellcharakter haben und sind nur bedingt auf andere
Campylobacter-Spezies und abweichende Temperaturen zu Ubertragen. Dennoch werden
RNA-Seqg-Experimente als zukinftiger Standard auf dem Gebiet der Genexpressions-
analysen angesehen (Wang et al., 2009) und kénnten auch in der Lebensmittelmikrobiologie
eine wichtige Rolle spielen, um Informationen tber das Uberleben von Mikroorganismen in

der Lebensmittelkette und deren Anpassung an subletale Faktoren zu generieren.

-84 -



6. Zusammenfassung

Titel: Untersuchungen zur Stressantwort ausgewahlter Campylobacter (C.) jejuni-, C. coli-

und C. /ari-Stamme

Ziel dieser Arbeit war es, die Stressantwort von C. jejuni, C. coli und C. lari auf erhdhte
Temperaturen zu charakterisieren. C. coli und C. lari zeigen gegenlber C. jejuni eine
verringerte Fahigkeit, bei 46 °C zu Uberleben. Untersuchungen zur Expression der
Hitzeschockgene mittels Real-Time gPCR konnten diese phanotypischen Unterschiede nicht
vollstandig erklaren. Deshalb wurden in dieser Arbeit erstmalig die Veranderungen der
Genexpression durch Sequenzierung der Transkriptome (RNA-Seq) bei 46 °C gegenlber
37 °C bei C. jejuni, C.coli und C. lari untersucht. Diese Form der Analyse bestatigt und
erweitert das Uber andere Methoden wie Microarray- und RT-gPCR-Studien generierte
Wissen uUber die Hitzeschockantwort bei C. jejuni. Darlber hinaus liefert diese Arbeit
erstmalig Erkenntnisse Uber die Hitzeschockantwort auf transkriptioneller Ebene bei C. coli

und C. lari.

Die RNA-Seqg-Daten zeigen erhebliche Unterschiede in der temperaturabhangigen
Regulation der Genexpression. Wahrend bei C. coli und C. lari jeweils 9 % der Gene eine
signifikante Expressionsanderung zeigen, betragt dieser Anteil bei C. jejuni nur 3 %. Bei
C. jejuni weisen 89 % der regulierten Gene eine erhdhte Transkriptionsrate auf, wahrend bei
C. coli 69 % und bei C. lari 45 % der regulierten Gene eine gesteigerte Expression zeigen.
Der Anteil an Genen, deren Expression in allen drei Spezies gleichermalien reguliert wird, ist
sehr gering. Kategorisiert man die differentiell exprimierten Gene, so wird deutlich, dass
deren Produkte aus nahezu allen funktionellen Gruppen stammen. Besonders Gene, die flr
die Zellhille, den Proteinstoffwechsel, die Proteinbiosythese als auch fir Transport- und

Bindungsproteine kodieren, zeigen eine gesteigerte Expression.

Die eigentliche Starke der RNA-Seq liegt nicht in der genauen quantitativen Ermittlung der
Genexpression, sondern in ihrem Potential, die Architektur des Transkriptoms und maogliche
regulatorische Komponenten zu entschlisseln. RNA-Seqg-Experimente als zukunftiger
Standard auf dem Gebiet der Genexpressionsanalysen koénnten auch in der
Lebensmittelmikrobiologie eine wichtige Rolle spielen, um Informationen tber das Uberleben
von Mikroorganismen in der Lebensmittelkette und deren Anpassung an subletale Faktoren

Zu generieren.

-85 -



7. Summary

Title: Gene expression profiling during stress response of selected Campylobacter (C.) jejuni,

C. coli and C. lari strains

The aim of this study was to characterize the stress response of C. jejuni, C. coli and C. lari
to elevated temperatures. C. coli and C. lari show a decreased ability to survive at 46 °C in
comparison to C. jejuni. The differential expression of heat-shock genes by real-time gPCR
could not explain the phenotypic differences. Therefore, the changes in global gene
expression at 46 °C compared to 37 °C in C. jejuni, C. coli and C. lari was investigated by
RNA sequencing (RNA-Seq). This analysis confirmed and extended the knowledge of the
heat-shock response of C. jejuni generated in earlier studies by using other methods such as
microarray and RT-qPCR. Furthermore, this work provides first insights on the heat shock

response on the transcriptional level of C. coli and C. /ari.

The RNA-Seq data show significant differences in the temperature-dependent regulation of
gene expression. While in C. coli and C. lari 9 % of the genes showed a significant change in
expression, this proportion in C. jejuni is only 3 %. In C. jejuni 89 % of the regulated genes
show an increased transcription rate, while 45 % of the regulated genes in C. coli and 69 %
in C. lari are upregulated. The percentage of genes whose expression is regulated in all
three species alike, is very low. A categorization of the differentially expressed genes reveals
that their products were distributed over almost all functional groups. Particularly genes
encoding cell membrane proteins, protein metabolism, the protein biosynthesis and transport

and binding proteins, show an increased expression.

The potential of RNA-Seq is not the precise quantitative determination of gene expression,
but in its potential to decipher the architecture of the transcriptome and possible regulatory
components. RNA-Seq experiments, as the future standard in the field of gene expression
analysis, could also play an important role in food microbiology to understand the survival of

microorganisms and their adaptation to sublethal factors in the food chain.
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9.5. Material und Gerate

9.5.1. Nahrmedien

Tabelle 23: Zusammensetzung und Herstellung verwendeter fester Nahrmedien

Miller—Hinton—Agar (MHA; Oxoid, Wesel, D) mit 5 % Schafblut (g/l)
Zusammensetzung
Rindfleisch, getrocknete Infusion aus 300 g 2
Caseinhydrolysat 17,5
Starke 1,5
Agar 17

Herstellung/Eigenschaften
38,0 gin 1,0 | Aqua dest. l6sen
Sterilisation: autoklavieren bei 121 °C, 15 min
Abkuhlung auf 47 °C
50 ml defibriniertes Schafblut (Oxoid, Wesel, D)
pH7,3+0,1

Tabelle 24: Zusammensetzung und Herstellung verwendeter Fliissignahrmedien

Brucella-Bouillon (BD Bioscience, Heidelberg, D) (g/l)

Zusammensetzung
Tryptone 10
Peptamin 10
Glucose 1
Hefeextrakt 2
Natriumchlorid 5
Natriumbisulfit 0,1

Herstellung/Eigenschaften
28,0 gin 1,0 | Aqua dest. I6sen
Sterilisation: autoklavieren bei 121 °C, 15 min
pH-Wert: 7,0 £ 0,2

VI
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9.5.2. Chemikalien, Enzyme und Kits

Tabelle 25: Verwendete Chemikalien und Enzyme

Substanz

Hersteller

Agarose LM/PCR
Bromphenolblau
Calciumchlorid (CaCly,)
Chloroform

DEPC-wasser

Dnase |

EDTA

Ethanol (EtOH)
Ethidiumbromid
Formaldehyd, 37 %
Formamid

Glycerin

Lysozym (20.000 U/mg)
Magnesiumchlorid (MgCl,)
MOPS

Natriumacetat (CoH3;NaO,)
Natriumhydroxid (NaOH)
peqGold Universal Agarose
Ribolock RNAse inhibitor
Rnase ZAP
Roti-Aqua-Phenol
Salzsaure

SDS, 20 % w/v

SsoFast EvaGreen Supermix
Tris-HCI

Wasser, nuklease-frei
Xylencyanol

Biozym, Hessisch-Oldendorf, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
Fermentas, St. Leon-Rot, D
Fermentas, St. Leon-Rot, D
VWR, Dresden, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Peqglab, Erlangen, D
Fermentas, St. Leon-Rot, D
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Bio-Rad, Minchen, D
Merck, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Carl Roth, Karlsruhe, D

Tabelle 26: Verwendete Kits

Bezeichnung

Hersteller

pegGold Bacterial RNA Kit

RevertAid Premium First Strand cDNA Synthesis

RNA 6000 Nano Kit

Peqlab, Erlangen, D
Fermentas, St. Leon-Rot, D
Agilent Technologies, Santa Clara, USA
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9.5.3. Verbrauchsmaterialen

Tabelle 27: Verwendete Verbrauchsmaterialen

Bezeichnung

Hersteller

Cryobank-Roéhrchen
Zentrifugenréhrchen, 15 ml
2,0 ml Reaktionsgefa
Phase Lock Gel Tube Heavy
real-time PCR Tube Stripes
Microseal B Adhesive Seals
Low Multiplate-96, white
Reaktionsgefalte, 1,5 ml

Mast Diagnostica, Reinfeld, D
VWR, Dresden, D

Sarstedt, Nimbrecht, D
VWR, Dresden, D

Neolab, Heidelberg, D
Bio-Rad, Minchen, D
Bio-Rad, Munchen, D
Nerbe plus, Winsen/Luhe, D

9.5.4. Gerate und Software
Tabelle 28: Gerate und Hersteller

Gerit Hersteller

Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Alphalmager Alpha Innotec, Kasendorf, D

Anoxomat AN2CTS Mart Microbiology B.V., Drachten, NL

Biometra Power Pack P25

Cecil CE 1011 1000 Series Photometer
CFX96™ Real-Time PCR System
Inkubator

NanoDrop 2000C Spektrophotometer
Rotamax 120

Safe 2020 Thermo Workbench
Sterilbank Safe 2020.1.2

Thermal Cycler C1000 oder S1000
Thermomixer compact und comfort
UV Sterilizing PCR Workstation
Vortex Genie 2

Zentrifuge 5430R

Biometra GmbH, Géttingen, D

Cecil Instruments Limited, Cambridge, UK
Bio-Rad, Minchen, D

Memmert, Schwabach, D

Thermo Scientific, Bonn, D

Heidolph Instruments, Schwabach, D
Thermo Scientific, Bonn, D

Thermo Scientific, Bonn, D

Bio-Rad, Minchen, D

Eppendorf, Hamburg, D

Peqglab, Erlangen, D

Bender + Hobein AG, Bruchsal, D
Eppendorf, Hamburg, D

Tabelle 29: Verwendete Software

Software

Anbieter

CFX-Software
Agilent 2100 Expert Software (Version 2.5)

Bio-Rad, Minchen, D
Agilent Technologies, Santa Clara, USA
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9.5.5. RT-gPCR Primer und Protokolle

Tabelle 30: Primer von C. jejuni und Protokolle fiir RT-qPCR

Target Sequenz 3'-5' Produkt-  Konz. Pre- Denat. Anneal. YK
lange innM heating len

clpB* GAC TCT TAG GTG CGC CTC CA 50 900 95°C5min 94°C10s 55°C15s 40
GCT CTC CACCTT CTT CAT GTCCT 900

dnaJ* TAA GCA ATG ATG AAAAGC GAGC 85 300 95°C5min 94°C10s 55°C15s 40
ACC TGA GCT ACT AGA ACC AAATCCA 900

dnaK* CCAATTCTT GTG TTG CTG TGT ATG 50 300 95°C5min 94°C10s 55°C15s 40
TTG GGATTACTT TGC TCT CGC 900

groEL* AAG TAG CGA GTA AAA CAG CTG ATC AA 52 300 95°C5min 94°C10s 55°C15s 40
CGT TGC AGT AGT TGT TCC ATC G 900

groES* AAA TGG TGA TAAAAT CGTGTTTGC T 51 300 95°C5min 94°C10s 55°C15s 40
AAG TTT AAT TTC TGT TCC ACC GTATTT
AG 900

grpE*  AAG TGC TAT GGC TTA TGC AAA TGA 80 300 95°C5min 94°C10s 55°C15s 40
ACA TTA ACA GCT GCT TCT AAAGCATC 300

thiC* TTG CGT CCT GGC TCT ACT CA 50 300 95°C5min 94°C10s 55°C15s 40
TTC TGA AAT TTG TGC CCC ATC 300

rpoA CGAGCTTGCTTTGATGAGTG 109 900 95°C5min 94°C10s 55°C15s 40
AGTTCCCACAGGAAAACCTA 900

hemH GGT GCG GAT AAA GTG GAA AA 85 300 95°C5min 94°C10s 55°C15s 40
GTT CCT CCT TTT GCC ACA GA 300

exbD1 TGG CTG TTACTC CTC TTATCACA 60 300 95°C5min 94°C10s 55°C15s 40
GCT GCG AAC TCT TGG GTA AT 300

htpG* AGC AAC CTT AGT TTT AAA TAT GGC AAA 50 50 95°C5min 95°C10s 56°C30s 40
TCC ACT CCCATACCTTCGC 50

hrcA* CTT AGC GAT GAG GGT TTG ATC AC 85 900 95°C5min 95°C10s 56°C30s 40
TTTTGC CAATAATTT TGC ATC GT 300

hsN GGT TTG AAT TTC CGC TTG AA 113 300 95°C5min 95°C10s 56°C30s 40
AAT CCT CGA CCA AGA AAG CA 300

htrA CCA CCA CCA CGA GAAAGA AT 84 300 95°C5min 95°C10s 56°C30s 40
TCC AGG AAATTC AGG TGG AG 300

hslU TCG TGA AGT CCT GGG GTATC 92 300 95°C5min 95°C10s 56°C30s 40
CAC AAA CAA AAC GCC ACA AG 900

* Primersequenzen aus Froeb-Borgwardt (2009)

Xl
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Tabelle 31: Primer von C. coli und Protokolle fiir RT-gPCR

Target Sequenz3'-5' Produkt-  Konz. Pre- Denat. Anneal. 2k
lange in nM heating len
cipB  AGG AGT AGG AAA AAC ACAATC TGC 87 300 95°C30s 95°Cbs 46°Cbs 40
TCA CTC ATA TCA AAG CGA ATC AT 900
dnaJ AAA AAG AGG GTG TCA AAG ATG TGC 57 300 95°C30s 95°C5s 46°Cb5s 40
TTT GTACGATTT GAT TGC CTATGC 900
dnaK TTA CTG ATG CGG TGATTACTG TGC 65 300 95°C30s 95°Cb5s 46°C5s 40
TTCTTTCGTTGC TTT TCTTTG TGC 900
groEL GAA GAG GCA AAATCA ATC AAT G 74 300 95°C30s 95°Cbs 46°Cb5s 40
GGG CTT AAA TAA CCT CTG TCA AA 300
groES CGT AGA AGA AAC CAA AAC AAC A 89 300 95°C30s 95°Cbs 46°Cb5s 40
TTACTG CTACTACTT CAC CCATTA 300
grpE CGA AGC GAT GTT TCA TGT AGA TAG 70 300 95°C30s 95°C5s 46°Cb5s 40
ACC TTT TTG AAG CAC TTG AAC CAC 300
thiC TCC CTAGCG CTGATTTGTTTTA 59 900 95°C30s 95°Cb5s 46°C5s 40
CCA GTT TAT GAT GCG GTAGGATT 300
rpoA  CCT TTT GAG ATC GGC TAT GGT ATT 55 900 95°C30s 95°Cbs 46°C5s 40
AAA GTA AAC GGC GTA AAG GAT GG 900
htpG  TTG GTG GCG AAA AAG ACA GT 114 50 95°C30s 95°C2s 46°C2s 40
TTTCTTTTT GCT CGC CTT GT 50
hrcA GCC GCCTCCTTT ATG TAT TG 87 300 95°C30s 95°C2s 46°C2s 40
GTT TTT GGG CGA GGA TGT AA 300
hsNN  GAT GGC CAAAGC TTT GG 106 300 95°C30s 95 °C 2s 46°C2s 40
CAG CTG TTG ATC CTG CAA AA 300
htrA CGG CGC TTTAGT CGATAG TC 89 50 95°C30s 95°C2s 46°C2s 40
CAA AGC CGATGC CATTATTT 300
hslU GCC AAG ATC CAA GCA AAG AG 120 300 95°C30s 95°C2s 46°C2s 40
CTC CTG CTG CGA TAA AAA GG 300
ctsD TTACGC GTT GAA GCT GAG AA 55 300 95°C30s 95°C2s 46°C2s 40
CCA AAT GCT GGG CTT GTT AT 300
fliR CTT GGC GGT TTT TAT CCT CA 119 300 95°C30s 95°C2s 46°C2s 40
TCT GCC AAA AGA GAA ATT CCA 300

Xl
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Tabelle 32: Primer von C. lari und Protokolle fir RT-qPCR

Target Sequenz 3'-5' Produkt-  Konz. Pre- Denat. Anneal,  2YK-
lange in nM heating len
clpB GGA AAC AAA TGA CCC AAG AA 70 300 95°C30s 95°C5s 45°C5s 40
AAA ATA CCA GCT ACT AAATCC TCA 300
dnaJ TGT AAA TCA TGC AAA GGA AGT GG 62 300 95°C30s 95°C5s 45°C5s 40
CCG CAA TGA GGA CAA GTA TCT AAT 300
dnaK TGG TGC ACG GAT TCA AGG AG 72 300 95°C30s 95°C5s 45°C5s 40
AGC GGA GTA ACA TAA AGC AAC AAT 300
groEL TTA ATC AAG GCA AAA TCA AAA ATC 61 300 95°C30s 95°C5s 45°C5s 40
CTG CAC CAA TAG CCT CAT CAC 300
groES AAA ACG CTT GAA GAA ATG AAAAC 48 300 95°C30s 95°C5s 45°C5s 40
GGT TAT AAT AAT CCC AGA AGC AGT G 300
grpE CAA AAG GGT TAT ATG ATG AAT GAT 54 300 95°C30s 95°C5s 45°C5s 40
AAC GCTAACTTTGGC TGAT 300
rpoA ACGATGTTGTTGAGGTTG TG 68 300 95°C30s 95°C5s 45°C5s 40
TTC TAAATC CGC ATC TTC AT 300
thiC TTG GAAGTC TTAAATGCTCTG C 55 300 95°C30s 95°C5s 45°C5s 40
AAT GGT GCT GATATG CTTTGT TT 300
hsV TGT GGT TGA GCC TGAAGA TG 81 300 95°C30s 95°C5s 45°C5s 40
GCT AAA GCC CTA GCA GCAGA 300
htpG  AGC CAC CAT GAA AGC TGA AT 84 300 95°C30s 95°C5s 45°C5s 40
GGA AAA TTT AAG CGG AGA TGC 300
htrA TCG GTG CTG ATC CTA AAACA 83 300 95°C30s 95°C5s 45°C5s 40
ATC CGA ATC AGC AAA AAC CA 300
hrcA AAA ACAAGT TCATCA CCACCA 116 300 95°C30s 95°C5s 45°C5s 40
TGG CAC GAA CAACTT CTT GA 300
hslU GGG GTG CAAAGG GATTTACT 115 300 95°C30s 95°C5s 45°C5s 40
TGC TCA AAT GAAAAG CTC CA 300
ctsX GGG CTATTG AGG CAA ATG AA 96 300 95°C30s 95°C5s 45°C5s 40
AAG CAT CTT CAT GCT TTC CAA 300
ung CGATGGATG TGC TGC TTC TA 90 300 95°C30s 95°C5s 45°C5s 40
GTGTTTTTG CTT TGG GGA AA 300

X1I
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9.5.6. RNA-Seq Primer

Tabelle 33: TrueSeq-Sense-und Antisense-Primer

RNA-Seq Primer

TrueSeq-Sense-Primer:
5 -AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT-3

TrueSeq-Antisense-NNNNNN-Primer (NNNNNN=Barcode):
5'-CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-NNNNNN-GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATC(dT25)-3’

9.5.7. Puffer

Tabelle 34: Herstellung und Zusammensetzung der verwendeten Puffer

Puffer Herstellung/Zusammensetzung

10x Reaction Buffer mit MgCl, 100 mM Tris-HCI (pH 7,5 )
25 mM MgCl,
1 mM CaCl,

10x MOPS 0,4 M MOPS pH 7
0,1 M Natriumacetat
0,01 M EDTA

2x Formamid-Ladepuffer 95 % Formamide
18 mM EDTA
0,025 % SDS
0,025 % Xylencyanol
0,025 % Bromphenolblau

(Die Stock-Losungen der Farbstoffe Bromphenolblau
und Xylencyanol wurden zuvor in EtOH hergestellt)

Stop mix solution 95% v/v Ethanol
5% viv Roti-Aqua-Phenol

10%iger SDS-Lésung 7 ml 20 % w/v SDS
7 ml Hzo

XV
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9.5.8. Reagenzien

9.6. Rohdaten der RNA-Seq-Analysen zur Hitzestressantwort bei 46 °C

Tabelle 35: Rohdaten RNA-Seq C. jejuni

Gen-ID Gen- C.j.37°C C.j.46 °C C.j.37°C C.j.46°C fold logs fc  p-value
Name (1) (3) (2) (4) change
cj0481 dapA 536,7 4538,2 28,2 25447 14,480 3,856 0,000
cj0483-1 uxaA 28,5 157,3 7,5 107,5 6,731 2,751 0,000
cj0483-2 uxaA 150,3 537,0 24,6 394,9 5,400 2,433 0,000
cj0484 - 87,8 300,3 20,8 239,9 4,713 2,237 0,000
¢j1160c - 610,5 2514,0 195,5 1273,5 4,167 2,059 0,009
¢j0699c glnA 2240,8 6254,8 656,8 52251 3,616 1,854 0,000
¢j0987¢c - 657,7 1362,5 64,0 976,3 3,542 1,825 0,004
cj0757 hrcA 43658,3 722641 2184,2 64167,8 3,477 1,798 0,011
cj0241c - 528,5 855,0 78,0 1134,3 3,431 1,779 0,005
cj1220 groES 116317,0 179896,8 9175,0 171511,8 3,151 1,656 0,009
¢j0080 - 95,5 163,5 221 213,8 3,100 1,632 0,002
¢j0509c clpB 10731,5 19112,4 1114,9 14674,3 3,099 1,632 0,007
cj1632c - 20454,5 31632,8 1694,6 26666,2 2,940 1,556 0,022
cj1556 - 427,0 668,7 52,0 640,2 2,921 1,546 0,002
cj0552 - 2576,5 74452 963,4 4413,7 2,880 1,526 0,003
cj1170c omp50 2533,4 33245 360,7 4554,5 2,863 1,518 0,033
¢j0759 dnaK 8377,8 14234,9 1005,0 10550,5 2,815 1,493 0,015
cj0864 - 1115,0 2705,0 319,3 1654,3 2,773 1,471 0,004
¢j0902 ginQ 723,2 1328,5 151,4 1111,3 2,726 1,447 0,001
cj0322 perR 27935 4778,5 661,8 4768,2 2,643 1,402 0,001
¢j0989 - 393,6 601,5 79,6 632,5 2,568 1,360 0,003
cj0485 - 86,0 164,8 28,0 161,0 2,559 1,356 0,006
¢j1035¢ - 4751,5 7731,8 804,4 5521,7 2,412 1,270 0,019
¢j0935¢ - 1459,3 2628,9 485,3 2626,6 2,409 1,269 0,001
¢j0086¢ ung 1133,0 1572,2 224,3 1689,5 2,383 1,253 0,004
cj1339c flaA 269157,7 385250,4 40846,6 327848,4 2,375 1,248 0,012
cj1183c cfa 366,4 573,9 86,5 508,4 2,279 1,188 0,007
cj1361c - 4192,2 6814,0 1042,8 5582,7 2,235 1,161 0,004
¢j0199c - 930,8 1281,8 241,5 1493,5 2,229 1,156 0,005
cj1724c - 613,5 788,5 119,0 813,0 2,172 1,119 0,015
cj0194 folE 2479,3 4070,2 725,5 3536,0 2,168 1,116 0,004
¢j0962 - 650,2 762,0 113,4 847,6 2,141 1,098 0,032
cj1458¢c thil 1008,6 17443 357,4 1566,8 2,126 1,088 0,004
cj0197¢ dapB 1266,4 1512,7 202,1 1522,6 2,125 1,087 0,038
cj0554 - 594,8 1052,9 250,0 1063,0 2,116 1,081 0,003
cj1221 groEL 18286,5 30838,3 5875,3 25461,8 2,085 1,060 0,004
cj0952¢ - 1825,5 2466,1 423,1 2351,0 2,057 1,041 0,014
cj1656¢ - 31703,6 51345,8 9231,3 39558,3 2,027 1,019 0,008
cj0553 - 715,0 1399,6 321,8 1135,2 2,024 1,017 0,004
cj0168c - 2488,8 1273,5 1235,1 932,0 0,478 -1,064 0,007
cj0712 rimM 449,0 177,7 175,0 155,8 0,459 -1,123 0,006
cj1322 - 116,0 43,5 45,5 341 0,410 -1,285 0,017
cj1158¢ - 38,8 13,2 20,0 9,3 0,298 -1,745 0,036
cj0986¢ - 236,3 85,3 172,3 76,6 0,293 -1,769 0,045
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Tabelle 36: Rohdaten RNA-Seq C. coli

Gen-ID Gen- C.c.37°C C.c.37°C C.c.46°C C.c.46°C fold logz2fc  p-value
Name (1) (2) (3) (4) change
CCO0811 - 40131 3025,5 50991,9 29906,0 16,627 4,055 0,000
CC0O1296 groES 8636,4 6142,6 119029,3 53432,6 16,460 4,041 0,000
CCOAO0088 - 118,4 133,4 1195,3 721,0 10,811 3,434 0,000
CCO0579 - 176,7 307,0 2190,2 1354,1 10,145 3,343 0,000
CCOA0087 - 94,0 169,1 736,9 607,0 7,298 2,867 0,000
CCO0656 - 412,1 2489 2121,6 781,3 6,131 2,616 0,000
CCO01672 - 3411 284,3 2042,6 736,9 6,080 2,604 0,000
CCO1317 - 4825,1 2931,9 18073,8 11760,5 5,701 2,511 0,000
CCO00812 grpE 554,6 491,8 2672,3 1360,8 5,434 2,442 0,000
CCO1066 - 368,8 2442 1336,9 778,8 5,029 2,330 0,000
CCO00580 - 13,3 20,0 62,0 45,8 4,659 2,220 0,000
CCO01297 groEL 2856,1 2501,4 12033,7 5038,5 4,407 2,140 0,000
CCOAO0008 - 605,9 463,6 1956,9 1154,6 4,206 2,073 0,000
CCO01462 - 1144,3 873,0 4331,2 1709,8 4,152 2,054 0,000
CC00608 clpB 15498,2 10869,9 48981,7 25660,2 4,062 2,022 0,000
CCO1674 arsC 56,5 44,5 222.8 73,5 3,996 1,999 0,007
CC00290 - 5390,9 2460,5 16162,0 5718,3 3,938 1,977 0,005
CC0O1299 - 193,5 138,4 588,2 313,5 3,904 1,965 0,000
CCOA0028 - 486,2 357,5 1382,4 868,0 3,896 1,962 0,000
CCO00035 - 6,0 8,0 25,6 13,0 3,827 1,936 0,003
CCO0813 dnaK 1986,5 1430,2 6612,1 2629,2 3,766 1,913 0,000
CCOA0179 - 301,8 198,3 829,0 446,2 3,685 1,882 0,000
CC00689 - 505,0 386,0 1659,5 671,3 3,634 1,861 0,000
CCO1318 - 763,5 7479 2828,0 1174,3 3,633 1,861 0,000
CCOA0168 - 2240,8 1168,5 5227,5 2981,3 3,548 1,827 0,000
CCO0956 - 131,9 77,0 292,3 200,6 3,527 1,818 0,000
CCO0185 - 23,2 19,0 69,5 33,8 3,490 1,803 0,000
CCO0585 - 28,2 18,0 55,6 48,8 3,486 1,802 0,000
CCO1673 - 90,5 71,1 290,8 107,8 3,408 1,769 0,003
CCO00127 - 426,0 589,4 1497 4 951,3 3,394 1,763 0,000
CCOA0165 - 180,2 86,8 419,4 200,8 3,373 1,754 0,000
CCO0384 - 49,3 40,5 122,0 82,0 3,350 1,744 0,000
CCO01215 - 871,6 734,4 2165,7 1453,8 3,288 1,717 0,000
CCO00987 moeA-3 1951,0 1075,1 4405,6 2376,9 3,273 1,711 0,000
CC00968 - 196,5 112,3 431,8 248,8 3,245 1,698 0,000
CC00248 - 138,7 108,0 328,3 219,2 3,244 1,698 0,000
CCO0856 - 572,8 286,7 1340,0 598,5 3,242 1,697 0,000
CCOA0178 - 184,6 153,0 523,9 240,8 3,172 1,665 0,000
CC00943 - 37246 2731,6 9355,9 4836,4 3,141 1,651 0,000
CCO00599 amt 140,7 110,4 415,8 145,4 3,057 1,612 0,011
CCO1350 - 195,0 108,0 362,3 240,0 2,967 1,569 0,000
CCO0764 - 29,9 15,6 63,3 30,5 2,918 1,545 0,001
CCO0798 potA 64,0 43,8 141,6 76,2 2,907 1,539 0,000
CCO00021 - 10971 770,9 2358,7 1360,3 2,887 1,529 0,000
CCOO0746 uvrB 460,2 325,0 1015,1 546,7 2,863 1,518 0,000
CCO00855 - 298,0 216,0 647,0 368,5 2,854 1,513 0,000
CCO1593 - 368,0 212,6 796,5 349,5 2,810 1,491 0,000
CCO0364 - 1606,5 1166,8 3350,1 1878,5 2,720 1,443 0,000
CCO1675 arsC 81,4 89,6 232,6 103,8 2,704 1,435 0,000
CCO00854 murF 450,1 317,6 978,4 476,4 2,694 1,430 0,000
CC00182 - 714,6 511,2 1510,9 764,4 2,650 1,406 0,000
CCO1477 - 810,3 672,3 1831,3 929,2 2,637 1,399 0,000
CC00247 - 466,0 361,9 913,0 577.,8 2,622 1,391 0,000
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Fortsetzung Tabelle 36

Gen- C.c.37°C C.c.37°C C.c.46°C C.c.46°C fold

Gen-ID Name (1) @) 3) ) change log. fc  p-value
CCOA0144 - 557,5 481,8 1245,3 666,0 2,612 1,385 0,000
CCO00198 - 1170,0 809,7 2328,3 1256,1 2,608 1,383 0,000
CCO0356 - 303,0 212,6 535,3 371,8 2,602 1,380 0,000
CCO00128 - 2353,5 1883,7 4410,3 3071,7 2,594 1,375 0,000
CCOA0025 - 265,5 211,5 468,2 346,6 2,528 1,338 0,000
CCO0504 - 291,0 187,3 492,3 323,9 2,525 1,336 0,000
CCOA0136 - 359,5 2559 662,4 400,0 2,515 1,330 0,000
CC00690 ybjZ 490,1 350,0 940,8 515,5 2,499 1,321 0,000
CCO00140 ung 2440 213,9 462,2 319,2 2,489 1,316 0,000
CC0O1238 - 372,8 2441 776,8 316,6 2,489 1,316 0,004
CCO1601 - 860,3 609,6 1530,5 966,7 2,487 1,315 0,000
CCOAO0071 - 5976,2 2870,3 9619,7 5272,8 2,482 1,311 0,000
CCOAO0080 - 32440 2410,0 5263,0 4050,0 2,458 1,298 0,000
CC00849 - 1193,7 900,8 2168,2 1346,9 2,442 1,288 0,000
CC00807 - 227,0 217,5 3471 363,0 2,433 1,283 0,024
CCO0383 - 83,0 44,0 122,0 83,0 2,423 1,277 0,000
CCO00363 - 2643,0 2049,3 5042,2 2836,2 2,414 1,271 0,000
CCO0584 fucP 54,5 49,8 103,9 69,8 2,407 1,267 0,000
CCO00339 - 336,8 201,6 488,0 369,0 2,399 1,262 0,000
CCOAO0167 - 240,2 189,0 385,0 302,0 2,387 1,255 0,000
CCOA0137 - 609,0 557.,9 1209,0 725,9 2,377 1,249 0,000
CCO0790 - 1914,5 1281,6 3255,7 1942,0 2,374 1,247 0,000
CCO0150 - 44,0 33,8 92,1 40,5 2,367 1,243 0,001
CC0O1639 - 2043,8 1445,6 3157,8 2375,1 2,367 1,243 0,000
CCO1744 - 2657,8 1609,0 40374 2730,7 2,362 1,240 0,000
CCOAO0203 - 2273,7 1552,0 3450,3 2589,8 2,361 1,240 0,000
CCO1011 - 1041,0 770,4 1776,9 1143,2 2,359 1,238 0,000
CCOA0020 - 323,5 268,8 583,9 378,4 2,359 1,238 0,000
CC00848 - 648,5 311,9 979,4 551,7 2,358 1,237 0,000
CCO1051 - 423,1 337,8 609,7 567,5 2,350 1,233 0,004
CC00022 - 417,0 272,7 719,6 396,0 2,343 1,228 0,000
CCOA0048 - 6076,5 1935,8 8853,5 39041 2,342 1,228 0,023
CCOA0024 - 324,1 205,1 517,7 321,5 2,336 1,224 0,000
CCO0581 - 82,3 139,3 233,0 140,2 2,334 1,223 0,000
CCOAO0009 - 325,6 205,4 518,0 322,6 2,332 1,221 0,000
CCO01384 ribBA 1287,6 1152,9 2407,4 1490,2 2,299 1,201 0,000
CCO0475 - 1156,2 750,4 1924,3 1081,5 2,290 1,196 0,000
CCO0456 - 1318,0 757,8 2201,8 1071,9 2,272 1,184 0,000
CCOA0166 - 266,9 184,7 426,0 269,3 2,254 1,172 0,000
CCO00952 - 120,8 54,9 181,4 89,2 2,242 1,165 0,001
CCO0459 - 14412,0 10049,8 26040,5 12282,3 2,224 1,153 0,000
CCO1319 kefB 13371 1100,3 2522,4 1280,9 2,211 1,144 0,000
CC00087 - 2027,6 1357,8 3290,9 1865,3 2,210 1,144 0,000
CCO00508 - 82,3 55,8 1211 84,2 2,203 1,139 0,001
CCO1170 - 4225 255,3 648,3 370,5 2,197 1,136 0,000
CCO00296 thrS 2304,3 1836,3 42644 21446 2,195 1,134 0,000
CC0O1263 - 853,3 678,6 1359,2 931,8 2,194 1,134 0,000
CCO00408 - 1031,5 668,4 1744,7 852,2 2,186 1,128 0,000
CCO01782 - 1715,2 1321,1 2831,1 1738,2 2,185 1,128 0,000
CCO0741 - 3020,5 1584,5 3860,8 2774,8 2,179 1,123 0,000
CCO1316 - 869,4 501,8 1352,3 705,0 2177 1,122 0,000
CCO1189 - 533,0 427,8 870,6 557,9 2,164 1,114 0,000
CCOA0046 - 1247.,6 1232,5 2573,3 1216,5 2,124 1,087 0,000
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Fortsetzung Tabelle 36

Gen-

C.c.37°C C.c.37°C C.c.46°C C.c.46°C

fold

Gen-ID Name (1) @) 3) ) change log. fc  p-value
CCO00930 - 502,8 330,1 822,3 411,9 2,124 1,087 0,000
CCO1190 - 141,4 93,4 208,0 129,8 2,121 1,085 0,000
CC00297 infC 4841 431,3 870,6 483,1 2,106 1,075 0,000
CCO0455 - 2167,7 1322,3 3540,2 1606,5 2,101 1,071 0,002
CC0O1600 - 677,5 5731 1039,2 7439 2,094 1,066 0,000
CCO1594 - 580,7 3211 879,4 426,5 2,088 1,062 0,001
CCOA0138 - 315,3 254,2 516,4 302,8 2,074 1,052 0,000
CCOA0204 - 408,3 329,8 585,5 4435 2,069 1,049 0,000
CCOAO0021 - 62,7 59,7 106,0 69,9 2,068 1,048 0,003
CCO0149 - 50,8 39,1 72,8 51,7 2,051 1,037 0,009
CCO0644 - 4884,7 4018,4 8342,6 4451,2 2,047 1,033 0,000
CCOAO0003 - 448,8 399,5 610,0 538,9 2,029 1,021 0,004
CC00933 - 259,3 168,1 362,9 226,1 2,027 1,019 0,000
CCO00052 - 85222 4333,0 10837,2 6648,1 2,023 1,017 0,000
CCOoo0077 - 320,0 215,7 464,4 277,7 2,021 1,015 0,000
CCO0084 - 343,4 306,7 554,0 351,9 2,013 1,010 0,000
CC00259 - 2255,5 1947,8 35428 2287,6 2,012 1,008 0,000
CCO0375 - 1955,5 1980,3 2929,3 2413,2 2,003 1,002 0,001
CC0O1187 aat 309,9 227,5 97,4 80,7 0,499 -1,004 0,001
CC0O1608 - 412,2 385,5 183,6 97,1 0,498 -1,007 0,001
CCO0378 - 1244 98,5 36,5 36,2 0,497 -1,010 0,004
CCOA0119 - 260,5 145,1 60,5 66,4 0,493 -1,019 0,010
CCO0846 - 192,8 134,2 42,8 58,3 0,492 -1,022 0,003
CCO0304 - 1461,4 1061,4 469,7 356,1 0,489 -1,033 0,000
CCO1535 - 2382,1 1346,8 629,2 549,7 0,486 -1,040 0,002
CCO1650 - 3558,1 2155,6 1123,2 736,3 0,483 -1,051 0,000
CCO0316 - 1499,6 1186,9 4274 412,8 0,477 -1,068 0,000
CCO1579 ctsP 355,2 2149 104,1 74,6 0,471 -1,086 0,000
CCO1349 - 75,5 41,9 22,0 14,8 0,470 -1,090 0,016
CCO1095 ctsW 210,2 156,3 76,3 43,3 0,469 -1,093 0,001
CCO1401 - 86,8 70,5 24,3 23,8 0,468 -1,096 0,005
CCO1314 - 1723,3 988,1 463,2 365,5 0,464 -1,107 0,001
CCO0126 - 430,5 388,3 116,7 128,2 0,460 -1,122 0,000
CC01248 fliR 193,3 120,7 50,2 443 0,458 -1,126 0,001
CC00847 - 202,8 147,6 54,5 49,4 0,450 -1,152 0,000
CCOA0114 - 649,2 316,2 175,3 114,0 0,450 -1,153 0,016
CCO0543 - 194,8 151,4 65,7 40,8 0,449 -1,154 0,001
CCO1770 - 638,5 307,5 159,9 117,5 0,448 -1,160 0,017
CCOA0121 - 2266,0 1715,4 678,0 499,5 0,439 -1,189 0,000
CCO1785 - 566,5 503,3 178,3 139,1 0,439 -1,189 0,000
CCO1140 - 121,0 59,0 25,0 25,0 0,438 -1,193 0,018
CCO0734 - 120,5 52,4 31,0 18,6 0,436 -1,197 0,050
CCO1784 - 114,6 115,0 43,2 271 0,436 -1,197 0,002
CCOO0793 - 68,6 62,5 29,1 12,3 0,432 -1,212 0,012
CC0O1278 - 1328,6 1585,5 446,7 394,5 0,426 -1,233 0,007
CCO00321 - 53,0 41,9 20,7 7,7 0,421 -1,249 0,023
CCO0655 - 329,7 374,8 114,1 87,9 0,417 -1,262 0,002
CCOA0115 - 1368,5 691,6 368,38 209,9 0,415 -1,270 0,006
CCO00717 msrA 195,8 150,2 49,0 43,5 0,407 -1,295 0,000
CCO1645 - 259,3 183,6 57,6 57,2 0,399 -1,324 0,000
CCO1580 ctsD 593,6 260,2 128,0 93,9 0,398 -1,330 0,027
CCO0749 - 335,7 348,8 115,4 72,8 0,393 -1,348 0,000
CC00148 obg 1443,3 1047,8 425,8 241,5 0,387 -1,371 0,000
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Gen- C.c.37°C C.c.37°C C.c.46°C C.c.46°C fold

Gen-ID Name (1) @) 3) ) change log. fc  p-value
CCOA0163 - 263,8 268,3 81,5 57,3 0,378 -1,402 0,000
CCO0714 dprA 326,0 198,8 78,6 52,1 0,370 -1,434 0,000
CCO0506 - 264,1 332,9 72,4 74,5 0,365 -1,453 0,008
CCO0551 nusA 1934,3 1618,9 565,4 335,3 0,365 -1,456 0,000
CCOAO0106 - 95,5 64,5 19,0 18,3 0,356 -1,492 0,000
CCOA0164 - 963,3 913,1 247 A1 201,8 0,354 -1,497 0,000
CCO1354 - 355,4 207 1 73,2 58,4 0,354 -1,497 0,000
CCO1151 ctsT 133,0 111,0 29,5 27,0 0,352 -1,505 0,000
CC01287 - 184,7 129,0 48,5 26,9 0,349 -1,517 0,000
CCO1761 - 226,0 122,9 50,4 30,8 0,344 -1,538 0,000
CCO00845 - 4341 301,6 84,7 80,4 0,344 -1,541 0,000
CCO0716 - 207,0 127,2 37,6 35,5 0,337 -1,571 0,000
CC00320 - 217,5 204,7 49,5 44.8 0,336 -1,572 0,000
CCO00483 - 657,1 376,5 120,0 102,7 0,331 -1,594 0,000
CCO0778 - 348,3 291,6 73,8 66,3 0,330 -1,602 0,000
CCO00044 rmhB 696,2 489,4 179,2 91,2 0,326 -1,618 0,000
CCO1760 - 157,3 79,6 32,7 18,1 0,316 -1,662 0,001
CCO0785 - 476,8 329,7 114,7 58,8 0,309 -1,694 0,000
CCOA0111 - 134,2 120,9 21,7 25,4 0,284 -1,816 0,000
CCOA0075 - 34,0 31,0 5,0 55 0,262 -1,932 0,002
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Tabelle 37: Rohdaten RNA-Seq C. lari

Gen- C..37°C C.1.37°C C.L1.46°C C.l.46°C fold

Gen-ID Name (1) ) 3) 4) change log, fc p-value
Cla_0805 - 322,8 5705,2 3944 4567,3 17,34 4,12 0,000
Cla_0937 hrcA 2828,1 18570,1 32711 10823,9 5,69 2,51 0,000
Cla_0778 cbpA 2311,9 13697,2 2817,3 9956,3 5,54 2,47 0,000
Cla_0840 - 106,5 472,7 153,2 347,4 3,82 1,93 0,000
Cla_1270 prsA 1212,7 4553,9 1096,6 2838,8 3,75 1,91 0,000
Cla_0777 hspR 938,6 4047,2 1449,6 3188,4 3,70 1,89 0,000
Cla_0833 - 32,4 123,8 62,6 151,1 3,69 1,88 0,002
Cla_0936 grpE 2030,9 8306,4 2473,0 5446,6 3,64 1,87 0,000
Cla_0871 - 70,0 3154 139,0 277,9 3,54 1,82 0,000
Cla_0729 - 1979,1 7079,7 2120,5 4664,9 3,40 1,76 0,000
Cla_0864 - 667,4 2440,5 9921 2014,9 3,29 1,72 0,000
Cla_0935 dnaK 9290,9 31778,7 7978,6 15830,2 3,17 1,67 0,000
Cla_1081 - 1685,6 5430,9 1168,8 24054 3,10 1,63 0,006
Cla_1571 - 149,1 583,0 195,1 310,5 3,07 1,62 0,000
Cla_1035 groES 14853,9 51359,7 181344 31723,1 2,99 1,58 0,000
Cla_0711 clpB 12931,2 42450,8 147517 26444,5 2,95 1,56 0,000
Cla_0493 dnaJ 1017,2 3217,9 1011,5 1817,1 2,90 1,54 0,000
Cla_0831 - 16,8 69,8 35,6 54,5 2,90 1,54 0,001
Cla_0863 - 173,3 606,2 244 .4 365,7 2,78 1,48 0,000
Cla_a040 - 132,2 376,9 153,3 279,0 2,76 1,47 0,000
Cla_0524 lolA 296,7 991,8 432,8 673,1 2,75 1,46 0,000
Cla_0227 ribD 672,6 1751,7 578,1 1003,0 2,56 1,36 0,000
Cla_0435 - 257,9 716,6 391,8 617,4 2,52 1,34 0,000
Cla_0824 - 433,4 1066,7 594,5 1013,7 2,49 1,32 0,000
Cla_0135 - 5981,1 146244 4942,2 8630,7 2,47 1,31 0,000
Cla_0776 - 1711,7 4673,0 2064,2 3102,5 2,46 1,30 0,000
Cla_a004 - 628,8 1515,3 793,5 1332,0 2,44 1,29 0,000
Cla_0039 - 943,9 2115,8 1060,7 1891,5 2,43 1,28 0,000
Cla_1034 groEL 17599,5 44111,6 14935,4 23974,9 2,42 1,28 0,000
Cla_0977 - 2268,4 6648,5 2847,8 3666,7 2,38 1,25 0,000
Cla_0571 - 1081,4 2607,6 1084,1 1671,1 2,33 1,22 0,000
Cla_1400 fabZ 1928,2 4839,0 1820,5 2608,6 2,31 1,21 0,000
Cla_0899 - 778,8 1756,3 849,0 1358,9 2,30 1,20 0,000
Cla_0908 ndh 2994 704,6 324,7 495,1 2,29 1,20 0,000
Cla_1506 - 2526,3 5764,5 2503,7 3957,4 2,29 1,20 0,000
Cla_0804 cft 1535,1 3549,5 1872,1 2807,3 2,26 1,17 0,000
Cla_1328 pseA 6410,6 13917,3 6683,6 10746,1 2,26 1,17 0,000
Cla_a005 - 1912,7 4820,3 2795,0 3820,9 2,24 1,16 0,000
Cla_0502 - 606,5 1481,1 871,9 1223,1 2,24 1,16 0,000
Cla_0665 - 79,1 256,9 156,0 170,2 2,22 1,15 0,001
Cla_1285 - 1665,3 3747,9 14191 2139,5 2,22 1,15 0,000
Cla_1123 thiM 3214 761,3 318,6 4429 2,20 1,14 0,000
Cla_0716 - 195,1 591,8 456,2 546,3 2,20 1,14 0,003
Cla_a037 - 1183,7 2768,2 1189,4 1671,7 2,20 1,14 0,000
Cla_1230 ptmF 1072,9 2238,8 11721 1851,1 2,20 1,14 0,000
Cla_0604 ribB 882,1 1772,7 754,7 1248,8 2,18 1,12 0,000
Cla_1144 mapA 5548,7 12554,1 7602,4 10799,2 2,17 1,12 0,000
Cla_0016 rpsT 3003,2 6732,3 3451,0 4884,3 2,16 1,11 0,000
Cla_0465 - 3741 912,4 363,9 458,6 2,15 1,11 0,005
Cla_0606 - 25521,5 85171,8 53264,2 53275,2 2,14 1,10 0,000
Cla_1212 - 1406,0 3604,2 1802,0 2165,4 2,14 1,10 0,000
Cla_0565 - 37449 8268,2 3974,3 5617,2 2,14 1,10 0,000
Cla_1406 - 1521,2 2617,0 1715,1 2944.9 2,12 1,09 0,010
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Fortsetzung Tabelle 37

Gen- C.1.37°C C.1.37°C C.1.46°C C.l.46°C fold

Gen-ID Name (1) ) 3) 4) change log, fc p-value
Cla_0458 - 2102,3 4185,7 1569,7 2536,1 2,12 1,08 0,000
Cla_1057 truB 2725,9 5472,2 3488,7 5216,4 2,11 1,08 0,001
Cla_1242 - 1635,1 3619,5 2343,6 3148,6 2,09 1,06 0,001
Cla_1010 - 452,0 1081,9 7141 891,8 2,08 1,06 0,001
Cla_1407 - 4619,7 8694,9 4636,9 7198,4 2,06 1,04 0,001
Cla_0378 - 1246,5 2423,5 1040,0 1597,3 2,06 1,04 0,000
Cla_1301 - 5023,0 9350,6 4810,6 7399,3 2,04 1,03 0,001
Cla_0154 - 428,3 956,1 536,2 672,1 2,03 1,02 0,001
Cla_0577 - 847,9 1473,3 968,2 1506,0 2,01 1,01 0,001
Cla_0459 modB 296,7 575,3 321,6 459,0 2,01 1,01 0,001
Cla_0593 - 2315,0 5059,4 2858,7 3593,2 2,01 1,01 0,001
Cla_0635 - 4524 210,2 338,2 128,5 0,50 -1,01 0,049
Cla_1335 - 2303,5 1106,0 1816,1 658,8 0,50 -1,01 0,029
Cla_0758 era 2188,5 980,6 1806,8 702,6 0,50 -1,01 0,010
Cla_1157 murC 1336,2 635,2 1202,8 432,3 0,50 -1,01 0,001
Cla_0673 ligA 1599,9 7229 1538,9 571,4 0,49 -1,02 0,001
Cla_0047 - 189,0 97,2 231,0 73,1 0,49 -1,04 0,003
Cla_0957 - 112,8 62,8 151,6 444 0,49 -1,04 0,006
Cla_1415 aspC 6315,7 2960,7 5591,3 1962,6 0,49 -1,04 0,002
Cla_1530 - 3016,2 1373,6 22343 827,9 0,49 -1,04 0,047
Cla_0399 - 1618,7 652,5 1277,8 531,5 0,49 -1,04 0,017
Cla_0759 - 381,8 150,1 4225 166,5 0,48 -1,05 0,001
Cla_1184 - 2226,6 975,9 1867,1 701,5 0,48 -1,05 0,006
Cla_0945 - 246,0 106,8 191,2 72,6 0,48 -1,05 0,024
Cla_0674 tlyA 710,9 303,1 675,8 251,3 0,48 -1,06 0,001
Cla_1061 trxC 523,7 261,0 571,5 178,7 0,48 -1,07 0,001
Cla_0784 - 350,8 171,7 506,5 159,7 0,48 -1,07 0,001
Cla_0361 - 5445,6 22523 4061,8 1619,5 0,48 -1,07 0,033
Cla_0782 rep 2353,4 1046,7 2623,3 911,9 0,48 -1,07 0,000
Cla_0642 - 990,3 384,6 749,7 312,6 0,47 -1,07 0,025
Cla_0738 - 1493,2 717,7 2144,8 677,4 0,47 -1,08 0,000
Cla_0118 iamA 1628,4 765,2 1660,1 539,5 0,47 -1,08 0,001
Cla_0767 hemC 1188,5 478,0 1008,4 389,9 0,47 -1,09 0,003
Cla_1337 plsX 1979,1 834,9 1509,2 567,9 0,47 -1,09 0,025
Cla_1366 tal 1349,7 553,7 1190,3 447 .4 0,47 -1,09 0,001
Cla_1097 petA 2837,5 1249,8 2398,7 841,7 0,47 -1,09 0,004
Cla_0074 rplF 3573,3 1467,8 2692,3 1023,3 0,47 -1,10 0,026
Cla_1325 - 2289 81,7 280,8 106,5 0,46 -1,11 0,001
Cla_0315 - 1087,4 4834 922,7 313,2 0,46 -1,11 0,004
Cla_0239 - 11152,5 5516,9 10556,9 3086,3 0,46 -1,11 0,000
Cla_0423 - 465,5 205,2 515,8 169,0 0,46 -1,12 0,001
Cla_0411 - 752,5 309,6 855,1 295,3 0,46 -1,12 0,000
Cla_1384 - 4810,1 2127,5 3891,9 1299,3 0,46 -1,13 0,010
Cla_0307 - 23473 1067,1 2649,5 832,6 0,46 -1,13 0,000
Cla_0975 truA 582,1 247,2 501,0 171,2 0,45 -1,14 0,002
Cla_0117 iamB 3673,8 1497,4 2967,1 1045,5 0,45 -1,15 0,007
Cla_1083 - 892,2 349,4 1268,6 423,9 0,45 -1,15 0,000
Cla_0213 - 486,9 204,3 420,3 141,3 0,45 -1,16 0,001
Cla_0402 - 795,6 335,7 729,1 240,0 0,45 -1,16 0,000
Cla_0017 - 1696,8 712,6 1275,5 429,9 0,45 -1,17 0,025
Cla_1258 pglF 3596,5 1447,6 3043,3 1052,0 0,44 -1,17 0,002
Cla_0482 - 692,1 263,9 711,4 242,0 0,44 -1,19 0,000
Cla_0036 - 1036,8 4314 925,9 294,0 0,44 -1,20 0,000
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Anhang

Fortsetzung Tabelle 37

Gen- C.c.37°C C.c.37°C C.c.46°C C.c.46°C fold

Gen-ID Name (1) 2) 3) 4) change log, fc p-value
Cla_0624 pgsA 858,4 336,8 681,2 232,4 0,43 -1,21 0,008
Cla_0438 - 9362,3 3694,8 7574,2 2519,5 0,43 -1,22 0,005
Cla_0362 selD 3423,4 1446,0 2747,3 841,1 0,43 -1,22 0,008
Cla_0373 - 640,1 257,5 695,5 215,0 0,43 -1,23 0,000
Cla_0390 ctsD 796,1 310,3 778,5 247,2 0,42 -1,24 0,000
Cla_1064 aat 300,4 112,3 304,0 95,1 0,41 -1,28 0,000
Cla_0401 - 14711 547,5 1384,3 419,3 0,40 -1,31 0,000
Cla_0242 PgpA 1138,0 416,4 859,9 273,9 0,40 -1,31 0,011
Cla_0787 hypA 757,6 284,5 541,7 168,6 0,40 -1,31 0,026
Cla_0672 folP 1148,9 419,9 1211,2 359,6 0,40 -1,33 0,000
Cla_1202 - 1749,7 708,3 1553,9 419,8 0,40 -1,33 0,000
Cla_0954 - 993,5 340,1 9341 294,3 0,40 -1,34 0,000
Cla_1215 - 1430,2 503,0 1102,8 3514 0,40 -1,34 0,007
Cla_0407 - 84,8 37,0 91,8 21,5 0,39 -1,35 0,002
Cla_0277 - 2024,5 890,2 2746,5 655,3 0,39 -1,35 0,000
Cla_0671 - 799,8 291,6 861,8 246,0 0,39 -1,36 0,000
Cla_0337 - 3095,7 1040,5 3478,0 1019,3 0,38 -1,38 0,000
Cla_1475 - 709,2 246,9 963,8 266,8 0,38 -1,39 0,000
Cla_0006 - 968,3 321,6 967,0 282,1 0,38 -1,41 0,000
Cla_1117 - 376,9 124,7 396,6 112,6 0,37 -1,42 0,000
Cla_1239 - 3847 154,1 406,2 94,6 0,37 -1,43 0,000
Cla_1216 - 262,6 92,9 266,2 70,6 0,37 -1,43 0,000
Cla_1291 - 17515,5 4948,4 12091,2 4133,4 0,36 -1,47 0,018
Cla_1336 rpmF 2029,2 699,8 1583,5 423,8 0,36 -1,47 0,004
Cla_1112 livH 3470,5 1141,9 2228,0 640,7 0,36 -1,48 0,043
Cla_1458 torC 10340,5 31741 10012,3 2731,5 0,35 -1,52 0,000
Cla_0207 - 1062,6 3341 879,7 238,5 0,35 -1,63 0,000
Cla_0223 rbfA 3682,0 1239,9 2546,1 643,4 0,35 -1,63 0,021
Cla_1267 - 36,8 9,1 57,0 15,5 0,34 -1,54 0,001
Cla_1544 - 3659,1 1169,3 2972,2 762,1 0,34 -1,565 0,001
Cla_1264 - 940,5 348,4 1560,9 312,8 0,33 -1,61 0,000
Cla_0120 - 729,8 192,9 675,2 183,7 0,32 -1,62 0,000
Cla_1046 - 854,1 2374 749,7 191,9 0,32 -1,65 0,000
Cla_1515 - 1081,5 277,2 771,9 210,8 0,31 -1,69 0,006
Cla_1543 - 6300,0 1919,6 3926,3 882,2 0,31 -1,69 0,037
Cla_0410 - 361,1 102,2 328,4 74,8 0,30 -1,72 0,000
Cla_1510 - 838,8 220,0 609,6 146,2 0,29 -1,77 0,004
Cla_0903 kdsB 1859,7 454,0 1207,3 311,7 0,29 -1,79 0,016
Cla_0739 - 43771,9 11956,8 25949,9 5780,0 0,29 -1,80 0,040
Cla_1545 - 427617 8679,7 25906,3 4889,9 0,23 -2,15 0,015
Cla_0391 ctsX 468,8 59,9 2339 43,1 0,17 -2,57 0,028
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