Aus dem Lehrstuhl fiir Hygiene und Technologie der Milch
der Tierarztlichen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen

Arbeit angefertigt unter der Leitung von Univ.-Prof. Dr. Dr. h.c. E. Mértlbauer

Untersuchung zur Identifikation und Charakterisierung

potentieller Virulenzfaktoren von Cronobacter sakazakii ES5

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung der tiermedizinischen Doktorwiirde
der Tieréarztlichen Fakultat
der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

vorgelegt von
Theresa Maria Laufer
aus Villingen-Schwenningen
2015



Gedruckt mit der Genehmigung der Tierarztlichen Fakultét der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. vet. Dipl. ECAR Braun

Referent: Univ.-Prof. Dr. Dr. h.c. E. Martlbauer

Korreferent: Priv.-Doz. Dr. Karin Schwaiger

Tag der Promotion: 31. Januar 2015



Fir meine Familie



Inhaltsverzeichnis v

INHALTSVERZEICHNIS

l. EINLEITUNG ..ottt 1
1. LITERATURUBERSICHT ..ot 2
1. Cronobacter SAKAZAKIT.........ccveveiieiieie et 2
1.1. Taxonomische StEHUNG .........cov i 2
1.2. Vorkommen und Nachweismethoden ... 3
1.3. KIinik und PathOgENESE..........ccveiiiieiiee e 4
1.3.1. Genomsequenzierung von C. SAKAZaKIT ............ccocerviiiinieicneic e 5
1.3.2. Pathogenitatsmechanismen und Virulenzfaktoren ............cccocoiiiininnnnns 5
1.3.2.1.  AdhESION UNd INVASION ..ottt 7
1.3.2.2.  Biofilmbildung ........ccooioiiie s 8
1.3.2.3.  PIigmentbildung ........ccooeiiiiiiii 9
1.3.3. TIEIMOUEI ... 10
1.3.4. Immunreaktion und Kompensation durch Cronobacter spp..........cccccocu... 11
1. MATERIAL UND METHODEN ......cccccoiiiiiee e 13
1. MALEETTAL ... bbb 13
1.1. BaKIerieNStAMIME .......cviiiieie e e 13
1.2. ZEHTINIEN Lot sre e 15
1.3. Plasmide und VEKIOIEN ........coeviiiiiiee e e 16
1.4. PCRPIIMET .ttt ettt bbb 16
1.5. Enzyme und Enzymreaktionspuffer............cccccoveieiiic i 17
1.6. Chemikalien Und KitS........ccoiieiiiieiiese e 18
1.7. AN F: Lo 1= o T ST 19
1.8. Zusdtze U NENMEAIEN ........oci i 20
1.8.1. N 1] o] [0 (1 VOSSPSR 20
1.8.2. WEILEIE ZUSAIZE .......cceveeeeeieeieee e ee e nre e 20
1.9. Medien und Losungen flr ZellKUltur ... 20
1.10. PUFFEr UNd LOSUNGEN ..ottt 22
1.10.1. Puffer und Losungen fir DNA-ISOHErung .......cccoevevieiveecie e 22
1.10.2. Puffer und Ldsungen fiir Agarosegelelektrophorese...........ccccocvviiinnnene 22
1.10.3. Puffer und Ldsungen fiir colorimetrisches Verfahren............cc.ccoccoovvenene. 23
1.11. GBIALE ..ttt bbb r e 25

1.12.

SO AT .. 25



Inhaltsverzeichnis Vv

1.13.

2.

2.1.
2.1.1.
2.1.2.
2.2.
2.2.1.
2.2.1.1.
2.2.1.2.
2.2.1.3.
2.2.1.3.1.
2.2.1.3.2.
2.2.2.
2.2.2.1.
2.2.2.2.
2.2.2.3.
2.2.2.4.
2.2.3.
2.2.3.1.
2.24.
2.24.1.
2.24.2.
2.2.5.
2.2.5.1.
2.2.5.2.
2.2.5.3.
2.2.6.
2.2.6.1.
2.2.6.2.
2.2.6.3.
2.2.6.4.
2.3.
2.3.1.

DatenDANKEN .......oouiiiiiece e 25
V13 4 g0 1< o SRR 26
Kultivierung von BaKterien ..........cooviieiiiieiiesienese e 26
Kultivierung von Cronobacter sakazakii..........ccccccoeeviveieiiesieesieiieseen, 26
Konservierung von Bakterien (Glycerinkultur) ..........ccccoocvevvieenivciiecnenne. 26
Molekulargenetische Methoden ............ccovvieiieniiin i 26
Isolierung von DNA-Fragmenten...........ccceoeierininenieeeesese s 26
Praparation von genomischer DNA ... 26
Préparation von genomischer DNA (quick VErsion) .........cccccceeevivevieieenne. 27
Préparation von Plasmid-DNA ..o 27
Plasmidpraparation in kleinem MaBstab ...........c.ccoovviiiiienencince 27

HB-Lyse zur Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli/ C. sakazakii ...27

Reinigung und Konzentrierung von DNA ........cccoooeiiiic i 28
PhenoleXtraktion. ..........cccoiiiiiiiieieee e 28
AIKONOITAITUNG ..o 28
Entsalzen von Plasmid-DNA .........coooiieiiee e 29
Konzentrationsbestimmung der DNA ... 29
Polymerase-Kettenreaktion (PCR)..........ccccvveiiiiiiiicie e 29
PCR mit ganzen Zellen als Template ... 30
Techniken zur Charakterisierung von DNA Molekilen ... 30
Hydrolyse der DNA mit Restriktionsendonukleasen.............c.ccccoeeveineenee. 30
AQarosegelelektrophOreSE ........cive i cieiecce e 31
Klonierung von DNA-Fragmenten..........ccccooeieienininienieee e 32
Dephosphorylierung des VEKIOrS ..o 32
AUTFTEINIGUNG .ot sre e 32
Ligation von DNA-Fragmenten mit Vektor-DNA...........cc.cccvvveveevieieenne. 32
DINA-TIANSTEE ..t nas 33
Herstellung kompetenter Zellen nach der CaCl,-Methode......................... 33
Transformation CaCly-kompetenter Zellen..........c.coovevvveveiiciecccsiecee, 33
Herstellung elektrokompetenter Zellen...........ccovveiieiii i 33
Transformation elektrokompetenter Zellen...........ccccooviiiiiiiiicinnn, 34
WaChStUMSANATYSEN .......ocuiiiiiiiiiieee s 35

Wachstumsanalyse von Transposonmutanten im Verglich zum Wildtyp C.
SAKAZAKIT ESS ..o s 35



Inhaltsverzeichnis VI

2.3.2.
2.3.3.
2.34.

2.4.

2.4.1.
2.4.2.
2.4.3.

2.5.

2.6.

2.6.1.
2.6.2.

2.6.2.1.
2.6.2.2.

2.6.3.
2.6.4.
2.6.5.

2.6.5.1.
2.6.5.2.
2.6.5.3.

(AVA

3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.

Titerbestimmung von Bakterien in Flussigkultur............cccccoooiveiiiieinenns 35
Bestimmung der CFU in der InfektionslOsung | ..........cccceoeiiiiniiinnnnnnn 36

pH-Wert-Untersuchung bei C. sakazakii-Stammen im Wachstumsverlauf

MIit UND ONNE GIUCOSE .....ovviviiiiiiic e 37
MOTHTITAISASSAY ... eeeveeeeecieerie ettt nas 38
Motilitatsanalyse im WeIiChagar...........ccceoeiiiiiininisceee e 38
Motilitatsanalyse im Weichagar unter Zusatz von Tween 80.................... 38

Motilitatsanalyse im Weichagar unter Zusatz von sterilfiltriertem

Uberstand aus einer C. sakazakii-WT-FIUssigKultur.............cccccevevevevnnnne. 38
Colorimetrisches Verfahren zur Bestimmung von metabolisierbaren

KohlenstoffQUETTEN .........ooiie e 39
ZEIHKUITUT et 40
Kultivierung von eukaryotischen Zellen............ccccccoveiiveveiieieecie e, 40
Auftauen und Einfrieren von eukaryotischen Zellen .............cccccvveiiennn 41
] 11 T =] o SRR 41
AUTLAUBN ..ottt re e e e e nre e e 41
Bestimmung der Lebendzellzahl ..., 41
Beschichtung der Zellkulturgefalle mit Gelatine ..........c.ccccooevveveeieiennn. 42
Analyse des Pathogenitétsverhaltens von C. sakazakii-Stammen ............. 42
Gentamycin-Assay mit Caco-2-Zellen...........ccocoiiiiiiiiis 42
Gentamycin-Assay mit RAW-264.7-Zellen...........cccocoevvevieiieiieiieiee, 44
Gentamycin-Assay mit HBMEC-Zellen ..o, 45
ERGEBNISSE ...ttt 46

Eigenschaften und Morphologie der C. sakazakii ES5-

TransposoninsertioNSMULANTEN ..........cccoiieerieienieere e 46
Sequenzierung von Transposoninsertionsmutanten............cccccceceeeee. 47
Komplementation und Charakterisierung der crtY-Mutante.............. 48
Konstruktion des Komplementationskonstruktes pUC19-crtY .................. 50
Isolierung und Analyse der komplementierten crtY-Mutante..................... 52
Phénotypische Analyse der komplementierten crtY-Mutante.................... 54

Uberpriifung der Inkompatibilitat von pUC19-crtY in C. sakazakii ES5 ..56
Wachstumsanalyse der komplementierten crtY-Mutante im Vergleich zum

Wildtyp C. sakazakii ES5 und der crtY-Insertionsmutante...............c........ 57



Inhaltsverzeichnis VII

3.6.

3.6.1.
3.6.2.
3.6.3.

4.

5.

5.1.

5.2.

5.3.

6.1.

6.2.

7.1.
7.2.

7.2.1.
71.2.2.

7.2.3.
7.24.

1.1.
1.2.
1.3.

Phénotypische Analyse der crtY-Mutante im Zellkultursystem................. 59
Caco-2-Zellen: Adhésion, Invasion, intrazellulare Proliferation ............... 60
RAW-264.7-Zellen: Adhésion, Invasion, intrazellulare Proliferation ....... 60

HBMEC-Zellen: Adhésion, Invasion, intrazelluldre Proliferation............. 61
In vitro Wachstumsanalyse der Transposon-insertionsmutanten ....... 62

Untersuchung zur Pathogenitéat von C. sakazakii ES5-
TranspoSONMUEANTEN .........cooiiiiiiiiece e 64
Untersuchung der Kolonisationsfahigkeit der Transposon-mutanten bei

CACO-2-ZEIIEN ...t 66
Untersuchung der Kolonisationsfahigkeit der Transposon-mutanten in
RAW-264.7-ZEIIEN.......cei ettt 68
Untersuchung der Kolonisationsfahigkeit der Transposon-mutanten in
HBMEC-ZEIEN ...t 71

Physiologische und biochemische Analyse der Flagellen bei C.

SAKAZAKIT ESD......ceiiieiiee e 76
Uberpriifung der Motilitat von C. sakazakii ES5 und Flagellen-Mutanten
....................................................................................... 76
Uberpriifung der pH-Wert-Anderung beim Wachstum in LB-
Flussigmedium mit Zusatz von GIUCOSE ..........ccovveerieiieniiee e 83
Identifizierung von metabolisierbaren Kohlenstoffquellen ................. 85

Vergleich der Stoffwechselaktivitat bei Cronobacter spp.-Stammen........ 86
Charakterisierung des Kohlenstoffmetabolismus bei C. sakazakii ES5-

TransposoniNSertioNSMUEANTEN ..o 90
Aminoséuren als Kohlenstoffquelle ... 91

Zwischenprodukte des intermedidren Stoffwechsels als Kohlenstoffquelle

....................................................................................... 93
Lebensmittel und Lebensmittelzusatze als Kohlenstoffquelle................... 95
VVorwiegend umweltassoziierte Substrate als Kohlenstoffquelle............... 97
DISKIUSSTON ...ttt 99
Identifizierung von potentiellen Virulenzfaktoren............cccccoovevvenne. 99

Die Rolle der Biofilmproduktion fiir die Virulenz von C. sakazakii ES5100
Serumresistenz als Pathogenitatsmerkmal ..............ccccooeiiiiiii i, 106

Pigmentierung und ihre Funktion bei C. sakazakii ES5.............cccccceene. 107



Inhaltsverzeichnis VI

2.

2.1.
2.2.

2.2.1.
2.2.2.

VI.

VII.

VIII.

IX.

Funktionale Charakterisierung von potentiell neuen Virulenzfaktoren

...................................................................................... 112
Bedeutung der Flagellen in der Virulenz von C. sakazakii ES5.............. 112
Analyse des KohlenstoffmetaboliSmus.............cccovveveiiiicii e 118
Speziesbesonderheiten in der Kohlenstoffmetabolisierung ..................... 119

Charakterisierung des Kohlenstoffmetabolismus von C. sakazakii ES5 an
Hand der TransposoninsertionSmMutanten ..........cccoceevvereneenenieseeniesneenns 121

Funktion der Lycopen-R3-Cyclase in der Carotinoid-Biosynthese von C.

SAKAZAKIT ESD.... .ot s 124
AUSDIICK ..o 128
ZUSAMMENFASSUNG ..o 129
SUMMARY ..ottt et 132
LITERATURVERZEICHNIS ..o 134
ANHANG ... s 148
DANKSAGUNG ...t 156



Abkirzungsverzeichnis IX

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

°C Grad Celsius

A. dest. destilliertes Wasser

Abb. Abbildung

BBB Bluthirn-Schranke (Blood-Brain-Barrier)
bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

Ca Calcium

CFU Colony Forming Unit, koloniebildende Einheit
COG Clusters of Orthologous Groups

Csa Cronobacter sakazakii

Ctu Cronobacter turicensis

d.h. das heift

DC Dendritic Cells

DC-SIGN Dendritic Cell-Specific ICAM-Grabbing Non-Integrin
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

ds doppelstrangig

FCS fetales Kélberserum

g Gramm

GIT Magen-Darm-Trakt (Gastrointestinal-Trakt)
h Stunde

i.LE./U internationale Einheiten / Unitis

ICAM Intracellular Adhesion Molecule

kb Kilobasen

kDA Kilodalton

I Liter

LB Luria-Bertani

LPS Lipopolysaccharide

M molar (Mol/l)

mA Milliampere



Abkirzungsverzeichnis

MALDI-TOF

MAP
Mg
mg
min
ml
MOl
MS
NEC
nm
OD
p.i.
PBS
PCR
RT

s.0.
Tab.
U.N.
UNK

wi/v
z.B.

Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/lonisation-
Massenspektrometrie mit Flugzeitanalysator
Mitogen Activated Protein
Magnesium

Milligramm

Minute

Milliliter

Multiplicity Of Infection
Massenspektrometrie
nekrotisierende Enterokolitis
Nanometer

optische Dichte

post infection (nach der Infektion)
Phosphate Buffered Saline
Polymerase Chain Reaction
Raumtemperatur

Sekunde

siehe

siehe oben

Tabelle

uber Nacht

Ubernachtkultur

Volt

weights per volume

zum Beispiel



I. Einleitung 1

l. EINLEITUNG

Cronobacter sakazakii ist ein Gram-negatives, stdbchenférmiges, nicht-
sporenbildendes, fakultativ anaerobes Bakterium, das in der Natur ubiquitar
vorkommt und bereits aus verschiedensten Quellen isoliert wurde. Fir die
Lebensmittelindustrie stellt das Bakterium vor allem bei der Produktion von
pulverférmiger Sauglingsnahrung ein Problem dar, da hier kein steriles Herstellen
maoglich ist. Somit kann es zum Beispiel Uber kontaminiertes Milchpulver zur
Infektion von Neugeborenen kommen. Bei Neonaten st C. sakazakii
nekrotisierende  Enterocolitiden, Bakteriamien und schwer verlaufende
Meningitiden aus, die hochgradige geistige Behinderung nach sich ziehen und
haufig letal sind.

Obwohl der Infektionsweg und die Klinik gut untersucht sind und zahlreiche
Nachweismethoden fur C. sakazakii in verschiedenen Lebensmittel existieren, ist
bislang wenig Uber die Pathogenititsfaktoren und ihre Funktion wahrend der
Infektion bekannt. Es wird davon ausgegangen, dass neben bereits gut
charakterisierten Faktoren wie dem Membranprotein OmpA (outer membrane
protein A), welches die Invasion des Pathogens Uber wirtseigene zerebrale
Fibronektinstruktur begunstigt, weitere Virulenzfaktoren flr die Adhésion und
Invasion der Wirtszellen, sowie die intrazellulére Proliferation wichtig sind.

Das Ziel dieser Arbeit war, anhand von 28 C. sakazakii-Stdmme aus einer
Tansposonmutantenbank (Institut fur Lebensmittelsicherheit und -hygiene,
Universitat Zarich), neue Erkenntnisse Uber die Pathogenitatsmechanismen des
Bakteriums zu gewinnen. Die inaktivierten Gene der ausgewéhlten Stamme
kodieren fur Transport- und Bindeproteine sowie fiir Enzyme, die an
Biofilmbildung, Flagellenausbildung oder an spezifischen Stoffwechselwegen
beteiligt sind. Die Mutanten wurden in drei Zellkultursystemen: Caco2-, RAW
264.7- und HBMEC-Zellen auf ihre Adhdsions-, Invasions- und intrazelluldre
Proliferationsfahigkeit untersucht. Dieses VVorgehen ist an den Infektionsweg von
C. sakazakii in vivo angelehnt: Orale Infektion des Organismus, primére lokale
Infektion im Darm, systemische Infektion Uber die Invasion in Makrophagen und
schlieRlich das Uberschreiten der Blut-Hirn-Schranke und die Infektion des
Gehirns. Im Anschluss daran wurden ausgewéhlte Mutanten in speziellen

Versuchen weiterfilhrend untersucht.
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1. LITERATURUBERSICHT

1. Cronobacter sakazakii

C. sakazakii ist ein Gram-negatives, bewegliches, stdbchen-férmiges Bakterium,
das ubiquitér in der Umwelt vorkommt und aus verschiedenen Quellen isoliert
werden konnte. Es ist fakultativ anaerob, bildet keine Sporen und besitzt eine
hohe Tenazitat gegenuber Hitze, Trockenheit und osmotischem Stress.

1.1. Taxonomische Stellung

Cronobacter spp. sind Gram-negative Stdbchen und gehoéren zu der Familie der
Enterobacteriaceae. Erstmals in der Literatur wurde Cronobacter sakazakii als
ein gelbpigmentierter Enterobacter cloacae erwahnt, der dann spater als eine neue
Spezies, ndmlich Enterobacter sakazakii, klassifiziert wurde (Farmer et al., 1980).
Die Einordnung als eigene Spezies erfolgte aufgrund der Unterschiede in der
DNA-Sequenz (16S rDNA gene sequence analysis), der Pigmentierung, des
Verhaltens bei biochemischen Reaktionen und der Antibiotika-Sensibilitat. Es
konnten 15 Biogruppen differenziert werden und zwar mit der Annahme, dass es
sich eventuell um unterschiedliche Spezies handeln kénnte. 2007 gelang mithilfe
diverser biochemischer und genetischer Methoden die Identifizierung
verschiedener Spezies (Iversen et al., 2007). Infolge dessen wurde Enterobacter
sakazakii als Genus Cronobacter spp. neu taxonomisch eingeordnet. Zunéchst
umfasste die Gattung Cronobacter spp. sechs Spezies, namlich C. sakazakii, C.
malonaticus, C. turicensis, C. muytjensii, C. dublinensis und C. genomospecies 1.
2012 konnte eine weitere Spezies, C. condimentii, durch Joseph et al. (2012)
identifiziert werden und C. genomospecies 1 wurde zu C. universalis umbenannt
(Joseph et al., 2012). 2014 wurde mittels “mass spectrometry method based on
intact cell matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight” (MALDI-
TOF) gewonnener Daten die Gattung neu strukturiert (Krasny et al., 2014).

Die bereits 2013 aufgrund von MLSA-Daten (multilocus sequence analysis) und
biochemischer Untersuchungen dem Genus Cronobacter spp. neu zugeordneten
drei Spezies C. helveticus, C. pulveris und C. zurichensis (Brady et al., 2013)
wurden 2014 von Stephan et al. in Siccibacter turicensis com. nov.,

Franconibacter helveticus comb. nov. und Franconibacter pulveris com. nov.
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reklassifiziert (Stephan et al., 2014). Diese neue taxonomische Einordung wurde
basierend auf den Ergebnissen der durchgefiihrten genome-scale analysis,
genome-scale phylogeny und k-mer analysis in Kombination mit bereits
verOffentlichten Daten beziglich der DNA-DNA-Hybridisierung und der
biochemischen Charakterisierung vorgenommen.

Momentan stellt sich die Taxonomie des Genus Cronobacter wie folgt dar:

Taxonomische Ubersicht zu Cronobacter spp.

Familia: Enterobacteriaceae
Genus: Cronobacter
Species: . sakazakii
. malonaticus
. turicensis
. muytjensii
. dublinensis
. universalis

. condimentii

O0O0O0O0O0O0O0

Des Weiteren konnte die Spezies C. sakazakii aufgrund der Varianz im O-Antigen
in sieben Serotypen (O1-O7) unterteilt werden. Die Serotypisierung anhand der
Unterschiede in  der  Lipopolysaccharid-Zusammensetztung ist  eine
Standardmethode der Diagnostik um Gram-negative Bakterien zu klassifizieren.
Die Einteilung der Stdamme in C. sakazakii O1 bis O7 erfolgt mittels eines hoch
sensitiven, auf der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) basierenden Verfahrens
(Sunetal., 2012).

1.2. Vorkommen und Nachweismethoden

Cronobacter spp. sind ubiquitire Bakterien, die als opportunistische
Krankheitserreger vor allem bei Neugeborenen unter vier Wochen und Frihchen
eine Rolle spielen (Bar-Oz et al., 2001; Gurtler et al., 2005). Cronobacter spp.
wurde aus vielen verschiedenen Quellen isoliert, z.B. Trockenfleisch, Reis,
Wasser und aus Umweltproben, als Hauptinfektionsquelle fur die vor allem bei
Frihchen schwerwiegend verlaufenden Erkrankungen konnte allerdings
kontaminiertes Milchpulver (PIF powdered infant formula) identifiziert werden
(Yan et al.,, 2012). Cronobacter spp. sind stabile Biofilmbildner mit hoher
Tenazitat. Sie Uberleben ein weites Temperaturspektrum und sind relativ
hitzeresistent. Auflerdem sind sie wenig anfallig fir osmotischen Stress und
Trockenheit (Kim and Loessner, 2008).
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Fur Cronobacter spp. stehen mehrere Nachweismethoden zur Verfligung:
entweder Uber Selektiv-Anreicherung in mLST/Vancomycin-Boullion und
anschlieBendem Ausstreichen auf dem selektiven ESIA (Enterobacter sakazakii
Identifikation Agar) Nahrboden, auf dem Cronobacter tlrkis-grine Kolonien
bildet, tber biochemische Reaktionen z.B. in API Test-Kits oder verschiedene
PCR-Verfahren. Ein zuverlassiger Nachweis iber monoklonale Antikdrper mittels
ELISA wird momentan getestet (Yan et al., 2012).

1.3. Klinik und Pathogenese

Klinisch &duBert sich eine Infektion mit pathogenen
Cronobacter spp. in hochgradigen nekrotisierenden
Enterocolitiden (NEC), Bakteriamie und Meningitiden.
Erkrankte Neonaten Uberleben in 40-80% der Félle die
Erkrankung nicht und wenn bleibt meist eine geistige
Behinderung zurick (Bowen and Braden, 2006;

Friedemann, ~ 2009).  Neben  dem  schweren |

Krankheitsverlauf bei Neugeborenen sind auch klinische
Falle bei alteren S&uglingen und immunsuppremierten [l

Erwachsenen beschrieben, die aber in der Regel weniger L \ |
ernst verlaufen (Bowen and Braden, 2006; Gosney et al., \ /{( / |

2006; Holy and Forsythe, 2013; See et al., 2007). Abb. 1:

) Orale Infektion, primare
Nach der oralen Aufnahme der Bakterien kommt s zU  |oiale Infektion ?m Darm
systemische Infektion
Uber die Invasion in

liber das Losen der tight junction und durch andere, =~ Makrophagen,
Uberschreiten der Blut-

bislang noch wenig charakterisierte Mechanismen, kann  Hirn-Schranke und
Infektion des Gehirns.

einer primaren lokalen Infektion im Darm. Vermutlich

C. sakazakii die Blut-Darm-Schranke Uberwinden und

zu einer systemischen Infektion fuhren. Den sepsisféhigen Bakterien ist nicht nur
das Uberleben im Blut — intrazellular in Makrophagen — maglich, sondern auch
das Durchdringen der Blut-Hirn-Schranke und damit die Infektion des zentralen
Nervensystems (ZNS). Invasion, Persistenz und Proliferation virulenter
Cronobacter spp.-Stdamme in Wirtszellen scheint bei der Pathogenese und der
Klinik eine entscheidende Rolle zu spielen. Bislang gelang es jedoch nicht, die
damit in Zusammenhang stehenden Virulenzfaktoren und die Mechanismen auf

zellularer Ebene vollstandig zu identifizieren.
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Die massiven Schaden im Gehirn werden hauptsachlich durch die
Entzindungsreaktion des Korpers auf die bakterielle Invasion verursacht
(Townsend et al., 2007b).

1.3.1. Genomsequenzierung von C. sakazakii

Die Genome diverser C. sakazakii-Stdimme wurden bereits analysiert. Vollstandig
gelang dies erstmals Kucerova und Kollegen 2010 fur C. sakazakii ATCC BAA-
894, inzwischen liegt auch die komplette Genom-Sequenz von C. sakazakii
CMCC 45402, C. sakazakii SP291 und C. sakazakii ES15 vor (Kucerova et al.,
2010; Shin et al., 2012; Yan et al., 2013; Zhao et al., 2014). Die Stdimme besitzen
ein zirkulares Chromosom mit ca. 4,3 mb und einem GC-Anteil von 57%. Bei C.
sakazakii ATCC BAA894 und C. sakazakii CMCC 45402 sind auBerdem zwei
und bei C. sakazakii Sp291 drei zirkuldre Plasmide vorhanden. Insgesamt konnten
zwischen 4.100 und 4.400 Gene identifiziert werden, die fur ca. 3.900 bis 4.500

Proteine codieren.

1.3.2. Pathogenitatsmechanismen und Virulenzfaktoren

Es ist bekannt, dass Cronobacter die Blut-Darm- sowie die Blut-Hirn-Schranke
tiberwinden kann und auf Grund des Uberlebens im Blut (intrazellular in
Makrophagen) sepsisféahig ist, die Mechanismen hierflir konnten allerdings noch
nicht vollstandig identifiziert werden.

Cronobacter spp. zeichnen sich durch eine besonders hohe S&uretoleranz aus und
sind diesbezuiglich die am besten an das Uberleben im Gastrointestinaltrakt (GIT)
angepassten Enterobacteriaceae (Jaradat et al., 2014; Johler et al., 2010).

Wie bei allen Gram-negativen Bakterien spielt bei Cronobacter spp. LPS
(Lipopolysaccharid) als Immunogen eine Rolle. Das Endotoxin wird beim
Absterben der Bakterien oder unter Stressbedingungen freigesetzt und kann unter
Umstédnden zu dem sogenannten Endotoxin-Schock fiihren. LPS ist aus drei
Komponenten zusammengesetzt: Lipid A, Kernpolysaccharide und O-Antigen.
Lipid A ist in der &ufReren Membran verankert und verursacht beim Zerfall des
Bakteriums die Endotoxinwirkung und Cytokinbildung. Die Kernpolysaccharide
aus Heptose und Ethanolamin bilden den konstanten Teil. Die &duRere
Komponente ist die O-spezifische Polysaccharidkette (O-Antigen), die aus
mehreren Hexosen zusammengesetzt ist und selbst innerhalb einer Spezies grolie

Unterschiede aufweisen kann. Bei Cronobacter spp. ist die immunogene Wirkung
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des LPS vergleichsweise schwach, was durch die Zusammensetzung und Struktur
der O-spezifischen Polysaccharidkette bedingt ist (Jaradat et al., 2011; MacLean
et al., 2009). Neben der Wirkung als Immunogen erhoht LPS die Durchldssigkeit
von Membranen und beginstigt somit die systemische Infektion durch
Darmbakterien wie C. sakazakii (Townsend et al., 2007b).

Die Synthese von Exotoxinen wurde zwar in einzelnen Studien fur Cronobacter
beschrieben (Holy and Forsythe, 2013; Pagotto and Farber, 2009; Pagotto et al.,
2003), konnte aber in anderen Studien nicht verifiziert werden. Wenn tberhaupt
scheinen Exotoxine bei Cronobacter spp. eine untergeordnete Rolle zu spielen.
Als potentielle Virulenzfaktoren werden Gene folgender Gruppen diskutiert:
Adhésion, Invasion und Biofilmbildung (z.B. outer membran protein A, OmpA),
die Eisennutzung, der Schutz gegen Sauerstoffradikale (Superoxide dismutase,
SOD) und Sekretions- und Transportmechanismen, wie Sec- und Typ VI-
Sekretionssystem (T6SS) (Carranza et al., 2009). Mithilfe von MALDI-TOF
Massenspektrometrie  (MS) wurden funf putative T6SS-Gencluster im
Cronobacter-Genom identifiziert (Jaradat et al., 2011). Bei anderen Bakterien-
Spezies steht das Typ VI-Sekretionssystem im Zusammenhang mit Adhésion,
Cytotoxizitat, Invasion in Wirtszellen und intrazellularem Uberleben in
Makrophagen. Bei Cronobacter spp. ist noch unklar, ob die Gene flr ein
funktionelles Typ VI-Sekretionssystem kodieren.

Bei Neonaten ist vermutlich die Zerstdrung der tight junctions urséchlich fir die
systemische Infektion durch Cronobacter spp. (Kim et al., 2010). Auflerdem
konnte bei Neugeborenen die reduzierte Magensdure-Produktion sowie die noch
nicht vollstdndig effektive angeborene Immunantwort die Infektion begiinstigen
(Townsend et al., 2007b).

Beim  Zusammenbruch  der  gastrointestinalen  Barriere  hat  der
Entzindungsmediator Stickstoffmonooxid (NO) eine Schlisselrolle inne. NO ist
ein sekundarer Botenstoff, der bei der Infektion mit Cronobakter spp. vermehrt
synthetisiert wird. Die Interaktion von OmpA mit den dendritischen Zellen und
den Darmepithelzellen steigert die Expression der NO-Synthase und damit die
NO-Produktion. Im Gegensatz zu ompA-positiven Cronobacter I6sen ompA-
negative Mutanten trotz LPS keine Steigerung des NO-Levels aus. Die Hemmung
der NO-Synthase flhrt zu einer stark verminderten Apoptose der IEC6-Zellen
(Darmepithelzellen von Ratten), was auf die Relevanz des Mechanismus

beziiglich der Pathogenitét schlielen l&sst. Neben dem cytopathischen Effekt von
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NO scheint die Invasion von Cronobacter spp. in dendritische Zellen die
Hauptursache fur das Zusammenbrechen der Blutdarm-Schranke zu sein. Die
infizierten Zellen reagieren mit einer gesteigerten TNF--Produktion, was zur
Losung der tight-junctions und ebenfalls zur Apoptose der Enterozyten fuhrt
(Emami et al., 2011).

Das outer membran protein A (OmpA) wird vom ompA Gen kodiert, das bereits
in pathogenen Mikroorganismen wie E. coli und S. Typhimurium nachgewiesen
werden konnte und auch im Genom von allen bislang getesteten Cronobacter spp.
Stammen identifiziert wurde (Yan et al., 2012). Es spielt eine Rolle in diversen fur
die Infektion bedeutenden Vorgangen, wie die Adhasion an und die Invasion in
die Wirtszellen, die Biofilmbildung, das Umgehen der Immunantwort, das
Uberleben im Blut sowie als Immunogen (Carranza et al., 2009; Smith et al.,
2007). Durch die Produktion von OmpA wird die Bindung an die zerebralen
Fibronektin-Strukturen des Wirtes ermdglicht (Friedemann, 2008). Bei C.
sakazakii konnte mit Hilfe einer ompA-Mutante gezeigt werden, dass OmpA
essentiell fir die Invasion in Darmepithelzellen und menschliche mikrovaskulére
Hirnendothelzellen ist, da die Invasionsrate der Mutante im Vergleich zum
Wildtyp signifikant vermindert war (Carranza et al., 2009; Singamsetty et al.,
2008). Allerdings scheint bei C. sakazakii OmpA keine Auswirkung auf die
Serumresistenz zu haben (Townsend et al., 2007Db).

Eine Studie mit ompA- bzw. ompX- Mutanten sowie einer Deletionsmutante in
beiden Genen (AompAAompX) konnte zeigen, dass auch OmpX als Virulenzfaktor
bedeutend ist. OmpA wurde zwar als alleiniger Faktor fur die Adhasion und die
basolaterale Invasion bei Caco2-Zellen identifiziert, allerdings scheint OmpX als
Schutz vor dem Komplementsystem sowie dem Uberleben in Makrophagen
essentiell zu sein. Die Mutante, die fir OmpA und OmpX defekt ist, wies die
niedrigste Invasionsrate bei eukaryotischen Zellen auf. Daher ist die Vermutung
naheliegend, dass OmpA und OmpX an unterschiedliche Wirtszell-Rezeptoren
binden und so synergistisch wirken. Die Rezeptoren scheinen nicht nur apikal,

sondern auch basolateral exprimiert zu sein (Kim et al., 2010).

1.3.2.1.  Adhéasion und Invasion
Die Adhésion an eukaryotische Zellen tuber Flagellen, Fimbrien und Rezeptoren
ermoglicht pathogenen Mikroorganismen das Eindringen in Wirtszellen. Die

Invasionsfahigkeit ist ein bedeutender Virulenzmechanismus, da sich die
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Bakterien so vor dem Immunsystem geschutzt vermehren und im Korper
ausbreiten konnen.

Auch C. sakazakii ist in der Lage, an Darmzellen wie z.B. Caco-2-Zellen zu
adhdrieren und in sie einzudringen. Intrazelluldr persistieren Cronobacter spp.
ohne dass es zu einer ausgepragten Proliferation kommt. Werden vor der Infektion
die tight junctions zerstort oder die mikrotubalen Strukturen geschadigt, ist die
Invasion in die Caco-2-Zellen signifikant erhéht (Kim and Loessner, 2008).
Cronobacter ist nicht nur in der Lage, Darmzellen zu befallen und intrazellular in
ihnen zu berleben, sondern das Bakterium persistiert auch in Makrophagen, die
als Teil des angeborenen Immunsystems des Korpers speziell die Funktion
besitzen Fremdprotein zu zerstéren. Nach der Aufnahme durch Makrophagen
kommt es nicht zur Phagozytose und Lyse der Bakterien, sondern zur
intrazellularen Persistenz und in geringem Male zur Proliferation (Townsend et
al., 2007b). Neben der Invasion und Proliferation in Darmzellen und
Makrophagen konnte auch die erfolgreiche Besiedelung von humanen
mikrovaskularen Hirnendothelzellen nachgewiesen werden (Carranza et al.,
2009). Dies erklart zum einen, warum Cronobacter spp. die Bluthirnschranke

Uberwinden kann und zum anderen das massive Ausbreiten im ZNS.

1.3.2.2.  Biofilmbildung

Cronobacter spp. gehéren zu den sogenannten Biofilm-Bildnern, also zu jenen
Bakterien, die in der Lage sind uber Biofilmsynthese ihre Tenazitat zu erhéhen.
Biofilm ist ein Konstrukt aus Bakterienzellen, die eingebettet in extrazellulare
Matrix an Oberflachen haften. Innerhalb des Biofilms koénnen die Bakterien
geschiitzt vor Umwelteinflissen wie Austrocknung, der Immunantwort oder
Antibiotika proliferieren. Die Ausbildung des Biofilms beginnt mit der
irreversiblen Anhaftung der Bakterien an eine Oberflache, gefolgt von bakterieller
Teilung und der Produktion von extrazellularer Matrix und schlieBlich dem
Ausbau der Matrix und die Ausbreitung der Bakterien (Solano et al., 2014).

Der Biofilm variiert von Stamm zu Stamm und vor allem je nach Oberflache stark
(Hartmann et al., 2010). Er ist aus linearen Makromolekilen wie Pili, LPS bei
Gram-negativen  bzw.  Teichonsduren bei  Gram-positiven  Bakterien,
Exopolysacchariden und Glycocalix-Matrix zusammengesetzt und liegt in der

viskdsen Phase hydratisiert vor (Costerton et al., 1987).
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Bei Cronobacter spp. kommt noch hinzu, dass einige Stdamme in der Lage sind,
Kapseln auszubilden. Die Kapselpolysaccharide spielen genauso wie die
Produktion von Exopolysacchariden (EPS) eine wichtige Rolle in der
Biofilmformation. Die Synthese von colanic acid-EPS wird durch ESA 0115-
01175 codiert, die wzABCKM-Gene konnten in allen Cronobacter spp.
nachgewiesen werden (Jaradat et al., 2014; Joseph et al., 2012). AulRerdem wurde
Zellulose als Teil der extrazellularen Matrix identifiziert (Grimm et al., 2008;
Lehner et al., 2005). Gene, die fir die Zellulosesynthese, aber auch fiir die
Synthese und Struktur von Flagellen codieren, scheinen in der Biofilmformation
von Cronobacter spp. von Bedeutung zu sein. AuBerdem fiihrt eine
Insertionsmutagenese in diesen Genen zu einer Anderung in der Quantitit und
Qualitat der Biofilmausbildung. Anhand dieser Biofilm-Mutanten konnte gezeigt
werden, dass auch bei der Adhésion und Invasion in eukaryotische Zellen die
Fahigkeit zur Biofilmbildung eine Rolle spielt. Die Zellulose-Synthese hat zwar
keinen Einfluss auf die Adhdsion an Caco-2-Zellen, dafur aber intakte Flagellen
und noch nicht néher identifizierte hypothetische Proteine, die damit als

potentielle Virulenzfaktoren diskutiert werden missen (Lehner et al., 2005).

1.3.2.3.  Pigmentbildung

In Bakterien sind primér Carotinoide als Pigmente von Bedeutung. Carotinoide
sind gelbe, orange und rote Farbstoffe, die in Bakterien, aber auch in Pflanzen und
Pilzen, weit verbreitet sind. Im Gegensatz zum Sdugetier koénnen diese
Organismen Carotinoide selbst synthetisieren. Sie bestehen aus einem Cgo- bzw.
bei Bakterien aus einem Cy- oder Csp-Kohlenstoffgeriist mit azyklischen oder
zyklischen Gruppen an einem oder an beiden Enden. Typisch sind die
Doppelbindungen und dadurch die Mdglichkeit, sowohl in cis- als auch in trans-
Form vorzuliegen. Die Synthese erfolgt aus zwei farblosen C,y Geranylgeranyl-
Diphosphat Molekiilen (Mondol et al., 2013).

Carotinoide werden als potentielle Virulenzfaktoren diskutiert, da eine
Schutzfunktion gegentber UV-Licht, oxidativem Stress und pH-Wert-
Verénderungen sowie der Einfluss auf die Membranstabilitdt nachgewiesen
werden konnte (Mondol et al., 2013). Es ist daher mdglich, dass sie auch bei
Adhésion und Invasion in die eukaryotischen Zellen und dartber hinaus beim
Uberleben und der Vermehrung in der Zelle eine Rolle spielen. Im Genom von C.
sakazakii konnte ein Gencluster identifiziert werden (ESA00341-ESA00347), das
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flr die gelbe Pigmentation der Kolonien verantwortlich ist (Lehner et al., 2006).
Die exakte Struktur der synthetisierten Pigmente sowie der Ablauf der
Biosynthese konnten erst vor kurzem néher charakterisiert werden (Zhang et al.,
2014).

Ein potentieller Einfluss der Pigmente auf die Virulenz von C. sakazakii konnte
allerdings noch nicht nachgewiesen werden. Bei S. aureus konnte im Gegensatz
zu C. sakazakii der Zusammenhang zwischen Pigmentbildung und der
Uberlebensfahigkeit in neutrophilen Granulozyten — vermutlich Gber den Schutz
vor ,,oxidative burst“ — gezeigt werden (Johler et al., 2010). Bei Cronobacter spp.
sind weitere Untersuchungen zur Auswirkung der Pigmente auf die Virulenz

notig.

1.3.3.  Tiermodel

Bislang gibt es fir C. sakazakii kein geeignetes Tiermodel. Sowohl die Versuche
mit jungen Schweinen, Kaninchen und Meerschweinchen wie auch mit neonatalen
Ratten, die bei anderen Enterobacteriaceae, z.B. bei E. coli und Citrobacter zur
Erforschung  der  Bluthirnschranke  genutzt  werden, liefern  keine
zufriedenstellenden Ergebnisse (Carranza et al., 2009; Townsend et al., 2007b).
Neben der intraperitonealen Infektion von neonatalen Ratten wurde an neonatalen
Gerbils die orale Infektion getestet. Auch hier war eine extrem hohe
Bakteriendosis (10° CFU) nétig, um eine Infektion hervorzurufen. Trotz dieses
negativen Aspekts werden aus Mangel an besser geeigneten Tiermodellen
neonatale Ratten und Wistenrennmadusen bei in vivo Versuchen mit Cronobacter
verwendet (Carranza et al., 2009).

Es wurden nicht nur Sdugetiere auf die Eignung fir in vivo Versuche getestet,
sondern auch weitere potentielle Modellorganismen: Zum einen der haufig
eingesetzte Nematode Caenorhabditis elegans, bei dem eine signifikant erhohte
Mortalitatsrate durch die Infektion mit C. sakazakii beobachtet werden konnte.
Urséchlich dafr ist die Kumulation der Bakterien im Darm des Wurms und eine
dortige massive lokale Zellzerstorung (Sivamaruthi et al., 2011). Zum anderen
wird an der Universitat Zirich ein Modell mit Zebrafisch-Embryonen getestet,
diese vielversprechenden Ergebnisse sind aber bislang unverdffentlicht.

Prinzipiell ist zu vermuten, dass flr die Erforschung der Pathogenitidt von C.

sakazakii im menschlichen Organismus ein immunsupprimiertes Saugetiermodell
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von Nutzen waére, das aber bislang noch nicht zur Verfligung steht (Pagotto et al.,
2003; Townsend et al., 2007b).

1.3.4. Immunreaktion und Kompensation durch Cronobacter spp.

Bakterien, die in der Lage sind, in Wirtszellen einzudringen, in diesen zu
uberleben und sich zu vermehren, sind zundchst vor Abwehrmechanismen des
Immunsystems geschiitzt. Im Blut sind die Bakterien dem Komplementsystem
ausgesetzt, das Zelllyse induziert. Auflerdem sind in Blut und vor allem im
Gewebe polymorphe Leukozyten vorhanden, die reaktive Sauerstoff-Spezies
sezernieren, die Zellmembranen zerstéren und Proteine und Makromolekiile wie
DNA angreifen. Die klassischen Vertreter der angeborenen Immunantwort sind
Makrophagen, die Uber Phagozytose Fremdmaterial aufnehmen und zerstoren.
Virulente Cronobacter sind in der Lage, in Makrophagen zu persistieren und
sogar in geringem MaRe zu proliferieren. Vermutlich wird das Uberleben durch
die Superoxid-Dismutase-Aktivitét, die durch die Gene sodA und sodB kodiert ist,
ermdoglicht. Sie schitzt vor Sauerstoffradikalen und dem ,,oxidative burst* beim
fruhen Kontakt mit Makrophagen. Bei infizierten Makrophagen ist die
Sezernierung der immunsuppressiven Cytokine I1L6 und IL10 erhoht (Townsend
et al., 2007b). Neben den Makrophagen spielen die dendritischen Zellen (DC)
eine wichtige Rolle in der angeborenen Immunabwehr des Wirtes. Das sind
phagozytierende Zellen, die fir die Initiation der primadren spezifischen
Immunreaktion essentiell sind. Unreife DC diffundieren durch das periphere
Gewebe, bis es zum Erstkontakt mit wirtsfremdem Protein kommt. Es folgen die
Phagozytose des potentiellen Pathogens, die Reifung und Einwanderung der DC
in sekundare lymphatische Organe. Die reife DC prasentiert das Antigen des
zerstérten Mikroorganismus den naiven T-Zellen, was zur Auslésung der
primaren spezifischen zellularen Immunantwort fuhrt. Cronobacter spp. binden an
DC-SIGN und verhindern tber die Blockade des MAP-Kinase-Kaskadewegs die
Reifung der DC wund somit die Immunreaktion der Wirtszellen. Die
Antigenprésentation und die Ausschittung der proinflammatorischen Cytokine
wie IL-1 und TGF-a durch die reifen DC wird verhindert, stattdessen persistiert
und proliferiert C. sakazakii in den dendritischen Zellen. Die Blockade der MAP-
Kinase steht im Zusammenhang mit der vermehrten Ausschuttung der
immunsuppressiven Cytokine 11-10 und TNF-. Werden diese Cytokine mithilfe
von Antikdrpern gebunden, kann die DC reifen. In vitro wurde gezeigt, dass eine
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Infektion mit der Cronobacter ompA-Deletionsmutante die Reifung der DC nicht
beeintrachtigt und dass diese Mutante nicht in der Lage ist, in den DCs zu

persistieren, sondern abgetotet wird (Mittal et al., 2009).
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1. MATERIAL UND METHODEN

1. Material

1.1. Bakterienstamme

Cronobacter sakazakii:

Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete C. sakazakii-Stamme.

Stamm Genprodukt / Genotyp / Herkunft Referenz
BAA-894 humanes Isolat (neonate meningitis); Kucerova et al., 2010
USA
NCTC 8155  Lebensmittelisolat (tin of dried milk) Iversen et al., 2007
ATCC 29544 humanes Isolat (child‘s throat); Iversen et al., 2007
Tennessee
CDC Humanes Isolat (neonate, spinal fluid); Mullane et al.. 2008
0996-77 USA B
Hartmann et al., 2010
ES5 h Isolat; Wildt ’ \
umanes 1soldt, WITALP Johler et al., 2010
BE1 Eglné-Translokase FtsK; AESA 02449, Hartmann et al., 2010
BE2 E:r?gllenprotem FInE; AESA 01356, Hartmann et al., 2010
BF4 O-Antigen-Ligase; AESA_ 04103, Kan® Hartmann et al., 2010
Haken-assoziertes Flagellenprotein;
BF5 AESA 01287, Kan® Hartmann et al., 2010
Cytochrom-O-Ubiquitol-Oxidase-
BF8 Protein CyoD; AESA 02873, KanR Hartmann et al., 2010
BE9 ﬁzﬁtRolaktat-Synthase; AESA 00861, Hartmann et al., 2010
BF12 i(;lrllglose-Synthase; AESA_04204, Hartmann et al., 2010
BF13 Ezrr)]tédoglycanhydrolase; AESA 02266, Hartmann et al., 2010
BE14 Egﬁgthetlsches Protein; AESA 00281, Hartmann et al., 2010
BE15 Egﬁgthetlsches Protein; AESA 00282, Hartmann et al., 2010
BE16 Cellulose-Synthase Subunit BcsC; Hartmann et al., 2010

AESA 04207, Kan®
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BF17

14

21

24 2

31

311

38 1
39 1

67 1

68 1

69 1
76 1
79 1
82 2
89 1

51 _C4

51 _C6

ES5A0mpA

ES5, pUC19
2 1,puUC19

2_1, pUC19-
crtY

Mg**-transportierende ATPase P-1 Typ;
AESA pESA3p05536, Kan®

Hypothetisches Protein; AESA 00345,
Kan®

Acetyltransferase; AESA 00344, Kan®

Hypothetisches Protein; AESA 00347,
Kan®

Phytoen-Synthase CrtB; AESA 00342,
Kan®

Pyruvat/2-Oxoglutarat-Dehydrogenase-
Komplex, E2-Untereinheit;
AESA 02621, Kan®

Hypothetisches Protein; AESA 00343,
Kan®

Acetyltransferase; AESA_ 00344, Kan®

Hypothetisches Protein IgaA;
AESA 04343, Kan®

Pyruvat/2-Oxoglutarat-Dehydrogenase-
Komplex, E3-Untereinheit;
AESA 03220, Kan®

2-Oxoglutarat-Dehydrogenase-
Komplex; AESA_ 02622, Kan®

Phytoen-Dehydrogenase; AESA 00343,
Kan®

Malat/Laktat-Dehydrogenase;
AESA 03622, Kan®

Glucosyltransferasen; AESA_00345,
Kan®

Hypothetisches Protein; AESA 03563,
Kan®

Hypothetisches Protein: FruR, Fructose
Repressor; AESA_ 03258, Kan®

Hypothetisches Protein: FadR, GNTR
family of transcriptional regulator;
ACSE899 07155, AESA04029, Kan®

Outer Membran Protein A (OmpA);
AESA_ 02391, CmR

pUC19, Amp®
AESA 00344, pUC19, Kan® Amp®

AESA 00344, pUC19- crtY, Kan®
Amp~ ;
Komplementation des crtY-Gens

Hartmann et al., 2010

Johler et al., 2010
Johler et al., 2010

Johler et al., 2010

Johler et al., 2010

Johler et al., 2010

Johler et al., 2010
Johler et al., 2010

Johler et al., 2010

Johler et al., 2010

Johler et al., 2010

Johler et al., 2010

Johler et al., 2010

Johler et al., 2010

Johler et al., 2010

Schwizer et al., 2013

Schwizer et al., 2013

Schauer (unpubliziert)

diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit
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Cronobacter turicensis:

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete C. turicensis-Stamme.

Stamm Genprodukt / Genotyp / Herkunft Referenz
3032 humanes Isolat, Neonaten (Blut) Stephan et al., 2011
E609 Lebensmittelisolat, UK Iversen et al., 2007

Escherichia coli:

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete E. coli-Stamme.

Stamm Genprodukt / Genotyp / Herkunft Referenz

F, §80AlacZAM15, A(lacZY A-argF), U169,
DH5a recAl, endAl, hsdR17(ry-,my-), phoAsupE44,  Invitrogen, Karlsruhe
A-thi-1, gyrA96, relAl

K12 humanes Isolat (Stuhlprobe), USA Blattner et al., 1997

F'(tra A36 proAB lac|® Alac M15) rpsL (Str7)
thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara tonA
tsx dam dcm supE44 A(lac-proAB) A(mcrC-
mrr)102::Tn10 (Tet®)

INV110 Invitrogen, Karlsruhe

Salmonella enterica serovar Typhimurium:

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendeter S. Typhimurium-Stamm.

Stamm Genprodukt / Genotyp / Herkunft Referenz
ST4/74 aallggetlensolat (Kalb mit Salmonellosis), Richardson et al. 2011
1.2. Zelllinien

Tabelle 5: In dieser Arbeit verwendete Zelllinien.

Zelllinie Charakterisierung Herkunft / Referenz

humane, epitheliale

Caco-2 Colonkarzinom-Zellen DSMZ-Nr: ACC 169

RAW 2647 Murine Monozyten-Makrophagen- ATCC® TIB-71
Zellen

HBMEC humane, mikrovasculédre Lehrstuhl fur Mikrobiologie,

Hirnendothelzellen Universitat Wirzburg
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1.3. Plasmide und Vektoren

Tabelle 6: In dieser Arbeit verwendete Vektoren.

Vektor Relevante Eigenschaften Herkunft / Referenz
pUC19 ApR, lacZ’ a-Komplementationssystem Yanish-Peron, 1985
Lehrstuhl fur
. Gentechnologie und
pTAQ Derivat von pUC19 Mikrobiologie,
Universitét Bielefeld
0CYC-184 Transposon mutagenesis in gram Simon et al., 1983
negative bacteria
pDG148-Stu  rapid orientated cloning Joseph et al., 2001
Komplementationsplasmid,
pUC19-crtY pUC19::1.176 kb BamHI/EcoRI- diese Arbeit
Fragment des crtY-Gens, Amp®
1.4. PCR-Primer

Tabelle 7: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotid-Primer.

Primer Sequenz 5‘>3¢ Herkunft/Referenz
KAN-2 RP GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAG Epicentre
KAN-2 FP ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC Epicentre
I(\/Izlci_for GTAAAACGACGGCCAGT New England Biolabs
M13_rev GGAAACAGCTATGACCATG New England Biolabs
Csakf ACGCCAAGCCTATCTCCGCG B.Stoop et al, 2009,

Lehner et al, 2012

B.Stoop et al, 2009;

Csakr ACGGTTGGCGTCATCGTG Lehner et al. 2012
EsAgf TGAAAGCAATCGACAAGAAG Lehner et al, 2006
((:I;t:r:H ) GGATCCATGAACACGCAATGGGATC diese Arbeit
crevrT CGGACCCGATAACAACGAATTC diese Arbeit

(EcoRl)
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1.5. Enzyme und Enzymreaktionspuffer

Enzyme

Tabelle 8: In dieser Arbeit verwendete Enzyme.

Enzym Bezugsquelle
Antarctic Phosphatase Biolabs
ThermoPrime Tag-DNA-Polymerase Thermo Scientific
Lysozym Merck

Proteinase K Roth
Restriktionsendonukleasen Biolabs

RNase Roth
T4-DNA-Polymerase Roche
T4-DNA-Ligase Biolabs

Reaction Buffer IV 10x Thermo Scientific
Magnesiumchlorid Thermo Scientific
Restriktionsendonukleasen

Tabelle 9: In dieser Arbeit verwendete Restriktionsendonukleasen (Biolabs).
Enzym Erkennungssequenz 5‘->3¢  Reaktionspuffer Temperatur
BamHI-HF  G/GATCC NEBuffer 4 37°C
EcoRI-HF G/AATTC NEBuffer 4 37°C
HindllI A/AGCTT Cut Smart 37°C
Pvull CGAT/CG Cut Smart 37°C
Sphl-HF GCATG/C NEBuffer 4 37°C

Stul AGG/CCT Cut Smart 37°C




111. Material und Methoden 18

1.6. Chemikalien und Kits
Tabelle 10: In dieser Arbeit verwendete Chemikalien.

Bezugsquelle

Chemikalien

BD
Biochrom

Fluka

Oxoid
peqlab

Qiagen
Riedel-de Haen
Roth

Sigma-Aldrich

ECSG (Endothelial cell growth supplement), Nu-Serum 1V

Fetales Kélberserum FCS, Heparin, L-Glutamin, MEM-
Vitamine, Natriumpyruvat, PBS, PBS mit Ca**/ Mg**, RPMI
1640, Trypanblau, Trypsin/EDTA und Plastik fur die
Zellkultur

Isopropanol, Natronlauge, Salzsdure, Tryptone enzymatic
digest from casein

Bacteriological Agar Yeast Extract,

Agarose peq GOLD, Ladepuffer (6x);
peqGOLD Plasmid Miniprepkti | (Order No 12-6943-01)

QUIquick® PCR Purification Kit
Ethanol absolut, Natriumphosphat

Kaliumchlorid, Kanamycinsulfat, Gentamycinsulfat, Roti-
Chloroform I, Roti-PinkDNA, Saponin

Calciumchlorid, Glucose, Kaliumdihydrogenphosphat,
Kolliphor, Magnesiumchlorid, Magnesiumsulfat,
Natriumchlorid, Phytagel Plant, Tetrazoelium Violet, Triton
X-100, Tween 80; Sigma Gen Elute™ Plasmid Miniprep-Kit
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1.7. Nahrmedien

Fur die Herstellung der Medien wurden die genannten Substanzen in der
angegebenen Menge in A. dest. gelost, ggf. der pH-Wert eingestellt und fur 20
Minuten bei 120°C autoklaviert. Nach dem Abkihlen auf ca. 50°C wurden

weitere Zusétze wie Antibiotika steril zugesetzt.

LB (Luria-Bertani) 109 Trypton aus Casein
59  Yeast-Extrakt
59 NaCl

auf 1 | auffillen, pH 7,5
Festmedium: 15 g Agar zugeben
Weichagar: 3 g /6 g Agar zugeben

SOC 209 Trypton aus Casein
59  Yeast-Extrakt
399  Glucose
069 NaCl
02g KCI

2549 MgSO4 x 7TH,0

2,19 MgCl, x 6H,0
mit A. dest. auf 1 | auffullen, steril
filtrieren, pH 7,0

Minimalmedium M9 709 Na,HPO,
(Stock 10x) 309 KH,PO,
59 NaCl
10g  NH4CI

auf 1 | auffillen

steril filtrieren
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1.8. Zusatze zu Nahrmedien

1.8.1. Antibiotika

Tabelle 11: In dieser Arbeit verwendete Antibiotika.

Antibiotikum Loésungsmittel Konzentration
Ampicillin (Amp) H,O 150 pg/ml
Chloramphenicol Ethanol 70% 20 pg/ml
Gentamycin (Gen) H,O 10-100 pg/ml
Kanamycin (Kan) H,O 50 pg/ml

1.8.2. Weitere Zusatze

Tween 80

X-Gal 2 ml/l von 2%iger X-Gal-Losung (5-Brom-4-chlor-3-
indoxyl-p-D-Galactosid)

IPTG 150 pl/tvon 0,2 M IPTG

1.9. Medien und Lésungen fur Zellkultur

RPMI-Komplettmedium 500 ml  RPMI 1640 mit stabilem Glutamin

50 ml FCS

HBMEC

-Komplettmedium 400 ml RPMI 1640 mit stabilem Glutamin
50 ml FCS

50 ml Nu-Serum 1V

10 ml L-Glutamin (200 mM)
5ml Natriumpyruvat (100 mM)
5mil MEM Vitamin-Mix

0,5ml Heparin (500 U/ml)
3ml ECGS (5 mg/ml)

-Gentamycin-Medium 500 ml RPMI 1640 mit stabilem Glutamin
25ml FCS
5ml Natriumpyruvat (100 mM)
10 bzw. 100 pg/ml  Gentamycin
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PBS

PBS mit Ca**/Mg**

Trypsin/EDTA-LOsung

Trypanblaulésung

Losung A

Losung B

8¢
0,29
0,29
1,26 ¢

0,1g

01g

0,05%
0,02%

0,1%

5ml
20 ml

5ml
15 ml
5ml

NaCl

KCI

KH,PO,

Na,HPO4 x 2H,0

auf 1 | auffillen, pH 7,0

CaCl,
MgC|2

Trypsin
EDTA

Trypanblau in PBS

FCS
RPMI 1640 mit stabilem Glutamin

FCS
RPMI 1640 mit stabilem Glutamin
DMSO
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1.10. Puffer und Losungen
1.10.1. Puffer und Ldsungen fir DNA-Isolierung
Lyse-Puffer 100 mM  Tris-HCI, pH 8,0
5mM EDTA
200 mM NaCl

A. dest.
Lysozym 10 mg/ml Stock  Endkonzentration: 2 pg/ul
SDS 10%
Proteinase K 10 mg/ml Stock ~ Endkonzentration: 0,1 mg/ml
Isopropanol 100%
Ethanol 70% /96%
TE-Puffer (10x) 10mM  Tris-HCI

1 mM EDTA

pH 7,4
RNase 10 mg/ml Stock  Endkonzentration: 0,02 mg/ml
P1 50 mM Tris-HCI, pH 8,0

10 mM EDTA
100 pg/ml RNase A
P2 200 mM NaOH
1%  SDS
P3 3M K-Acetat, pH 5,5
1.10.2. Puffer und Losungen fiir Agarosegelelektrophorese
Agarose 0,8-2,0% (w/v)  Agarose in TAE (1x) aufkochen
TAE (50x) 2M  Tris-Base
50mM  EDTA
mit  Essigsdure pH 8,0 einstellen,

Ethidiumbromidlésung 10 mg/mi

Ladepuffer
Marker

mit A. dest. auf 1 | auffullen

in A. dest.

Blue Loading Buffer 6x (Peqlab)

1kb O’Gene Ruler DNA Ladder Mix
(ThermoScientific)
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1.10.3. Puffer und Ldsungen fur colorimetrisches Verfahren
inoculating-fluid (IF-MM)  4¢g NaCl
0,39 Kolliphor
0,29 Phytagel Plant
0,1g Tetrazolium violet (Dye)
autoklavieren, auf ca. 60°C abkihlen lassen
100 ml M9 (Stock 10x)
10ml 0,2 M MgSO, (Endkonzentration 2 mM)
0,1 ml 1 mM CacCl, (Endkonzentration 0,1 uM)

nach dem Autoklavieren steril zugeben und
auf 1 | auffillen

Kohlenhydratquellen
Die in dieser Arbeit getesteten Kohlenhydratquellen wurden in der Konzentration
0,01 M in A. dest. gelost und sterilfiltriert. Die Abweichungen sind in dahinter

stehenden Klammern vermerkt.

Tabelle 12: In dieser Arbeit verwendete Kohlenhydratquellen

ii?ﬁ)os)i(r{e Dulcitol® L-Asparagin’ Maltotriose®
Acetic Acid® = D-Malic Acid®=  L-Aspartic Acid’= Methvipvruvat®
Essigsaure 96% D-Apfelsaure L-Asparginsaure yipy
6 D-Mannitol® = 5 m-Inositol®
Adenosin Mannit L-Fucose Innosit
o-D-Glucose® D-Mannose? L-Glutaminsaure® Mon.ome6thyl-
succinat
A2
o-D-Lactose® D-Melibiose® L-Glutamin® Mucic A(.:.'d N
Schleimsaure
Adonitol® D-Raffinose® L-Histidin® N-Acetyl-B_—[g-
Mannosamin
gm f;gi}ggD- D-Ribose® L-1soleucin® Oxalsaure®
. 6_
Amvadalin® D-Sorbitol”= L-Lactic Acid* Palatinose® =
Y9 =Milchsaure Isomaltulose

Sorbit
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. 5 ) 5 i . 5 Pektin (from
Arbutin D-Trehalose L-Leucin Apple)6 (1%)
Pektin (from
Zitronensaure® D-Xylose® L-Lysin® Apple)® (2%: in
1:8 Ethanol)
. . 6 _ _ . - 5 —
Kreatin® Formic Acid” = L-Malic Acid Putrescin®
Ameisensre L-Apfelséure
-6 6 s Pyruvat® =
D-Alanin Fumarsaure L-Methionin )
Brenztraubensaure
D-Galactose® Gentiobiose® L-Ornithin® Salicin®

D,L-Malic Acid®=
D,L-Apfelsaure

N-Acetyl-D-
Glucosamin®

D-Arabinose®

D-Cellobiose®
D-Fructose®

D-Galacturon-
saure®

D-Glucosamin®

D-Glucose-6-
Phosphat

D-Glucuronsaure®

Glycerol®

Glyoxylsaure®

Inosin®

Lactose®

Lactulose®
L-Alanin®

L-Arabinose®

L-Arabitol

L-Arginin®

L-Phenylalanin®

L-Prolin®

L-Rhamnose®

L-Serin®

L-Threonin®

L-Valin®

Maltitol®

Maltose®

Succinic Acid®=
Bernsteinsaure

Sucrose® =
Saccharose

2'Desoxy-
Thymidin®

Turanose?

Tween20*
Tween80°®
Uridin®

y-Amino Butyric
Acid®=y-Amino-
Buttersaure

Bezugsquellen:

'Applichem, ?Fluka, ®Merck, “Riedel-de Haen, °Roth, ®Sigma-Aldrich
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1.11. Gerate

Tabelle 13: In dieser Arbeit verwendete Geréte.

Gerat

Name

Hersteller

Autoklav
Schttelinkubator
Schttelinkubator
Thermocycler

Spektrophotometer
Sterilbank
Tischzentrifuge
Zentrifuge

Gelelektrophorese-
Kammer

Elektroporation
UV-Kamera
Tecan-Reader Spectra
Heizblock
CO2-Inkubator

Hybridiserungs-Ofen

Varioklav Dampfsterilisator

Controlled Environment
Incubator Shaker

CERTOMAT® MOII
PCR Sprint Thermal Cycler

BioPhotometer
Sterilwerkbank HERA-Safe
Biofuge pico

Varifuge 3.0R
Class Il Model 40-0911

Multiporator
Transilluminator
Tecan

Thermomixer comfort

Hera Cell 150

HB-1000 Hybridizer

H+P Labortechnik

New Brunswick
Scientific Co. Inc.

Sartorius

Thermo Electron
Corporation

Eppendorf
Heraeus
Heraeus

Heraeus Sepatech
Peqlab

Eppendorf

biostep

Tecan Deutschland
Eppendorf
Heraeus

UVP Laboratory
Products

1.12. Software

Argus X1, Bio-Imaging-Control-Software (biostep)
Clone Manager Clone5_NET
Ridawin (R-Biopharm AG)

1.13.
http://www.keqq.jp/

Datenbanken

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

http://www.chemspider.com/

http://www.phenomicdb.de/



http://www.kegg.jp/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.chemspider.com/
http://www.phenomicdb.de/
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2. Methoden

2.1. Kultivierung von Bakterien

2.1.1. Kultivierung von Cronobacter sakazakii

Der C. sakazakii ES5-Wildtyp wurde auf festem LB-Medium im Brutschrank
oder in LB-Flussigmedium im Schattler (180-200 rpm) bei 37°C angezogen. Die
Anzucht der Transposoninsertionsmutanten erfolgte unter Zusatz von Kanamycin
(50 pg/ml).

2.1.2. Konservierung von Bakterien (Glycerinkultur)
- 1250 pl der UNK in ein Eppendorfgefaf tiberfiihren
- 250 pl 87% Glycerin zugeben, vortexen
- Lagerung bei -80°C

2.2. Molekulargenetische Methoden

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Deletion in einer Mutante komplementiert
und ausgewdhlte Transposoninsertionsmutanten erneut sequenziert um die
Insertionsstelle zu Uberprufen und die Stabilitdt der Transposoninsertion zu

bestatigen.
2.2.1. Isolierung von DNA-Fragmenten

2.2.1.1.  Préparation von genomischer DNA

- 1,5 ml UNK bei 16.000 g fiir 2 min abzentrifugieren

- Pellet in 400 pl Lyse-Puffer resuspendieren

- 100 pl Lysozym zugeben, invertieren und fur 15 min auf Eis inkubieren

- Zugabe von 10 pl SDS und 5 pl Proteinase K (10 mg/ml), invertieren

- Inkubation Uber Nacht bei 55°C im Hybridisierungsofen oder im
Thermoblock (Rotation)

- Zugabe von 500 ul Isopropanol zur Féallung der DNA (invertieren)

- Mit gelber Spitze DNA entnehmen und in 96% Enthanol und 70% Ethanol
(500 pl) waschen

- DNA lufttrocknen (Geruchsprobe) und in 200-300 ul TE-Puffer pH 7,4
mit 1 pl RNase (10 mg/ml) l6sen
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1 h bei 37°C
100 pl abnehmen, Konzentration der Gesamt-DNA photometrisch messen,

Ansatz bei -20°C lagern

2.2.1.2.  Préaparation von genomischer DNA (quick version)
Bakterienmaterial vom Festmedium in ein Eppendorf-Gefal} tberfuhren
in 200 pl A. dest. resuspendieren
5 min bei 100°C kochen
5 min bei 16.000 g zentrifugieren
Uberstand abnehmen und im Verhaltnis 1:2 mit Roti-Chloroform I
mischen (invertieren bis milchige Losung entsteht)
10 min bei 16.000 g und 4°C zentrifugieren
obere waéssrige Phase vorsichtig abnehmen wund in ein neues

Eppendorfgefal? geben
2.2.1.3.  Préparation von Plasmid-DNA

2.2.1.3.1.  Plasmidpréaparation in kleinem Maf3stab

- pegqGOLD Plasmid Miniprepkit |

- Sigma Gen Elute™ Plasmid Miniprep-Kit

Vorgehen nach beiliegender Anleitung, Eluieren in 65 pl A. dest.,
Konzentration der Plasmid-DNA photometrisch messen,

Ansatz bei -20°C lagern.

2.2.1.3.2. HB-Lyse zur Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli /
C. sakazakii

Fur die Klon Analyse nach Transformation:

- 1,5 ml Bakterienfllssigkultur in Eppendorfgefal bei 16.000 g 5 min
pelletieren

- Zellpellet in 0,3 ml P1 durch Vortexen resuspendieren
(Alternative: Bakterienmaterial direkt von der Platte abnehmen)

- 0,3 ml P2 zugeben, 6x invertieren

- 5 min bei RT inkubieren (bei C. sakazakii: 3 min)

- 0,3 ml P3 zugeben, 6x invertieren

- 10 min auf Eis inkubieren
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2.2.2.

- 10 min bei 16.000 g zentrifugieren, Uberstand in neues
Eppendorfgefal? tberfuhren

- 600 pl Isopropanol zugeben, invertieren

- 20 min bei 16.000 g zentrifugieren, Uberstand verwerfen

- 0,5ml 70% (v/v) Ethanol zugeben

- 10 min bei 16.000 g zentrifugieren, Uberstand verwerfen

- Pellet bei 70°C trocknen

- DNAin 20 pl A. dest. oder TE-Puffer resuspendieren

Reinigung und Konzentrierung von DNA

2.2.2.1.  Phenolextraktion
zu 1 Vol. DNA-L6sung 1 Vol. Phenol-Chloroform zugeben, mischen
15 min bei 16.000 g und 4°C zentrifugieren
obere Phase abnehmen und in ein neues Eppendorfgefaf tberfuhren
Vorgang ggf. wiederholen
Konzentrierung der DNA durch Alkoholfallung

resuspendieren in A. dest. oder TE-Puffer

2.2.2.2.  Alkoholfallung
1 Vol. DNA-L6sung mit 1/10 Vol. 3 M Na-Acetat pH 8,0 versetzten und
mischen
Zusatz von 6 ul Fallungszusatz Roti®-PinkDNA
2 Vol. 100% Ethanol zugeben und invertieren
20-30 min bei -20°C inkubieren
20 min bei 16.000 g zentrifugieren
Uberstand verwerfen
Pellet 2x mit 300 ul 70% (v/v) Ethanol waschen
5 min bei 16.000 g zentrifugieren
Uberstand entfernen, Pellet bei 70°C trocknen
DNA in A. dest. oder TE-Puffer resuspendieren
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2.2.2.3.  Entsalzen von Plasmid-DNA
- Membranfilter (0,025 pum von Millipore) mit der gldanzenden Seite nach
oben in einer mit A. dest. gefullten Petrischale fir 1 min equilibrieren
lassen
- DNA auf den Filter geben und 20 min bei RT inkubieren
- gereinigte DNA von dem Filter abnehmen, fur Elektroporation verwenden

oder bei -20°C lagern

2.2.2.4. Konzentrationsbestimmung der DNA

Uber die Messung der optischen Dichte bei A = 260 nm kann die Konzentration
einer wassrigen DNA-LOsung photometrisch bestimmt werden. Bei dieser
Wellenlédnge liegt das durch die aromatischen Ringe der Basen bedingte
Absorptionsmaximum der Nukleinsduren. Eine OD,g von 1 entspricht einer ds
DNA-Konzentration von 50 pg/ml. Die Reinheit der Lésung wird durch die
Ermittlung des Quotienten DNA-/Proteingehalt (OD260/OD2gp) bestimmt. Bei
reiner DNA liegt der Quotient zwischen 1,7 und 2,0.

2.2.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist es mdoglich, spezifisch
bestimmte DNA-Fragmente genomischer DNA oder Plasmid-DNA in grol3er
Anzahl zu vervielfaltigen. Ermdéglicht wird dies durch spezifische Oligonukleotid-
Primer und hitzestabile DNA-Thermonukleasen, die aus den zugegebenen dNTPs

das entsprechende Fragment amplifizieren.

Standard-PCR-Ansatz (50 ul)

- 2-100 ng Template

- 5 pl PCR-Puffer (10x)

- 3 pl MgCl; (25 mM)

- 1 pl dNTPs (40 mM)

- je 2 il Primer (10 pmol/ul)

- 0,1 pl Tag DNA-Polymerase (5 U/ul)
- ad 50 pl A. dest.
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Standard-PCR-Bedingungen

- 95°C 5-10min 1x initiale Denaturierung
- 95°C 30-60s Denaturierung

- Ta 40s 25 - 30x Annealing

- 72°C e Elongation

- 72°C 5min 1x  finale Elongation

Die Annealingtemperatur T wird der Schmelztemperatur der spezifischen Primer
angepasst. Die Schmelztemperatur ist abhangig von der Anzahl und der Art der
Basenpaare und kann mit Hilfe folgender Formel bestimmt werden: Ty = 2°C X
(A+T) + 4°C x (G+C). Die Annealingtemperatur liegt 0,5-5°C unter diesem Wert.
Die Elongationszeit ist abh&ngig von der Lange des zu amplifizierenden Segments
und der Geschwindigkeit der DNA-Polymerase. Die Tag-DNA-Polymerase

amplifiziert 1 kb in 1min.

2.2.3.1.  PCR mit ganzen Zellen als Template
- 1-3 Kolonien von einer Uber Nacht bebriteten Festagar-Platte mit
Selektivmedium in 100 pl A. dest. resuspendieren
10 min bei 100°C kochen
2 min bei 10.000 g zentrifugieren

Uberstand abnehmen und als Template einsetzen

Das PCR-Produkt kann bei 4°C oder -20°C bis zur Weiterverarbeitung gelagert

werden oder direkt mittels Agarosegelelektrophorese charakterisiert werden.

2.2.4.  Techniken zur Charakterisierung von DNA Molekulen

2.2.4.1.  Hydrolyse der DNA mit Restriktionsendonukleasen
Fir den Endonuklease-Verdau wurden je nach Sequenz die entsprechenden
Enzyme ausgewéhlt, die Konzentration der eingesetzten DNA festgelegt und nach
Herstellerangaben verfahren. Angesetzt wurde der Verdau im Gesamtvolumen
von 20 ul oder 40 pl. Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsendonukleasen
sind in Tabelle 9 (1.5) aufgefunhrt.
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Standard-Restriktionsansatz (20ul)
- X ul DNA
- 2 pl Puffer CutSmart (10x)
- 1ulEnzym1
- 1ulEnzym 2
- ad 20 pl A. dest.
Inkubation fir 2-4 h bei 37°C, eventuell anschlieRende Enzymdeaktivierung nach

Herstellerangaben.

2.2.4.2.  Agarosegelelektrophorese
Durch die Agarosegelelektrophorese kann DNA entsprechend der Fragmentlange
(Anzahl der Basenpaare) aufgetrennt und somit charakterisiert werden. Aufgrund
der Phosphatreste ist DNA negativ geladen und wandert daher im elektrischen
Feld vom Minus- zum Pluspol. Je nach Konzentration des Agarosegels (0,8-1,5%)
ist die netzartige Struktur dichter oder weniger dicht. Die dichte Netzstruktur im
hoherprozentigen Gel fihrt durch ihren gréfieren mechanischen Widerstand zu
einer geringeren Wandergeschwindigkeit der DNA. Kurze Fragmente werden
daher in héher konzentrierten Agarosegelen aufgetrennt und groRe Fragmente in
niedrig konzentrierten. Neben der Fragmentlange spielt auch die Konformation
eine Rolle: je mehr Raum ein DNA Fragment einnimmt, desto mehr Widerstand
erfahrt es und desto langsamer ist die Wandergeschwindigkeit.
- Agarose in TAE-Puffer in der gewiinschten Konzentration aufkochen
- in einen Geltrdger mit eingesetztem Kamm gielen und aushérten lassen
(20 min)
- in eine mit TAE-Puffer geflllte Elektrophoresekammer einsetzen und den
Kamm entfernen
- DNA-Proben mit Gel-Lade-Puffer (6x) versetzen und die Geltaschen mit
den Proben beladen; zusatzlich Marker mit definierten Bandengrof3en
beidseitig auftragen
- Laufbedingungen: Auftrennung bei einer Spannung von 90-120 V (je nach
Gelkonzentration), 400 mA, 80 W
- Férben des Gels mit Ethidiumbromidlésung, anschlieBend kurz im
Wasserbad schwenken
unter UV-Licht (A=320 nm) fotografieren
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2.2.5. Klonierung von DNA-Fragmenten

2.25.1.  Dephosphorylierung des Vektors

Standard-Ansatz (100 pl)
2 ul Antarctic Phosphatase (5 i.E.)
10 ul Antarctic Phosphatase Reaction Buffer (10x)
88 ul Vektor-DNA

- Inkubation bei 37°C fiir 15 min

- Enzymdeaktivierung bei 70°C, 5 min

2.25.2.  Aufreinigung
Das zu klonierende PCR-Fragment (Insert) und der Vektor werden aufgereinigt
und anschlieBend die DNA-Konzentration bestimmt. Aufreinigung von PCR-
Produkten erfolgte mit QUIquick® PCR Purification Kit von Qiagen.

2.253. Ligation von DNA-Fragmenten mit Vektor-DNA
Ligation der hydrolysierten, genomoischen DNA mit der geschnittenen und
dephosphorylierten Vektor-DNA erfolgte im 40 pl Ligationsansatz im Verhéltnis
(Vektor:Insert) 1:3 und 1:5.

Standard -Ansatz (40 pl)

geschnittene Vektor-DNA

geschnittene Insert-DNA

4 ul Ligase-Puffer (10x)

2 ul T4-DNA-Ligase

ad 40 pl A. dest.
- Inkubation fur 2-4 h bei Raumtemperatur oder tber Nacht bei 16°C
- Hitzeinaktivierung der T4-DNA-Ligase fiir 10 min bei 60°C
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2.2.6. DNA-Transfer

2.2.6.1.  Herstellung kompetenter Zellen nach der CaCl,-Methode
- 1 ml UNK in 50 ml LB-Vollmedium Gberimpfen
- bei 37°C im Schittler bis zur ODgy von 0,5-0,8 inkubieren; entspricht
dem Titer von ca. 2 x 10%/ml (2-4 h)
- 7 min bei 4.600 g und 4°C zentrifugieren, Uberstand verwerfen
- Pellet in 5 ml eiskaltem 50 mM CaCl; resuspendieren
- 30 min auf Eis inkubieren
- 7 min bei 4.600 g und 4°C zentrifugieren
- Pellet vorsichtig in 2 ml eiskaltem 50 mM CacCl, resuspendieren
- 15 min auf Eis inkubieren
- zu 2 ml Zellsuspension 292 pl 87% Glycerin zugeben und resuspendieren

- Zellen a 200 pl in gekuhlte Eppendorfgefaie aliquotieren, bei -80°C lagern

2.2.6.2.  Transformation CaCl,-kompetenter Zellen

- kompetente Zellen auf Eis auftauen

- 100 pl Zellen mit 10 pl Ligationsansatz mischen, zusatzlich Kontrollansatz
mit 2 pl Leervektor

- 30-60 min auf Eis inkubieren

- 2,5 min Hitzeschock bei 42°C

- 5 min auf Eis inkubieren

- 0,7 ml LB-Medium zugeben, invertieren

- 30-60 min bei 37°C und 800 rpm inkubieren

- 50 pl und 100 pl auf Selektionsmedium ausplattieren

- 2 min bei 16.000 g zentrifugieren, Pellet im Ricklauf resuspendieren und
auf Selektionsmedium ausplattieren

- Uber Nacht bei 37°C inkubieren

2.2.6.3.  Herstellung elektrokompetenter Zellen
- 250 ml LB-Medium mit 2,5 ml UNK animpfen
- bei 37°C bis zu einer ODggo von 0,5-0,75 im Schuttler inkubieren (2-2,5h)
- Zellsuspension 15 min auf Eis stellen
alle weiteren Schritte bei 0°C durchfiihren, alle Losungen vorkiihlen

- 250 ml Zellsuspension 20 min bei 4.600 g bei 4°C zentrifugieren
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Uberstand und Riicklauf verwerfen

Zentrifugengefal 2x mit A. dest. vorsichtig ausschitteln, ohne das Pellet
zu lésen

Pellet vorsichtig in 5 ml A.bidest resuspendieren

250 ml A.bidest zugeben, durch Vortexen mischen

20 min bei 4.600 g bei 4°C zentrifugieren, Uberstand sofort entfernen
Pellet im Ricklauf mit einer Pipette resuspendieren

Zellsuspension auf zwei 40 ml-Zentrifugengefale aufteilen

25 ml 15% Glycerin zugeben, mischen

Zellen 20 min bei 4.600 g bei 4°C zentrifugieren, Uberstand verwerfen
Pellet in 1 ml 15% Glycerin resuspendieren

Zellen a 100 pl in vorgekihlte Eppendorfgeféal3e aliquotieren

Aliquots sofort verwenden oder bei -80°C lagern

2.2.6.4.  Transformation elektrokompetenter Zellen

Vor der Durchfiihrung der Elektroporation muss der Ligationsansatz mittels

Millipore Membran entsalzt werden (entféllt, wenn zu transformierende DNA in

A. dest. gelost ist). Es werden 5-10 pl des entsalzten Ligationsansatzes mit 40-50

pl kompetenter Zellen gemischt.

kompetente Zellen auf Eis auftauen lassen

DNA und Elektroporationskivette (d=2 mm) auf Eis vorkihlen
kompetente Zellen mit der zu transformierenden DNA mischen und in die
Elektroporationskiivette geben

30-60 s auf Eis inkubieren

Kivette von auBen abtrocknen, in die Apparatur stellen und Puls ausldsen:
Spannung (V) 1.700 V, Zeitkonstante (t) 5 ms

sofort 1 ml SOC-Medium zugeben, mischen

den Inhalt der Kivette in ein Eppendorfgefal} geben

1 h bei 37°C unter Schtteln (800 rpm) inkubieren

50 pl und 100 pl auf je eine Agarplatte mit Selektionsmedium
ausplattieren

Zellen 2 min bei 16.000 g zentrifugieren, Uberstand verwerfen

Pellet im Rucklauf resuspendieren und auf Selektionsmedium ausplattieren
uber Nacht bei 37°C inkubieren
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2.3. Wachstumsanalysen

2.3.1.  Wachstumsanalyse von Transposonmutanten im Verglich zum
Wildtyp C. sakazakii ES5

Zur Charakterisierung des Wachstumsverhalten der Transposonmutanten und um
zu Uberprufen, ob bei manchen Stdmmen die Mutation zu einer massiven
Beeintrachtigung des Zellstoffwechsels fuhrt, wurden zunéchst alle Mutanten in
LB-Vollmedium unter Zusatz von 50 pg/ml Kanamycin bei 37°C und 180 rpm fir
10 Stunden angezogen. Als Kontrolle wurde stets der Wildtyp mitinkubiert.

1 Kolonie in 10 ml LB (Mutante: LB/Kan50) animpfen und bei 37°C und
180 U.N. inkubieren

- photometrische Bestimmung der optischen Dichte bei 600 nm (ODggo)

- Berechnung der gewlinschte Start-OD

- 1/ ODsgooaktuenl X gewiinschte Start-OD = Wert/ml

- pro Bakterien-Stamm 3x-Ansatz in je 50 ml LB Flussigmedium (Mutante
LB/Kan50) mit Start-OD=0,01 ansetzen: UNK Wert/ml x 50 zugeben

- Messung der ODgo Uber 10 h; zundchst stindlich, ab ODgy > 0,1
halbstlindlich

2.3.2.  Titerbestimmung von Bakterien in Flussigkultur

Durch die photometrische Messung der optischen Dichte (OD) bei der
Wellenldange von 600 nm kann in einer Fllssigbakterienkultur die Anzahl der
Bakterien detektiert werden. Als Referenz dient das sterile Medium, das fur die
Anzucht verwendet wurde. Abhéngig vom Phanotyp der Bakterienstdamme, kann
der Zusammenhang zwischen der optischen Dichte und der entsprechenden CFU
(colony forming unit) variieren, da die Lichtabsorption nicht nur von der Anzahl
der Bakterien, sondern auch von der Pigmentierung und der Ausbildung von
Aggregaten abhéangig ist. Der Vergleich der photometrisch bestimmten
Wachstumskurven verschiedener Stamme muss daher unter VVorbehalt erfolgen.

In dieser Arbeit wurde bei drei Stammen (Wildtyp ES5, 2 1 und 2_1 pUC19-
crtY) zusatzlich zu der photometrischen Messung stundlich die Kultur auf

Festmedium ausplattiert, tber Nacht inkubiert und die CFU bestimmt.
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Gewichteter Mittelwert:

Die Anzahl der Kolonie-bildenden Einheiten einer Flissigkultur wurde in dieser
Arbeit mit Hilfe des gewichten Mittelwerts bestimmt, bei dem die niedrigere
Verdlinnungsstufe auf Grund des geringeren Unsicherheitsfaktors starker
gewichtet wird. Zunéchst wird eine Verdinnungsreihe (10er Stufen) angelegt und
mindestens zwei der Verdinnungsstufen ausplattiert, bei denen zwischen 10 und
300 Kolonien zu erwarten sind. Nach Inkubation tuber Nacht bei 37°C werden die
Kolonien gezahlt und die Summe aller Kolonien durch einen Faktor geteilt, der
sich wie folgt zusammensetzt: Die Anzahl der Stellen entspricht den
ausgewerteten Verdinnungsstufen, also bei zwei Verdiunnungsstufen eine
zweistellige Zahl. Die Hohe der Ziffer entspricht der Anzahl der ausgezahlten
Platten, d.h. bei dreifachem Ausplattieren die Ziffer 3. AnschlieRend wird mit
dem Kehrwert der hdchsten ausgewerteten Verdinnungsstufe multipliziert, z.B.
bei der Verdinnungsstufe 10° mit 10°. Im letzten Schritt wird mit dem

Plattenfaktor: 1000 ul / durch ausplattiertes Volumen multipliziert.

_ .
Gewichteter Mittelwert = olonien X Plattenfaktor

spezifischer Faktor x hochste Verdiinnungstufe

2.3.3. Bestimmung der CFU in der Infektionslosung |
Um im Gentamycin-Assay die Infektion mit einer bestimmten MOI
(Bakterienzahl / eukaryotische Zelle) durchfiihren zu koénnen, wurde fur den
Wildtyp und die untersuchten Mutanten vorab die CFU/ml in der Infektionsldsung
I, dem 2% Inokulums (1.0.) nach 2 h Inkubation bei 37°C und 200 rpm, bestimmt.
- je 1 Kolonie von C. sakazakii bzw. Transposoninsertionsmutante in 5 ml
LB / LB/Kan50 animpfen
- 17 h bei 37°C und 200 rpm inkubieren
- 2%iges Inokulum von der UNK in vorgewdrmtem LB bzw. LB/Kan50
ansetzen
(BF14: 8% 1.0., BF15: 6% 1.0., da diese Stamme im 2% 1.O. innerhalb
von 2 h nicht ausreichend anwachsen)
- 2 hbei 37°C und 200 rpm inkubieren
- Verdiinnungsreihe bis 10 anlegen und je 100 pl der Verdiinnungsstufen
10° und 10°® auf jeweils 3 LB- bzw. LB/Kan50-Platten ausplattieren (BF1
und 89 _1 zusatzlich 10
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- U.N. im Brutschrank bei 37°C inkubieren
- Kaolonien auszahlen und tber den gewichteten Mittelwert die CFU fir den
Wildtyp und die Mutanten bestimmen.
Die CFU-Bestimmung wurde fir jeden Stamm 3x durchgefiihrt und anschliel3end
die durchschnittliche CFU/ml im 2% Inokulum nach 2-stlndiger Inkubation
ermittelt, die dann zur Berechnung der MOI in den Infektionsversuchen

herangezogen wurde.

2.34. pH-Wert-Untersuchung bei C. sakazakii-Stammen im
Wachstumsverlauf mit und ohne Glucose
Der Austausch von H¥-lonen erfolgt unter anderem Uber das Flagellen-
Sekretionssystem und kénnte daher bei Mutanten mit beschadigten oder fehlenden
Flagellen gestort sein. Dies wurde an Hand ausgewéhlter Mutanten berpriift.
- pH-Wert-Messung des steril-filtrierten Uberstands der UNK ausgewahlter
Mutanten und des Wildtyps; UNK in LB + 0,5% Glucose
- UNK (LB bzw. LB/Kan50) in 50 ml LB bzw. LB/Kan50 1:100 verdiinnen
(am wenigsten dichte UNK als Start-ODgoy Wihlen); pro Stamm je 2
Ansatze
- zu jeweils einer Tagkultur je Bakterienstamm Glucose steril zugeben
(Endkonzentration 0,5%)
- Inkubation bei 37°C und 180-200 rpm
- alle 30 min 1,8 ml entnehmen, bei 16000 g fir 2 min zentrifugieren,
Uberstand sterilfiltrieren und den pH-Wert messen

- parallel die ODggo zu jedem Zeitpunkt messen (Messung lber 6 h)
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2.4.

Motilitatsassay

Zur Uberpriifung der Motilitait des C. sakazakii Wildtyps und einzelner

Transposoninsertionsmutanten wurden Weichagar-Platten zentral beimpft und bei
37°C fur 48-60 h inkubiert.

2.4.1.

2.4.2.

2.4.3.

Motilitatsanalyse im Weichagar
Platten aus LB mit 0,3% bzw. 0,6% Agar (Mutanten: LB/Kan50)
herstellen
1 Kolonie von C. sakazakii bzw. der Transposonmutanten in 5 ml LB bzw.
LB/Kan50 animpfen und bei 37°C und 200 rpm Uber Nacht inkubieren
Injektion von 1 pl UNK mittig in runde LB- bzw. LB/Kan50-Platte oder
mittig in eines von 9 Feldern (quadratische Platte)
Platten bei 37°C inkubieren, Erschitterung und Bewegung vermeiden

Radiusveranderung regelmafiig kontrollieren und dokumentieren

Motilitatsanalyse im Weichagar unter Zusatz von Tween 80
vor GieRen der Platten wurde dem Medium 0,1% bzw. 0,02% Tween 80

zugegeben und wie unter 2.4.1 weiter vorgehen.

Motilitatsanalyse im Weichagar unter Zusatz von sterilfiltriertem
Uberstand aus einer C. sakazakii-WT-Flussigkultur
aus einer C. sakazakii ES5 WT-UNK 50 ml LB Tagkultur in der optischen
Dichte von ODgy=0,1 animpfen (Mehrfach-Ansatz)
bei 37°C und 180-200 rpm bis ODggo von 0,5/ 0,6/ 0,8/ 1,0 inkubieren
nach Erreichen der gewinschten OD die Tagkultur in Greiner-Roéhrchen
tiberfuhren, bei 4.600 g fur 10 min zentrifugieren und den Uberstand
sterilfiltrieren
50 ml LB mit 0,6% Agar autoklavieren und nach Abkuhlen auf ca. 40°C
50 ml vom steril filtrierten Uberstand (jeweils von einer Tagkultur einer
bestimmten OD) zugeben
wie unter 2.4.1 beschrieben beimpfen und die Veranderungen in der

Motilitatszone protokollieren.
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2.5. Colorimetrisches Verfahren zur Bestimmung von
metabolisierbaren Kohlenstoffquellen
Das Verfahren zur Bestimmung der verstoffwechselbaren Substrate basiert auf der
irreversiblen Reduktion des farblosen Redox-Farbstoffs Tetrazoliumviolet zu
purpurnem Formazan durch respiratorische Aktivitat, die sich durch die
Verwertung der eingesetzten Substrate entwickelt und colorimetrisch messbar ist.
- 1 Kolonie von C. sakazakii bzw. der Transposonmutanten in 10 ml LB
bzw. LB/Kan50 animpfen und Inkubation bei 37°C unter Schutteln Gber
Nacht inkubieren
- UNK bei 4600 g fiir 10 min zentrifugieren
- Pellet in PBS waschen, Uberstand verwerfen
- Pellet in 3 ml IF-MM resuspendieren und ODggo messen (1:50 verdiinnt)
- optische Dichte
- 12 ml Bakterien-IF-MM-L&sung mit ODg0=0,3 aus Bakterien-Suspension
und IF-MM-Medium herstellen
- 90 pl/Well an Bakterien-IF-MM-Ldsung in einer 96-Well-Platte vorlegen
- 0,05 M Substratlésungen (Kohlenstoffquellen) in A. dest. ansetzen und
steril filtrieren
- 10 pl des Substrates/Well zu der Bakterien-Ldsung pipettieren (je 1 Well
pro Substrat); nicht belegte Wells dienen als Leerwert
- 48 h bei 37°C in einer Box mit angefeuchteten Tlchern inkubieren
- Messung der Extension bei ODgyo nach 24 h und 48 h im Tecan-Reader
Spektra
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2.6.

2.6.1.

Zellkultur

Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Die eukaryotischen Zelllinien wurden in den entsprechenden Medien im begasten
Zellkulturbrutschrank bei 7% CO, und 37°C Kkultiviert. Die Subkultivierung
erfolgte alle 2 bis 3 Tage. Die dabei benutzen Puffer und Medien wurden vorab

auf Raumtemperatur erwarmt.

Medium abnehmen, 2x mit 10 ml PBS waschen

Monolayer mit 2 ml Trypsin/EDTA-L6sung benetzen (pro 80 cm?*
Zellkulturflasche)

Makrophagen werden nach dem Waschen durch mechanisches Abkratzen
mit Hilfe eines Zellkultur-Schabers in frischem Komplettmedium abgeldst
5 min bei 37°C inkubieren, das Abldsen der Zellen makroskopisch und
mikroskopisch tUberprifen

10 ml Komplettmedium zugeben

durch Auf- und Abpipettieren Zellen resuspendieren und in Greiner-
Réhrchen uberfuhren

5 min bei 50 g zentrifugieren (Makrophagen fiir 5 min bei 200 Q)
Zellpellet in frischem Komplettmedium durch Auf- und Abpipettieren gut
resuspendieren

Zellsuspension mit frischem Komplettmedium verdinnt in neuen
Zellkulturflaschen ausséen (je nach Zelllinie zwischen 1:2 und 1:12)
Zellen durch vorsichtiges Schwenken (Kreuzbewegung in der
Horizontalen) in der Kulturflasche gleichmalig verteilen

im Zellkulturbrutschrank bei 7% CO; und 37°C inkubieren

in den ersten 4-6 h adharieren die Zellen und dirfen daher keinen

Scherkraften ausgesetzt werden
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2.6.2.

2.6.3.

Auftauen und Einfrieren von eukaryotischen Zellen

2.6.2.1.  Einfrieren
Zellen vom Flaschenboden abldsen (mit Trypsin oder mechanisch)
Zellsuspension abzentrifugieren, Uberstand verwerfen
Zellpellet in Losung A resuspendieren (0,75 ml pro 80 cm*
Zellkulturflasche)
Lésung B (0,75 ml pro 80 cm?Zellkulturflasche) tropfenweise unter
stdndigem Schwenken des Greiner-Réhrchens zugeben
Zellen a 1,5-1,8 ml in Kryordhrchen aliquotieren

uber Nacht bei -80°C in eine Kryobox, anschlieend bei -80°C lagern

2.6.2.2.  Auftauen
Zellen bei 37°C auftauen, sofort in 10 ml Komplettmedium Gberfiihren
Zellsuspension abzentrifugieren, Uberstand verwerfen
Zellpellet in frischem Komplettmedium resuspendieren und in eine
Zellkulturflasche uberfiihren
Zellen werden nach Erreichen der Konfluenz (Monolayer) das erste Mal

passagiert

Bestimmung der Lebendzellzahl

Um die lebenden von den toten Zellen unterscheiden zu kénnen werden die Zellen

vor dem Auszahlen mit dem Farbstoff Trypanblau angefarbt. Dieser Farbstoff

dringt durch die defekte Zellmembran schnell ins Zellinnere und fihrt so zur

Blaufarbung der toten Zellen. Lebende Zellen dagegen nehmen den Farbstoff nur

sehr langsam auf und sind daher unter dem Mikroskop als helle Zellen deutlich

von den toten blauen Zellen differenzierbar.

50 pl Zellsuspension mit 50 pl 0,1%iger Trypanblau-Lésung versetzen

10 pl in Thoma-Z&hlkammer und die lebenden Zellen auszahlen: die vier
diagonalen Quadrate und ein weiteres Eck-Quadrat

Lebendzellzahl/ml berechnen:

Lebendzellzahl/ml = gezéhlte Zellen x Verdinnungsfaktor (2) x
Kammerfaktor (50000)
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2.6.4. Beschichtung der Zellkulturgeféae mit Gelatine
Fir die Kultivierung von HBMEC-Zellen wurden stets Zellkulturflaschen und 24-
Well-Platten verwendet, die mit Gelatine beschichtetet waren, da es fur diese
Zelllinie nicht bekannt ist, ob die Adhdrenz an unbehandelten Oberflachen zur
Veranderung oder zum Verlust wichtiger Zellmerkmale fiihrt.
- mit 0,2%iger Gelatine den Boden des ZellkulturgefaRes benetzen (8 ml/80
cm? Zellkulturflasche, 200 pl/Well)
- 10 min bei 37°C inkubieren
- Zellkulturflasche bzw. 24-Well-Platte 3x durch die Bunsenbrennerflamme
ziehen, Uberschissige Gelatine absaugen
- erneut durch die Flamme ziehen, bis Newtonsche-Ringe zu erkennen sind

- beschichtete Flasche / Platte kann sofort verwendet werden

2.6.5.  Analyse des Pathogenitatsverhaltens von C. sakazakii-Stammen

Die Untersuchungen der Kolonisationsfahigkeit (Adhésions, Invasions und
intrazellulére Proliferation) der Transposoninsertionsmutanten im Vergleich zum
Wildtyp in unterschiedlichen eukaryotischen Zelllinen wurden in dieser Arbeit
mit Hilfe des Gentamycin-Assays (Gentamycin Protection Assay) durchgefihrt.
Nach Bestimmung der CFU zu den einzelnen Zeitpunkten, werden die Werte flr
Adhasion, Invasion und Proliferation mit der Infektionsldsung (t=0) verrechnet

CFEU/ml Zeitpunkt A/I/P
CFU/ml Infektionslésung

und in das prozentuale Verhéltnis zum mitgefuhrten Wildtyp-Stamm C. sakazakii
ES5 gesetzt.

2.6.5.1.  Gentamycin-Assay mit Caco-2-Zellen

- Aussden der Caco-2-Zellen in 24-Well-Platten & 2,5 x 10° Zellen/Well in
je 1 ml Komplettmedium

- Zellen im Brutschrank bei 37°C / 7% CO, furr 22-24 h inkubieren

- je 1 Kolonie vom WT bzw. der Mutante in 5 ml LB bzw. LB/Kan50
animpfen, bei 37°C und 200 rpm flr 17 h inkubieren

- 2%iges Inokulum von der UNK herstellen und bei 200 rpm und 37°C fiir 2
h inkubieren

- Inokulum bei 2.095 g fir 10 min abzentrifugieren

- Pellet mit FCS-freiem RPMI-Medium waschen (vortexen, bis Pellet

vollstéandig gelost ist)
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erneut bei 2.095 g fur 10 min abzentrifugieren
in FCS-freiem RPMI resuspendieren = Infektionslésung |

aus Infektionslosung |1 und FCS-freiem RPMI Infektionslosung Il mit

MOI=10 herstellen (2,5 x 10° Bakterien sollen in 500 pl pro Well

zugegeben werden; 1/CFU x 2,5x10°)

Zellen 2x mit PBS waschen

0,5 ml/Well Infektionslésung zugeben

aus restlicher Infektionslosung Verdinnungsreihe bis 10 anlegen und

Verdiinnungsstufen 10° und 10* auf LB bzw. LB/Kan50-Platten

ausplattieren (t=0)

Zellen bei 37°C/ 7% CO; im Brutschrank inkubieren

Adhésion (t=30° p.i.)

e 3x mit PBS waschen

e Zellen mit 1 ml eiskaltem 0,1%-Triton X-100 lysieren und gesamtes
Zelllysat in ein Eppendorfgefal? uberfiihren

e Lysat %2 Minute vortexen

e Verdinnungsreihne bis 10° anlegen und die entsprechenden
Verdunnungsstufen auf LB Platten bzw. LB/Kan50-Platten
ausplattieren (WT: 103, 10%)

nach 1,5 h p.i. Medium entfernen, 2x mit PBS waschen

0,5 ml/Well Gentamycin100-L&sung in FCS-freiem Medium zugeben

Zellen bei 37°C/ 7% CO, im Brutschrank inkubieren

Invasion (2,5 h p.i.)

e 2x mit PBS waschen

e Zellen mit 1 ml eiskaltem 0,1%-Triton X-100 lysieren und gesamtes
Zelllysat in ein Eppendorfgefal Gberflhren

e Lysat ¥ Minute vortexen

e Verdinnungsreihne bis 10% anlegen und die entsprechenden
Verdunnungsstufen auf LB Platten bzw. LB/Kan50-Platten
ausplattieren ausplattieren (WT: 102, 10™)

nach 2,5 h p.i. Medium entfernen

0,5ml/Well Gentamycin10-Losung in FCS-haltigem RPMI zugeben

Zellen bei 37°C/ 7% CO; im Brutschrank inkubieren
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Proliferation (7 h p.i.)

e 2x mit PBS waschen

e Zellen mit 1 ml eiskaltem 0,1%-Triton X-100 lysieren und gesamtes
Zelllysat in ein EppendorfgefaR Gberflihren

e Lysat %2 Minute vortexen

e Verdiinnungsreihe bis 10 anlegen und die entsprechenden
Verdinnungsstufen auf LB Platten bzw. LB/Kan50-Platten
ausplattieren ausplattieren (WT: 1073, 109

die LB- bzw. LB/Kan50-Platten uber Nacht bei 37°C inkubieren,

anschlieRend Kolonien auszéhlen und die CFU bestimmen

2.6.,5.2.  Gentamycin-Assay mit RAW-264.7-Zellen
Aussden der RAW-264.7-Zellen in 24-Well-Platten & 4,0 x 10°
Zellen/Well in je 1 ml Komplettmedium
Zellen im Brutschrank bei 37°C /7% CO, fiir 48 h inkubieren
Herstellung der Infektionsldsung | (siehe Caco-2-Assay)
aus Infektionslésung 1 und FCS-freiem RPMI Infektionslosung 11 mit
MOI=10 herstellen (4,0 x 10° Bakterien sollen in 500 pl pro Well
zugegeben werden;1/CFU x 4,0 x 10°)
Zellen infizieren (siehe Caco-2-Assay)
Adhésion (t=30° p.i.): wie im Caco-2-Assay
nach 45 min p.i. Medium entfernen, 2x mit PBS waschen, 0,5 mi/Well
FCS-freies RPMI zugeben, 15 min inkubieren bei 37°C / 7% CO,
1,0 h p.i. Medium entfernen
0,5 ml/Well Gentamycin-Losung in FCS-haltigem Medium zugeben
(100 pg/ml Gentamycin zu den Wells, die 2 h p.i. lysiert werden, 10 pg/ml
Gentamycin zu den  Wells, die erst nach 7 h p.i. lysiert werden)
Zellen bei 37°C/ 7% CO; im Brutschrank inkubieren
Invasion (2,0 h p.i.) wie im Caco-2-Assay
Proliferation (7,0 h p.i.) wie im Caco-2-Assay
die LB- bzw. LB/Kan50-Platten tber Nacht bei 37°C inkubieren,

anschlieBend Kolonien auszéhlen und die CFU bestimmen
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2.6.5.3.  Gentamycin-Assay mit HBMEC-Zellen
Aussaen der HBMEC-Zellen in mit Gelatine beschichtete 24-Well-Platten

41,0 x 10° Zellen/Well in je 1 ml Komplettmedium
- Zellen im Brutschrank bei 37°C / 7% CO; fir 48 h inkubieren
- Herstellung der Infektionslosung | (siehe Caco-2-Assay)
aus Infektionslésung 1 und FCS-freiem RPMI Infektionslosung 1l mit
MOI=10 herstellen: 3,73 x 10° Bakterien sollen in 500 ul pro Well
zugegeben werden, da nach 48 h pro Well durchschnittlich 3,73 x 10°
HBMEC-Zellen vorhanden sind; 1/CFU x 3,73 x 10° (wurde in Vortests
ermittelt)
- Zellen infizieren (siehe Caco-2-Assay)
- Adhésion (t=30° p.i.)
e 3x mit PBS/Ca**Mg?* waschen
e Zellen mit eiskaltem 1% Saponin lysieren und gesamtes Zelllysat in
ein Eppendorfgefal tberfihren
e Lysat %2 Minute vortexen
e Verdiinnungsreine bis 10™ anlegen und die entsprechenden
Verdinnungsstufen auf LB Platten bzw. LB/Kan50-Platten
ausplattieren
- nach 1,5 h p.i. Medium entfernen, 3x mit PBS/Ca**Mg** waschen
0,5 ml/Well Gentamycin100-Lésung in HBMEC-Gentamycin-Medium
zugeben
- Zellen bei 37°C/ 7% CO; im Brutschrank inkubieren
- Invasion (2,5 h p.i.): Vorgehen wie zum Adhé&sionszeitpunkt
- nach 2,5 h p.i. Medium entfernen
0,5ml/Well Gentamycinl0-Lésung in  HBMEC-Gentamycin-Medium
zugeben
- 24-Well-Platten bei 37°C/ 7% CO, im Brutschrank inkubieren
- Proliferation (2,5 h p.i.): Vorgehen wie zum Adhasionszeitpunkt
- die LB- bzw. LB/Kan50-Platten tber Nacht bei 37°C inkubieren,

anschlieBend Kolonien auszéhlen und die CFU bestimmen
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V. ERGEBNISSE

1. Eigenschaften und Morphologie der C. sakazakii ES5-

Transposoninsertionsmutanten

Um Erkenntnisse bezlglich der Pathogenese von C. sakazakii zu gewinnen und
um potentielle  Virulenzfaktoren zu identifizieren, wurden aus einer
Tansposonmutantenbank (Institut fur Lebensmittelsicherheit und -hygiene,
Universitdt Zurich) 28 Mutanten ausgewahlt. Es handelt sich dabei um Tn5
Transposonmutanten von Cronobacter sakazakii ES5, einem klinischen Isolat. Als
Selektionsmarker dient die Kanamycin-Resistenz, die den Mutanten vom auf dem
Transposon lokalisierten Kanamycin-resistance-gene Tn903 verliehen wird. Die
inaktivierten Gene der in dieser Arbeit untersuchten
Transposoninsertionsmutanten kodieren fir Proteine, die bei Pigmentbildung,
Biofilmausbildung und Serumresistenz eine Rolle spielen. Dabei handelt es sich
um Transport- und Bindeproteine sowie Enzyme, die an Biofilmsynthese,
Flagellenausbildung oder an spezifischen Stoffwechselwegen beteiligt sind (Abb.
2). Im Folgenden werden diese Transposonmutanten von C. sakazakii ES5 mit
den ihnen zugeteilten Buchstaben-/Ziffernkombination abgekirzt, z.B. 2_1 bzw.
BFb5.

O
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Cell cycle control, cell division,
chromosome partitioning

Amino acid transport and metabolism
Carbohydrate transport and metabolism
Coenzyme transport and metabolism
Lipidtransport and metabolism
Transcription

Cell wall/ membrane/ envelope/ biogenesis
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Secondary metabolites biosynthesis,
transport and catabolism
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Intracellular trafficking, secretion, and
vesicular transport

w Extracellular structures
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Abb. 2: Funktionelle Einteilung der Transposoninsertionsmutanten nach COG (Clusters of
Orthologous Groups).

Bei einigen Mutanten flhrt die Mutation zu einer Koloniemorphologie, die in
Farbe, Grofle und Form sichtbar von der des Wildtyps (C. sakazakii ES5)
abweicht (Abb. 3). Bei den Stdmmen aus der Pigmentstudie fallt neben der
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Abweichung in der Koloniefarbe zusétzlich die Varianz in der GroRe der
Kolonien auf. Mutante 1_4 z.B. bildet kleine Kolonien, wéhrend der Stamm 76_1
zu deutlich gréReren Kolonien als der Wildtyp heranwéchst. Die Serummutanten
zeigen wildtypische Morphologie mit kleinen, gelben, glatten und glanzenden
Kolonien. Die Pigmentierung der Biofilm-Mutanten ist ebenfalls wildtypisch gelb,
allerdings sind bei diesen Mutanten deutliche Abweichungen in der Koloniegrofie
zu erkennen. Dartber hinaus féllt bei den groRen Kolonien von den Stdmmen
BF4, BF9 und BF16 auf, dass diese stark glanzen. Die Mutante BF1 wdchst
dagegen wahrend der gleichen Inkubationszeit nur zu kleinen und schwach gelben

Kolonien heran.

BF1 BF2 BF4 BF5BF8 BF9 BF12 BF13 BF14 BF15 BF16 BF17

Abb. 3: Koloniemorphologie von C. sakazakii ES5 und den einzelnen Mutanten auf LB-
Festmedium nach Bebritung bei 37°C Uber Nacht.

2. Sequenzierung von Transposoninsertionsmutanten

Die Information, an welcher Stelle im Genom die Insertion des Transposons
stattfand und welches Gen dadurch inaktiviert wurde, war fur fast alle in dieser
Arbeit untersuchten Transposoninsertionsmutanten bekannt. Lediglich bei dem
von Hartmann et al. verdffentlichen Stamm BF16 gab es diesbezuglich keinerlei
Informationen. Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit die
Transposoninsertion im Stamm BF16 mittels Sequenzierung erneut analysiert.
Um zu Uberprifen, ob die Transposoninsertion Uber die Zeit stabil an derselben
Stelle im Genom blieb, wurden zusatzlich weitere Mutanten, namlich 82_2, 76 1,
69 1 und 2_1 ebenfalls auf die Insertionsstelle von Tn5 Uberprdift.

Aus den genannten Stammen wurde zunéchst die genomische DNA prépariert und
parallel dazu aus einem E. coli-Stamm der pUC19-Vektor mittels eines Kits
isoliert. Anschlieend wurden sowohl die Vektor-DNA sowie die genomische
DNA der C. sakazakii-Stdimme mittels Endonuklease-Verdau mit Sphl

geschnitten. Nach der Enzymdeaktivierung bei 65°C wurde die Vektor-DNA
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dephosphoryliert, um eine Religation des Vektors zu verhindern. Zusatzlich
wurde der Vektor Uber eine Saule aufkonzentriert. Im Anschluss daran wurde die
Ligation des Vektors mit der Sphl-hydrolisierten DNA der untersuchten
Insertionsmutanten durchgefiihrt. Nach der Ligation und der Hitzeinaktivierung
der T4-DNA-Ligase wurde der Ligationsansatz in calciumkompetente DH5a-
Zellen transformiert und nach einstindiger Inkubation bei 37°C auf
Selektionsmedium (LB/Kan50) ausplattiert. Auf diese Weise konnten nur Klone
erhalten werden, die ein transposonhaltiges DNA-Fragment im pUC19-Konstrukt
beinhalten. Diese pUC19-Konstrukte wurden erneut aus den E. coli-Zellen isoliert
und sequenziert. Die Sequenzierung erfolgte mit Hilfe eines Transposon-
spezifischen Primers KAN-2 RP-1 und lieferte eine 1.000-1.500 bp lange
Sequenz, die eine Teilsequenz des Tn5-Transposons und die benachbarte
genomische Sequenz der jeweiligen C. sakazakii-Mutante enthielt. AnschlieRend
erfolgte der Abgleich der Sequenzen mit Hilfe des Clone-Manager-Programms
mit der DNA-Sequenz des pUC19-Vektors, des Transposons sowie dem Genom
von C. sakazakii BAA-894. Es ergab sich, dass bei der
Transposoninsertionsmutante BF16 die Insertion im Bereich der Gene
ESA 04207 und ESA_04208 vorliegt. Die exakte Position des Transposons ist bei
4.166.401 bp und somit ist das Gen ESA_04207 durch die Insertion unterbrochen.
Dieses Gen codiert fur die Subunit BcsC einer hypotethischen Zellulosesynthase.

Die Analyse der Sequenzen der anderen pUC19-Konstrukte bestatigte die vorher

ermittelte Insertionsstelle in den entsprechenden Genen (Tab. 1).

3. Komplementation und Charakterisierung der crtY-
Mutante

Bei der Arbeit mit den Transposoninsertionsmutanten konnte beobachtet werden,
dass sich eine der untersuchten Mutanten auf den LB/Kan50-Platten bei Lagerung
bei Raumtemperatur und Tageslicht nach 3 Tagen (nach der vorherigen
Inkubation 0. N. bei 37°C) von farblos zu rosarot, spater zu rost-rot verfarbt (Abb.
4A). Bei der Mutante handelt es sich um den ES5-Stamm 2_1, der die
Transposoninsertion in dem Gen ESA_00344 tragt (Johler et al., 2010). Dieses
Gen kodiert fiir eine aus 391 Aminoséuren bestehende, hypothetische Lycopen-R3-

Cyclase mit einem Molekulargewicht von 43 kDa. Das Enzym ist in die
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Carotinoid-Biosynthese involviert und fuhrt die Zyklisierung des Lycopens zu [3-
Carotin durch (Lehner et al., 2006; Zhang et al., 2014; KEGG).

Unter den in dieser Arbeit untersuchten Mutanten befand sich zudem ein weiterer
Stamm, namlich Stamm 39 _1, der in demselben Gen eine Insertion tragt. Bei
dieser Mutante konnte allerdings selbst nach mehreren Tagen Inkubation bei
Raumtemperatur und Tageslicht keine Verfarbung der weillen Kolonien
festgestellt werden. Das Gen ESA_00344 ist 1.176 bp lang und befindet sich an
Position 318.102-316.927 auf dem komplementdren Strang des bakteriellen
Chromosoms. Die Insertionsstelle der Mutante 2_1 liegt bei 317.733 bp relativ am
Anfang des Gens, wahrend das Transposon bei der 39_1-Mutante eher am Ende
des Gens, ndmlich an Stelle 317.009 bp, inseriert ist. Da sich die Gene
ESA 00344 und ESA_00343 uberlappen, konnte eine Insertion am Ende von
ESA 00344 durchaus eine Auswirkung auf das Gen ESA_00343 haben, was die
fehlende Pigmentierung der 39_1-Mutante erklaren wirde.

Vor den Komplementierungsarbeiten wurde der 2_1-Stamm zundchst Uberprdft.
Zur Verifizierung wurde nach der Verfarbung zu rost-rot mittels Kolonie-PCR der
Genus und die Spezies bestimmt. Die PCR wurde mit vier unterschiedlichen
Ansatzen durchgefiihrt: Das Bakterienmaterial stammte aus zwei Gefrierkulturen
bzw. direkt von den rosa-gefarbten Kolonien von der Platte. C. sakazakii ES5
diente als Referenz. Die Charakterisierung der PCR-Produkte (Abb. 4) im
Agarosegel zeigte eindeutig die Zugehdrigkeit zum Genus Cronobacter und der
Spezies sakazakii. Bei allen Proben ist ein 1.680 bp groRes Fragment (Genus)
bzw. ein 514 bp groRes Fragment (Spezies) zu erkennen. Der Stamm 2_1 konnte

eindeutig als C. sakazakii bestatigt werden.

)

Abb. 4: Genus- und Spezies-PCR-Produkte zu Cronobacter sakazakii; M: 10 kb DNA-Marker
(Fermenters); 1/6: Csa 2_1 aus Gefrierkultur I; 2/7: Csa 2_1 Gefrierkultur 1l; 3/8; 4/9: Csa 2_1 aus
3 Tage alter LB/Kan50-Platte; 5/10: Csa ES5
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3.1. Konstruktion des Komplementationskonstruktes pUC19-crtY

Um die Funktion des crtY-Gens in C. sakazakii ES5 n&her zu untersuchen und den
Einfluss auf die Tenazitat und Virulenz zu tberprifen, wurde im Rahmen dieser
Arbeit die crtY-Mutante komplementiert. Zunachst wurden vier potentiell
geeignete Vektoren, ndmlich pDG148-Stu, pTAQ, pCYC184 und pUC19, auf ihre
Kompatibilitdt in C. sakazakii ES5 getestet. Alle vier Vektoren konnten
erfolgreich in C. sakazakii ES5 transformiert werden und blieben auch nach
mehrfacher Subkultivierung stabil in den Bakterienzellen erhalten. Die
Transformationsrate war beim pUC19-Vektor am hochsten. Mit pDG148Stu und
pUC19 wurde parallel weiter gearbeitet.

Die Amplifizierung des crtY-Gens erfolgte mit den konstruierten Primern crtYf
und crtYr, die eine Schnittstelle fir EcoRI- und BamHlI, enthielten. Als Template
diente die préaparierte genomische DNA von C. sakazakii ES5. Das 1.204 bp
Amplifikat wurde anschlieBend mit EcoRI- und BamHI gespalten und in den
pUC19-Vektor kloniert. Die Amplifikation des crtY-Gens fur die Klonierung in
den pDG148-Stu-Vektor wurde mit denselben Primern crtYf und crtYr
durchgefuhrt, die anstelle der Restriktionsschnittstellen die pDG148-Stu-
spezifischen Adaptersequenzen enthielten (Joseph et al., 2001).

Bei der Transformation des pDG148Stu-crtY-Konstrukts in calciumkompetente E.
coli DH5a-Zellen wuchsen zwar 9 Klone auf dem Selektivmedium, nach der
Klonanalyse zeigte sich allerdings, dass in den Klonen lediglich der Leervektor,
d.h. pUC19-Vektor ohne das Insert vorhanden war.

Der Transformationsansatz aus pUC19-crtY und den calciumkompetenten E. coli
DH5a-Zellen wurde auf LB/Amp150-IPTG-X-Gal-Agar ausplattiert. Neben der
Antibiotika-Selektion steht hier die Blau/WeiR-Selektion als ein weiterer Indikator
fur Klone mit korrektem pUC19-Konstrukt zur Verfugung: Befindet sich das
Insert an der gewiinschten Stelle, d.h. in der multiplen Klonierungsstelle, ist das
lacZ-Gen, das fir die R-Galactosidase codiert, unterbrochen. Die 3-Galactosidase
spaltet den gelblichen Farbstoff X-Gal in Galactose und einen blauen Farbstoff.
IPTG dient zur Induktion des Promotors, der das lacZ-Gen kontrolliert. Bei den
blauen Kolonien findet weiterhin die Umsetzung von X-Gal zu Galactose und
dem blauen Farbstoff statt, was bedeutet, dass diese Klone einen pUC19-Vektor
ohne Insert beinhalten. Somit kann die Charakterisierung der Klone auf die
weilden beschrankt werden (Abb. 5).
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Abb. 5: Blau-/Weil3-Selektion.
Transformation von pUC19-crtY in E.
coli DH5o; ausplattiert auf
LB/Amp150/X-Gal/IPTG Agar. Die
jeweilige Blau oder Weilifarbung der
einzelnen Kolonien st  deutlich
erkennbar.

Insgesamt 150 weiRe Kolonien wurden erneut auf Selektivmedium passagiert und
die Plasmid-DNA der ersten 42 Klone isoliert. Nach der Restriktion mit den
Endonukleasen EcoRI und BamHI zeigten 12 Klone in der anschlieRenden
Gelelektrophorese die zwei zu erwartenden Banden bei 2.686 bp (pUCL19,
Leervektor) und 1.204 bp (crtY-Gen). Zur weiteren Uberpriifung wurde die
Plasmid-DNA der positiven Klone mit den Endonukleasen Pvull und Hindlll
hydrolysiert. Auch hier zeigten sich die zu erwartenden Banden von 183 bp, 1.322
bp und 2.364 bp GroRe (Abb. 6).
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Abb. 6: Gelekektrophorese der Restriktionsansatze der Plasmid-DNA ausgewéhlter Klone aus
der Transformation von pUC19-crtY in E. coli DHSa (1% Agarose). Die jeweilige Ziffer
entspricht der Nummer des entsprechenden Klons. Marker: 10 kb DNA-Marker (Thermofischer)

Klon 1 wurde fur weitere Arbeiten verwendet. Die mit Hilfe eines MiniPrep-Kits
isolierte  Plasmid-DNA wurde mit den Primern M13rev und crtYr zum
Sequenzieren geschickt. Das Ergebnis bestétigte, dass das
Komplementationskonstrukt pUC19-crtY aus dem Klon 1 das komplette crtY-Gen

von C. sakazakii ES5 tragt.
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3.2 Isolierung und Analyse der komplementierten crtY-Mutante

Nach der Sequenzierung des Komplementationsplamides pUC19-crtY aus dem E.
coli-Klon 1 wurden dieses in elektrokompetente 2_1::Tn5-Zellen transformiert.
Auf dem Selektivmedium wuchs jeweils eine grofle Anzahl von Klonen. Je 8
Kolonien wurden erneut auf Selektivmedium passagiert und zusatzlich Gber Nacht
in Flissigmedium mit Kanamycin- und Ampicillinzusatz angezogen. Nach
Isolierung der Plasmid-DNA wurde sowohl die ungeschnittene, wie auch die mit
EcoRI und BamHI hydrolysierte Plasmid-DNA per Gelelektrophorese analysiert.
Die ungeschnittene DNA zeigt wie erwartet auf Grund der diversen
dreidimensionalen Konformationen mehrere Banden im Gel, dabei liegen die
Banden von pUC19-crtY deutlich hoher als die Banden des pUC19-Leervektors.
Die Restriktion mit EcoRIl und BamHI brachte dagegen keine Ergebnisse, die
DNA wurde von den Enzymen vollstandig hydrolysiert, sodass keine Banden zu
sehen waren (Abb. 7). Aus diesem Grund wurde die Plasmid-DNA von Klon 3
und 4 zusétzlich mittels Plasmid-Prep-Kit (Sigma) isoliert und erneut
ungeschnitten und nach Restriktion mit EcoRl und BamHI im Agarosegel
aufgetrennt. Auch hier war wieder das typische Bandenmuster der
ungeschnittenen Plasmid-DNA zusehen, bei den Restriktionsansatzen war jedoch
wie im vorigen Versuch nicht die gewiinschten Fragmente, sondern erneut ein auf
vollstdndige Degradation der DNA hindeutender Schleier zu sehen. Beim
Endonukleaseverdau kam es offensichtlich zu einem unspezifischen Abbau der
DNA. Um eine eventuell vorhandene Verunreinigung der Plasmidpraparation
durch C. sakazakii-Nukleasen bzw. eine Kontamination in verwendeten Puffern
und Losungen ausschlieBen zu kénnen, erfolgte zunéchst eine Wiederholung des
Versuchs mit frisch autoklaviertem und zusatzlich sterilfiltriertem Wasser sowie
neu angebrochenem Puffer — mit gleichem Ergebnis. Im nachsten Schritt wurden
zum einen verschiedene Puffer (Cut-Smart, Puffer4) getestet und zum anderen die
Endonukleasen variiert. Auch hier war die unspezifische Hydrolyse der Plamid-
DNA zu beobachten (Abb. 7).

Es besteht die Mdoglichkeit, dass bei der Plamid-Isolierung neben dem
gewiinschten Plasmid zusatzlich bakterielle Enzyme mitisoliert werden, die dann
wahrend der Inkubation beim Endonukleaseverdau zu einem unspezifischen
Abbau fuhren kénnen. Um diese Enzyme zu eliminieren, wurde erneut Plasmid-
DNA, pUC19-Leervektor und pUC19-crtY, aus der komplementierten Mutante
2_1 isoliert, anschlieBend eine Phenolextraktion durchgefihrt und mittels
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Alkoholfallung die DNA aufkonzentriert. Die auf diese Weise behandelte
Plasmid-DNA wurde in separaten Ansatzen sowohl mit EcoRIl/BamH]I als auch
mit Pvull zwei Stunden verdaut. Dabei wurde die Inkubationszeit variiert: Jeweils
5 Minuten, 15 Minuten und zwei Stunden. Trotz Phenolextraktion und
Alkoholfallung war nach zwei Stunden erneut das Bild der degradierten DNA
zusehen. Nach 5 und 15 Minuten Inkubationszeit waren die zu erwartenden
Fragmente noch erkennbar, wenn auch nur schwach (Abb. 7A). Da die
bakterieneigene Enzyme durch die Phenolextraktion denaturiert und im weiteren
Schritt entfernt worden waren, kann dies nun als Ursache fiir den unspezifischen
Abbau ausgeschlossen werden. Scheinbar fuhren die fiir den Nachweis
eingesetzten rekombinanten Endonukleasen zu diesem unspezifischen Abbau der
DNA — vermutlich auf Grund des Methylierungsmusters von C. sakazakii ES5.

Jeder Bakterienstamm besitzt ein spezifisches Methylierungsmuster, das fir die
Identifikation von Mutter- bzw. Tochterstrang bei der DNA-Replikation wichtig
ist, sowie die Differenzierung zwischen Eigen- und Fremd-DNA und
gegebenenfalls die Eliminierung der Fremd-DNA ermoglicht. In der Regel
beeintrachtigt dieses Methylierungsmuster die Enzymtéatigkeit der Endonukleasen
nicht, bei manchen Bakterienstimmen kommt es allerdings vor, dass aufgrund der
Methylierung das spezifische Schneiden durch die Endonukleasen nicht
funktioniert und es zu einem unspezifischen Abbau der DNA kommt. Um dies fiir
C. sakazakii zu uberprifen, wurde pUC19-Vektor sowie pUC19-crtY-Konstrukt
aus den Stammen 2_1-pUC19 bzw. 2_1-pUC19-crtY isoliert und in den nicht-
methylierenden E. coli-Stamm INV110 retransformiert. Nach erfolgreicher
Transformation wurden die Plasmide pUC19 bzw. pUC19-crtY reisoliert und mit
EcoRI und BamHI sowie mit Pvull geschnitten. Die Inkubationszeit wurde dabei
erneut zwischen finf Minuten und zwei Stunden variiert. Nach der Auftrennung
der Restriktionsansatze mittels Gelelektrophorese zeigten sich bei allen Ansétzen
die zu erwartenden Fragmente: Bei der Restriktion mit EcoRI/BamHI ein 2.686 bp
grolRes Fragment fur den pUC19-Leervektor und ein 1.204 bp grolRes fur das crtY-
Gen. Bei der Hydrolyse mit Pvull ergab sich ein 2.364 bp sowie ein 322 bp
grolRes Fragment flr den pUC19-Vektor und bei dem pUC19-crtY-Konstrukt ein
2.364 bp und ein 1.505 bp grolRes Fragment (Abb. 8B). Damit ist zum einen die
erfolgreiche Transformation des crtY-Gens mittels pUC19-Vektor in die Mutante

C. sakazakii ES5crtY::Tn5 (2_1-Mutante) bestétigt, wie auch das spezifische
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Methylierungsmuster von C. sakazakii ES5 als Ursache fir die unspezifische

Degradation der Plasmid-DNA durch die Endonukleasen identifiziert.

Abb. 7: Gelekektrophorese der ungeschnittenen Plasmide und der Restriktionsansatze; A:
isoliert aus 2_1: 1) pUC19-Vektor ungeschnitten, 2) pUC19-crtY ungeschnitten, 3) pUC19 und 4)
pUC19-crtY je EcoRI und BamHI Restriktion, 5) pUC19 und 6) pUC19-crtY mit Pvull verdaut,
Restriktionsansatze wurden jeweils 5 Minuten inkubiert. B: isoliert aus E. coli INV110: 1) und 4)
pUC19-Vektor ungeschnitten, 2) und 3) pUC19-crtY ungeschnitten, 5), 7) und 9) pUC mit Pvull
geschnitten, 6), 8) und 10) pUC19-crtY mit Pvull geschnitten, 11) pUC19-Vektor und 12) pUC19-
crtY je mit EcoRI und BamHI geschnitten. 5) und 6) wurden 5 min inkubiert, 7) und 8) 15 min und
9) bis 12) 2 Stunden. (1% Agarose). Marker: 10 kb DNA-Marker (Fermenters)

3.3. Phanotypische Analyse der komplementierten crtY-Mutante

Die erfolgreiche Komplementierung der crtY-Mutante (2_1-Stamm) ist auch
makroskopisch deutlich sichtbar: Auf LB/Kan50/Amp150-Selektivagar bildet die
komplementierte Mutante wildtypisch gelbe Kolonien aus, wahrend die Zellen des
2_1-Stammes sowie der 2_1-Stamm mit dem pUC19-Vektor rosafarbene

Kolonien zeigen (Abb. 8).

Abb. 8: Koloniemorphologie von ES5crtY::Tn5/pUC19 (A), von ES5crtY::Tn5/pUC19 -crtY (B)
und den ES5crtY::Tn5 (2_1-Mutante) (C).

Né&hrboden: A und B: LB/Kan50/Amp150; C: LB/Kan50. Inkubation iiber Nacht bei 37°C und 4
Tage (mittlere Platte) bzw. 6 Tage bei Raumtemperatur.
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Auch die im Laufe der Inkubation bei Raumtemperatur immer intensiver
werdende Pigmentierung der Stdmme ist bei der 2_1-Mutante, der
komplementierten 2_1 Mutante, dem Kontrollstamm mit dem Leervektor und dem

Wildtyp deutlich zu sehen. In Abbildung 9 sind die vier Stdimme nach einem, drei

und sieben Tagen Inkubation bei Raumtemperatur dargestellt.

Abb. 9: Koloniemorphologie der C. sakazakii-Stdimme (jeweils von links nach rechts): WT ES5,
ES5crtY::Tnb, ES5crtY::Tn5/pUC19 und ES5crtY:: Tn5/pUC19-crtY Mutante.

Néhrboden: A und B: LB/Kan50/Amp150; C: LB/Kan50. Inkubation (ber Nacht bei 37°C und 4
Tage (mittlere Platte) bzw. 6 Tage bei Raumtemperatur.

In Abbildung 10 A wird an Hand von vier Beispielen die Varianz in der
Koloniemorphologie der Transponinsertionsmutanten deutlich. Von links nach
rechts: Kolonien von zwei wildtypisch gelb gefarbten Mutanten: die erste bildet
grolRe, runde Kolonien, die zweite kleine, glatte, glanzende Kolonien. An dritter
Stelle eine Pigmentmutante mit farblosen, glatten, runden Kolonien und ganz
rechts die kleinen, gldnzenden, rosaroten Kolonien der Mutante 2_1.

Um zu Uberprifen, ob das Pigment im Cytosol angereichert ist oder nach auflen
abgegeben wird, wurden jeweils mehrere Kolonien des Wildtyps, der 39 1-
Mutante und der 2_1-Mutante von den Agar-Platten abgenommen, in PBS
resuspendiert und anschlieend zentrifugiert. In Abbildung 10 C ist eindeutig zu
sehen, dass der Uberstand klar ist und das Pellet gefarbt. Das bedeutet, dass sich
das Pigment im Cytosol befindet und es sich bei dem roten Pigment um eine
Zwischenstufe des gelben Pigments handelt.

Da die Verfarbung der Mutante 2_1 von farblos zu rosa erst nach drei Tagen
Inkubation bei Raumtemperatur und Tageslicht auftritt, scheint diese temperatur-
und lichtabhangig zu sein. Bei 37°C und Dunkelheit zeigte sich selbst nach zwei-
wochiger Inkubation keine rétliche Farbung. Auch bei 4-10°C blieb die Mutante
farblos. Bei Inkubation bei Raumtemperatur und Dunkelheit kam es zu einer im
Vergleich zum Tageslicht verzogerten Rosa-Farbung. In der Flissigkultur zeigte
sich auch nach mehrtagiger Inkubation bei Raumtemperatur keine deutliche

Rotfarbung. Nach Zentrifugation konnte jedoch eine dezente rosa-Farbung des
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Pellets erkannt werden. Die mikroaerophilen Bedingungen scheinen somit die

Pigmentbildung zu fordern. Entscheidend fir die Pigmentbildung ist nach

bisherigen Erkenntnissen die Temperatur von 20-22°C.

Abb. 10: A: Koloniemorphologie von C. sakazakii ES5-Stammen nach 5 Tagen auf LB-
Medium B: Verfarbung der Zellsuspension (in PBS) von C. sakazakii ES5 (WT), 39 _1- und
2_1-Mutanten, die von einer LB-Platte abgenommen wurden. C: Pellets wurden nach einer 2-
mindtigen Zentrifugation bei 16.000 g erhalten.

3.4. Uberprifung der Inkompatibilitat von pUC19-crtY in C. sakazakii
ES5

Um zu Uberpriifen ob das Konstrukt pUC19-crtY stabil in der C. sakazakii
ES5::Tn5 2_1 Mutante verbleibt, wurde die rekombinante Mutante Gber Nacht
zum einen in LB-Flussigmedium mit Ampicillin- und Kanamycin-Zusatz als
Selektionssubstanz sowohl fiir den Vektor, wie auch fir die urspringliche
Mutation angezogen, sowie in LB-Flussigmedium ausschlielich mit Kanamycin.
Auch nach mehreren Subkultivierungen konnte in der Kultur ohne den durch
Ampicillin-verursachten Selektionsdruck nach Ausplattieren auf
LB/Amp150/Kan50-Festmedium keine Abweichung in der CFU im Vergleich zu
der Kultur mit permanentem Selektionsdruck festgestellt werden. Mit einem
zusétzlich durchgefiihrten Endonukleasen-Verdau nach Isolierung der Plasmid-
DNA aus den beiden Flussigkulturen konnte verifiziert werden, dass das
Komplementationskonstrukt stabil in der 2_1-Mutante erhalten bleibt.

Dies bedeutet, dass die Plasmide von C. sakazakii ES5 einen anderen
Replikationsursprung besitzen, als das transformierte Komplementations-
konstrukt. Der pUC19-Vektor ist also mit den Plasmiden von C. sakazakii ES5
kompatibel. Ware der Replikationsursprung é&hnlich, kame es aufgrund der
Konkurrenz um das Replikations- und Verteilungssystem der Zelle zum Verlust

des fremden bzw. des kleinsten Plasmids.
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3.5. Wachstumsanalyse der komplementierten crtY-Mutante im
Vergleich zum Wildtyp C. sakazakii ES5 und der crtY-
Insertionsmutante

Die  komplementierten  crtY-Mutante  ES5crtY::Tn5/pUC19-crtY  wurde

hinsichtlich ihres Wachstums in LB-Vollmedium (LB/Kan50/Amp150) berpruft.

Als weitere Kontrollen dienten hier neben dem Wildtyp ES5 und der

Transposoninsertionsmutante 2_1 dieselben Stdmme mit dem pUC19-Vektor

(Abb. 11). Im Zuge dessen wurde auch das Wachstumsverhalten der

Deletionsmutante C. sakazakii ESSAompA analysiert. Diese Mutante diente in den

Infektionsversuchen als Kontrolle, weil die Deletion des ompA-Gens bei C.

sakazakii zur Attenuation der Adhdsion und Invasion in eukaryotischen Zellen

flhrt.

Das Wachstum der Transposoninsertionsmutante 2_1 ist leicht erhéht und stimmt

mit dem Ergebnis der unter Kapitel 4 beschriebenen Versuche tberein. Die

Kontrollstamme, mit dem pUC19-Vektor, weisen im Vergleich dazu leicht

vermindertes Wachstum auf, was auf den Zusatz des Selektionsmarkers

Ampicillin zurtickzufthren ist. Die komplementierte Mutante 2_1 wéchst dagegen

wildtypisch. Bei der Deletionsmutante ESSAompA ist ebenfalls eine leichte

Wachstumshemmung zu sehen, die durch die Zugabe von Chloramphenicol

begriindet ist. Bei der Deletionsmutante ES5 AompA wurde das ompA-Gen durch

eine Chloramphenicol-Resistenz ausgetauscht.
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Abb. 11: Wachstum mit der komplimentierten Mutante 2_1 und Kontrollstimmen sowie der
Deletionsmutante ES5AompA (37°C, 10 h).
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Da die Transposoninsertionsmutante 2_1 und ihre Komplementation mit pUC19-
crtY hinsichtlich ihrer Pigmentbildung besonders interessant sind, wurde bei
diesen Stdmmen ausgewdhlt parallel zur Detektion des Wachstums mittels
Messung der optischen Dichte auch der Bakterientiter in der Flussigkultur
bestimmt (Abb. 12). Die Lichtabsorption bei der photometrischen Messung ist
nédmlich nicht nur von der Dichte der Bakterienkultur abhangig, sondern auch von
der Fahigkeit des Stammes Aggregate oder Pigmente zu bilden. Bei
unterschiedlichen Stdammen kann also der Zusammenhang zwischen der optischen
Dichte und der entsprechenden CFU variieren. Der Vergleich von photometrisch
bestimmten Wachstumskurven unterschiedlicher Stdmme muss daher unter
diesem Vorbehalt interpretiert werden.

In Abbildung 12 sind sowohl die stiindlich erhobenen CFU-Werte des Wildtyps,
der 2_1-Mutante und der komplementierten 2_1-Mutante in Form von Balken
dargestellt, wie auch der Kurvenverlauf der Messung der optischen Dichte bei 600
nm. Es ist deutlich erkennbar, dass die nach funfstindiger Inkubation hohere
optische Dichte des Stammes 2_1 nicht in Zusammenhang mit einem hoéheren
Bakterientiter der Flussigkultur steht, da die CFU-Werte im Vergleich zum
Wildtyp nur minimal und nicht signifikant abweichen. Die Auswertung der CFU-
Werte ergab fir den Stamm 2_1 also ein wildtypisches Wachstum. Auf die
Wachstumsanalyse der anderen 27 Transposoninsertionsmutanten (bertragen
bedeutet dies, dass Stdmme mit einer im Vergleich zum Wildtyp hoheren
optischen Dichte als ,,mindestens wildtypisch wachsend* angesehen werden
mussen. Die hohere optische Dichte bei 600 nm wird hier durch Faktoren, die die
Lichtabsorption beeinflussen, verursacht. Die Abweichung der Wachstumskurve
der Mutante 2_1 im Vergleich zu der des Wildtyps und der der komplementierten
Mutante kann durch den Unterschied in der Pigmentbildung erklart werden. Es
war keine Aggregatbildung erkennbar, allerdings sind die komplementierte
Mutante und der Wildtyp zur Bildung von 3-Carotin in der Lage, wahrend diese
Biosynthese bei 2_1-Mutante auf Stufe des Lycopins unterbrochen ist. Somit
werden strukturell und farblich unterschiedliche Pigmente gebildet, deren
Lichtabsorbtion ebenfalls variiert. Dies erklért die héhere optische Dichte trotz
des wildtypischen Bakterientiters bei der Mutante 2_1.

Die in den CFU-Werten erkennbare verlangerte lag-Phase der beiden Mutanten

und die etwas niedrigeren Werte des komplementierten 2_1-Stammes konnen
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durch den Einfluss der als Selektionsmarker zugegebenen Antibiotika Ampicillin

bzw. Kanamycin erklart werden.
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Abb. 12: Wachstum von C. sakazakii ES5, der Transposoninsertionsmutante 2_1 und der mit
pUC19-crtY komplementierten Mutante 2_1; parallel detektiert Uber photometrische
Messung und Bestimmung der CFU. Anzucht erfolgte in LB-Vollmedium bei 37°C, fir 10 h,
bei den Mutanten unter Zusatz von Ampicillin und Kanamycin. Die Messung wurde im
Photometer bei ODgy durchgefihrt (Kurven); Fir die CFU-Bestimmung wurden die
entsprechenden Verdunnungsstufen auf LB-Agar, bei den Mutanten auf LB/Kan50- bzw.
LB/Kan50/Amp150-Agar ausplattiert (Balken).

3.6. Phanotypische Analyse der crtY-Mutante im Zellkultursystem

Die im Rahmen dieser Arbeit komplementierte C. sakazakii-Mutante
ES5crtY::Tn5/pUC19-crtY wurde gemeinsam mit den diesbeziglich relevanten
Kontrollstammen im Gentamycin-Assay auf Adhasion, Invasion und intrazellulére
Proliferation im Zellkultursystem mit drei eukaryotischen Zelllinien untersucht.
Als Referenzstamme dienten der ES5 Wildtyp, die Transposoninsertionsmutante
2 1, also C. sakazakii ESbcrtY::Tn5, der Wildtyp ES5 mit dem pUC19-
Leervektor (ES5/pUC19), sowie die Mutante 2_1 mit dem pUC19-Leervektor
(2_1/puUC19). In allen Zelllinien war zu erkennen, dass der pUC19-Vektor sowohl
im Wildtypstamm, wie auch in der Transposonmutante 2_1 zu geringen
Abweichungen in der Adhé&sion und Invasion sowie in der Proliferationsrate im
Vergleich zu den Originalstammen fiihrt. Hohere CFU-Werte im Vergleich zum
jeweiligen Kontrollstamm lassen sich durch die Tatsache erklaren, dass es sich bei
pUC19-Vektor um einen high-copy-Vektor handelt, wéhrend niedrigere CFU-
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Werte durch das zugefligte Antibiotikum Ampicillin als Selektionsmarker

verursacht werden kdnnen.

3.6.1. Caco-2-Zellen: Adhésion, Invasion, intrazelluléare Proliferation

In den Caco-2-Darmepithelzellen war die Invasion der komplementierten Mutante
2_1/crtY™ mit 139% des Wildtyps im Gegensatz zu 83% des 2_1-Stamms deutlich
erhoht (Abb. 13). Damit scheint crtY bzw. das vollstandige gelbe Pigment eine
Rolle bei der Invasion zu spielen. Die intrazelluldare Proliferation der
komplementierten Mutante war im Vergleich zum Wildtyp erhéht und ahnelte
dem Verhalten des 2_1-Stamms mit dem durch Transposoninsertion
unterbrochenen crtY-Gen. Die héhere Vermehrungsrate konnte bei 2_1/crtY™-
Stamm durch den high-copy-Vektor pUC19 verursacht sein.
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Abb. 13: Prozentuelle Darstellung der Adhésion, Invasion und intrazellularen Proliferation
der Transposonmutante 2_1, ES5/pUC19, 2_1/pUC19 und 2_1/pUC19-crtY im Vergleich zu
C. sakazakii ES5 in Caco-2-Zellen. Die schwarze Linie symbolisiert C. sakazakii ES5. Die Daten
stammen aus mindestens zwei voneinander unabhangigen Versuchen.

3.6.2. RAW-264.7-Zellen: Adhasion, Invasion, intrazellulare Proliferation
In den RAW-264.7-Makrophagen fiel wie bei den anderen Pigmentmutanten das
deutlich verminderte Adhdsions- und Invasionspotential auf (Abb.14). Auch beim
Wildtyp mit dem Leervektor pUC19 waren Adhé&sion- und Invasion mit 75% bzw.
80% deutlich reduziert, sowie bei der komplementierten crtY-Mutante mit nur
41,5% bzw. 43,5% des Wildtypwertes. Die intrazellulare Proliferation war
dagegen beim C. sakazakii ES5/pUC19 wildtypisch und auch das Ergebnis von C.
sakazakii ES5crtY::Tn5/pUC19-crtY entsprach dem Wildtyp, da die Diskrepanz
des hoheren Wertes auch beim Vergleich von 2_1- und 2_1/pUC19-Stdmmen zu

sehen war.
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Abb. 14: Prozentuelle Darstellung der Adhasion, Invasion und intrazelluldren Proliferation
der Transposonmutante 2_1, ES5/pUC19, 2_1/pUC19 und 2_1/pUC19-crtY im Vergleich zu
C. sakazakii ES5 in RAW-264.7-Zellen. Die schwarze Linie symbolisiert C. sakazakii ES5. Die
Daten stammen aus mindestens zwei voneinander unabhéngigen Versuchen.

3.6.3. HBMEC-Zellen: Adhésion, Invasion, intrazellulare Proliferation

Das Screening in den HBMEC-Zellen zeigte, dass die komplementierte crtY-
Mutante sich bei Invasion und intrazellulérer Proliferation wildtypisch verhélt
(Abb. 15). Mit 122%iger Invasion und 158%iger intrazellulérer Proliferation
waren die Werte zwar im Vergleich zum Wildtyp erhéht, die Mutante 2_1
erreichte aber mit 68% bzw. 58% nicht das Wildtyp-Level und war somit
vermindert. Die Adhasion von 2_1/crtY” liegt mit 153% zwischen dem Wert der
Transposoninsertionsmutante  und dem  Wildtyp. Damit scheint die

Pigmentbildung die Invasion und die Persistenz in HBMEC-Zellen zu
beginstigen.
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Abb. 15: Prozentuelle Darstellung der Adhasion, Invasion und intrazelluléren Proliferation
der Transposonmutante 2_1, ES5/pUC19, 2_1/pUC19 und 2_1/pUC19-crtY im Vergleich zu
C. sakazakii ES5 in HBMEC-Zellen. Die schwarze Linie symbolisiert C. sakazakii ES5. Die
Daten stammen aus mindestens zwei voneinander unabhéngigen Versuchen.
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4, In vitro  Wachstumsanalyse  der  Transposon-

insertionsmutanten

Um zu  dberprifen, ob die Mutation die Proliferation  der
Transposoninsertionsmutanten  unter  optimalen  Wachstumsbedingungen
beeinflusst, wurden die Mutanten im Vergleich zum Wildtyp in LB-Medium bei
37°C aerob angezogen. LB ist ein nahrstoffreiches Medium, das sich flr die
Kultivierung von Enterobacteriaceae gut eignet. Fir die Analyse wurden die
einzelnen Stamme in 50 ml Flussigmedium mit der optischen Dichte von
ODgpo=0,01 aus einer GNK in 250

ml Erlenmeyerkolben angeimpft

Tab. 14: COG-Klassifizierung der einzelnen
Mutanten sowie ihr Wachstumsverhalten in LB-

Medium.
und im Schiittelinkubator bei 37°C | _Mutante ESA Nr. COG_| Wachstum
BF2 ESA 01356 WM |wt
und 180 rpm uber zehn Stunden [BF9 ESA_00861 EH wt
_ _ _ _ BF15 ESA_00282 WM jwt*
inkubiert. In diesem Zeitraum [BF14 ESA_00281 R wi*
) BF16 ESA_04207 GC wt
wurden in konstantem Abstand |sr1 ESA_02449 D vermindert
. |BF4 ESA_04103 M wt
Proben entnommen und im |ggs ESA 01287 N -
. BF8 ESA 02873 C w
Photometer die ODegoo gemessen. |ggq, ESA_04204 M Wi
. . BF13 ESA_02266 NUM
Als Referenz diente das sterile LB- |o}- ESA_PESA3p05536 P
o : 82_2 ESA_00345 cG wt
Flussigmedium. b0 1 ESA_00344 on
Die Analyse ergab eine Varianz 2-1 ESA_00344 GH
76 1 ESA_00343 Q
beziglich des in vitro Wachstums [3_1 ESA_00342 '
69 1 ESA_02622 CG vermindert
der einzelnen Stamme. Anhand des 31_1 ESA 02621 CG
68 1 ESA 03220 CG
Wachstumsverhaltens konnten die (79 1 ESA_03622 CG
) ) 38_1 ESA_00343 Q
Mutanten im Vergleich zum dem |1 2 ESA_00345 GC
. . 89_1 ESA_03563 S wi
Wildtyp in folgende Gruppen |5 ESA_00347 H
. . o . 67 1 ESA_04343 R wt
eingeteilt werden: wildtypisches MTP 51 C4 |ESA 03258 K b
MTP 51 C6 [ESA 04029 K w

Wachstum, Wachstum mit
) wt = wildtypisch, wt* = wildtypisch mit leicht
verzOgerter lag-Phase, Wachstum  verzogerter lag-Phase (1-4 h),

) . . vermindert = friiheres Erreichen der stationaren
mit  friherem Erreichen der Phase, vermindert* = stark vermindert

stationdren  Phase, gesteigertes erhoht = hthere OD-Werte als beim Wildtyp

Wachstum und vermindertes Wachstum (Tab. 14; Abb. 11). Bei 27 Mutanten war
das Wachstumsverhalten nicht oder nur in geringem Malie beeintrachtigt.
Lediglich bei der Mutante 68_1 scheint die Mutation den Stoffwechsel so sehr zu
beeintrachtigen, dass das Wachstum massiv vermindert ist. Auch auf LB-

Festmedium wachst diese Mutante im Vergleich zum Wildtyp deutlich langsamer
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und bildet ganz kleine Einzelkolonien. Aus diesem Grund wurde 68 1 von
Infektionsversuchen ausgeschlossen, da eine Beurteilung des Adhasions- und
Invasionspotentials sowie der intrazelluléren Proliferationsfahigkeit aufgrund der
allgemeinen Wachstumsdefizite nicht moglich waére.

Die Stamme BF1, 69 1, 31 1 und 79 _1, die fruher als der Wildtyp die stationare
Phase erreichen, wurden in einem weiteren Versuch Uber die Dauer von 40
Stunden  angezogen.  Aufgrund ihrer ~ Mutation  konnten  diese
Transposoninsertionsmutanten das von Wildtyp ES5 besser verwertbare Substrat
nicht optimal verstoffwechseln. Solange dieses Substrat vorhanden ist, kénnen
Enzyme zum Abbau alternativer Substanzen nicht synthetisiert werden. Deshalb
werden erst nach Verbrauch des ersten Substrats alternative Quellen genutzt. Dies
wirde sich in einem zweiphasigen Wachstum (Diauxie) zeigen. Diauxie konnte
flir die getesteten Mutanten allerdings ausgeschlossen werden: Nach dem Eintritt
in die stationédre Phase konnte auch tber diesen langeren Zeitraum kein deutlicher
Anstieg der optischen Dichte beobachtet werden.

Eine besondere Eigenschaft lieR sich bei BF1 beobachten: Der Stamm bildet in
LB-Fliussigmedium volumindse weillliche Aggregate, die sich auch durch

Vortexen nicht auflésen lassen.
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Abb. 16: Wachstum von C. sakazakii ES5 und flinf Insertionsmutanten als Beispiel fir jedes
beobachtete Wachstumsverhalten in LB-Vollmedium (37°C, 10 h). Die dargestellten Mittelwerte
stammen aus dreifachen Ansétzen pro Stamm und aus zwei voneinander unabhangigen Versuchen.



IV. Ergebnisse 64

5. Untersuchung zur Pathogenitdt von C. sakazakii ES5-

Transposonmutanten

Die Kolonisationsfahigkeit von Wirtszellen der in dieser Arbeit untersuchten
Cronobacter-Mutanten wurde mit Hilfe des Gentamicinassays (Gentamicin
Protection Assay) in unterschiedlichen Zelllinien analysiert.

Die Fahigkeit eines Bakteriums in Wirtszellen einzudringen, dort zu Uberleben
und sich zu vermehren, ist ein entscheidender Pathogenitatsfaktor. Auch virulente
Cronobacter spp.-Stdmme sind zu Invasion und intrazellul&rer Proliferation in der
Lage. Mit Hilfe der Transposoninsertionsmutanten ist es moglich, zu untersuchen,
welche Gene, bzw. welche Proteine, fiir die sie kodieren, fur die Kolonisation von
Bedeutung sind. Da das Oberflachenprotein OmpA bekanntermalen einen Effekt
auf die Adhésion an und die Invasion in eukaryotische Zellen hat, wurde in dieser
Studie eine ompA-Deletionsmutante als Kontrolle fir Adh&sion und Invasion
attenuiertes Verhalten mituntersucht.

Die Infektionsversuche wurden in vitro mit drei unterschiedlichen Zelllinen
durchgefihrt: Caco-2-Zellen (Darmepithel), RAW-264.7 (Makrophagen) und
HBMEC (mikrovaskulare Hirnendothelzellen). Das VVorgehen ist der Pathogenese
von C. sakazakii im Menschen nachempfunden. Nach der oralen Infektion und der
primédren Lokalinfektion im Darm folgt eine systemische Infektion (ber die
Invasion in Makrophagen und schlieRlich das Uberschreiten der Blut-Hirn-
Schranke und die Infektion des Gehirns.

Die Infektion wurde mit Bakterien aus der log-Phase durchgefiihrt, da
vorangegangene Untersuchungen gezeigt haben, dass Bakterien aus dieser
Wachstumsphase am invasivsten sind (K. Schauer, mindliche Mitteilung). Aus
diesem Grund wurde die Ubernachtkultur (17 h) zweiprozentig inokuliert und
weitere zwei Stunden bei 37°C und 200 rpm inkubiert. In Vorversuchen wurde
ermittelt, wie viele koloniebildende Einheiten (CFU) sich spezifisch fir jeden
Stamm nach dieser zweistiindigen Inkubationszeit in der Kultur befinden. Mit
Hilfe dieses CFU-Wertes konnte die MOI (Multiplicity of Infection) berechnet
werden. Unter standardisierten Bedingungen wurden die eukaryotischen Zellen
mit je einem Stamm der Transposoninsertionsmutanten infiziert und zu
bestimmten Zeitpunkten (Adhdsion, Invasion und Proliferation) lysiert, um die
Bakterien zu reisolieren. Die Waschschritte mit Gentamicin-haltigem Medium ab

90 Minuten post infection toten noch extrazellular verbliebene Bakterien ab. In
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einem der Vorversuche wurde die bakterizide Wirkung von Gentamicin auf C.
sakazakii ES5 uberpruft: Fir langere Inkubation tber zwei Stunden sind 10 pg/ml
an Gentamicin ausreichend, um extrazellulare C. sakazakii abzutdten. Die
eukaryotischen Zellen wurden dabei nicht beeintréchtigt. Die intrazellulédren
Bakterien wurden nach Lyse der eukaryotischen Zellen auf Selektionsmedium
ausplattiert und nach der Bebrutung tber Nacht die CFU bestimmt. Diese wird
mit der Infektionsldsung verrechnet und ins prozentuale Verhaltnis zum Wildtyp
(Positivkontrolle) gesetzt. 100% steht somit fur die vom Wildtyp erreichten
Adhasions-, Invasions- und Proliferationswerte. Erreicht eine Mutante hohere
oder niedrigere Werte, ist dies ein Indiz auf den Einfluss des defekten Gens auf
die Kolonisationsfahigkeit der eukaryotischen Zellen durch C. sakazakii ES5.

Die drei in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien werden einzeln betrachtet, da das
Kolonisationsverhalten des Wildtyps C. sakazakii ES5 je nach Zelllinie variiert.
Die CFU-Durchschnittswerte je Zelllinie und Zeitpunkt (Adhésion, Invasion und
Proliferation) von C. sakazakii ES5 aus allen durchgefiihrten Versuchen zeigten
deutlich das spezifische Verhalten des Bakteriums in den unterschiedlichen
eukaryotischen Zellen (Abb. 17). Dabei féllt auf, dass die Werte zum Zeitpunkt
der Adhé&sion in der RAW264.7-Zelllinie hoher sind, als in den beiden anderen
Zelllinien. Das l&sst sich damit erkléren, dass es sich bei den RAW-264.7-Zellen
um Makrophagen handelt, die durch Phagozytose die Bakterien aktiv aufnehmen
kénnen. Nach dem Zeitpunkt der Invasion kommt es in keiner der drei Zelllinien
zu einem signifikanten Anstieg der CFU. Dies deutet auf eine Persistenz des

Bakteriums in seinen Wirtszellen hin.
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Abb. 17: Kolonisation der in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien durch C. sakazakii ES5.
Caco-2, humane  epitheliale  Dickdarmadenokarzinomzellen;  RAW-264.7,  murine
Makrophagenzellen; HBMEC, humane, mikrovaskulare Hirnendothelzellen.
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5.1. Untersuchung der Kolonisationsfahigkeit der Transposon-
mutanten bei Caco-2-Zellen
Caco-2-Zellen sind humane epitheliale Dickdarmadenokarzinom-Zellen, die an
klnstlichen Oberflachen adhérieren und haufig fir Infektionsversuche genutzt
werden. Der Darm ist in der Pathogenese von C. sakazakii als Ort der priméren
lokalen Infektion wichtig und wurde in dieser Arbeit durch die Caco-2-Zellen als
in vitro-Modell symbolisiert.
Bei der Adhé&sion an Caco-2-Zellen, die in Abbildung 18 dargestellt ist, waren
insbesondere folgende Mutanten auffallig: Die beiden Mutanten, deren Flagellen
briichig und verkurzt (BF5) bzw. nicht mehr vorhanden sind (BF13), sowie BF4-
Stamm, bei dem das Gen fur die O-Antigen-Ligase inaktiviert ist. Die Adhasion
von BF4 war im Vergleich zum Wildtyp um 87% vermindert, die von BF5 um
86% und von BF13 um 85,5%. BF2-Stamm, eine Flagellenmutante mit
elektronenmikroskopisch intakten Flagellen, adhériert dagegen wildtypisch. Um
70% oder mehr war die Adhasion folgender Mutanten vermindert: 2_1, 76 1,
31 1,79 1,38 1und67_1. Der Vergleich mit der ompA-Deletionsmutante zeigt,
dass bei diesen Stdammen der Effekt der Mutation auf die Adh&sion an Caco-2-
Zellen vergleichbar oder im Fall von BF5 und BF13 sogar starker ist, als das
Fehlen des OmpA-Proteins.
Besonders gut dagegen adhdrierten die Stimme BF8 (142%) und BF17 (134%).
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Abb. 18: Prozentuelle Darstellung des Adhéasionspotentials von Transposonmutanten im
Vergleich zu C. sakazakii ES5 an Caco-2-Zellen. Die rote Linie symbolisiert den Wildtypstamm.
Die ompA-Deletionsmutante dient als Positivkontrolle fur Adhésionsdefizienz. Die Daten
stammen aus mindestens zwei voneinander unabhé&ngigen Versuchen.
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Bei der Uberpriifung des Invasionsvermdgens wird die Attenuation der beiden
Flagellen-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp noch deutlicher (Abb.19): Die
Invasion betrug lediglich 0,4% (BF5) bzw. 0,5% (BF13) des Wildtyps. Ebenfalls
stark vermindert (um mehr als 70%) war die Invasion bei BF1 (13%), 31 1
(16%), 69_1 (25%), 67_1 (26,5%) und 89 1 (28%). Besonders invasiv waren
dagegen die Mutanten BF2 (139,5%), BF9 (199,5%) und 82_2 (179,5%).
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Abb. 19: Prozentuelle Darstellung des Invasionspotentials von Transposonmutanten im
Vergleich zu C. sakazakii ES5 in Caco-2-Zellen. Die rote Linie symbolisiert den Wildtypstamm.
Die ompA-Deletionsmutante dient als Positivkontrolle fir Adh&sionsdefizienz. Die Daten
stammen aus mindestens zwei voneinander unabhangigen Versuchen.

Die Lyse der eukaryotischen Zellen 7 h post infection ermdglicht eine
Evaluierung des intrazellularen Proliferationsvermégens der Bakterien. Um die
CFU-Werte diesbezuglich interpretieren zu kdnnen, missen sie ins Verhéltnis zu
den CFU-Werten zum Zeitpunkt der Invasion gesetzt werden, also die
Proliferationsrate bestimmt werden (Abb. 20). Die Aussagekraft des tatsdchlichen
CFU-Wertes/Well nach sieben Stunden ist deshalb unzureichend, da dieser
natdrlich in hohem Mafe davon abhangig ist, wie viele Bakterien Giberhaupt in der
Lage waren, in die eukaryotische Zelle einzudringen. Erst die Analyse, wie viele
Bakterien direkt nach der Invasionsphase in der Wirtszelle sind (Invasionswert)
und wie sich eben diese Anzahl uUber z.B. finf Stunden veréndert
(Proliferationsrate), kann eine Aussage Uber die intrazellulére Persistenz bzw.
Proliferation getroffen werden. Die Notwendigkeit zur Bestimmung dieser Rate

wird vor allem bei den attenuierten Transposoninsertionsmutanten sowie der
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ompA-Deletionsmutante  deutlich. Im Gegensatz zum Adhé&sions- und
Invasionsvermdgen zeigte sich namlich, dass die Proliferationsrate in der
Wirtszelle im Vergleich zum Wildtyp nur wenig oder gar nicht durch die
Mutation beeinflusst wurde oder wie bei den Stdammen BF5 und BF13 sogar
erhoht ist.

Zwei Drittel der untersuchten Mutanten wiesen im Vergleich zum Wildtyp
erhdhte Proliferationsraten auf. Die Stdmme BF4 und BF8 verhielten sich
wildtypisch und lediglich 82_2, BF17, BF12, BF5, BF1, BF9 und BF2 waren um
35 —60% im Vergleich zum Wildtyp in ihrer intrazellularen Proliferation in Caco-

2-Zellen vermindert.
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Abb.  20:  Prozentuelle  Darstellung der intrazellularen  Proliferation  von
Transposonmutanten im Vergleich zu C. sakazakii ES5 in Caco-2-Zellen. Die blaue Linie
symbolisiert den Wildtypstamm. Die OmpA-Deletionsmutante dient als Positivkontrolle fir
Adhasionsdefizienz. Die Daten stammen aus mindestens zwei voneinander unabhéngigen
Versuchen.

5.2. Untersuchung der Kolonisationsfahigkeit der Transposon-
mutanten in RAW-264.7-Zellen

RAW-264.7-Zellen sind murine Makrophagen, die als besonderes Merkmal an

Oberflachen adharieren und die sich durch diese Monolayer-Bildung besonders

fur in vitro Infektionsversuche eignen. In der Pathogenese von Cronobacter

sakazakii nehmen Makrophagen eine wichtige Stellung bezuglich der

systemischen Infektion ein. C. sakazakii kann intrazelluldr in den Makrophagen
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uberleben und nutzt sie, um sich im ganzen Korper auszubreiten und diverse
Organe zu befallen.

Im Gegensatz zu den beiden anderen in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien,
Caco-2 und HBMEC, nehmen die RAW-264.7-Zellen als Makrophagen
Bakterien, in diesem Fall C. sakazakii ES5, aktiv auf. AuRerdem sind sie mit ihren
phagozytaren Zell-Organellen speziell dafir ausgeristet, Fremdantigen zu
lysieren.

Beim Screening der Transposonmutanten in RAW-264.7-Zellen fiel besonders die
geringe Adhésion aller farblosen Mutanten auf (Abb. 21). Keine der Pigment-
Mutanten erreichte 50% des Wildtyp-Wertes. Die Adhdsion der Stamme 31 1
(7,5%) und 89_1 (9%) war sogar um mehr als 90% vermindert. Um weniger als
70% vermindert waren lediglich die der Stamme 39 1 (39,5%), 2.1 und 3_1
(beide 31,5%), 38 1 (39%) und 24_2 (35,5%). Auch die beiden Serum-Mutanten
MTP 51 _C4 und MTP 51_C6 adhérierten nur mit 18% bzw. 25% des Wildtyps.
Bei den Biofilmmutanten verhalten sich die Stdmme BF16, BF4 und BF12
wildtypisch, die Adhasion von BF2, BF8 und BF9 war um weniger als 40%
vermindert. Die Adhéasion der Flagellenmutanten BF5 und BF13 ist auch in den
RAW-264.7-Zellen mit 2,5% bzw. 4% stark reduziert.
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Abb. 21: Prozentuelle Darstellung des Adhé&sionspotentials von Transposonmutanten im
Vergleich zu C. sakazakii ES5 an RAW-264.7-Zellen. Die rote Linie symbolisiert den
Wildtypstamm. Die OmpA-Deletionsmutante dient als Positivkontrolle fiir Adhé&sionsdefizienz.
Die Daten stammen aus mindestens zwei voneinander unabhéngigen Versuchen.

Die untersuchten Pigmentmutanten waren nicht nur in der Adhasion reduziert, sie

waren auch deutlich weniger invasiv als der Wildtyp (Abb. 22). Keine der
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farblosen Mutanten erreichte auch nur die Halfte des Wildtyp-Wertes. Die 38_1-
Mutante war mit 45% des Wildtyp-Wertes die invasivste Pigmentmutante. Am
wenigsten invasiv und um mehr als 90% vermindert waren 69_1 (7,5%), 31 1
(2,3%) und 89 _1 (5,5%). Es fiel auf, dass sie sogar weniger effektiv in die RAW-
264.7-Zellen eindringen, als die attenuierte ompA-Deletionsmutante.

Die Serummutanten zeigten ebenfalls starke Defizienz in der Invasion: MTP
51_C4 war um 77% und MTP 51_C6 um 86,5% vermindert.

Bei den Biofilm-Mutanten verhielten sich BF9, BF16, BF4 und BF8 wildtypisch,
BF2 (86,5%), BF15 (52%), BF12 (68%) und BF17 (62,5%) waren mindestens
halb so invasiv wie der Wildtyp. Die Invasionsfahigkeit der aflagellaten Mutante
BF13 war auch in den RAW264.7-Zellen stark attenuiert (0,8%). Der BF5-Stamm
mit den kurzen, briichigen Flagellen, war dagegen mit 22,5% im Vergleich zum
Wildtyp deutlich invasiver als in Caco-2-Zellen. Der BF1-Stamm wiederum
schien mit 3,5% weniger gut in der Lage zu sein, die RAW-264.7 zu kolonisieren,

als Caco-2-Zellen.
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Abb. 22: Prozentuelle Darstellung des Invasionspotentials von Transposonmutanten im
Vergleich zu C. sakazakii ES5 in RAW-264.7-Zellen. Die rote Linie symbolisiert den
Wildtypstamm. Die OmpA-Deletionsmutante dient als Positivkontrolle fir Adhésionsdefizienz.
Die Daten stammen aus mindestens zwei voneinander unabhangigen Versuchen.

Die intrazelluldre Proliferationsrate als Wert fur die Persistenz bzw. die
Proliferation in den RAW-264.7-Zellen nach sieben Stunden post infection weicht
von dem Bild der Adhasions- und Invasionsfahigkeit ab (Abb. 23): Bei allen

Pigmentmutanten sowie bei den beiden Serummutanten waren héhere Titer in den
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eukaryotischen Zellen nachzuweisen, als beim Wildtyp (100%). Bei den
Biofilmmutanten war lediglich der Stamm BF4 mit 73,5% im Vergleich zum
Wildtyp vermindert. Die Stamme BF1, BF12, BF14 und BF5 erreichten wie die
Pigmentmutanten Proliferationsraten Uber 100%, alle anderen untersuchten
Biofilmmutanten verhielten sich wildtypsich.

Alle hier gescreenten Mutanten waren also fahig in den RAW-264.7-Zellen zu
persistieren und sogar zum Teil zu proliferieren. Sie scheinen damit in der Lage

zu sein, der Lyse durch die Makrophagenzellen zu entgehen.
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Abb.  23: Prozentuelle Darstellung der intrazellularen  Proliferation  von
Transposonmutanten im Vergleich zu C. sakazakii ES5 in RAW-264.7-Zellen. Die blaue Linie
symbolisiert den Wildtypstamm. Die OmpA-Deletionsmutante dient als Positivkontrolle fir
Adhasionsdefizienz. Die Daten stammen aus mindestens zwei voneinander unabhdngigen
Versuchen.

&Q

5.3. Untersuchung der Kolonisationsfahigkeit der Transposon-
mutanten in HBMEC-Zellen

HBMEC-Zellen sind humane, mikrovaskulare Hirnendothelzellen und dienen bei
in vitro Versuchen zur Simulation der Bluthirnschranke. Da Cronobacter
sakazakii ZNS-géangig ist und durch die von ihm hervorgerufene massive
Schéadigung im Gehirn klinisch zu Meningitis und geistiger Behinderung flhrt, ist
die Bluthirnschranke nach der Darmbarriere und der Sepsisfahigkeit der dritte
Punkt, der in der Pathogenese von besonderer Bedeutung ist.

In der Adhéasion an HBMEC-Zellen waren die Staimme BF2, BF8, BF12, BF17,
39 1,3 1,1 4 und MTP 51_C4 wildtypisch (Abb. 24). Zwei Pigmentmutanten,
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2_1 mit 178,5% und 69 1 mit 140,5%, zeigten im Vergleich zum Wildtyp eine
deutlich hohere Adh&sion an die HBMEC-Zellen. Bei der Mutante 69 1 wich
diese stark vom Adhasionsverhalten an Caco-2- und RAW-264.7-Zellen ab. Die
Flagellenmutanten BF5 und BF13 waren dagegen auch bei den
Hirnendothelzellen nur in geringem AusmaR in der Lage zu adharieren (12,5%
und 6,8%). Ebenso blieb die Serummutante MTP 51_C6 mit 12% weit hinter der
Adhésionsfahigkeit des Wildtyps zuriick. Weitere Mutante zeigten ein um mehr
als 50% im Vergleich zum Wildtyp vermindertes Adhdsionspotential: BF9, BF15,
BF14, BF16,31 1,79 1,38 1,24 2,67_1.
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Abb. 24: Prozentuelle Darstellung des Adhésionspotentials von Transposonmutanten im
Vergleich zu C. sakazakii ES5 an HBMEC-Zellen. Die rote Linie symbolisiert den
Wildtypstamm. Die OmpA-Deletionsmutante dient als Positivkontrolle fir Adhésionsdefizienz.
Die Daten stammen aus mindestens zwei voneinander unabhéngigen Versuchen.

Aufféllig bei den Invasionswerten der Mutanten war, dass bei den Stammen BF9,
BF15, BF14 und BF16 trotz des schlechten Adhasionsvermdgens die Invasion
wildtypisch oder im Vergleich zum Wildtyp sogar erhoht war (Abb. 25). Die
Mutanten 2_1 und 69 _1 erreichten im Gegensatz dazu trotz ihrer guten Adhésion
nur Invasionswerte von 68% bzw. 27% des Wildtyps.

Die Flagellenmutanten BF5 und BF13 waren attenuiert: im Vergleich zum
Wildtyp war ihre Invasion um fast 100% reduziert und damit deutlich niedriger
als die Invasionsfahigkeit der als Kontrolle dienende ompA-Deletionsmutante.
Auch die Mutanten BF1 (2%), 31 1 (4%) und 89_1 (8,5%) waren kaum dazu in
der Lage, in die HBMEC-Zellen einzudringen.
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Am hdochsten war der Invasionswert bei BF15 und BF17. Mit 171,5% bzw. 137%
waren sie deutlich invasiver als der Wildtyp. Die Mutanten BF8 und BF12
verhielten sich wie auch schon in der Adhé&sion wildtypisch.
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Abb. 25: Prozentuelle Darstellung des Invasionspotentials von Transposonmutanten im
Vergleich zu C. sakazakii ES5 in HBMEC-Zellen. Die rote Linie symbolisiert den
Wildtypstamm. Die OmpA-Deletionsmutante dient als Positivkontrolle fir Adhésionsdefizienz.
Die Daten stammen aus mindestens zwei voneinander unabhéngigen Versuchen.

Bei der Berechnung der intrazelluldren Proliferationsrate zur Uberpriifung der
Persistenz bzw. Proliferation in den HBMEC-Zellen 7 h post infection fiel auf,
dass im Gegensatz zu den anderen beiden Zelllinien doch einige Mutanten
schlechtere Proliferation aufwiesen als der Wildtyp (Abb. 26). Dazu zahlten die
Stamme BF2, BF9, BF14, BF16, BF1, BF4,2_1,69 1,31 _1 und 38_1. Um sogar
50% oder mehr im Vergleich zum Wildtyp vermindert war die Proliferationsrate
bei BF2 (50%), BF4 (23,9%) und 69_1 (44,2%). Erhoht ist die Proliferationsrate
im Vergleich zum Wildtyp dagegen bei allen anderen Mutanten (BF12, BF13,
822,39 1,76 1,3 1,79 1,1 4,89 1und?24 2).
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Abb.  26: Prozentuelle Darstellung der intrazellularen  Proliferation  von
Transposonmutanten im Vergleich zu C. sakazakii ES5 in HBMEC-Zellen. Die blaue Linie
symbolisiert den Wildtypstamm. Die OmpA-Deletionsmutante dient als Positivkontrolle fur
Adhasionsdefizienz. Die Daten stammen aus mindestens zwei voneinander unabhéngigen
Versuchen.

Betrachtet man die Ergebnisse aller drei Zelllinien, fallen zwei Mutanten
besonders auf: Die beiden Flagellen-Mutanten BF5 (kurze, briichige Flagellen)
und BF13 (aflagellat) sind kaum in der Lage, an die hier untersuchten
eukaryotischen Zellen zu adhérieren und sind in der Invasion attenuiert. lhre
Adhasions- und Invasionswerte waren dabei deutlich niedriger, als die der ompA-
Deletionsmutante, die als Referenz fiir Adh&sions- und Invasionsdefizienz
mituntersucht wurde.

Auch die Mutanten 31 1, 89 1 und BF1 zeigten eine stark verminderte Invasion
in allen drei Zelllinien. Diese drei Mutanten zeigten auch im Wachstum ein nicht-
wildtypisches Verhalten. Bei den Mutanten BF1 und 31_1 betrifft die Mutation
die Zellteilung bzw. die Energiegewinnung, also essentielle Mechanismen des
bakteriellen Stoffwechsels. Bei der Mutante 89 1 codiert das unterbrochene Gen
ESA_03563 fir ein hypothetisches Protein, das eine Rolle in der Reifung der 30S-
ribosomalen Untereinheit spielt.

Die O-Antigen-Ligase-Mutante BF4 war zwar bei der intrazelluldren

Proliferationsrate in Caco-2-Zellen fast wildtypisch, in RAW-264.7-Zellen war sie
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aber die einzige Mutante, die im Vergleich zum Wildtyp kaum persistiert bzw.
proliferiert, trotz gutem Adhasions- und Invasionsvermdgens. Auch in den
HBMEC-Zellen war die geringe Proliferationsrate auffallig.

Die Stamme BF8 und BF12 sind die beiden Mutanten, die sich, wenn man alle
Zelllinen zu jedem Zeitpunkt betrachtet, am ehesten wildtypischen verhalten. Die
Mutation beim BF12-Stamm betrifft die Cellulose-Synthase, beim BF8 das
Cytochrom-O-Ubiquitol-Oxidase Protein C.

Die beiden Serummutanten 51_C4 und 51_C6 sind ebenfalls auffallig, vor allem
in der RAW-264.7-Zelllinie.

Als Positivkontrolle diente in der Studie die Deletionmutante ESSAompA. Fir das
Oberflachenprotein OmpA ist der Einfluss auf die Adhé&sion und Invasion von
Cronobacter sakazakii an eukaryotische Zellen bekannt. Neben anderen, mehr
oder weniger gut identifizierten und charakterisierten Virulenzfaktoren, spielt
OmpA eine Rolle in der Fahigkeit von C. sakazakii in Wirtszellen einzudringen.
In allen drei hier untersuchten Zelllinien bestétigte sich dies in der verminderten
Adhasions- und Invasionfahigkeit der ompA-Deletionsmutante. Im Vergleich mit
den Transposoninsertionsmutanten fiel auf, dass insbesondere die Inaktivierung
von Genen, die fur die Flagellen-Funktion codieren (bei den Stammen BF5 und
BF13), einen noch groReren Effekt auf die Kolonisationsfahigkeit und somit die

Virulenz von C. sakazakii hat.
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6. Physiologische und biochemische Analyse der Flagellen
bei C. sakazakii ES5

6.1. Uberprifung der Motilitat von C. sakazakii ES5 und Flagellen-
Mutanten
Der Zusammenhang zwischen Virulenz und der Fahigkeit eines Bakteriums zur
Motilitat ist bereits bekannt und weit verbreitet. Da in dieser Arbeit unter anderem
Transposoninsertionsmutanten  untersucht ~ wurden,  bei  denen  die
Transposoninsertion in  Bereichen des Genoms stattfand, die fur die
Flagellensynthese und -regulation codieren, war es von besonderem Interesse zu
uberprufen, inwiefern diese Mutanten in ihrer Motilitat eingeschréankt sind und ob
dies auch im Zusammenhang mit einem geringeren Invasionspotential steht.
Hartmann et. al. konnten bereits mit elektronenmikroskopischen Aufnahmen die
individuelle Flagellenausstattung bei diesen Mutanten zeigen: Bei der BF2-
Mutante betrifft die Mutation das Flagellen-Protein FIh E, wirkt sich jedoch nicht
morphologisch auf die Flagellen aus. Die Flagellen sind wildtypisch peritrich
ausgebildet. Dagegen ist bei der BF5-Mutante die Synthese des Flagellenkappen-
Proteins FliD betroffen, wodurch die Flagellen kiirzer und brichig sind. Bei BF13
betrifft die Mutation das Flagellenprotein Flg J, das unter anderem bei Salmonella
und E. coli essentiell fur den Aufbau des Flagellums ist. Das Fehlen des Proteins
fuhrt bei der BF13-Mutante zum aflagellaten Phanotyp (Hartmann et al., 2010).
Zwar war in Flussigmedium lichtmikroskopisch die Motilitat von C. sakazakii
ES5 zu sehen, die flagellenvermittelte Fortbewegung wird aber beim Kontakt mit
festem Untergrund eingestellt. Daher zeigt der ES5-Stamm in den Motilitatsassays
im Gegensatz zu anderen C. sakazakii Stdmmen und C. turicensis keine Motilitat
(Hartmann et al., 2010).
Die Motilitat setzt sich zusammen aus Swimming und Swarming. Swimming ist
die aktive Fortbewegung der einzelnen Bakterien mit Hilfe von Flagellen und Pili
in Flussigkultur und kann im 0,3%igen Weichagar detektiert werden.
Swarming bezeichnet die gemeinsame Ausbreitung der Bakterien auf der
Oberflache (0,6%iger Agar). In dieser Arbeit wurden zwei wildtypisch begeilelte
Transposoninsertionsmutanten, ndmlich die Mutanten BF2 und BF4 (Mutation im
Gen fir die O-Antigen-Ligase) sowie die beiden Mutanten BF5 und BF13 mit
abweichender Flagellenstruktur sowohl auf Swarming als auch auf Swimming

gescreent.
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Alle vier getesteten Transposoninsertionsmutanten sowie der Wildtyp waren in
der Lage, sich auf der Oberfliche von 0,6%igem LB-Agar tber Swarming
auszubreiten (Abb. 27). Nach 24- bis 48- stlindiger Inkubation erreichten die

Stdmme einen Ausbreitungsdurchmesser zwischen 1,0 und 1,5 cm. Die Stdmme

BF5 und BF13 wiesen dabei das geringste Swarming-Potential auf.

Abb. 27: Swarming von C. sakazkaii ES5 und Transposoninsertionsmutanten auf 0,6%-LB-
Agar nach 48 h Inkubation bei 37°C.

Bei der Uberpriifung der Stamme auf die Fahigkeit zum Swimming, d.h. der
Fortbewegung im Weichagar (0,3%), die maligeblich durch die Flagellen
ermoglicht wird, wichen die Ergebnisse der dreifachen Ansétze stark voneinander
ab. Diese Varianz zeigte sich auch bei weiteren Wiederholungen des Versuchs.
Der Versuch wurde zunéchst parallel in runden Petrischalen durchgefihrt, die
jeweils nur mit einem Stamm inokuliert wurden, und in quadratischen
Petrischalen, auf denen in regelméaRigem Abstand neun Stdmme angeimpft
wurden. Wahrend sich in den runden Petrischalen die in der Literatur
beschriebene Amotilitdt bestétigte, zeigte vor allem die BF2-Mutante in
Kombination mit dem Wildtyp auf einer Platte nach Inkubation tber 12 Stunden
deutliches Swimming (Abb. 28).

Abb. 28: Wildtyp und BF2 im 0,3%igen LB-Weichagar in quadratischen und runden
Petrischalen nach 48 h Inkubation bei 37°C.
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Die Mehrfache Wiederholung des Versuchs ergab, dass vereinzelt sich auch in
den runden Petrischalen beim Wildtyp oder den Mutanten mit intakten Flagellen
nach mehr als 12-stundiger Inkubation eine unregelmafige Swimming-Zone
zeigte, in den allermeisten Fallen war hier aber nur Swarming zu beobachten. In
den quadratischen Petrischalen jedoch, in denen an neun Stellen angeimpft wurde,
zeigte BF2, aber auch BF4 und teils auch BF5, Motilitat durch Swimming.

Im néchsten Schritt wurde der Versuch modifiziert. Zum einen wurde 0,02%
Tween80 als Detergenz zur Minderung der Oberflachenspannung dem Medium
vor Giellen der 0,3%-Agar-Platten zugegeben und zum anderen wurde der
Uberstand einer C. sakazakii ES5-Kultur bei einer bestimmten optischen Dichte
(OD=600 nm) geerntet, steril filtriert und dem autoklavierten Agar nach dem
Abkuhlen auf 60°C zugegeben. Die Endkonzentration des Agars betrug auch hier
0,3%. In Vorversuchen wurde ermittelt, bei welcher optischen Dichte der C.
sakazakii ES5-Kultur sich der Uberstand auf das Swimming der BF2-Mutatne am
deutlichsten auswirkt (s. Abb. 29A). Der Uberstand wurde bei ODgy=0,5 / 0,6 /
0,8 / 1,0 geerntet und getestet. Da bei den Weichagarplatten mit Zusatz des
Uberstands der ODgy = 0,6 der Durchmesser der Motilititszone von BF2 am
groBten war, wurde in allen folgenden Motilityassays mit Zusatz von Uberstand
einer ES5-Kulter der ODggp=0,6 gearbeitet.
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Abb. 29: A Durchschnittlicher Durchmesser (in cm) der Motilitatszone von BF2 auf LB-
Weichagarplatten (0,3%) mit Zusatz von ES5-Uberstand einer bestimmten optischen Dichte
(ODggg) nach 18 h Inkubation bei 37°C. Die Daten stammen von mehrfachen Ansatzen aus zwei
voneinander unabhéngigen Versuchen. B Swimming von C. turicensis 3032 in LB-Weichagar
(0,3%) nach 9 h Inkubation, mit einer typischen Heiligenschein-artigen Motilitatszone.
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Es wurden ausschliel3lich runde Petrischalen verwendet, in denen jeweils nur ein
Stamm angeimpft wurde. Bei den Transposoninsertionsmutanten wurde
Kanamycin als Selektionsmarker zugesetzt, um die Moglichkeit einer spontanen
Rickmutation ausschlieBen zu kénnen. Zudem zeigte sich kein Unterschied, ob
die Weichagarplatten mit Bakterien aus der stationdren oder der logarithmischen
Wachstumsphase angeimpft wurden.

Sowohl bei den Ansatzen mit Zusatz von Tween80, als auch bei denen mit
Wildtyp-Uberstand, zeigte sich deutlich haufiger Swimming als ohne Zusatz. Das
Swimming fihrte allerdings nicht zu dem regelmaRigen Bild mit der typischen
Motilitatszone, wie zum Beispiel bei C. turicensis 3032 (Abb. 29B), sondern war
unregelmé&fig und setzte erst nach einer Inkubationszeit von mehr als 12 Stunden
ein. Erneut war eine grole Diskrepanz der Mehrfachansétze zu beobachten.
Aufgrund der Schwierigkeit, den jeweils beobachteten Phanotyp zu beschreiben,
sind die Aufnahmen einiger der durchgefiihrten Versuche in Abbildung 30-32
dargestellt.

Da es nicht gelungen ist, reproduzierbare Ergebnisse bezlglich des Swimmings
von Flagellenmutanten zu produzieren, liegt die Vermutung nahe, dass die
Flagellenbewegung unter bestimmten Bediungungen an- bzw. abgeschalten wird.
Dafur spricht auch, dass das bei C. sakazakii ES5 beobachtete Bild des Swimming
nicht regelmé&Big mit der typischen ,,Heiligenscheinbildung* ist, sondern sich die
Bakterien konfus in der Platte ausbreiten, haufig nierenformig auf nur einer Seite
der Animpfstelle.

Fakt ist, dass auch C. sakazakii ES5 prinzipiell zum Swimming in der Lage ist,
dies aber in der Regel in halbfesten Medien nicht zeigt. Erst nach Stimulierung
durch unbekannte Bestandteile des C. sakazakii ES5-Uberstands bzw. durch die
Herabsetzung der Oberflachenspannung, kommt es nach mehr als 12-stiindiger
Inkubation zu der typischen durch Flagellen und Pili vermittelten Fortbewegung
im Weichagar.
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Abb. 30: Swarming von C. sakazakii ES5 und Flagellenmutanten in 0,3%igen Weichagar
nach 48 h Inkubation bei 37°C.
Die Bilder stammen aus mindestens zwei voneinander unabhéngigen Versuchen.
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0,3%iger
Agar,
Tween80
(0,02%), 48 h
Inkubation

Abb. 31: Swarming von C. sakazakii ES5 und Flagellenmutanten in 0,3%igen Weichagar mit
Zusatz des Detergenz Tween80 (0,02%0) nach 48 h Inkubation bei 37°C.
Die Bilder stammen aus mindestens zwei voneinander unabhé&ngigen Versuchen.
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0,3%iger Agar, mit ES5-Uberstand, 48 h Inkubation

Abb. 32: Swarming von C. sakazakii ES5 und Flagellenmutanten in 0,3%igen Weichagar mit
Zusatz von Wildtypuberstand nach 48 h Inkubation bei 37°C.
Die Bilder stammen aus mindestens zwei voneinander unabhé&ngigen Versuchen.
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6.2. Uberprifung der pH-Wert-Anderung beim Wachstum in LB-
Flissigmedium mit Zusatz von Glucose

Da Flagellen nicht nur bei der Motilitat eines Bakteriums eine Rolle spielen,
sondern auch bei der Sekretion von Proteinen und dem Austausch von lonen,
wurden die unter 6.1 beschriebenen Transposoninsertionsmutanten, bei denen
durch Mutation die Flagellensynthese beeintréchtigt ist, weiterfiihrend auf die
Transportfunktion der Flagellen untersucht.

Fur andere Enterobacteriaceae, z.B. Salmonellen, ist teils bekannt, dass der
Austausch der H*-lonen unter anderem uber das Flagellen-Sekretionssystem
erfolgt (Hirano et al., 2009; Lee and Harshey, 2012). Da es bei C. sakazakii
diesbeziiglich noch keine Erkenntnisse gibt, wurde die Anderung des pH-Wertes
in  Flussigkultur Uberpruft (Abb. 33). Die Stdmme wurden hierfur in
Flussigmedium mit und ohne Glucose-Zusatz tber sechs Stunden inkubiert und

die Anderung des pH-Wertes bestimmit.
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Abb. 33: Zeitlicher Verlauf des pH-Werts in LB-Flussigkultur von C. sakazakii ES5 und
dessen Flagellenmutanten. Anzucht in LB-Medium (Mutanten: LB/Kan50) und bei 37°C, mit
und ohne Zusatz von Glucose.

In der Abbildung 33 ist der Unterschied zwischen der pH-Wert-Entwicklung in
den Ansdtzen mit Glucose im Vergleich zu denen ohne Glucose-Zusatz bei allen
Stammen deutlich zu sehen. War Glucose im Medium vorhanden, kam es zu
einem Absinken des pH-Wertes von ca. pH 7,3 auf pH 5,3. Stand dagegen keine
Glucose zur Verfligung, stieg der pH-Werts auf ca. pH 7,6. an. Wére das
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Flagellensekretionssystem bei C. sakazakii ES5 an dem Austausch der H*-lonen
beteiligt, wére bei der Entwicklung des pH-Wertes in der glucosehaltigen
Flussigkultur ein Unterschied zwischen dem Wildtyp und der aflagellaten
Mutante zu erwarten. Da der pH-Wert beim Wildtyp wund den
Transposoninsertionsmutanten  nicht  voneinander abwich, scheint das
Flagellensekretionssystem bei C. sakazakii ES5 nicht an dem Austausch von H*-
lonen beteiligt zu sein.

Flagellen als hoch komplexe, multipel regulierte Filamente, die bei diversen
bakteriellen VVorgangen eine Rolle spielen, sind auch bei C. sakazakii von groler
Bedeutung und missen auf ihre Funktionalitdt und Regulation weiter untersucht

werden.
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7. Identifizierung von metabolisierbaren Kohlenstoffquellen

Die Virulenz eines Bakteriums ist auch von seiner Fahigkeit zur Bereitstellung
von Energie abhangig, da ausreichend Energie zum einen Voraussetzung fir die
erfolgreiche Proliferation im Wirt ist und zum anderen fur die Motilitat sowie die
Sezernierung von verschiedenen Faktoren, unter anderem auch Virulenzfaktoren.
Deshalb ist die Frage, welche Kohlenstoffquellen (C-Quellen) von Cronobacter
sakazakii ES5 metabolisiert werden kénnen auch im Hinblick auf die Pathogenitat
interessant.  Insbesondere insofern, als bestimmte Mutanten von dem
Metabolisierungsmuster des Wildtyps abweichen oder es Unterschiede zwischen
den Cronobacter-Spezies oder einzelnen Serotypen gibt.

In dieser Arbeit wurden hinsichtlich der Nutzung von 86 verschiedenen C-Quellen
neben dem ES5 Wildtyp alle 28 Transposoninsertionsmutanten untersucht und
zusétzlich weitere ausgewdhlte Isolate der Spezies C. sakazakii und C. turicensis
sowie ein anderer Vertreter der Familie Enterobacteriaceae Salmonella enterica
sv. Typhimurium. Die Stamme wurden Uber Nacht in LB-Medium bei 37°C
angezogen und nach Waschen mit PBS zur Entfernung von Medium- und
Stoffwechselresten mit ODgp=0,3 in Reaktionsmedium ohne Kohlenhydratquelle
angeimpft. Die einzelnen C-Quellen wurden separat in der Konzentration von
0,05 M zugegeben. Die Verwertung der eingesetzten Substrate lasst sich dadurch
detektieren, dass die bei einer Metabolisierung entstehende respiratorische
Aktivitdt den im Reaktionsmedium enthaltenen farblosen Redoxfarbstoff
Tetrazoliumviolet irreversibel zu dunkelblauem Formazan reduziert, was sich
colorimetrisch messen lasst. In Vorversuchen wurde auch die Anzucht auf LB-
Festmedium sowie auf Blutagar getestet, wobei sich aber LB-Flussigmedium in
diesem Fall als das am besten zur Anzucht geeignete Medium erwies. Auflerdem
wurde neben dem hier genutzten Reaktionsmedium (Kroger and Fuchs, 2009)
auch das Reaktionsmedium nach Zusammensetzung von BIOLOG (Bochner,
2003; Bochner et al., 2001) getestet, das sich aber als weniger selektiv erwies. Um
die optimale Bakteriendichte zu ermitteln, wurde die Bakterienkultur ebenfalls mit
ODg00=0,1/ 0,3/ 0,4 und 0,5 im Reaktionsmedium angeimpft. Die Ergebnisse mit
ODg00=0,3 lieferten am besten reproduzierbar Daten.

Die Bestimmung der Stoffwechselaktivitat wurde in jeweils 100 ul Ansétzen in

Mikrotiter-Platten (96-Well-Format) durchgeftiihrt. Sowohl nach 24-stiindiger wie
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auch nach 48-stundiger Inkubation bei 37°C wurde die Extension bei A=620 nm

im Tecan Reader gemessen (Abb. 34).
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Abb. 34: Metabolisierungsmuster von verwertbaren Kohlenstoffquellen durch C. sakazakii ES5
(A), ES5::Tn5-Mutante 31_1 (B) und C. sakazakii MHI 977 (C).

7.1. Vergleich der Stoffwechselaktivitat bei Cronobacter spp.-Stammen
Die Verwertung von verschiedenen Substraten variiert von Bakterienspezies zu
Bakterienspezies, kann aber auch innerhalb einer Spezies abweichen. Aus diesem
Grund wurde neben dem Metabolisierungsmuster der
Transposoninsertionsmutanten auch die Verwertung der Carbon-Quellen bei
folgenden Stdmmen untersucht: Vier C. sakazakii-Isolate, ndmlich C. sakazakii
BAA-894 (Serotyp O1) (Kucerova et al., 2010), C. sakazakii CDC 0996-77
(Serotyp O1) (Mullane et al., 2008) und C. sakazakii NCTC 8155 (Serotyp 02),
sowie C. sakazakii ATCC 29544 (Serotyp O1) (lversen et al., 2007). AulRerdem
zwei Cronobacter turicensis-Stamme: namlich C. turicensis 3032 (Serotyp O1)
(Stephan et al., 2011) und C. turicensis E609 (Serotyp O3) und S. Typhimurium
ST4/74 (Richardson et al., 2011) als zusatzlicher Vertreter der Familie der
Enterobacteriaceae. Aufgrund der Ubersichtlichkeit wurde in den Abbildungen C.
sakazakii als Csa und C. turicensis als Ctu abgekiirzt.

Der Vergleich der in dieser Arbeit untersuchten Cronobacter-Stdimme mit S.
Typhimurium ST4/74 ergab einige interessante Unterschiede hinsichtlich der
Nutzung bestimmter Kohlenstoffquellen (Tab. 15, Abb. 35). Gruppiert man die
getesteten C-Quellen nach ihrem Vorkommen, so fallt auf, dass alle
Kohlenstoffquellen, die von Cronobacter genutzt werden kénnen, allerdings nicht
von S. Typhimurium ST4/74, in der Umwelt oder in Lebensmitteln vorkommen.
Die Substrate dagegen, die von S. Typhimurium ST4/74 gut metabolisiert werden,
aber nicht von Cronobacter spp., sind nicht umweltassoziiert. Als besonders
interessant fiel dabei D-Glucose-6-Phosphat auf. D-Glucose-6-Phosphat ist eine
wichtige intrazelluldre C-Quelle, da Glucose in der Zelle als Phosphat vorliegt

und bei vielen pathogenen Spezies wie L. monozytogenes und S. Typhimurium fir
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die intrazellulére Proliferation essentiell ist. Die Verstoffwechselung ist jedoch bei
vielen Pathogenen davon abhéngig, ob sie sich intra- oder extrazellular befinden,

sie unterliegt also einer spezifischen Regulation.

Tab. 15: Vergleich des Metabolisierungsmuster von C. sakazakii und S. Typhimurium.
Dargestellt sind C-Quellen, die von den beiden Spezies unterschiedlich verstoffwechselt werden.
In der linken Spalte sind diejenigen Substanzen, die zwar von C. sakazakii metabolisiert werden,
jedoch nicht von S. Typhimurium. In der rechten Spalte, diejenigen, die von C. sakazakii nicht
genutzt werden kdnnen, dagegen aber von S. Typhimurium.

Cronobacter spp. + Cronobacter spp. —

S. Typhimurium ST4/74 - S. Typhimurium ST4/74 +
a-Methyl-D-Glucosid D-Glucose-6-Phosphat
Arbutin L-Asparagin
D-Cellobiose L-Fucose
D-Galacturonséure Schleimsdure (nach 48h)
D-Raffinose

D-Xylose

Gentiobiose

Lactose

Salicin

Sucrose

Der Vergleich aller Isolate ergab folgende Unterschiede (Abb. 35): a-D-Lactose
als wichtiger Bestandteil der Milch kann von S. Typhimurium ST4/74 gar nicht
metabolisert werden, von C. sakazakii 977 und ATCC 29544 sehr gut und von
den restlichen Cronobacter-Isolaten erst nach 48 Stunden. Bei Zitronensdure ist
die Metabolisierung durch C. turicensis E609 geringer als bei allen anderen
Stammen. D-Arabinose kann nur vom lIsolat C. sakazakii NCTC 8155 gut
verstoffwechselt werden, bei C. sakazakii BAA-894 ist nur eine geringe
Metabolisierung zu beobachten, alle anderen Stdmme sind negativ. D-Sorbitol
wird von S. Typhimurium ST4/74 abgebaut, von C. turicensis E609 nach 48
Stunden und von den anderen Stdmmen gar nicht. Auch bei den Aminoséauren
waren Unterschiede erkennbar. Die neutrale Aminoséure D-Alanin wird von C.
turicensis 3032 nicht metabolisiert, von C. sakazakii ES5, CDC 0996-77 und
ATCC 29544 nur teilweise und von allen Ubrigen getesteten Stammen gut. Bei
den sauren Aminosduren L-Asparagin und L-Asparaginsaure ist S. Typhimurium
ST4/74 zur Metabolisierung in der Lage, C. turicensis kann die Asparaginsdure
gar nicht verwerten. Bei allen anderen Stdmmen ist Verstoffwechselung gering bis
méaliig. L-Isoleucin wird von S. Typhimurium ST4/74 nicht abgebaut, die

restlichen Isolate metabolisieren die neutrale Aminoséure, teils jedoch erst nach
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48 Stunden oder nur in geringem AusmafB. L-Valin, ebenfalls eine neutrale
Aminsosaure, und L-Histidin, eine heterozyklische Aminoséure, werden wie L-
Asparginsaure von S. Typhimurium ST4/74 und den C. sakazakii-Stammen BAA-
894 und NCTC 8155 gut verstoffwechselt. Auch C. sakazakii ATCC 29544 und
C. turicensis 3032 sind zur Umsetztung in der Lage. Lediglich C. sakazakii CDC
0996-77 ist  diesbezlglich  negativ.  M-Inositol, das auch  zur
Speziescharakterisierung herangezogen wird, wird von C. sakazakii BAA-894 und
S. Typhimurium ST4/74 gar nicht metabolisiert, von den C. sakazakii-Stammen
ES5, ATCC 29544, NCTC 8155 sowie C. turicensis 3032 und E609 dagegen sehr
gut. Bei C. sakazakii CDC 0996-77 ist die Umsetzung schwach.

Die eingefligten Mutationen in den 28 untersuchten Transposonmutanten scheinen
kaum Einfluss auf die Nutzung von C-Quellen auBerhalb der Wirtszelle zu haben.
Sowohl bei den C-Substraten, die in Lebensmittel vorkommen, als auch bei
Substraten aus der Umwelt gab es nur minimale Abweichungen. Bei den
Kohlenstoffverbindungen, die im Wirt vorkommen, d.h. bei den am allgemeinen
Metabolismus beteiligten Zuckern und vor allem bei den Aminosduren, gab es
zum Teil erhebliche Unterschiede. Besonders bei einzelnen Pigmentmutanten, wie
31 1,68 1,69 1,79 1, sowie bei den Flagellenmutanten BF5 und BF13, und der
Serummutante MTP 51 C4. Im Folgenden werden die Gruppen separat
besprochen.
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Csa Es5 %5925_370 CSZ?SCSTC Csa BAABY4 nggélfc CtuE609 | Ctu3032 ST47/4

_ | D-Alanin 0,029 0,111 0,299 0,247 0,102 0,582 0,031 0,398
€| L-Asparagin 0138 0,232 0,389 0175 0,000 0075 0,000 0,571
F| L-asparaginsaure 0,000 0173 0,107 0322 0,018 0,016 0,013 0,447
£ Loristioin 0,187 0,000 0,358 0,276 0,180 0,132 0,187 0,437
< | L-soleucin 0,138 0,000 0,401 0,140 0,230 0,137 0,143 0,026
L-Valin 0,140 0,000 0,424 0,292 0,130 0,140 0,141 0,222
" 2 D-Glucose-6-Phosphat 0,000 0,014 0,000 0,000 0,000 0,055 0,000 0,750
5 8| L-Fucose 0,000 0,001 0,000 0,009 0,000 0,000 0,000 0,539
@ 3| zironensaure 0,459 0,286 0,489 0,357 0,449 0,227 0,381 0,654
2 | a-D-Lactose 0,417 0518 0,747 0,919 0,630 0,788 0,133 0,000
E | p-sorbitol 0,000 0,002 0,085 0,009 0,009 0078 0,000 0,732
& | Lactose 0,491 0,527 0,798 0,995 0,609 1,367 0,134 0,000
5 | schieimsaure 0,008 0,005 0,000 0,000 0,015 0,000 0,000 0,897
D-Raffinose 0,732 0,597 0,744 0877 0,667 0977 0,841 0,000
Sucrose 0,699 0,589 0,686 0,848 0,607 0,858 0721 0,000
a-Methyl-D-Glucosid 0412 0,408 0576 0,756 0,060 0,755 0177 0,000
Arbutin 0,488 0,501 0,427 0,639 0,427 0673 0,463 0,000
| D-Arabinose 0,022 0,000 0,235 0,137 0,043 0,048 0,000 0,000
2| D-cellobiose 0,730 0,621 0,690 0814 0,600 0,989 0,721 0,000
5| b-calacturonsaure 0523 0,418 0,620 0,703 0,439 0,800 0,541 0,000
D-Xylose 0532 0316 0514 0612 0,440 0,860 0,461 0,000
Gentiobiose 0,757 0623 0,699 0,791 0,723 1,065 0,869 0,000
Salicin 0,590 0517 0,643 0,720 0,520 0,864 0,538 0,041
A
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Abb. 35: Metabolisierung von C-Quellen durch C. sakzazakii, C. turicensis und als Vergleich
einem S. Typhimurium-Isolat. A Extensionswerte der colorimetrischen Messung bei 620 nm
(Mittelwert aus mindestens 2 unabhéngigen Versuchen) B Die Gesamtstoffwechselaktivitat jedes
Stammes bei den hier aufgefiihrten C-Quellen wurde auf 100% gesetzt und die einzelnen Substrate
anteilig dargestellt.
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7.2. Charakterisierung des Kohlenstoffmetabolismus bei C. sakazakii
ES5-Transposoninsertionsmutanten

Das Screening der 28 Transposoninsertionsmutanten beziglich  ihres
Metabolismus von den hier untersuchten Kohlenstoffquellen wurde zum einen auf
Auffalligkeit innerhalb der Mutanten und zum anderen auf Unterschiede zum C.
sakakzakii ES5 Wildtyp hin uberpruft. Bei einem Teil der eingesetzten Substrate
wich keine der getesteten Transposoninsertionsmutanten vom Wildtyp ab (Tab.
16). Bei manchen Kohlenstoffquellen waren selbst die Ergebnisse des Wildtyps
nicht eindeutig und variierten von Versuch zu Versuch, z.B. bei L-Histidin,
Leucin, Valin, D-Alanin und Apfelsaure. Andere Substrate konnten erst nach 48h
vollstéandig verstoffwechselt werden, z.B. a-D-Lactose, Lactulose, Turanose und
Tween 80. Die Extinktionswerte aller Substrate sind im Anhang in den Tabellen
19-24 im Anhang aufgefihrt.

Tab. 16: C-Quellen, bei deren Verstoffwechselung sich alle in dieser Arbeit untersuchten
Transposoninsertionsmutanten wildtypisch verhalten.

Metabolisierbar

Nicht metabolisierbar

Adenosin

a-D-Glucose
D-Cellobiose
D-Fructose

D-Galactose
D-Glucosamin
D-Mannitol

D-Melibiose
D-Raffinose
D-Trehalose
Gentiobiose (erst nach 48h)
Glycerol

Inosin

L-Arabinose

Maltose

Maltotriose
N-Acetyl-D-Glucosamin
N-Acetyl-#-Mannosamin
Isomaltulose

Sucrose

Uridin
y-Amino-Buttersaure
Zitronensaure

Adonitol
D-Arabinose
Dulcitol
D-Maleinsaure
D-Sorbitol
Kreatin
L-Arabitol (nur teilweise getestet)
L-Fucose
L-Lysin
L-Methionin
L-Phenylalanin

Zur Ubersichtlichkeit wurden die 86 getesteten C-Quellen anhand ihres

Vorkommens beziehungsweise ihrer Funktion in vier Gruppen eingeordnet, um so
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die Auswertung zu erleichtern: Die Gruppe der Aminosauren, Zwischenprodukte
des intermediaren Stoffwechsels als C-Quellen und schlieBlich C-Quellen, die in
der Umwelt vorkommen, unterteilt in Substrate primédr aus Lebensmittel und
Substrate aus der natlrlichen Umgebung, wie Pflanzen oder Erdboden. Einige
Substrate sind auf Grund des Vorkommens in verschiedenen Bereichen in zwei

Gruppen vertreten.

7.2.1.  Aminosauren als Kohlenstoffquelle

Besonders interessant war das Metabolisierungsmuster bei den Aminoséuren. Die
Mutanten wichen hier teils deutlich vom Wildtyp ab. Vor allem die
Transposoninsertionsmutanten mit Mutation im Bereich des Energiestoffwechsels
zeigten deutliche Unterschiede (Abb. 36).

Bei allen gescreenten Mutanten fiel in erster Linie die Variabilitat bei der
Metabolisierung von L-Asparagin und L-Asparaginséure auf. Bei Asparaginséure
vor allem im Vergleich zum Wildtyp, der diese Aminoséure gar nicht
verstoffwechselt. L-Glutamin und L-Glutamat, wie L-Aspargin und L-
Asparginsaure, saure Aminosauren, wurden dagegen vom Wildtyp metabolisiert.
Die meisten Transposoninsertionsmutanten waren dazu ebenfalls in der Lage. L-
Glutamat konnte lediglich von dem Stamm 68_1 fast gar nicht als C-Quelle
genutzt werden, gering war die Verstoffwechslung auch durch die Mutanten 31 1,
69 1und 79_1.

Relativ starke Unterschiede zwischen den Stdmmen konnten auch bei der
neutralen Aminosdure D-Alanin und der heterozyklischen Aminosdure L-Histidin
festgestellt werden. D-Alanin wurde vom Wildtyp nur in geringem Mal}
verstoffwechselt, die Transposoninsertionsmutanten waren dazu aber fast alle in
der Lage. Lediglich die BF5-Mutante nutzte die Aminosdure gar nicht als C-
Quelle. L-Histidin wurde dagegen zwar vom Wildtyp teilweise metabolisiert, die
Stdmme BF5, BF8, BF13, 51 C4 sowie 21,31 1, 67_1, 69 1 und 79_1 waren
dazu aber gar nicht oder nur in geringem Ausmal? in der Lage.

Bei der Serummutante 51 C4 war die Metabolisierung der neutralen
Aminoséuren L-Serin und L-Threonin gering und wie einige der Biofilmmutanten
konnte sie L-Valin nicht nutzen. L-Threonin wurde von den Stammen 31_1, 69 1
und 79_1 gar nicht verstoffwechselt.

Die nicht-proteinogene Aminoséaure L-Ornithin konnte vom Wildtyp und den

meisten Mutanten nicht als C-Quelle genutzt werden. Lediglich die Stdamme 31_1
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verstoffwechselte L-Ornithin gut - BF14, 51 C6, 3 1, 67 1, 76 1 und 79 1
waren nach 48 Stunden in geringem MaR dazu in der Lage.
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Abb. 36: Metabolisierung von Aminosauren durch C. sakazakii ES5 (WT) sowie durch die
untersuchten A Biofilm- und Serummutanten und B Pigmentmutanten. Die Gesamtheit der
Aminosauren-Stoffwechselaktivitat jedes Stammes wurde gleich 100% gesetzt und die einzelnen
Aminosduren anteilig dargestellt.
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7.2.2.  Zwischenprodukte des intermedidaren  Stoffwechsels  als
Kohlenstoffquelle
Die Nutzung von Kohlenstoffverbindungen, die in Stoffwechselvorgédngen im
Korper entstehen und eine Rolle spielen, ist hinsichtlich der Virulenz eines
Bakteriums interessant. Jene Substrate stehen den Mikroorganismen im Wirt zur
Verfligung, die Fahigkeit diese C-Quellen zur Energiegewinnung nutzen zu
konnen, ist somit essentiell flr die Persistenz und die Vermehrung der Bakterien
im Wirt. In Abbildung 35 A zum Beispiel, ist zu erkennen, dass S. Typhimurium
im Gegensatz zu Cronobacter spp. in der Lage ist, die Substrate L-Fucose und
Glucose-6-Phosphat umzusetzen und somit diese als intrazelluldre Energiequellen
zu nutzen. Das Metabolisierungsmuster von C. sakazakii ES5 und von seinen hier
untersuchten Mutanten ist in Abbildung 37 dargestellt.
Das Screening der Mutanten ergab bei einzelnen im Metabolismus
vorkommenden C-Quellen Unterschiede im Vergleich zum ES5-Wildtyp:
2‘Desoxythymidin wurde vom Wildtyp und den meisten
Transposoninsertionsmutanten als Substrat verwendet. Bei den Mutanten 68 1,
69 1, BF1 und BF15 war dies vermindert. Die Oxalsdure wurde in der Regel in
geringem Malke verstoffwechselt, nicht genutzt werden konnte das Substrat
allerdings von den Stammen MTP 51 C4, 69 1 und 79_1 und nur schlecht von
31 1, BF2, BF5, BF13 und 68_1. Monomethylsuccinat wurde vom Wildtyp, BF5-
und BF13-Mutanten nicht metabolisiert. Die Stdamme BF17, 51 _C4, 51 C6, 1 4,
381, 311, 671 und vor allem 24 2, 2 1 und 79 1 Kkonnten diese
Kohlenstoffquelle gut nutzen. Methylpyruvat wurde vom Wildtyp und den
meisten Mutanten gut verstoffwechselt. Bei den Mutanten 51_C4 und 31_1 war
die Umsetzung vermindert. Die Fumarsdaure konnte vom Wildtyp und fast allen
Mutanten teilweise, meist erst nach 48 Stunden, umgesetzt werden. Bei den BF2-
und BF5-Stdmmen war die Metabolisierung aber sehr gering. Lediglich die BF12-
Mutante zeigte gar keine Stoffwechselaktivitdt mit Fumarsaure als C-Quelle. Die
y-Aminobuttersdure konnte von den Mutanten BF5, BF13, BF8 sowie von 79 1
und 89 1 weniger gut metabolisiert werden als vom Wildtyp und den restlichen
Mutanten (Abb. 37).
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Abb. 37: Metabolisierung von Stoffwechselzwischenprodukten als C-Quellen durch C.
sakazakii ES5 (WT) sowie durch die untersuchten A Biofilm- und Serummutanten und B
Pigmentmutanten. Die Gesamtheit der Aminosauren-Stoffwechselaktivitat jedes Stammes wurde
gleich 100% gesetzt und die einzelnen Aminosduren anteilig dargestellt.
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7.2.3. Lebensmittel und Lebensmittelzusatze als Kohlenstoffquelle

Da die Infektion mit Cronobacter spp. in der Regel liber die orale Aufnahme von
kontaminierten Lebensmitteln stattfindet, ist es interessant, welche in
Lebensmittel vorkommenden C-Quellen von dem Bakterium als Energiequellen
genutzt werden koénnen (Abb. 38). Von den gescreenten Substraten waren
lediglich Essigsaure, Kreatin, D-Apfelsaure, L-Arabitol und Schleimsaure vom
Wildtyp nicht verstoffwechselt worden. Einige Kohlenstoffquellen, z.B. Turanose,
Tween80, Lactose und Lactulose wurden erst nach 48 Stunden umgesetzt.
Unterschiede zwischen den Transposoninsertionsmutanten und dem Wildtyp gab
es bei folgenden C-Quellen:

Turanose konnte von der 68 1-Mutante gar nicht verstoffwechselt werden und
von den Stammen 69 1 und 31_1 nur teilweise. Die Mutanten BF15, 51_C6 und
76_1 waren dagegen schon nach 24 Stunden zur Umsetzung in der Lage. Tween
20 wurde vom Wildtyp und von einigen Mutanten in geringem MaR als
Energiequelle genutzt, nicht aber von den Stammen BF1, BF5, BF8, BF9, BF16,
51 C4,3.1,31.1,68 1,69 1und 79 _1. Tween 80 konnte dagegen von allen
Stammen metabolisiert werden. Putrescin wurde prinzipiell verstoffwechselt, von
den Mutanten BF1, BF5, BF8 und BF13 sowie von 51 C4, 79 1 allerdings nur
teilweise. Die Stamme 69 1 und 89 1 sind erst nach 48 Stunden zu einer
partiellen Umsetzung von Putrescin in der Lage. Bei Pektin variierte das Ausmaf
der Umsetzung. Lactulose wurde in der Regel erst nach 48 Stunden metabolisiert.
Bei der 2_1-Mutante war die Verstoffwechselung nach 24 Stunden abgeschlossen.
Bei den Stdmmen BF5, BF13 und 69 1 wurde nur ein Teil des Substrats
verstoffwechselt und BF1, 31_1 und 68_1 setzten es gar nicht um. Die Lactose als
wichtiger Bestandteil der Milch, ist bei C. sakazakii von besonderem Interesse.
Normalerweise war das Substrat nach 48 Stunden vollstandig metabolisiert. Bei
den Stdmmen BF5, 2_1 und 3_1 wurde allerdings nur ein geringer Teil umgesetzt.
Bei a-D-Lactose war die Nutzung zusétzlich auch bei den Mutanten BF2, BF13
und BF8 reduziert (Abb. 38).
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Abb. 38: Metabolisierung von in Lebensmittel enthaltenen C-Quellen durch C. sakazakii ES5
(WT) sowie durch die untersuchten A Biofilm- und Serummutanten und B Pigmentmutanten. Die
Gesamtheit der Stoffwechselaktivitét jedes Stammes wurde gleich 100% gesetzt und die einzelnen
Kohlenhydratquellen anteilig dargestellt.
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7.2.4.  Vorwiegend umweltassoziierte Substrate als Kohlenstoffquelle

Fast alle in der Umwelt vorkommenden C-Quellen, die in dieser Arbeit untersucht
wurden, konnten von den ubiquitar vorkommenden Cronobacter spp. umgesetzt
werden. Lediglich  Adonitol, Amygdalin, D-Arabinose, Dulcitol und
Ameisensdure konnten vom ES5 Wildtyp nicht metabolisiert werden. Die
Ameisensédure wurde allerdings in geringem Malle von einigen Mutanten
verstoffwechsel: BF1, 51_C4, und 2_1 waren dazu in der Lage und teilweise auch
die Stamme BF8, BF13, BF16 und 79_1. Bei dem a-Methyl-D-Glucosid, das erst
nach 48 Stunden verstoffwechselt wurde, war BF2 als einzige
Transposoninsertionsmutante nicht in der Lage, das Substrat zu metabolisieren.
Ansonsten  konnten  keine deutlichen  Abweichungen zwischen den
Transposoninsertionsmutanten und dem Wildtyp beobachtet werden (Abb. 39).
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Abb. 39: Metabolisierung von in der Umwelt vorkommenden C-Quellen durch C. sakazakii
ES5 (WT) sowie durch die untersuchten A Biofilm- und Serummutanten und B Pigmentmutanten.
Die Gesamtheit der Stoffwechselaktivitat jedes Stammes wurde gleich 100% gesetzt und die
einzelnen Kohlenhydratquellen anteilig dargestelit.
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V. DISKUSSION

1. Identifizierung von potentiellen Virulenzfaktoren

Um potentielle Virulenzfaktoren von C. sakazakii zu erkennen und naher zu
charakterisieren wurden in dieser Arbeit Transposoninsertionsmutanten ES5::Tn5
des klinischen Isolats C. sakazakii ES5 in Zellkultursystemen und dartiber hinaus
untersucht. Die untersuchten Transposoninsertionsmutanten des C. sakazakii ES5-
Stammes stammen aus einer Tansposonmutantenbank des Instituts fur
Lebensmittelsicherheit und -hygiene der Universitat Zirich. Die ausgewahlten
Stdmme sind aus drei Bereichen: Zum einen handelt es sich um Mutanten, bei
denen die Mutation zu einer quantitativen oder qualitativen Anderung der
Biofilmbildung fuhrt, die von Hartmann et al. in Biofilm-Mikrotiter-Assays
getestet wurden (Hartmann et al., 2010). Diese Mutanten sind in dieser Arbeit als
Biofilmmutanten  bezeichnet. Die  zweite groe  Gruppe, genannt
Pigmentmutanten, stammen aus einem Pool von Mutanten, bei denen die
Transposoninsertion zu einer Veranderung des fir C. sakazakii ES5 typischen
gelben Pigments flhrt. Sie wurden von Johler et al. anhand ihrer weil3en
Koloniefarbung ausgewéhlt (Johler et al., 2010). Zu der dritten Gruppe gehdren
zwei Mutanten aus einer Serum-Resistenz-Studie, bei denen das Uberleben in
50%-igem humanen Serum (HPS=human pooled serum; Serumsensitivitatstest)
nach 120 Minuten im Vergleich zum Wildtyp vermindert war (Schwizer et al.,
2013). Zur weiteren Klassifizierung wurden die 28 ausgewéhlten Mutanten auf
Basis der Annotation der Proteinfunktion in orthologe Gruppen (COG)
eingeordnet.

Es wurden Stamme aus mdglichst unterschiedlichen Gruppen untersucht, um viele
verschiedene potentielle Virulenzkomponenten abzudecken. Die Mutationen
betreffen dabei die Bereiche der Energieproduktion und -umwandlung, des
Metabolismus, der Carotinoid-Biosynthese, der Zellwandsynthese und
Zellmembranbestandteile sowie die Bereiche der Motilitat, der Zellteilung, des
Zellzyklus und der Zykluskontrolle. Teilweise wurden zwei Mutanten mit
unterschiedlicher Position der Transposoninsertion im selben Gen ausgewahlt, um

die Auswirkung der Insertionsstelle auf den Phanotyp vergleichen zu kénnen.
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Als Positivkontrolle diente in den Zellkultur-Assays die ompA-Deletionsmutante
(Schauer, unveroffentlicht), da das OmpA-Protein als Virulenzfaktor bei C.
sakazakii bereits mehrfach beschrieben ist und in die Invasion von eukaryotischen

Zellen involviert ist (Jaradat et al., 2014).

1.1. Die Rolle der Biofilmproduktion fur die Virulenz von C. sakazakii
ES5

Unter den in dieser Arbeit untersuchten Biofilmmutanten befinden sich Stdmme,
bei denen die Mutation ein Gen betrifft, das fir die Flagellensynthese und
-regulation codiert und somit die Motilitat beeinflusst. Des Weiteren codieren die
unterbrochenen Gene fur Proteine aus dem Bereich der Energieproduktion und
-umwandlung, des allgemeinen Metabolismus sowie der Zellteilung und dem
Zellzyklus.

Als Biofilmbildner besitzt C. sakazakii eine spezielle Eigenschaft seine Tenazitat
zu erhohen, die typischerweise bei Mikroorganismen aus der Umwelt vorkommt.
Ein Biofilm ist ein Zusammenschluss von Bakterienzellen, die eingebettet in
extrazelluldre Matrix an Oberflachen haften. Innerhalb des Biofilms kénnen die
Bakterien geschutzt vor Umwelteinflissen wie Austrocknung, der Immunantwort
oder Antibiotika proliferieren und damit ihr Uberleben in der Umwelt signifikant
erhéhen. Die Ausbildung des Biofilms beginnt mit der irreversiblen Anhaftung
der Bakterien an eine Oberflache, gefolgt von bakterieller Teilung und der
Produktion von extrazelluldrer Matrix und schlieBlich dem Ausbau der Matrix und
der Ausbreitung der Bakterien (Solano et al., 2014). Biofilm ist maf3geblich an der
Motilitat der Mikroorganismen Uber Swarming beteiligt und variiert je nach
Oberflachenbeschaffenheit stark (Hartmann et al., 2010). Er ist aus linearen
Makromolekilen wie Pili und LPS sowie Exopolysacchariden und Glycocalix-
Matrix zusammengesetzt und liegt in der viskésen Phase hydratisiert vor
(Costerton et al., 1987). Neben dem oberflachenassoziierten Biofilm gibt es bei C.
sakazakii noch eine weitere Art von Biofilm, die nicht die Bakterien im Verbund
betrifft, sondern die einzelne Bakterienzelle. Dieser Biofilm setzt sich zusammen
aus der Bildung einer Polysaccharid-Kapsel sowie der Produktion von
Exopolysacchariden (EPS), wie z.B. Colansdure (Jaradat et al., 2014). Dies dient
ebenfalls der Resistenz gegen Umwelteinflisse und erhoht die Tenazitit des

Bakteriums.
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Die in dieser Arbeit untersuchten Mutanten, die von Hartmann et al. bezlglich
ihrer Biofilmbildungskapazitat auf abiotischen Oberflachen getestet worden sind,
weisen Defekte in der Zellulosebiosynthese (BF12), im Bereich der
Flagellenstruktur (BF2, BF5, BF13) oder in der Atmungskette und des
Lactatstoffwechsels auf (BF1, BF8, BF9). AulRerdem codiert bei einer Mutante
das unterbrochene Gen fir die P-Typ ATPase im Magnesiumtransport (BF17) und
bei drei weiteren Stammen konnte dem Produkt des unterbrochenen Gens noch
keine Funktion zugeordnet werden (BF4, BF14, BF15).

Gene, die fur die Zellulosesynthese, aber auch fiir die Synthese und Struktur von
Flagellen codieren, scheinen in der Biofilmformation von Cronobacter spp. von
Bedeutung zu sein, da bei diesen Transposoninsertionsmutanten die
Biofilmbildung signifikant reduziert war. AulRerdem flhrt eine Insertionsmutation
in diversen hypothetischen Proteinen zu einer Anderung in der Quantitat und
Qualitat der Biofilm-Ausbildung. Sind essentielle Zellfunktionen wie
Energieproduktion und Zellteilung gestort, sind die Stdimme quasi nicht in der
Lage, Biofilm auszubilden (Hartmann et al., 2010). Hartmann et al. untersuchten
einige dieser Mutanten auch auf ihre Adhéasionsfahigkeit an Caco-2-
Darmepithelzellen. Es zeigte sich, dass die Zellulose-Bildung keinen Einfluss auf
die Adhérenz hat, allerdings strukturell intakte Flagellen sowie die noch nicht
naher identifizierten, hypothetischen Proteine von ESA_00281 (BF14) und
ESA 00282 (BF15) eine wichtige Rolle spielen.

Um herauszufinden, inwiefern die Féhigkeit zur Biofilmbildung in
Zusammenhang mit der Virulenz steht — insbesondere mit der Fahigkeit an
eukaryotische Zellen zu adhérieren, aber auch in sie einzudringen und in ihnen zu
persistieren und zu proliferieren — wurden in dieser Arbeit die oben genannten
Transposoninsertionsmutanten weiterfiihrend untersucht. Zusatzlich zu den Caco-
2-Darmepithelzellen erfolgte ein Screening in Zellkultursystemen mit RAW-
264.7-Makrophagen sowie HBMEC-Zellen (Modell der Bluthirnschranke).
AuRerdem wurde nicht nur die Adhasionsfahigkeit, sondern auch die Invasion in
die eukaryotische Zelle sowie die intrazelluldre Persistenz bzw. die intrazellulére
Vermehrung nach sieben Stunden tberpruft.

Um vorab auszuschlieBen, dass die Mutation auch das allgemeine
Bakterienwachstum einen Einfluss hat, wurde zunachst die Uberpriifung des
Wachstums in LB-Vollmedium durchgefiihrt. Dies zeigte, dass fast alle

Biofilmmutanten wildtypisch wachsen. Lediglich der BF1-Stamm mit Mutation
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im ftsK-Gen, das fur eine DNA-Translokase codiert, die an der Transkription
beteiligt ist, erreichte friher die stationdre Phase und bildete weiRe Zellaggregate
aus. Die beiden noch nicht naher charakterisierten Mutanten BF14 und BF15,
welche durch die besondere Konformation ihres Biofilms aufgefallen waren,
wichen durch eine deutlich langere lag-Phase vom Wildtyp ab. Die Stdamme BF13
und BF17 erreichten eine héhere optische Dichte als C. sakazakii ES5.

Im Gentamycin-Assay (Gentamycin-Protection-Assay) bestatigte sich das
Ergebnis von Hartmann et al., dass die Zellulose-Biosynthese keinen Einfluss auf
die Adharenz an Caco-2-Zellen hat. Die Transposoninsertionsmutante BF12, die
ihre Mutation im bcsA-Gen tragt, das fur die katalytische Untereinheit der
Zellulose-Synthase (Protein  A) codiert und damit essentiell fir die
Zellulosesynthese ist, zeigte lediglich bei der Invasion in RAW-264.7-Zellen mit
68% ein geringe Attenuation. Adhésion und Proliferation bei RAW-264.7-Zellen
und sdmtliche Zeitpunkte bei Caco-2- und HBMEC-Zellen waren wildtypisch.
Auch bei der Mutante BF16, die im Rahmen dieser Arbeit charakterisiert werden
konnte, fand die Transposoninsertion im Bereich des Zellulose-Biosynthese
Genclusters statt, und zwar im Gen bcsC. BesC codiert wie besA fir die Zellulose-
Synthase. Die BF16-Mutante zeigt zwar bei der Caco-2- und HBMEC-Zelllinie
mit 42% bzw. 34,5% verminderte Adhasionsraten, die Invasion ist aber in allen
drei Zellkultursystemen wildtypisch.

Die Transposoninsertionsmutanten BF14 und BF15 waren bei der Adhésion an
Caco-2-Zellen wie bereits bei Hartmann et al. um ca. 50% vermindert. In den
Zellkulturversuchen der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass auch die Invasion in
Caco-2-Zellen, die Adhé&sion und Invasion bei RAW-264.7 sowie die Adhdsion an
HBMEC-Zellen deutlich reduziert waren. Die intrazellulare Proliferation in Caco-
2- und RAW-264.7-Zellen war aber wildtypisch oder leicht erhoht. Bei den
HBMEC-Zellen war dagegen das Invasionspotential im Vergleich zum Wildtyp
erhoht, die intrazelluldre Proliferation leicht vermindert. Teilweise zeigten die
beiden Mutanten ein ahnliches Verhalten wie die ompA-Deletionsmutante, die auf
Grund des bekannten Effekts des OmpA-Proteins auf die Virulenz von C.
sakazakii als Positivkontrolle in den Assays mituntersucht wurde. Diese Daten
unterstiitzen wie auch schon von Hartmann et al. vermutet, die Hypothese, dass es
sich bei dem hypothetischen Protein ESA 00281 bzw. ESA 00282 um ein
Oberflachenprotein mit Funktion beztglich Adhésion und, wie hier gezeigt

worden ist, auch bei der Invasion in eukaryotische Zellen handeln konnte.
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Die Transposonmutante BF1, die beim Wachstum durch das friilhe Erreichen der
stationdren Phase und die Ausbildung der weillen Aggregate auffiel, gehort zu
jenen Mutanten, bei welchen der Zellzyklus beeintréchtigt ist. Sichtbar wird dies
bereits beim vergleichsweise schwachen Wachstum auf LB-Festmedium. FtsK ist
bei E. coli als cell-division-Gen bekannt und codiert fur die DNA-segregation
ATPase FtsK/SpolllE. Es handelt sich dabei um eine membrangebundene
ATPase, die die DNA in eine der zwei Tochterzellen transportiert oder, wie bei
Bacillus subtilis gezeigt, in die Vorsporen (Burton et al., 2007). In den
Gentamycin-Assays war die BF1-Mutante bei allen Zelllinien in der Adhésion
und vor allem in der Invasion attenuiert. Das intrazellulare Uberleben und die
Proliferation waren interessanterweise nicht vermindert.

Eine weitere aufféllige Transposoninsertionsmutante ist BF4. Die Insertion
betrifft hier das wzyC-Gen, das fur die putative O-Antigen-Ligase der Rfal-
Region codiert, die bei Gram-negativen Bakterien wie z.B. E. coli fur die Lipid-
A-Core-O-Antigen-Ligase und verwandte Enzyme codiert und somit essentiell ftr
die Synthese des O-Antigens ist. Das O-Antigen ist Teil des LPS, das bei Gram-
negativen Bakterien als Bestandteil der Zellwand hoch immunogen wirkt und als
Virulenzfaktor diskutiert wird. Schwizer et al. haben die BF4-Mutante im
Rahmen ihrer Serumresistenz-Studie untersucht und eine signifikant geringere
Uberlebensrate der Mutante im Blut im Vergleich zum Wildtyp festgestellt
(Schwizer et al., 2013). Bei S. Typhimurium und Proteus mirabilis wurde ein
Zusammenhang des LPS mit der Motilitat der Bakterien, vor allem Swarming,
aber auch Swimming, nachgewiesen (Morgenstein et al., 2010). BF4 verhielt sich
in den durchgefiihrten Motility-Assay im Swimming genauso unbestandig wie der
Wildtyp. Um den Einfluss von LPS auf die Motilitadt bei Cronobacter spp. zu
Uberprifen, musste das Gen bei einem typisch motilen Stamm, wie z.B. C.
turicensis 3032, deletiert und erneut untersucht werden. Im Gentamycin-Assay
variierte BF4 je nach Zelllinien: Wahrend in Caco-2-Darmepithelzellen vor allem
die mit 13% schlechte Adhdsion auffiel, war bei den RAW-264.7- und HBMEC-
Zellen vor allem die niedrige intrazelluldre Proliferationsrate auffallig. Es wurde
publiziert, dass es einen Zusammenhang zwischen LPS und der Stérung von
naturlichen Gewebebarrieren, vor allem der Blut-Darm-Schranke, aber auch der
Blut-Hirn-Schranke, gibt (Townsend et al., 2007a; Townsend et al., 2007b). Dies
konnte eine Ursache fir die verringerte Adhdsion und Invasion bei Caco-2- und

HBMEC-Zellen sein. Da es sich bei Makrophagen um primdr phagozytierende
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Zellen handelt, die die Bakterien aktiv aufnehmen, ist hier der Mechanismus von
Adhésion und Invasion anders, was die hohe Adhé&sions- und Invasionsfahigkeit
der Mutante in dieser Zelllinie erkldren konnte. Die durch Schwizer et al.
festgestellten Serumresistenz kdnnte mit der verminderten Proliferationsrate in
den RAW-264.7-Zellen zusammenhangen, da C. sakazakii im Blut intrazelluldr in
den Makrophagen persistiert. Zu klaren bleibt, in wie weit das LPS bei der
intrazellularen Persistenz und Proliferation — vor allem in Makrophagen und
HBMEC-Zellen — eine Rolle spielt, da hier der Wert der O-Antigen-Ligase-
Mutante BF4 im Vergleich zu den anderen Stammen mit 73,5% bzw. 24%
Uberraschend niedrig ist. LPS ist ein Bestandteil des Biofilms, der Bakterien
neben dem Schutz vor Umwelteinflissen wie niedrigerem pH-Wert, auch die
Maoglichkeit bietet, Né&hrstoffe anzusammeln und somit eine addquate
Substratversorgung sicherzustellen. Deshalb kénnte es sein, dass die O-Antigen-
Ligase-Mutante aufgrund geringerer Saureresistenz und Nahrstoffmangel in ihrer
intrazellularen Persistenz und Proliferation reduziert ist.

Bei der BF8-Mutante wird durch das Transposon das cyoD-Gen unterbrochen.
Neben den BF1- und BF9-Stdmmen ist sie eine der Mutanten, bei denen das
Transposon ein Gen unterbricht, das fir den Zellzyklus essentiell ist. CyoD
codiert fur das Cytochrom-O-Ubiquitol-Oxidase-Protein, eine C-Oxidase, die als
Enzym der oxidativen Phosphorylierung, also der Atmungskette, fungiert. In E.
coli konnte gezeigt werden, dass es sich bei diesem Membranprotein um eine an
der Subunit IV beteiligte terminale Ham-Kuper-Oxidase handelt (Saiki et al.,
1996). Wie fiir die BF1- und BF9-Mutanten zeigte Hartmann et al. auch fir diese
Zellzyklus-Mutante, dass die Biofilmbildung fast vollstdndig fehlte.
Interessanteweise ist im Gentamycin-Assay lediglich die Adhésion an die RAW-
264.7-Zellen mit 71,5% etwas vermindert, die Invasion und die intrazelluldre
Proliferation sind in sdmtlichen Zelllinien wildtypisch. Auch bei der BF9-
Mutante, deren unterbrochenes Gen fiir die Acetolaktat-Synthase codiert, ist, im
Gegensatz zur Biofilmbildung, die Virulenz im Gentamycin-Assay nicht massiv
vermindert. Lediglich die Adh&sion an HBMEC- und die intrazellulére
Proliferation in Caco-2-Zellen ist mit 40,5% bzw. 55,5% deutlich vermindert. Alle
anderen Werte liegen uber 70% des Wildtyp-Wertes. Es fallt jedoch auf, dass die
intrazellulare Proliferation in allen drei Zelllinien zumindest leicht vermindert ist.
Die Acetolaktat-Synthase setzt Pyruvat zu Acetolaktat um und spielt daher im

Intermediérstoffwechsel eine wichtig Rolle, insbesondere bei der Synthese der
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Aminoséuren Valin, Leucin und Isoleucin, womit die leichte intrazelluldre
Attenuation erklart werden konnte.

Das unterbrochene Gen mgtB der Transposoninsertionsmutante BF17 codiert
zusammen mit mgtA fir die induzierbare P-Typ ATPase, die in S. Typhimurium
und E. coli bereits ndher charakterisiert wurde (Hmiel et al., 1989; Snavely et al.,
1989). Neben dieser Mg**-transportierenden ATPase gibt es bei Gram-negativen
Bakterien einen weiteren Magnesium-Transporter und zwar den konstitutiven
CorA Mg?*-Transporter, der als primares Influxsystem gesehen wird. Als drittes
Transportsystem wird bei manchen Gram-negativen Bakterien mgtE diskutiert.
Bei Aeromonas hydrophilia konnte nachgewiesen werden, dass mgtE eine Rolle
in der Adhdrenz spielt, da nach Unterbrechung des Gens die Adh&sion an HEp-2-
Zellen um (ber 50% vermindert war (Merino et al., 2001). Dies kdnnte bedeuten,
dass es sich doch um einen noch nicht ndher charakterisierten Virulenzfaktor
handelt und der Magnesium-Transport nur eine Nebeneigenschaft ist, oder aber
dass der Einfluss der Magnesiumkonzentration auf die Flagellenfunktion zu einer
Anderung der Motilitat fihrt, was wiederum ein geringeres Invasionspotential
erklaren kénnte. Da auch in C. sakazakii, wie auch in E. coli und S. Typhimurium,
neben der induzierbaren P-Typ-ATPase das Gencluster fiir das konstitutive CorA
Mg?*-Transportsystem identifiziert wurde, ware es mdglich, dass in diesen
Enterobacteriaceae ebenfalls mgtA bzw. mgtB beziglich der Adhé&sion und
Invasion in eukaryotische Zellen eine Rolle spielen. Die Untersuchung der BF17-
Mutante im Gentamycin-Assay zeigte jedoch, dass zwar die Adhésion und
Invasion in RAW-264.7-Zellen mit 34% bzw. 62,5% vermindert war, sowie die
intrazellulare Proliferation in Caco-2-Zellen (59%), alle anderen Werte waren
aber wildtypisch oder leicht erhéht.

Bei den drei verbliebenen Biofilm-Mutanten BF2, BF5 und BF13 handelt es sich
um Flagellenmutanten. Der Stamm BF2 mit Mutation im putativen flnE-Gen des
fIhnBAE-Operons der Enterobacteriaceae bildet wildtypische Flagellen aus und
zeigte im Zellkulturassay zwar Defizite, aber im Gegensatz zu den beiden anderen
Flagellenmutanten BF5 und BF13 keine vollstdndige Attenuation. Der BF5-
Stamm hat kurze, briichige Flagellen und bei der BF13-Mutante sind keine
Flagellen vorhanden. Bei BF5 inserierte das Transposon im fliD-Gen, das fur das
Flagellar-Caping Protein FliD codiert und bei der aflagellaten BF13-Mutante
codiert das unterbrochene Gen fur die Peptidoglycanhydrolase FlgJ. Die

Ergebnisse der drei Stimme wiesen auf eine besondere Relevanz des Flagellums
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in Bezug auf die Kolonisation der Wirtszelle hin, weshalb diese Mutanten né&her

charakterisiert wurden und in Kapitel 2.1 diskutiert werden.

1.2. Serumresistenz als Pathogenitatsmerkmal

Die Serumresistenz ist der Schlisselmechanismus, der es Bakterien ermdglicht,
eine systemische Infektion auszulGsen, da hierfir die Fahigkeit im Blut zu
Uberleben und sich zu vermehren essentiell ist. Es ist daher von besonderem
Interesse, Gene zu identifizieren, die fir diejenigen Virulenzfaktoren codieren, die
C. sakazakii Bakteridamie ermdglichen. In der Serumresistenz-Studie wvon
Schwizer et al. konnten zehn Stdmme identifiziert werden, die gegeniiber dem
bakterioziden Effekt des Serums signifikant empfindlicher waren. Zwei dieser
Stamme wurden ebenfalls im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht. Bei
diesen beiden Transposoninsertionsmutanten liegt die Mutation im Bereich der
Transkription, das Wachstum in LB-Vollmedium ist dabei aber wildtypisch.

Bei C. sakazakii ES5::Tn5 MTP 51 C4 codiert das unterbrochene Gen fir das
hypothetische Protein Fructose-Repressor FruR. Das Protein FruR ist auch unter
der Bezeichnung Cra (catobolite repressor/activator) bekannt, reguliert den
Kohlenhydrat- und Energiehaushalt bei Darmbakterien (Saier and Ramseier,
1996) und spielt dariiber hinaus eine Rolle bei der Bildung von Biofilm. Bei E.
coli z.B. kommt es durch die Mutation im cra-Gen zu einer um 50% reduzierten
Biofilmausbildung (Reshamwala and Noronha, 2011). Cra gehort zu den
Transkriptions-Regulations-Proteinen der Lacl-GalR-Familie und beeinflusst
neben den oben genannten Eigenschaften noch weitere Mechanismen. Unter
anderem wird es als Virulenzfaktor bei Enterobacteriaceae diskutiert (Allen et al.,
2000; Gore and Payne, 2010). Da in den Infektionsversuchen dieser Arbeit die
Adhasion und Invasion in Caco-2- und vor allem in RAW-264.7-Zellen deutlich
vermindert war, konnte Cra auch bei C. sakazakii als Virulenzfaktor von
Bedeutung sein. Die intrazelluldre Proliferation war hingegen gesteigert. In
HBMEC-Zellen ist nur die Invasion mit knapp 80% vermindert, die Adhasion und
die intrazellulére Proliferation sind wildtypisch.

Bei der zweiten untersuchten Serummutante C. sakazakii ES5::Tn5 MTP 51 CB6,
befindet sich die Insertion in dem fadR-Gen, das fur ein
Transkriptionsregulations-Protein der GntR-Familie codiert. Die WHTH (winged
helix-turn-helix) GntR-Region wurde nach dem Repressor des Gluconat-Operons

bei B. subtilis benannt (Haydon and Guest, 1991). Sie kommt in diversen
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Bakterien vor und codiert fir eine Vielzahl von Regulatorproteinen, unter
anderem FadR, das in E. coli ndher charakterisiert werden konnte (van Aalten et
al., 2000). Diese Regulator-Proteine kontrollieren verschiedenste biologische
Vorgange, und zwar metabolischer Art, wie z.B. den Fettsduren-Metabolismus
(Campbell and Cronan, 2001), aber auch solche im Bereich des Wachstums, der
Proliferation und des Uberlebens unter Stressbedingungen. Auch in dieser Arbeit
zeigte sich, dass die Mutation im putativen fadR-Gen bei C. sakazakii zu
interessanten Effekten beziiglich der Virulenz in eukaryotischen Zellen fihrte: Im
Gentamycin-Assay waren bei dem 51 C6-Stamm Defekte in allen drei Zelllinien
zu beobachten: In den Caco-2-Zellen war die Adhdsion und Invasion um fast 60%
im Vergleich zum Wildtyp vermindert, in den RAW-264.7-Zellen sogar um tber
75%. Bei der MTP 51_C6-Mutante war im Gegensatz zu MTP 51 _C4 auch die
Adhésion und Invasion bei der HBMEC-Zelllinie mit 12% bzw. 30% stark
vermindert. Die intrazellulare Proliferation war in den HBMEC-Zellen fast
wildtypisch, in Caco-2- und RAW-264.7 im Vergleich zum Wildtyp extrem
erhoht.

Die deutlich verminderten Adhasions- und Invasionswerte in der RAW-264.7-
Zelllinie beider Mutanten, sowie die bekannte geringe Serumresistenz, lassen
darauf schlieRen, dass beide Gene essentiell fur das Uberleben im Blut und damit
fir die Entwicklung einer Septikdmie sind. Die Attenuation in der Darmzelllinie
und bei MTP 51_C6-Mutante auch in den HBMEC-Zellen, weisen darauf hin,
dass es sich bei den beiden Proteinen, dem Fructose Repressor FruR
(ESA_03258) und dem putativen Transkriptionsregulator FadR (ESA_04029), um
potentielle Virulenzfaktoren von C. sakazakii ES5 handeln konnte. Fur die
Verifizierung dieser Annahme stiinde zunachst die Komplementierung der beiden
Transposoninsertionsmutanten an. Darliber hinaus ware die Untersuchung

weiterer Serumresistenz-Mutanten im Infektionsversuch interessant.

1.3. Pigmentierung und ihre Funktion bei C. sakazakii ES5

Bei den hier untersuchten Pigmentmutanten ist primar die Carotinoid-Biosynthese
und damit zusammenhéngend die Energieproduktion und -umwandlung von der
Transposoninsertion betroffen. Allerdings sind auch in dieser Mutantengruppe
einzelne Stdmme vertreten, deren Zellwand- oder Zellmembrankomponenten
beziehungsweise der Zellzyklus durch die Insertion beeintréchtigt sind. Bei der

Mutante 89 1 codiert das unterbrochene Gen fiir ein hypothetisches Protein, das
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ortholog zum ribosomalen Reifungsfaktor RimP (ribosome maturation factor) ist.
Dieses Protein ist wichtig bei der Reifung der 30S-Untereinheit der Ribosomen
und damit bei der Translation (Nord et al., 2009). Bei der 89_1-Mutante fallt in
allen drei Zelllinien das signifikant verminderte Invasionspotential auf (Caco-2:
28%, RAW-264.7: 5,5%, HBMEC: 8,5%), sowie die ebenfalls verminderte
Adhésion (v.a. in den Markrophagenzellen). Da die Translation fir alle Proteine
essentiell ist, also auch fur die Virulenzfaktoren, wére es moglich, dass dieser
Reifungsfaktor auch bei der Virulenz indirekt eine Rolle spielt. Das intrazellulare
Uberleben in eukaryotischen Zellen ist dagegen nicht beeintrachtigt: In allen drei
Zelllinien zeigt dieser Stamm eine im Vergleich zum ES5 Wildtyp erhohte
Proliferation.

Bei dem Stamm 67_1 ist eine Zellmembrankomponente von der
Transposoninsertion betroffen, und zwar das putative Membran-Protein IgaA.
IgaA, das intracellular growth attenuator protein A, steht bei S. Typhimurium im
Zusammenhang mit dem Rcs Regulatory System, welches bei der small-RNA-
Synthese, der Kapselprotein-Synthese und der Biofilmformation beteiligt ist
(Cano et al., 2002). Darlber hinaus wurde auch ein Zusammenhang mit der
Motilitat der Bakterien, und zwar Uber die Beeinflussung des Flagellen-Operon
fInDC, festgestellt (Majdalani and Gottesman, 2005). Erwéhnenswert ist die bei
der 67_1-Mutante verminderte Adhdasion und Invasion in allen drei Zelllinien (in
Caco2- und RAW-264.7-Zellen um je ca. 75% und in HBMEC um mehr als 65%
vermindert) und die dagegen in allen Zelllinien erhdhte intrazellulére
Proliferationsrate. In starkerer Auspragung kommt dieses Verhalten auch bei den
Flagellenmutanten vor, deshalb ware es von Interesse zu Uberpriifen, ob die
Motilitat auch bei C. sakazakii ES5 durch das Rcs-Regulator-System beeinflusst
wird. Falls die 67_1-Mutante jedoch wildtypische Motilitat zeigen wirde, kdnnte
das unterbrochene Gen fiir einen noch nicht naher charakterisierten Virulenzfaktor
codieren.

Alle weiteren in dieser Arbeit untersuchten Mutanten aus der Pigmentstudie
konnen in die Bereiche des Intermediarstoffwechsels, der Carotinoidsynthese und
des Energiestoffwechsels einordnet werden. An folgenden wichtigen
Stoffwechselwegen sind die Enzyme Dbeteiligt, fur die die durch
Transposoninsertion unterbrochene Gene codieren (Abb. 40-41; Tab. 17):
Citratzyklus (Stamme 79 1, 31 1, 69 1, 68_1), Lysin-Degradation (Stdmme
69 1, 31 1), Carotinoid-Biosynthese (Stamme 76 _1,38 1,39 1,82 2,2 1,1 4,
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3_1) und zusétzlich tber die Vorstufe der Terpenoid-Backbone-Biosynthese die
Mutante 24 2, Kohlenstoff-Metabolismus (Mutanten 79 1, 31_1, 69 _1, 68 1),
Glycolyse und Glucogenese (Stamm 68_1), Pyruvat-Metabolismus (Mutanten
68 1, 79 1), Methan-Metabolismus sowie Glyoxylat- und Dicarboxylat-
Metabolismus (79_1-Mutante).

Glycolyse/ 68_1
Gluconeogenes
e
Isoleucin-Abbau
* Alanin-, Aspartat-,
Glutamat-Metabolismus

* Glyoxylat- und
/ Oxalacetat Citrat

Dicarboxylat-M.

(S)-Malat ‘ 79 1 I * Alanin-, Aspartat-,
- Glutamat-Metabolismus
.+ B-GIn& DG

Metabolismus

1 ,/77

68_ l 2- Oxoglutarat

<> [ Suomicon | /‘ 0.1

Abb. 40: Citratzyklus bei C. sakazakii BAA-894. Die roten Pfeile weisen auf diejenigen
Reaktionsschritte hin, in denen C. sakazakii ES5-Mutanten durch die Transposoninsertion
beeintrachtigt sind (modifiziert nach KEGG).

Der Einfluss der Mutation auf essentielle Zellfunktionen spiegelt sich bereits bei
einigen Mutanten in einem verdnderten Wachstumsverhalten wieder: Die Stdimme
69 1, 31 1 und 79_1 kommen deutlich friiher in die stationdre Phase und die
Mutanten 2 1, 3 1, 24 2, 38 1 und 39 1 erreichen nach zehn Stunden eine
héhere optische Dichte als der Wildtyp. Die Mutante 68 1 war in ihrem
Wachstum in Vollmedium so stark vermindert, dass der Stamm von den
Infektionsversuchen ausgeschlossen wurde.

In den Infektionsversuchen zeigte sich, dass die Mutation die Bakterien in ihrer
Kolonisationsfahigkeit stark beeintrachtigt. Am auffalligsten war es in der RAW-
264.7-Zelllinie: Keine der Pigmentmutanten erreichte auch nur die Hélfte des
Wildtyp-Wertes in Adhé&sion und Invasion. Intrazellular vermehren sich dagegen
alle Pigmentmutanten deutlich besser als der Wildtyp. Selbst die Beeintrachtigung
in den essentiellen Stoffwechselwegen konnte also intrazelluldr kompensiert
werden. Es ist somit anzunehmen, dass C. sakazakii ES5 in der Lage ist,

intrazellular andere C-Quellen zu nutzen bzw. zwischen den verschiedenen
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Stoffwechselwegen zu wechseln, wodurch die vorhandenen Defekte der
untersuchten Mutanten unaufféllig werden.

Mit besonders niedrigen Adhé&sions- und Invasionswerten fiel in allen drei
Zelllinien der Stamm 31 1 auf, dessen unterbrochenes Gen fir die
Dihydrolipoamid-Succinyltransferase codiert, die unter anderem die Reaktion von
Succinyl-CoA zu CoA Kkatalysiert. Ortholog ist dazu der Pyruvat/2-Oxoglutarat-
Dehydrogenase-Komplex, die Untereinheit E3. Diese Reaktion ist fur eine Reihe
von Stoffwechselwegen wichtig (s.0.), was das frihe Erreichen der stationéren
Phase im Wachstum der Mutante sowie die Defizite in der Kolonisierung der
eukaryotischen Zellen erklart. Ganz ahnlich ist es bei der Transposoninsertions-
mutante 69 1, bei der das Gen sucA unterbrochen ist. Dieses Gen codiert fur die
2-Oxoglutarat-Dehydrohgenase = E1-Komponente, die die dehydrierende
Decarboxylierung von o-Ketoglutarat zu Succinyl-CoA im Citratzyklus
katalysiert sowie von o-Ketoadipat zu Glutaryl-CoA im Lysin-Abbauweg. Die
Mutation im Stamm 69_1 trifft das Operon fur denselben Enzymkomplex (2-
Oxoglutarat-Dehydrogenase-Komplex) wie 31_1 und lieferte dhnliche Ergebnisse
beziiglich der Kolonisationsfahigkeit. Bis auf den Adhéasionswert an HBMEC-
Zellen, fielen alle Adhdsions- und Invasions-Werte zwar doppelt so hoch aus wie
bei 31 _1, sie waren aber im Vergleich zum Wildtyp immer noch als deutlich
vermindert einzustufen. Bei der 79_1-Mutante, bei der die Mutation das Fehlen
des Enzyms Malat/Lactat-Dehydrogenase verursachte, waren bis auf die Invasion
in Caco-2-Zellen (68%) alle Adhésions- und Invasionswerte um 70% vermindert.

Die Transposoninsertionsmutante 68 1 ist fur die Dihydrolipoamid-
Dehydrogenase defekt, ein Enzym, das in folgenden Stoffwechselwegen beteiligt
ist:  Citratzyklus, Kohlenstoff-Metabolismus, Pyruvat-Metabolismus  und
Glycolysis/Gluconeogense. Das fiihrt zur massiven Beeintrachtigung des
allgemeinen Metabolismus des Bakteriums und manifestierte sich schon im
verminderten Wachstumspotential des Stamms in Flussigvollmedium und auf
Festmedium. Aus diesem Grund wurde 68 1-Mutante von den
Infektionsversuchen ausgeschlossen.

Die Mutanten, bei denen die Carotinoidbiosynthese durch Transposoninsertion
betroffen war, waren im Infektionsversuch im Allgemeinen weniger stark
beeintrachtigt. Am deutlichsten war der Effekt noch bei den Transposonmutanten
24 2 sowie 38 1 und 76 1. Die Stdmme 38 1 und 76_1 mit der

Transposoninsertion im gleichen Gen, aber an unterschiedlichen Stellen,
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verhielten sich in der Caco-2-Zelllinie gleich (Adhdasion ca. 30%, Invasion ca.
70%). In den RAW-264.7-Zellen waren dagegen Adhé&sion und Invasion und in
den HBMEC-Zellen die Invasion von der 38_1-Mutante weniger stark attenuiert.
Der Stamm 24 2 trégt die Mutation in einem Bereich, der fur die putative
Geranylgeranyl-Diphosphat-Synthase des Typs Il codiert, ein Enzym, das in die
Carotinoid-Synthese ber die Terpenoid-Backbone-Synthese involviert ist. Somit
wird die Carotinoidsynthese von Beginn an blockiert. Der Stamm 24 2 erreicht
bei der Invasion in Caco-2-Zellen 75% des Wildtypwertes, alle anderen
Adhasions- und Invasionswerte sind um ca. 60% reduziert.

Die durch Transposoninsertion unterbrochenen Gene der Stdmme 82 2, 39 1,
2 1, 3 1 und 1 4 spielen ausschliellich in der Carotinoidsynthese eine Rolle
(Abb. 41; Tab. 17). In den Caco-2-Zellen sind sie nur schwach attenuiert,

teilweise ist jedoch auch die Invasion in HBMEC vermindert (Kapitel V.5).
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Abb. 41: Vereinfachte Darstellung der Carotinoid-Biosynthese bei C. sakazakii BAA-894. Die
roten Pfeile symbolisieren, an welcher Stelle das bei den entsprechenden Mutanten des C.
sakazakii ES5-Stamms durch die Insertion des Transposons die Synthese unterbrochen ist
(modifiziert nach KEGG).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die durchgangig stark verminderte
Adhasion und Invasion der nicht-pigmentierten Stamme in RAW-264.7-Zellen ein
Hinweis darauf sein konnte, dass Carotinoid eine Rolle in der Serumresistenz
spielt — oder, dass die Makrophagen durch Carotinoid zu einer vermehrten
Aufnahme angeregt werden. Auch beim Uberwinden der Bluthirnschranke kénnte
Pigmentierung eine Rolle spielen, da bei allen Mutanten mit Mutation im Bereich
der Carotinoidsynthese die Invasion in HBMEC-Zellen vermindert war. Die
Transposoninsertionsmutante 24_2, bei der die Carotinoidsynthese bereits im
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ersten Syntheseschritt unterbrochen ist, war sogar um 67,5% im Vergleich zum

Wildtyp reduziert.

2. Funktionale Charakterisierung von potentiell neuen

Virulenzfaktoren

In den Infektionsversuchen mit C. sakazakii ES5 stellte sich heraus, dass neben
den einzelnen oben beschriebenen potentiellen Virulenzfaktoren zwei Faktoren
bei der Infektion von eukaryotischen Zellen eine besondere Rolle spielen: Die
Motilitat der Bakterien und der Energiestoffwechsel. Aus diesem Grund wurden
weiterfihrende Versuche mit Hilfe des colorimetrischen Verfahrens zum
Kohlenstoffmetabolismus und bei ausgewéhlten Stdmmen zur Motilitét
durchgefihrt.

2.1. Bedeutung der Flagellen in der Virulenz von C. sakazakii ES5

Unter den Biofilm-Mutanten befinden sich drei Stdmme, deren unterbrochene
Gene flr Proteine des Flagellen-Apparates codieren. Es handelt sich um die
Transposoninsertionsmutanten BF2, BF5 und BF13.

Das Flagellum ist ein hoch komplexes Zellorganell, dessen Funktion ber die
Befahigung zur Motilitat hinausgeht und bei der Virulenz diverser Bakterien eine
wichtige Rolle spielt (Duan et al., 2013; Guo et al., 2014). Es wird vermutet, dass
zum einen die Motilitat selbst das aktive Eindringen in Zellen beglnstigt, dass
aber zum anderen auch bestimmte Flagellenproteine als Virulenzfaktor fungieren
kdnnten. Es wére denkbar, dass diese durch das Andocken an die eukaryotische
Zelle direkt im Zusammenhang mit der Invasion stehen, in dem sie das
Eindringen in die Wirtszelle ermdglichen. Dartiber hinaus wird tber das Typ-I11-
Sekretionssystem, das in den Flagellen von S. Typhimurium und E. coli
nachgewiesen werden konnte, der pH-Wert beeinflusst, sowie Proteine — auch
potentielle Virulenzfaktoren — sezerniert (Macnab, 2003). In Campylobacter
jejuni, Yersinia enterocolitica und Bacillus thuringiensis konnte der
Zusammenhang zwischen der Sezernierung von Virulenzfaktoren, dem Typ-llI
Flagellensekretionssystem und der Zellinvasion gezeigt werden (Ghelardi et al.,
2002; Konkel et al., 2004; Young et al., 1999). Bei C. jejuni wurde zusétzlich
nachgewiesen, dass ein funktionierendes Typ-111 Sekretionssystem und die damit
verbundene Sezernierung von Cial-Protein essentiell fir das Uberleben in

humanen Epithelzellen ist (Buelow et al., 2011). Bei Cronobacter spp. ist die
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Abgabe von pro-inflammatorischen Moleklen tber die Flagellen bekannt (Cruz-
Cordova et al., 2012). Fur C. sakazakii konnte aber bislang keine Sezernierung

potentieller Virulenzfaktoren tber die Flagellen nachgewiesen werden.

Induktion der

Flagell . .
agetium proinflammatorischen
Reaktion

L o Sekretion von
Adhasin .
Motilitat Virulenzfaktoren

J
Adhésion
Biofilmbildung

Abb. 42: Die multifunktionelle Bedeutung des Flagellums in der bakteriellen Virulenz. Die
potentiell wichtigen Eigenschaften des Flagellums im Hinblick auf die Kolonisierung von
Wirtszellen (Modifiziert nach Duan et al. (Duan et al., 2013)).

|

Flagellen kommen bei einer Vielzahl von Gram-negativen und Gram-positiven
Bakterien vor und ermdglichen durch ihre Rotation die Fortbewegung durch
Swimming in flussigen oder halbfesten Substanzen. Der Aufbau des Flagellums
wurde vor allem gut in S. Typhimurium und E. coli untersucht, man geht davon
aus, dass in anderen Enterobacteriaceae unter anderem auch in C. sakazakii
vergleichbare Flagellen-Strukturen vorhanden sind. Bei C. sakazakii orientiert
sich die Charakterisierung des Flagellen-Apparates daher an den flr S.
Typhimurium und andere Enterobacteriaceae basierenden Erkenntnissen.

Das Flagellum setzt sich aus drei Hauptkomponenten zusammen (Abb. 43): der
basale, in den Bakterienmembranen verankerte Korper und die nach auRen
ragenden Komponenten Haken und Filament. Der Korper besteht aus einem durch
Protonenfluss angetriebenen Motor (proton motor force, PMF), der das lange,
gedrillte Filament rotieren lasst, und dem Flagellen-Export-Apparat (Typ-1l1-
Flagellen-Sekretions-System). Der Haken ist ein Polymer aus FIgE-Proteinen, die
im basalen Korper verankert sind. Das Filament wiederum setzt sich aus FliC-
Proteinen zusammen und wird Uber die hook-filament-junction-Proteine FIgK und
FlgL mit dem Haken verbunden. Filament-capping Protein FIiD bildet das Ende
des Filaments. Der Kappenkomplex besteht aus funf FliD Untereinheiten, die eine
Art Platte formen, welche Uber fuRartige Fortsdatze am Filament anhaftet (Bennett
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et al., 2001; Berg, 2003; Fraser et al., 1999; Hasegawa et al., 1998; Kutsukake et
al., 1994; Maki-Yonekura et al., 2003; Maki et al., 1998; Samatey et al., 2001,
Yonekura et al., 2000).

Filament

Kappe

Korper
aullere Membran
Peptidoglykanschicht

zytoplasmatische
Membran

‘-u:J ..-...,J
2

Motor

Sekretionssystem

Abb. 43: Schematischer Aufbau des Flagellums (modifiziert nach KEGG).

Beim BF2-Stamm fand die Mutation im putativen flnE-Gen des flhnBAE-Operons
der Enterobacteriaceae statt. Dieses Gen codiert fir das Flagellenprotein FIhE
(Minamino et al., 1994). FIhB und flhA codieren fir Proteine des Typ-IlI-
Flagellen-Sekretionsapparates. FIhNE dagegen ist ein periplasmatisches Protein,
das aus 130 Aminosauren besteht und im Basalkorper des Flagellums eingelagert
ist. Es besitzt eine N-terminale Signalsequenz fur den Export in das Periplasma
via Sec-Sekretionsweg (Lee and Harshey, 2012; Minamino et al., 1994; Stafford
and Hughes, 2007). Bei FIhE wird vermutet, dass es den Protonenfluss des PMF
(proton motive force) gesteuerten Flagellen-Sekretionssystems reguliert (Lee and
Harshey, 2012). Allerdings konnte dieses System fiir C. sakazakii bislang nicht
verifiziert werden. Bei dem in dieser Arbeit durchgefuhrten Versuch zur pH-Wert-

Anderung ergab sich im Gegensatz zu S. Typhimurium und E. coli bei BF2-
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Mutante keinerlei Auffélligkeit, die auf eine Stérung des Protonenflusses
hingewiesen héatte (Macnab, 2003).

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von C. sakazakii BF2 zeigten, dass, wie
bei der S. Typhimurium flhE-Deletionsmutante, die Flagellen wildtypisch
ausgebildet sind (Hartmann et al., 2010) und bei der Betrachtung der Flissigkultur
unter dem Lichtmikroskop konnte die gleiche Motilitdt wie bei dem
Wildtypstamm C. sakazakii ES5 beobachtet werden. Bei den beiden anderen
Flagellen-Mutanten BF5 und BF13 dagegen ist die Flagellenbildung gestort: Der
BF5-Stamm hat kurze, brichige Flagellen und bei BF13 fehlen die Flagellen
vollstandig. Bei der BF5-Mutante ist das fliD-Gen unterbrochen, das fiir das
Flagellar-Caping-Protein FliD codiert. Als das fur die Flagellenausbildung
essentielle Protein konnte bei S. Typhimurium und E. coli zwar Flagellin FliC
identifiziert werden, FIiD ist aber in vivo nétig, um die korrekte Anordnung der
Proteinfilamente und damit deren Funktion zu gewahrleisten. Sowohl bei der fliC-
wie auch bei der fliD-Mutanten war weder die F&higkeit zum Swimming noch
zum Swarming gegeben (Inaba et al., 2013). Bei Clostridium difficile zeigten
Untersuchungen, dass aflagelate und amotile Mutanten in vitro weniger adharent
waren, aber durchaus in vivo in der Lage sind, erfolgreich Darmzellen zu
besiedeln. Nicht das Vorhandensein und die Funktion der Flagellen an sich
scheint hier der entscheidende Faktor zu sein, sondern die strukturellen
Komponenten des Flagellen-Motors. Flagellar cap-Protein FIiD und Flagellin-
FIiC scheinen bei C. difficile also als Zelloberflachen-Adhésine zu fungieren. Im
Zellkultur Assay mit Caco-2-Zellen war namlich die Adhésion bei der fliD-
Mutante im Vergleich zum Wildtyp deutlich vermindert (Baban et al., 2013). Bei
Clostridium difficile 630Aerm dagegen waren die fliC- und fliD-Mutanten zwar
amotil (vollstandiger Verlust der Flagellen), zeigten aber Uiberraschenderweise in
vitro ein gute Adhdasion an Caco-2-Zellen und eine erhohte Virulenz im Hamster-
Tiermodel (Dingle et al., 2011).

Fur Pseudomonas aeruginosa konnte mithilfe von fliD- und fliC-Mutanten gezeigt
werden, dass die Adhé&sion und apikale Invasion in Caco-2-Monolayer sowie das
Durchdringen der Mucin-Schicht (Mucin penetration Assay) bei Mutanten mit
defekten Flagellen signifikant reduziert war. Bei der fliD-Mutante wurden sowohl
im Adhésionsassay an Caco-2-Zellen wie auch im Mucin Penetration Assay
Werte erreicht, die nur 20% des Wildtyp-Wertes entsprachen (Hayashi et al.,
2013). In einer weiteren Untersuchung wurde gezeigt, dass neben Helicobacter
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pylori auch bei den Gram-positiven Bakterien wie Listeria monocytogenes die
Flagellen-bedingte Motilitat essentiell fir die Kolonisation der Darmzellen ist.
(O'Neil and Marquis, 2006). FliD-Protein ist bei H. pylori ein wichtiger
Virulenzfaktor der Kolonisation. Die fliD-Mutante bildet abnorme, kurze
Flagellen aus, ist amotil und war im Gegensatz zum Wildtyp nicht in der Lage, im
Mausversuch die Darmmucosa zu besiedeln (Kim et al., 1999).

Bei der aflagellaten C. sakazakii BF13-Mutante codiert das unterbrochene Gen fir
die Peptidoglycanhydrolase FlgJ. Bei dem flagellar rod assembly-Protein FlgJ
handelt es sich um ein bifunktionales Protein, das in Salmonella néher untersucht
wurde: Der C-Terminus besitzt Muramidase-Aktivitat und lysiert die
Peptidoglycanschicht im Bereich der spateren Flagellen-Schwanzspitze. Der N-
Terminus dagegen fungiert als Gerlst fir den Schwanzaufbau und ist damit
strukturell am Flagellum beteiligt. FlgJ-Protein ist essentiell fur die korrekte
Ausbildung des Flagellums, was den aflagellaten Phénotyp von BF13 erklart. Das
Protein wird zusammen mit anderen Proteinen, hook type proteins und den hook
basal body proteins, Uber den Typ-Ill-Flagellen-Sekretionsapparat in das
Periplasma sezerniert. Auch in anderen Gram-negativen Bakterien kommt flgJ
vor, z.B. in Vibrio spp. und P. aeruginosa. Uber ein Vorkommen in Gram-
positiven Bakterien wurde allerdings bislang noch nichts berichtet (Hirano et al.,
2001; Hirano et al., 2003).

Bei der Untersuchung der drei Flagellenmutanten im Rahmen dieser Arbeit
bestatigte sich die Vermutung, dass auch bei C. sakazakii Flagellen eine wichtige
Rolle beziiglich der Kolonisation spielen. Die in vitro Uberprifung der
Transposoninsertionsmutanten in Vollmedium ergab, dass die BF2- und BF5-
Stamme wildtypisch wachsen und der BF13-Stamm eine hohere optische Dichte
als der Wildtyp erreicht. Bei der BF2-Mutante, bei der die Flagellenausbildung
und -funktion nicht beeintrachtig sind, kam es im Gentamycin-Assay zu keiner
starken Reduktion in der Adhé&sion an und der Invasion in die eukaryotischen
Zellen. In den Caco-2-Zellen war die Invasion mit 139,5% bei wildtypischer
Adhésion sogar erhoht. Die intrazellulére Proliferation betrug dagegen nur 72%
des Wildtyps. In RAW-264.7-Zellen waren die Adhésion mit 61,5% und die
Invasion mit 86,5% vermindert, die intrazelluldre Proliferation war dagegen in
den Makrophagenzellen wildtypisch. Die Adhésion an HBMEC-Zellen war
ebenfalls wildtypisch, die Invasion mit 71% und die intrazellulére Proliferation

mit 50% aber vermindert. Bei den BF5 und BF13-Stdmmen zeigte sich im
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Gentamycin-Assay dagegen, dass sowohl die aflagellate Mutante BF13- wie auch
BF5-Mutante mit den geschadigten Flagellen in allen drei Zelllinien in Adhé&sion
und Invasion attenuiert waren. Die Adhdsion an Caco-2-Zellen betrug bei beiden
Mutanten nur ca. 15% des Wildtyps und die Invasion war um fast 100% reduziert.
Bei den RAW-264.7-Zellen war die Adhésion der Stamme um mehr als 95%
reduziert, die Invasionsfahigkeit von BF5 war mit 22,5% aber deutlich besser als
bei BF13, die aflagellate Mutante erreichte nur 0,8% des Wildtypwerts. In den
HBMEC-Zellen war wie in den Darmepithelzellen bei beiden Mutanten die
Invasion um fast 100% vermindert, die Adhasion mit 12,5% beim BF5-Stamm ca.
doppelt so hoch wie bei BF13 mit 6,8%. Die intrazellulére Proliferation war bei
der BF13-Mutante in allen drei Zelllinien wildtypisch oder erhoht, bei der BF5-
Mutante war sie dagegen in der Caco-2-Zelllinie mit 65% reduziert, in den RAW-
264.7 im Vergleich zum Wildtyp erhéht und in den HBMEC-Zellen wildtypisch.
Diese Ergebnisse zeigen, dass intakte Flagellen bei C. sakazakii fir die Infektion
der eukaryotischen Zellen essentiell sind. Auch der Vergleich mit dem bekannten
Virulenzfaktor OmpA zeigt, welch groRe Bedeutung die Flagellen haben, da die
Adhésion und Invasion bei den BF5- und BF13-Stdmmen meist noch stérker
reduziert war, als bei der ompA-Deletionsmutante. Es gilt nun zu verifizieren, ob
die Attenuierung primdr durch die eingeschrankte Motilitdt der Stamme
hervorgerufen wird oder auf Grund einer gestorten hypothetischen spezifischen
Interaktion der intakten Flagellen mit den Wirtszellen. Auch die fehlende
Sezernierung  von  potentiellen  Virulenzfaktoren  tber das  Typ-IlI-
Sekretionssystem muss als Grund fur die verminderte Virulenz in Betracht
gezogen werden.

Um die Motilitat der Stamme zu Uberprifen, wurden im Rahmen dieser Arbeit mit
den Stammen BF5, BF13, BF2 und zusatzlich mit BF4 Motilitatsassays
durchgefuhrt. Wie auch schon von Hartmann et al. berichtet, bestatigte sich, dass
das klinische Isolat C. sakazakii ES5 seine Motilitat in den Weichagar-Assays
einstellt und daher eine diesbezligliche Untersuchung erschwert ist. Bei der
Uberpriifung der Motilitit ergab sich jedoch, dass der Wildtyp ES5, wie auch die
Mutanten BF2 und BF4, unter bestimmten Bedingungen nach 12 Stunden
Inkubation teilweise Swimming in Weichagarplatten zeigten (siehe V.6.1). Bei
Zusatz von Tween80 als Detergenz oder von steril-filtriertem Wildtyptberstand
kam es deutlich haufiger zu diesem Effekt. Dies und die Tatsache, dass sich die

Swimming-Zone nicht regelmdfRig, sondern unregelmafig nierenférmig
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ausbreitete (Abb. 44), legt die Vermutung nahe, dass auch C. sakazakii ES5
grundsatzlich zum Swimming durch Flagellen in der Lage ist, dies aber durch
bislang unbekannte Faktoren in géngigem Weichagar einstellt. Die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigten, dass die Suppression unter speziellen Umstanden wieder
aufgehoben wird. Wie die Regulation der Motilitat bei C. sakazakii ablauft, ist
bislang unbekannt und muss in weiterfihrenden Versuchen untersucht werden.
Wie oben bereits beschrieben, handelt es sich beim Flagellum um ein &uRerst
komplexes System, das dartiber hinaus durch verschiedenste hypothetische
Faktoren beeinflusst wird. Die Konstruktion weiterer Mutanten und ihre
Untersuchung in verschiedenen modifizierten Motilitatsassays, sowie die
Charakterisierung der Flagellen-Proteine beztglich ihrer Funktion bei C.
sakazakii konnten aufschlussreich sein.

Abb. 44: Swimming der BF2_Mutante in Weichagar
(0,3%) mit Wildtyp-Uberstand. Deutlich ist die
unregelmaRige nierenférmige Ausbreitung zu erkennen,

die typische ,,Heiligenscheinbildung® ist nicht zu sehen
(48h Inkubation bei 37°C).

2.2. Analyse des Kohlenstoffmetabolismus

Bei fakultativ intrazellularen Bakterien wie C. sakazakii, E. coli oder S.
Typhimurium ist von besonderem Interesse wie sie in der Lage sind, nach der
Infektion des Wirts ihre Zielzellen zu kolonisieren und anschlieend in diesen
Zellen zu (Uberleben. Das Milieu, mit dem das Pathogen extrazellular
zurechtkommen muss, unterscheidet sich dabei im pH-Wert, Sauerstoffdruck,
osmotischen Druck und den vorhandenen Substraten von den Bedingungen in der
Zelle. Da die Energiegewinnung fur das Bakterium sowohl extrazellular wie auch
intrazellular essentiell ist und die Substrate variieren, wird vermutet, dass
intrazelluldre Bakterien je nach Bedarf ihren Stoffwechsel umstellen kénnen und
dadurch befahigt sind, intrazellular andere Substanzen nutzen. Die Virulenz wird
demnach in hohem Malke von dem Metabolismus der Bakterien, bzw. ihrer

Fahigkeit zu dessen Anpassung, beeinflusst und hangt nicht nur von den primaren
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Virulenzfaktoren ab, die die Adhésion und Invasion in die Wirtszelle
ermoglichen. Vermutlich wird der bakterielle Metabolismus durch spezielle
Faktoren gesteuert, die je nach Umgebungsbedingungen exprimiert werden
(Eisenreich et al., 2010).

Der Energiestoffwechsel von Bakterien scheint somit in engem Zusammenhang
mit der Fahigkeit zur Kolonisierung der Wirtszellen und dem intrazellul&ren
Uberleben zu stehen und ist deshalb hinsichtlich der Virulenz interessant. Diese
Vermutung wurde durch die Ergebnisse dieser Arbeit untermauert, da die C.
sakazakii ES5-Mutanten mit Transposoninsertion in wichtigen Stoffwechsel-
Genen im Gentamycin-Infektionsassay in Adhdsion und Invasion attenuiert
waren. Aus diesem Grund wurden weiterfiihrend in vitro Versuche zu der

Metabolisierung definierter C-Quellen durchgefiihrt.

2.2.1.  Speziesbesonderheiten in der Kohlenstoffmetabolisierung
Der Vergleich von den funf hier untersuchten C. sakazakii-lsolaten mit zwei C.
turicensis-Stammen und S. Typhimmurium ST4/74 bezuglich ihres Kohlenstoff-

Metabolismus ergab interessante Unterschiede:

C-Quellen aus der Umwelt

Die ubiquitéren Cronobacter-Stamme waren im Gegensatz zu S. Typhimurium in
der Lage, die in der Umwelt vorkommenden C-Quellen wie D-Raffinose, Sucrose,
a-Mehtyl-D-Glucosid, Arbutin, D-Arabinose, D-Cellobiose, D-Galacturonsaure,
D-Xylose, Gentiobiose und Salicin zu verstoffwechseln. S. Typhimurium ST4/74,
ein Klinisches lIsolat, konnte diese Substrate nicht umsetzen. Das legt die
Vermutung nahe, dass Cronobacter evolutionér gesehen aus der Umwelt kommt,
vor allem in Assoziation mit den Pflanzen, und nicht primar auf die Besiedelung

von Sdugetierorganismen ausgerichtet war (Jaradat et al., 2014).

Lactose

Auch Dbei C-Quellen, die primédr in Lebensmittel vorkommen, wich S.
Typhimurium von den untersuchten Cronobacter spp.-Stammen ab. Gerade
Lactose - auf Grund der Bedeutung von C. sakazakii in Milchprodukten eine
auBerst interessante Kohlenstoffquelle - konnte S. Typhimurium gar nicht zur
Energiegewinnung nutzen. Die C. sakazakii-Stdmme dagegen verstoffwechselten
Lactose sehr gut, ebenso wie das Lebensmittelisolat C. turicensis E609. Bei C.

turicensis 3032, einem Kklinischen lIsolat aus dem Blut eines septikdmischen
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Neonaten, war die Fahigkeit zur Metabolisierung von Lactose dagegen nur

schwach.

Aminoséuren

Bei den Aminosduren wichen die einzelnen C. sakazakii-Stdamme teils deutlich
voneinander und von den Vergleichsstimmen ab. Besonders bei L-Histidin, L-
Isoleucin, L-Valin, sowie D-Alanin, L-Asparagin und L-Aspartat, was auf die

Nutzung unterschiedlicher Stoffwechselwege hinweisen kénnte.

D-Glucose-6-Phosphat

Wahrend S. Typhimurium D-Glucose-6-Phosphat verstoffwechselt, wird das
Substrat von C. sakazakii nicht umgesetzt. Dies ist ein duRerst interessantes
Ergebnis, da  D-Glucose-6-Phosphat  ein  wichtiges intrazellulares
Stoffwechselzwischenprodukt ist und bei Enterobacteriaceae neben Glucose und
Mannose als die bevorzugte Kohlenstoffquelle angesehen wird (Gotz and Goebel,
2010). Im Gegensatz zu Glucose, fir die mehrere Transporter zur Verfligung
stehen, wurde in E. coli (EIEC), Shigella und S. Typhimurium der UhpT-
Transporter als bislang einziges Transportsystem fir Glucose-6-Phosphat
identifiziert (Island et al., 1992). Dieses wird Uber ein komplexes Zwei-
Komponenten-System reguliert, codiert durch das uhpABC-Operon (Verhamme et
al., 2002). Zusammen mit der Katabolitrepression wird so die Aufnahme von
Glucose-6-Phosphat blockiert, solange noch Glucose vorhanden ist.

In der Wirtszelle wird Glucose intrazellular im Cytosol nach der Aufnahme Uber
das GLUT- oder das natriumabhangige SGLT-Transportsystem zu Glucose-6-
Phosphat phosphoryliert und in den Pentose-Phosphat-Weg eingeschleust. Das so
entstehende Pyruvat wird in die mitochondriale Matrix transportiert und dort
durch die Pyruvat-Dehydrogenase zu Acetyl-CoA umgewandelt. Acetyl-CoA ist
ein Substrat des Citratzyklus. Die synthetisierten Substanzen werden fortlaufend
wieder ins Cytosol abgegeben, z.B. lber den Malat-Aspartat-Shuttle. Alle
entstehenden Zwischenprodukte koénnen potentiell durch die intrazellularen
Bakterien zur Energiegewinnung genutzt werden (Eisenreich et al., 2010).

C. sakazakii kann zwar in vitro Glucose-6-Phosphat nicht verstoffwechseln, wenn
es als einzige C-Quelle zur Verfiigung steht, dies bedeutet aber nicht, dass die
Spezies grundsatzlich nicht zur Umsetzung von Glucose-6-Phosphat in der Lage
ist. Alle humanpathogenen Bakterien sind nadmlich heterotroph, das heif3t sie

konnen sich die bendtigten Substanzen aus diversen ihnen zu Verfligung
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stehenden Substraten synthetisieren. Aullerdem handelt es sich bei C. sakazakii
um ein intrazellulares Bakterium, das dazu in der Lage sein mudsste, seinen
Metabolismus anpassen zu kénnen (Eisenreich et al., 2010; Gotz et al., 2010; Gotz
and Goebel, 2010). Es ware also denkbar, dass Cronobacter spp. intrazellular
Glucose-6-Phosphat nutzen kann und die Aufnahme von Glucose-6-Phosphat
ahnlichen Regulationsmechanismen wie bei E. coli und S. Typhimurium
unterliegt. Aus diesem Grund wére es hinsichtlich der Pathogenese von C.
sakazakii interessant, einen UhpT homologen Transporter bei C. sakazakii zu
identifizieren und diesen anhand von Deletionsmutanten zu untersuchen: Im
Zellkultursystem auf die intrazellulare Proliferation sowie mit Hilfe von [U-'*C]-
bzw. [1,2-*C]-markierten Glucose als C-Quellen auf den Metabolismus von
Glucose-6-Phosophat. Dies kdnnte ein Hinweis auf eine besondere Anpassung an

das Uberleben im Séaugetierorganismus darstellen.

2.2.2.  Charakterisierung des Kohlenstoffmetabolismus von C. sakazakii
ES5 an Hand der Transposoninsertionsmutanten

Von den in dieser Arbeit untersuchten Mutanten ist ein groRRer Teil den orthologen
COG-Gruppen C oder G zuzuordnen, also der Energieproduktion und -
umwandlung bzw. dem Kohlenstoff-Transport und -Metabolismus. Gerade bei
diesen Mutanten weicht das Metabolisierungsmuster der getesteten
Kohlenstoffquellen haufig ab (Kapitel 1V.7.2).

Mit am auffalligsten ist dies bei der Transposoninsertionsmutante 68 1. Der
Mutante fehlt, wie oben bereits beschrieben, die Dihydrolipoamid-
Dehydrogenase, weshalb sie in einigen wichtigen Stoffwechselwegen
beeintrachtigt ist (Tab. 17).

Tab. 17: Ubersicht der durch die Mutation potentiell beeintrachtigten Stoffwechselwege je
Mutante.

Citrat-
zyklus

Carotinoid- Carbon- Glycolyse/ Glyoxylat- &
. - ycoly Pyruvat- Methan- YOXy

Biosyn- Metabolis- Gluconeo- . - Dicarboxylat-
Metabolismus Metabolismus A

these mus genese Metabolismus

Lysin-
Abbau

68 1
69_1
311
79 1
82 2
14
31
2.1
39 1
38 1
76 1
24 2

X X X

X X X X

X
X X
X

X X X X X X X X
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Uber das colorimetrische Verfahren wurde tberpriift, welche Kohlenstoffquellen
von dem Stamm im Zeitraum von 48 Stunden metabolisiert werden kénnen. Im
Vergleich zum Wildtyp ES5 fiel auf, dass diverse C-Quellen aus Lebensmitteln,
namlich Lactulose, Turanose, Tween20, Pektin und Apfelsaure, weniger gut zur
Energiegewinnung genutzt werden konnten. Die Aminoséuren L-Glutamin und L-
Serin wurden bei der 68_1-Mutante (Dihydrolipamid-Dehydrogenase) erst nach
48 Stunden verstoffwechselt. L-Asparagin, D-Alanin und Monomethylsuccinat
konnten dagegen von dem Stamm 68 _1 im Vergleich zum Wildtyp besser
umgesetzt  werden. Bei  Betrachtung der C-Quellen aus dem
Intermediérstoffwechsel fallt genauso wie bei den Aminoséuren auf, dass teils
andere Substrate als beim Wildtyp genutzt wurden. Beispielsweise konnte 68_1
L-Asparagin besser metabolisieren, dafiir war aber die Umsetzung von L-
Glutamat geringer. L-Asparagin und L-Glutamat stehen im Citratzyklus iiber a-
Ketogluterat  miteinander in  Verbindung. Diese = Abweichung im
Metabolisierungsmuster konnte also ein Hinweis auf eine durch die
Transposoninsertion verursachte Anpassungsreaktion sein. Auch bei den
Stammen 31 1, 69 1 und 79 _1, deren Mutation ebenfalls fir ein Enzym des
Cirtratzyklus codiert, wurde L-Asparagin besser und L-Glutamat schlechter
metabolisiert.

Dass Serin erst nach 48 Stunden von 68 1 verstoffwechselt werden konnte,
kdnnte genauso wie die reduzierte Nutzung von Threonin im Zusammenhang
damit stehen, dass das beeintrachtigte Enzym Dihydrolipamid-Dehydrogenase
auch bei der Glycolyse/Gluconeogenese wichtig ist und das dort gebildete
Substrat 3-Phosphoglycerat bei der Synthese von Threonin und Serin eine Rolle
spielt. Die Aminosauren L-Leucin und L-Isoleucin konnten gar nicht bzw. nur in
geringem MaR umgesetzt werden. lhre Synthese erfolgte aus Pyruvat und der
Pyruvatmetabolismus ist bei der 68 1-Mutante ebenfalls von der Mutation
betroffen. Eventuell konnte aufgrund der reduzierten Eigensynthese auch der
Abbau dieser C-Quellen vermindert sein. Allerdings war bei den anderen
Citratzyklus-Mutanten (69 1, 31 1, 79_1), deren Mutation die Glycolyse nicht
betrifft, die Umsetzung von L-Threonin ebenfalls stark vermindert. Valin, aus
Pyruvat stammend, wurde von allen dreien gar nicht umgesetzt, obwohl der
Pyruvatmetabolismus nur beim 79_1-Stamm von der Mutation betroffen ist.
Insgesamt waren alle vier Transposoninsertionsmutanten mit Mutation im Bereich

des Citratzyklus bezuglich ihres Metabolisierungsmusters auffallig. Da die
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Mutation  aber  bei  diesen  Mutanten auch  den  allgemeinen
Kohlenstoffmetabolimus selbst betrifft, konnte dies die Abweichung bei der
Verstoffwechselung von C-Quellen erklaren.

Ebenfalls aufféallig in der biochemischen Charakterisierung war MTP 51 C4
gewesen. Das unterbrochene Gen kodiert bei dieser Mutante fiir den Fructose-
Repressor FruR (Cra), der eine wichtige Rolle in der Regulation des Kohlenstoff-
und Energiehaushalts bei Darmbakterien spielt. Methylpyruvat als wichtiges
Stoffwechselsubstrat konnte von dieser Mutante nur in geringem Mafle umgesetzt
werden, genauso wie die Brenztraubensédure und die Oxalsédure. Auch beim
Metabolisierungsmuster der Aminosauren wich der Stamm vom Wildtyp ab: L-
Valin und L-Histidin wurden von der Mutante nicht verstoffwechselt und L-Serin
und L-Threonin nur schwach. D-Alanin wurde dagegen im Vergleich zum
Wildtyp C. sakazakii ES5 besser metabolisiert (Abb. 36).

Die Flagellenmutanten BF5 und BF13 fielen bei diversen Substraten, z.B. bei a-
D-Lactose und D-Alanin, durch verringerte Umsetzung auf. Dies konnte ein
Hinweis darauf sein, dass das Flagellum indirekt Gber Sekretion von Proteinen in
Zusammenhang mit der Aufnahme und Umsetzung bestimmter Substrate steht.
Die Stdmme mit Mutation in der Carotinoid-Biosynthese konnten D-Alanin und
L-Ornithin besser und L-Valin und L-Histidin schlechter verstoffwechseln als der
ES5-Wildtyp. Die 2_1-Mutante konnte L-Valin und L-Histidin (berhaupt nicht
metabolisieren und beim 3_1-Stamm war L-Asparagin negativ. Bei diesen beiden
Mutanten war auch die Aufnahme von a-D-Lactose reduziert, was eine

verminderte Anpassung an das Persistieren in Milch als Substrat bedeuten konnte.
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3. Funktion der Lycopen-3-Cyclase in der Carotinoid-
Biosynthese von C. sakazakii ES5

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte erfolgreiche Komplementierung der
morphologisch auffélligen Transposoninsertionsmutante 2_1 ermdglicht die
nahere Charakterisierung von CrtY bei C. sakazakii ES5. Wie bei der 2_1-
Mutante ist auch bei der Mutante 39 _1 das entsprechende Gen ESA 00344 durch
ein Transposon unterbrochen, ohne dass es jedoch zu der beim 2_1-Stamm
beobachteten pink-Farbung der Kolonien kommt

Das Gen ESA_00344 ist 1.176 bp lang und befindet sich an Position 318.102-
316.927 auf dem komplementdaren Strang des bakteriellen Chromosoms. Die
Insertionsstelle des Transposons der Mutante 2_1 liegt bei Basenpaar 317.733
relativ am Anfang des Gens, wéhrend die Transposoninsertion bei der 39 1-
Mutante eher am Ende des Gens, namlich an Stelle 317.009 ist (Abb. 45). Es ist
mdoglich, dass eine Transposoninsertion am Genende nicht zu dessen
Inaktivierung fuhrt, da die fir die Translation entscheidenden Abschnitte
transkribiert werden konnten, und der nach der Insertion liegende Abschnitt des
Gens nicht essentiell fur die Funktion des Enzyms ist. Die letzten Aminoséuren
spielen haufig keine Rolle bei der Konformation und damit in der Funktionalitat
des Enzyms. Wenn die Gene aber wie fur die Carotinoid-Biosynthese in einem
Cluster organisiert sind, unterliegen sie gemeinsamer Regulation. Einige dieser
Gene werden zudem zusammen transkribiert, vor allem wenn es sich um
Uberlappende Gene wie bei crtY und crtl handelt. Dadurch betrifft die
Transposoninsertion am Ende des crtY-Gens auch das downstream liegende Gen
crtl (Abb. 45).

21 391
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D ] ertE idi Y 1B
po mug ¥ c idi c c <=
crtX crtl crtZ
2.000 4.000 6.000 8.000 10.000 12.000

Enterobacter sakazakii clone BAC 9E10, containing pigment gene cluster
(AM384990 Accession No.)

Abb. 45: Carotinoid-Biosynthese-Gencluster. Die Pfeile symbolisieren die Gene und ihre
Ableserichtung im Genom. Im crtY-Gen sind die beiden Stellen markiert, an denen das Gen durch
die Transposoninsertion bei 2_1 bzw. 39_1 unterbrochen ist.
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Bei der Carotinbiosynthese entsteht zundchst aus zwei Molekilen
Geranylgeranylpyrophosphat (C20) das farblose Phytoen, das zu dem hellgelben
{-Carotin isomerisiert wird. Dieses wird zu dem orangen Neurosporin oxidiert.
Neurosporin wird entweder weiter zu dem roten Lycopin oxidiert oder Uber B-
Zyklisierung zu -Zeacarotin, das dann zu y-Carotin oxidiert wird. Lycopin wird
uber B-Cyclisierung direkt zu y-Carotin. Das entstandene y-Carotin wird Uber [3-
Cyclisierung zu dem dunkel-gelben 3-Carotin, das zusammen mit a-Carotin das
Endprodukt der Carotinbiosynthese dargestellt (Abb. 46).
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Abb. 46: Carotinoid-Biosynthese-Modell fur C. sakazakii ES5. Die Formeln der Substrate sind
in der Farbe hinterlegt, die der Farbung des Pigments entspricht. Die Gennamen neben den Pfeilen
beschreiben das Gen, das fiir das entsprechende Enzym codiert. In Klammern steht die jeweilige
Gennummer bei C. sakazakii BAA-894.

Das Gen crtY (ESA _00344) codiert fur die Lycopen-B-Cyclase, die die oben
beschriebenen -Cyclisierungen katalysiert. Damit fiihrt das Fehlen von Lycopen-
R-Cyclase zu der Akkumulation von Lycopin im Cytosol der Zelle, was fir die
Rot-Verfarbung der Mutante 2_1 verantwortlich zu sein scheint (Kapitel V.3.3).
Lycopin gehoért zu den Carotinoiden und ist dunkel-rot. Es kommt vor allem in
Tomaten vor, ist fettléslich und empfindlich gegen Licht, Hitze, Sauerstoff und
Sduren und fungiert als Radikalfanger.
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Eine sichtbare Farbanderung, die durch eine durch ein defektes Enzym bedingte
Farbstoff-Akkumulation verursacht wird, wurde bereits z.B. fir Fusarium
fujikuroi beschrieben (Prado-Cabrero et al.,, 2009) und scheint auch hier zu
Grunde zu liegen. Die vor kurzem verdffentliche Rekonstruktion der Carotinoid-
Biosynthese von C. sakazakii BAA-894 in einem nicht-pigmentierten E. coli-
Stamm zeigt die unterschiedliche Pigmentierung der E. coli-Mutanten abhéngig
von den eingefugten Genen des Carotinoid-Biosyntheseclusters (Zhang et al.,
2014).

Durch die in dieser Arbeit konstruierte komplementierte crtY-Mutante von C.
sakazakii ES5 konnte die Auswirkung des crtY-Gens auf die Pigmentierung von
C. sakazakii ES5 eindeutig belegt werden: Wahrend die C. sakazakii Mutante 2_1
mit dem pUC19-Vektor weiterhin die auffélligen pinken Kolonien auf LB-Agar
ausbildete, wies die komplementierte Mutante 2_1/crtY” die wildtypisch gelbe
Pigmentierung wieder auf (Abb. 10).

Bei der Uberpriifung des Wachstums in Vollmedium entsprach die Zunahme der
optischen Dichte der komplementierten Mutante der des Wildtyps ES5, wéhrend
die 2 _1-Mutante hohere Werte erreichte. Das bedeutet, dass die
Komplementierung mit pUC19-crtY stabil in der Bakterienzelle bleibt und zu
einem wildtypischen Verhalten der Mutante flihrt. Die zusétzlich durchgefiihrte
Bestimmung der CFU-Werte untermauert dies: Der 2_1/crtY*-Stamm zeigte bei
jedem Messzeitpunkt im Vergleich zum Wildtyp etwas niedrigere CFU-Werte,
was durch die Antibiotikazusatze als Selektionsmarker bedingt war. Der
Kurvenverlauf der 2_1-Mutante unterschied sich dagegen durch eine etwas
flachere log-Phase von der des Wildtyps und der komplementierten Mutante
(Abb. 13).

Das Screening von C. sakazakii ES5crtY::Tn5/pUC19-crtY bezliglich der Virulenz
in eukaryotischen Zellen zeigte, dass die Komplementierung zwar nicht
vollstandig zum wildtypischen Verhalten in Zellkultursystemen fuhrte. Allerdings
wurde durchaus deutlich, dass es auf Grund der Komplementation des crtY-Gens
mindestens zu einer Annaherung an den Wildtypstamm ES5 kommit.

In den Caco-2-Darmepithelzellen war das Invasionspotential der 2_1 Mutante um
knapp 20% vermindert, bei dem komplementierten 2_1/crtY’-Stamm dagegen
sogar leicht erhoht. Die intrazellulare Proliferation der komplementierten Mutante

in den Caco-2-Zellen war sowohl im Vergleich zum Wildtyp als auch zu
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Transposoninsertionsmutante 2_1 erhoht. Dies konnte durch den Einfluss des
high-copy pUC19-Vektors bedingt sein.

In den RAW-264.7-Zellen lag der Invasionswert sowie die intrazellulére
Proliferation von C. sakazakii ES5crtY::Tn5/pUC19-crtY im Bereich zwischen C.
sakazakii ES5 und ES5crtY::Tn5. Die crtY-Komplementierung fiihrte hier nur zu
einem Anndhern an das wildtypische Verhalten, erreicht wurde dies allerdings in
den RAW-264.7-Zellen nicht.

In den die Bluthirnschranke symbolisierenden HBMEC-Zellen war dagegen der
Effekt auf die Invasion und die intrazellulare Proliferation besonders deutlich:
Wahrend bei der Insertionsmutante 2_1 mit unterbrochenem crtY-Gen die
Invasion um mehr als 30% und die intrazelluldre Proliferation um mehr als 40%
reduziert war, erreichte die komplementierte Mutante 2_1/crtY™ hohere Werte als
der Wildtyp.

Diese Ergebnisse belegen, dass das verminderte Invasionspotential bei C.
sakazakii ESS5crtY::Tn5 (2_1-Mutante) in allen drei Zelllinien auf die
Unterbrechung des crtY-Gens zurtickzufihren ist. Darliber hinaus konnte in einem
nicht rekombinanten System verifiziert werden, dass dieses Gen bei C. sakazakii
ES5 flr die Lycopin-B-Zyklase codiert, die die Synthese von Carotinoiden aus
Lycopin katalysiert.

Zu prufen bleibt, inwieweit die Mutation die Tenazitat der Stamme beeinflusst,
vor allem in Bezug auf die Bestrahlung mit UV-Licht und Sauerstoffdruck.
Aulerdem waére es interessant, das Pigment von C. sakazakii ES5, der
Transposoninsertionsmutante 2_1 sowie das der komplementierten Mutante zu

extrahieren, deren Spektrum zu bestimmen und zu vergleichen.
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4. Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen schliel3en, dass die Virulenz von C. sakazakii
ein Zusammenspiel verschiedener Faktoren ist.

Es konnte gezeigt werden, dass die Flagellen eine Schlisselrolle haben — sie
mussen aber hinsichtlich ihrer genauen Funktion bei der Invasion eukaryotischer
Zellen noch weitergehend untersucht werden: Werden bei C. sakazakii Gber das
Typ-111-Flagellensekretionssystem  Virulenzfaktoren  sezerniert? ~ Welcher
Regulation unterliegt das Swimming bei C. sakazakii ES5 und ist die Motilitat des
Bakteriums oder die Flagellenstruktur bei Adhé&sion und Invasion letztendlich
entscheidend?

Weiterhin sollten die in dieser Arbeit identifizierten potentiellen Virulenzfaktoren,
wie zum Beispiel der putative Reifungsfaktor RimP oder die mit der
Serumresistenz in Verbindung stehenden Faktoren FadR und Fructose Repressor
FruR, néher untersucht werden.

Die hier durchgefiihrten Untersuchungen zum Kohlenhydratstoffwechsel ergaben
weitere interessante Ansatzpunkte: Besonders vielversprechend ist die fehlende in
vitro Metabolisierung von Glucose-6-Phosphat. Die Identifizierung eines
putativen Glucose-6-Phosphat-Transporters im Genom von C. sakazakii ES5
sowie die anschliefende Konstruktion einer Deletionsmutante wéren von
Bedeutung. Darlber hinaus sollten Methoden etabliert werden, die es erlauben,
den intrazellularen Stoffwechsel zu studieren. Eine Moglichkeit ware die
Untersuchung mit Hilfe von [U-*C]-markierten C-Quellen in Zellkultursystemen,
z.B. Uber die C-isotopolgue-profiling analysis (C-IPA) oder die Raman
Mikrospektroskopie. Der Abgleich des extrazellularen Stoffwechsels von C.
sakazakii mit seinem Metabolismus in der eukaryotischen Zelle kénnte zu einem
besseren Verstandnis der Pathogenitat des Bakteriums fiihren und eventuell die

Identifizierung essentieller Virulenzmechanismen ermdoglichen.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Cronobacter sakazakii ist ein ubiquitdres Gram-negatives Stabchenbakterium, das
neben anderen Lebensmitteln vor allem in Milchpulver vorkommt und
insbesondere bei Neonaten zu nekrotisierender Enterocolitis (NEC), Bakteriamie
und Meningitis fuhren kann.

Trotz der umfangreichen Forschung der letzten Jahre ist nach wie vor wenig tber
die Pathogenese von Cronobacter spp. sowie potentielle Virulenzfaktoren
bekannt.

Um neue Erkenntnisse Uber Pathogenitatsmechanismen von C. sakazakii zu
erhalten, wurden in dieser Arbeit 28 Transposoninsertionsmutanten des klinischen
Isolats C. sakazakii ES5 in drei unterschiedlichen Zelllinien auf ihre Fahigkeit an
die eukaryotischen Zellen zu adhérieren, in sie einzudringen und in ihnen zu
proliferieren, untersucht. Die inaktivierten Gene dieser Mutanten codieren fir
Proteine des Energiestoffwechsels, der Zellwand und des Biofilms, der Motilitét
der Bakterien und der Carotinoidbiosynthese. Angelehnt an den in vivo
Infektionsweg von C. sakazakii - orale Infektion des Organismus, primére lokale
Infektion im Darm, systemische Infektion tber die Invasion in Makrophagen und
schlieRlich das Uberschreiten der Blut-Hirn-Schranke und die Infektion des
Gehirns - wurden fur die Studie Caco-2 Darmepithelzellen, RAW-264.7
Makrophagen-Zellen sowie HBMEC Hirnendothelzellen ausgewéhlt. Beim
Screening aller drei Zelllinien konnte festgestellt werden, dass die
Flagellenstruktur betreffende Mutationen bei C. sakazakii ES5 zu fast 100%iger
Attenuation der Invasion der Wirtszellen flihren. Dies lasst auf die Bedeutung der
Flagellen als Pathogenitétsfaktor schlielen. Bedingt sein konnte die Attenuierung
durch die verminderte Motilitat der Bakterien, durch die instabile Interaktion von
Flagellen mit den eukaryotischen Zellen selbst oder mdglicherweise durch die
fehlende Sekretion von Virulenzfaktoren durch das Typ-lll-Flagellen-
Sekretionssystem. Weiterfihrende Untersuchungen zu der Motilitdt der
Transposoninsertionsmutanten zeigten, dass die Flagellenfunktion bei C.
sakazakii ES5 durch Suppression reguliert zu sein scheint, da die bei C. sakazakii

ES5 vorhandene Hemmung des Flagellen-vermittelten Swimmings im Weichagar
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z.B. unter Zugabe von steril filtriertem Uberstand einer C. sakazakii ES5-Kultur
wieder aufgehoben werden konnte.

Des Weiteren fielen zwei Mutanten mit verminderter Serumresistenz durch
reduzierte Virulenz auf, sowie eine Mutante, deren unterbrochenes Gen fir einen
putativen Reifungsfaktor der 30S-Untereinheit der Ribosomen codiert. Bei diesen
drei Mutanten konnten die inaktivierten Gene fur potentielle Virulenzfaktoren
codieren und sollten naher untersucht werden.

Transposonmutanten aus der orthologen Gruppe fir Energiestoffwechsel zeigten
ebenfalls eine verminderte Invasion. Diese Stdmme hatten bei der biochemischen
Charakterisierung der Metabolisierung definierter Kohlenstoffquellen bei den
Aminoséuren und den Zwischenprodukten des Intermediarstoffwechsels ein vom
Wildtyp ES5 abweichendes Metabolisierungsmuster. Die Unterbrechungen im
Citratzyklus flhrten z.B. zur schwacheren Verstoffwechselung von L-Glutamat,
dafir wurde L-Asparagin besser als Substrat verwertet. Somit konnte die
Fahigkeit zur Anpassung durch Umstellung des Metabolismus bei C. sakazakii
ES5 bestatigt werden.

Weiterhin ergab der Vergleich des Kohlenstoff-Metabolismus von Cronobacter
spp. mit dem von Salmonella enterica sv. Typhimurium einige interessante
Unterschiede: C. sakazakii konnte im Gegensatz zu S. Typhimurium eine Vielzahl
in der Umwelt vorkommender C-Quellen zur Energiegewinnung nutzen, was
darauf schlieen lasst, dass das ubiquitare Bakterium Cronobacter spp.
urspringlich mit Pflanzen assoziiert war. Glucose-6-Phosphat, ein wichtiges
Stoffwechselzwischenprodukt, das bei pathogenen Enterobacteriaceae neben
Glucose und Mannose intrazellular als die bevorzugte Kohlenstoffquelle gilt,
wurde von C. sakazakii dagegen in vitro nicht metabolisiert. Es bleibt zu kléren,
ob C. sakazakii in der Lage ist, intrazellular seinen Stoffwechsel umzustellen und
Glucose-6-Phosphat als C-Quelle zu nutzen.

C. sakazakii ist ein gelb pigmentiertes Bakterium und synthetisiert die Pigmente
Uber Carotinoid-Biosynthese. In den Infektionsversuchen zeigte sich, dass
pigmentlose Mutanten in der Invasion von RAW-264.7-Zellen attenuiert sind. In
diesem Zusammenhang konnte auch festgestellt werden, dass bei der de novo
Carotinoid-Synthese das CrtY-Protein (Lycopin-R-Cyclase) die R-Cyclisierung
von Lycopin zu BR-Carotin ausfiihrt. Nach Komplementierung der crtY-Mutante
zeigte sich erneut die wildtypische gelbe Pigmentierung der Bakterienkolonien
von C. sakazakii ES5crtY::Tn5/pUC19-crtY, anstatt der pinken Koloniefarbung
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der Mutante. Die Reduzierung der Invasion in HBMEC-Zellen um mehr als 30%
konnte durch die Komplementation des crtY-Gens aufgehoben werden: die
konstitutive Expression des Gens fuhrte zu einem Invasionswert von 122% des
Wildtyps.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten durch Infektionsexperimente in drei Zelllinien
der Infektionsweg von C. sakazakii ES5 nachgestellt, neue potentielle Virulenz-
assoziierte Faktoren identifiziert und die F&higkeit der spezifischen Anpassung an

das intrazelluldre Milieu als ein wichtiges Pathogenitatsmerkmal bestatigt werden.
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VIlI. SUMMARY

Investigation of the role of potential virulence factors of Cronobacter
sakazakii ES5

Cronobacter sakazakii is an opportunistic Gram-negative food-borne pathogen,
which is mainly a problem in powdered infant formula (PIF), because of its ability
to cause severe necrotizing enterocolitis (NEC), septicemia and meningitis in
neonates.

Despite the efforts over the last years, still little is known about the pathogenesis
of C. sakazakii and its crucial virulence mechanisms.

To gain further insight about pathogenic mechanisms of C. sakazakii, 28 mutants
of the clinical strain C. sakazakii ES5 have been screened in this study for their
potential to adhere, invade and proliferate in eukaryotic cells. The inactivated
genes encode for proteins playing a role in energy production and conversion, as
well as in cell membrane biogenesis, biofilm-formation, motility and carotenoid
biosynthesis. Reflecting the course of infection of C. sakazakii in vivo - oral
infection of the host organism, primary local infection of the gastro-intestinal tract
(GIT), systemic spread by invading in macrophages and finally crossing the
blood-brain-barrier (BBB) and infecting the brain - three cell lines Caco-2
gastrointestinal epithelial cells, RAW-264.7 as mononuclear phagocytic cells, and
HBMEC brain-micro-endothelial were selected as cell culture study system.

The screening in all three cell lines showed reduced invasion by nearly 100% of
both flagella mutants without or short and brittle flagella. This suggests that
flagella are important for the pathogenesis of Cronobacter. The attenuation might
be caused by reduced motility, instable interaction between flagella and the host
cell or missing secretion of virulence factors through the Type Il flagellar
secretion system. Further investigations using motility-assays showed that
flagellar motility of C. sakazakii seems to be regulated by suppression. Typically,
in motility assays, flagella-induced swimming of C. sakazakii ES5 is inhibited,
but e.g. upon addition of sterile-filtrated supernatant of a C. sakazakii ES5 culture,
swimming was observed.

Two mutants with reduced resistance to serum showed decreased virulence, as

well as one mutant in which a putative ribosome maturation factor for the 30S
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ribosomal subunit was disrupted. The inactivated genes of these three mutants
could encode potential virulence factors and have to be investigated in detail.
Mutants from the orthologous group for energy production and conversion were
also less invasive in eukaryotic cells. In the utilization of carbon sources, in
particular of amino acids and intermediary catabolic products, those strains differ
from the wild type strain. For instance, disruption of the citrate cycle, led to a
decreased usage of L-glutamic acid, but increased the catabolism of L-asparagine.
This showed that C. sakazakii ES5 was able to efficiently adapt its metabolism in
response to the mutation.

In comparison with Salmonella enterica serovar Typhimurium, the carbon
metabolism of C. sakazakii showed several interesting differences: in contrast to
S. Typhimurium, Cronobacter spp. was able to use a variety of carbon sources
present in soil. This suggests that Cronobacter spp. might be descended form a
common ancestor that had plant-associated lifestyle. Surprisingly, glucose-6-
phosphate, which is known to be the preferred intracellular carbon source of
enterobacterial pathogens, besides glucose and mannose, could not be used as
carbon source by C. sakazakii in vitro. It would be interesting to investigate, if
intracellular C. sakazakii is able to modify its metabolism for using glucose-6-
phosphate inside the host.

C. sakazakii is a yellow pigmented bacteria species that synthesizes its pigments
by carotenoid biosynthesis. Infection assays showed attenuation of colorless
strains in invasion of RAW-264.7 cells. In this context, it was determined that in
de novo carotenoid synthesis CrtY protein catalyzes the reaction of lycopene to R-
carotene. After complementation, the crtY-mutant showed the typical yellow
pigmentation of wild-type colonies, instead of the pink mutant colonies. The
reduced invasion of HBMEC cells by more than 30% in comparison with wild-
type cells could also be restored by complementation. Constitutive expression of
the crtY gene in the mutant background led to an increased invasion of HBMEC
cells of 122% compared to ES5 wild-type cells.

In this study, C. sakazakii ES5 infection experiments of three different cell lines
were used to identify new virulence-associated factors and to investigate the
ability of C. sakazakii to specifically adapt to the intracellular environment, which

represents a crucial feature for its pathogenic lifestyle.
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Tab. 19: Extinktionswerte der colorimetrischen Bestimmung der Kohlenstoffverwertung bei C.
sakazakii ES5 Biofilm- und Serummutanten nach 24 h. Die Mittelwerte stammen aus mindestens
zwei voneinander unabhangigen Versuchen.

BF1 BF2 BF4 BF5 BF8 BF9 BF12 BF13 BF14 BF15 BF16 BF17 51 C4 51 C6
2-Desoxy Adenosin 0,606 0,568 0,562 0,615 0,594 0,610 0,578 0,488 0,467 0,415 0,598 0,594 0,652 0,602
Acetic Acid (Essigsdure 96%) 0,065 -0,002 0,060 0,062 0,034 0,039 0,033 0,006 0,001 -0,006 0,026 -0,011 0,049 0,125
Adenosin 0,681 0,686 0,622 0,695 0,747 0,661 0,636 0,638 0,629 0,581 0,693 0,603 0,656 0,634
a-D-Glucose 0,686 0,677 0,658 0,682 0,776 0,746 0,717 0,641 0,703 0,634 0,793 0,718 0,710 0,728
a-D-Lactose 0,010 -0,055 -0,040 -0,046 0,009 -0,064 -0,069 0,008 -0,034 -0,063 -0,004 0,024 -0,006 0,550
Adonitol -0,055 -0,080 -0,079 -0,016 -0,035 -0,088 -0,103 -0,021 -0,056 -0,081 -0,052 -0,112 -0,004 -0,106
a-Methyl-D-Glucosid 0,677 -0,044 -0,019 0,580 0,659 0,322 -0,042 0,549 0,005 -0,039 0,243 -0,024 0,394 0,622
Amygdalin -0,006 -0,057 -0,049 0,019 0,029 -0,020 -0,061 0,025 -0,046 -0,057 -0,030 -0,053 -0,040 0,006
Arbutin 0,586 0,664 0,624 0,728 0,720 0,677 0,668 0,710 0,406 0,358 0,682 0,622 0,646 0,593
Zitronensdure 0,505 0,342 0,385 0,428 0,508 0,547 0,319 0,469 0,501 0,538 0,490 0,488 0,424 0,503
Kreatin -0,049 -0,081 -0,086 -0,117 -0,037 -0,086 -0,110 -0,023 -0,058 -0,030 -0,089 -0,052 0,020 -0,118
D-Alanin 0,089 0,137 0,270 -0,106 -0,015 0,089 0,030 0,009 0,086 0,179 0,163 0,150 0,180 0,261
D-Galactose 0,662 0,668 0,602 0,715 0,770 0,719 0,692 0,699 0,650 0,639 0,715 0,698 0,813 0,625
D,L-Apfelssure 0,152 0,223 0,288 0,142 0,126 0,191 0,160 0,282 0,266 0,227 0,173 0,278 0,278 0,202
N-Acetyl-D-Glucosamin 0,765 0,782 0,697 0,775 0,821 0,792 0,792 0,733 0,778 0,783 0,843 0,736 0,803 0,753
D-Arabinose -0,028 -0,046 0,000 -0,088 -0,017 -0,023 -0,037 -0,019 -0,026 -0,027 0,033 0,013 0,048 -0,028
D-Cellobiose 0,745 0,779 0,757 0,819 0,834 0,755 0,748 0,821 0,736 0,753 0,827 0,714 0,812 0,710
D-Fructose 0,652 0,664 0,665 0,685 0,729 0,725 0,707 0,614 0,671 0,679 0,780 0,717 0,690 0,759
D-Galacturonséure 0,533 0,573 0,581 0,681 0,687 0,666 0,585 0,656 0,586 0,631 0,664 0,636 0,644 0,651
D-Glucosamin 0,640 0,662 0,574 0,753 0,747 0,729 0,668 0,667 0,589 0,684 0,729 0,594 0,728 0,715
D-Glucose-6-Phosphat -0,008 -0,053 -0,056 -0,017 0,070 -0,032 -0,074 0,016 -0,047 -0,039 -0,050 -0,047 0,014 -0,075
D-Glucuronsaure 0,656 0,533 0,497 0,610 0,628 0,632 0,507 0,594 0,456 0,570 0,596 0,572 0,471 0,630
Dulcitol -0,049 -0,080 -0,084 -0,123 -0,039 -0,090 -0,111 -0,015 -0,059 -0,080 -0,089 -0,025 -0,014 -0,119
D-Apfelsiure -0,064 -0,087 -0,094 -0,121 -0,041 -0,094 -0,117 -0,027 -0,064 -0,087 -0,037 -0,042 0,059 -0,107
D-Mannitol = Mannit 0,655 0,696 0,641 0,676 0,758 0,727 0,687 0,722 0,678 0,685 0,749 0,619 0,860 0,705
D-Mannose 0,748 0,736 0,673 0,720 0,748 0,796 0,743 0,717 0,690 0,701 0,809 0,790 0,869 0,713
D-Melibiose 0,799 0,801 0,820 0,799 0,855 0,826 0,781 0,814 0,802 0,823 0,877 0,776 0,912 0,807
D-Raffinose 0,765 0,797 0,829 0,784 0,873 0,813 0,784 0,892 0,803 0,792 0,884 0,827 0,927 0,775
D-Ribose 0,507 0,536 0,618 0,619 0,644 0,626 0,595 0,689 0,546 0,620 0,650 0,638 0,830 0,663
D-Sorbitol -0,042 -0,059 -0,026 -0,050 -0,026 -0,079 -0,095 0,016 -0,035 -0,066 -0,018 -0,005 -0,031 -0,062
D-Trehalose 0,795 0,798 0,774 0,842 0,843 0,821 0,777 0,807 0,798 0,796 0,824 0,806 0,846 0,738
D-Xylose 0,645 0,626 0,568 0,698 0,739 0,636 0,625 0,654 0,562 0,580 0,678 0,579 0,761 0,571
Ameisenséure 0,013 -0,058 -0,066 0,058 0,116 0,006 0,019 0,063 -0,041 -0,063 -0,001 -0,039 0,196 0,047
Fumarsdure 0,317 0,021 0,307 -0,073 0,032 0,034 -0,023 0,043 0,216 0,066 0,059 0,138 0,333 0,178
Gentiobiose 0,701 0,688 0,654 0,661 0,719 0,670 0,732 0,603 0,648 0,641 0,774 0,718 0,772 0,690
Glycerol 0,360 0,473 0,438 0,629 0,636 0,521 0,442 0,667 0,480 0,478 0,467 0,484 0,582 0,363
Glyoxylsaure -0,016 0,027 0,037 -0,074 -0,015 0,062 -0,033 0,027 0,030 0,038 -0,028 0,108 0,015 0,138
Inosin 0,732 0,696 0,658 0,692 0,749 0,736 0,691 0,640 0,656 0,634 0,757 0,719 0,848 0,688
Lactose 0,240 0,103 0,188 0,140 0,068 0,174 0,175 0,113 0,116 0,154 0,146 0,246 0,181 0,594
Lactulose 0,019 0,018 0,109 0,026 0,012 -0,010 0,062 0,020 0,039 0,043 0,032 0,155 -0,050 0,110
L-Alanin 0,282 0,460 0,497 0,275 0,233 0,492 0,436 0,234 0,462 0,470 0,479 0,596 0,189 0,326
L-Arabinose 0,601 0,583 0,576 0,628 0,632 0,643 0,606 0,634 0,550 0,597 0,693 0,633 0,784 0,686
L-Arabitol -0,057 -0,080 -0,083 -0,128 -0,042 -0,088 -0,113 -0,020 -0,060 -0,087 -0,030 -0,028 0,025 -0,117
L-Arginin -0,050 -0,072 -0,076 -0,105 -0,027 -0,077 -0,106 -0,015 -0,052 -0,074 -0,032 -0,095 0,044 -0,103
L-Asparagin 0,022 -0,025 0,006 -0,069 0,077 0,022 -0,030 0,016 -0,007 -0,036 -0,005 -0,033 0,111 0,125
L-Asparaginsdure 0,134 0,055 0,024 0,036 0,046 -0,006 -0,051 0,158 0,033 -0,031 -0,026 -0,017 0,232 0,123
L-Fucose 0,031 0,032 -0,015 -0,014 0,004 -0,050 -0,083 0,083 -0,009 -0,053 -0,015 0,048 0,076 -0,056
L-Glutaminsdure 0,254 0,197 0,300 0,170 0,156 0,304 0,243 0,234 0,210 0,268 0,233 0,254 0,292 0,580
L-Glutamin 0,413 0,655 0,774 0,686 0,649 0,787 0,805 0,573 0,575 0,638 0,806 0,727 0,627 0,752
L-Histidin 0,071 0,102 0,155 -0,017 0,023 0,165 0,153 0,020 0,093 0,166 0,129 0,223 0,007 0,114
L-Isoleucin 0,031 0,053 0,103 -0,002 0,033 0,133 0,112 0,029 0,057 0,124 0,111 0,171 0,029 0,181
L-Milchsaure 0,348 0,401 0,440 0,357 0,341 0,423 0,439 0,319 0,415 0,450 0,435 0,526 0,238 0,590
L-Leucin -0,017 -0,030 0,019 -0,028 -0,014 -0,067 -0,074 -0,010 -0,028 -0,039 -0,014 0,018 0,084 -0,017
L-Lysin -0,027 -0,049 -0,010 -0,088 -0,026 -0,067 -0,080 -0,001 -0,031 -0,050 0,002 0,021 0,115 -0,019
L-Apfelsaure 0,309 0,322 0,447 0,118 0,049 0,250 0,291 0,391 0,382 0,238 0,345 0,450 0,525 0,364
L-Methionin -0,057 -0,087 -0,095 -0,112 -0,042 -0,090 -0,120 -0,019 -0,062 -0,091 -0,037 -0,044 0,043 -0,122
L-Ornithin -0,030 -0,058 -0,051 -0,059 -0,005 -0,057 -0,077 -0,003 -0,031 -0,057 -0,055 -0,064 0,112 -0,043
L-Phenylalanin -0,012 -0,024 -0,068 -0,079 -0,013 -0,063 -0,107 0,037 -0,026 -0,060 -0,072 -0,058 0,050 -0,057
L-Prolin 0,605 0,499 0,730 0,342 0,257 0,648 0,557 0,405 0,560 0,567 0,522 0,682 0,616 0,763
L-Rhamnose 0,655 0,619 0,556 0,634 0,642 0,689 0,642 0,601 0,627 0,644 0,645 0,631 0,788 0,649
L-Serin 0,601 0,629 0,637 0,557 0,469 0,679 0,661 0,368 0,525 0,556 0,680 0,658 0,048 0,679
L-Threonin 0,156 0,292 0,325 0,170 0,195 0,374 0,350 0,154 0,213 0,337 0,356 0,384 0,085 0,376
L-valin 0,016 0,023 0,065 0,040 0,028 0,137 0,121 0,002 -0,004 0,088 0,089 0,069 0,068 0,031
Maltitol 0,455 0,300 0,537 0,335 0,386 0,543 0,499 0,340 0,367 0,384 0,492 0,474 0,147 0,595
Maltose 0,734 0,729 0,698 0,747 0,776 0,750 0,723 0,686 0,670 0,687 0,767 0,683 0,742 0,690
Maltotriose 0,733 0,736 0,700 0,776 0,776 0,753 0,692 0,711 0,702 0,707 0,801 0,746 0,761 0,756
Methylpyruvate 0,379 0,328 0,337 0,334 0,372 0,393 0,331 0,293 0,320 0,333 0,368 0,427 0,251 0,529
m-Inositol 0,359 0,441 0,472 0,450 0,529 0,583 0,498 0,426 0,441 0,458 0,545 0,511 0,630 0,479
Monomethylsuccinat 0,106 0,063 0,086 0,017 0,109 0,165 0,188 0,026 0,117 0,177 0,172 0,233 0,281 0,254
Schleimsaure -0,011 0,006 -0,036 -0,081 0,003 -0,023 -0,065 0,028 0,007 -0,003 -0,055 -0,004 0,042 0,012
N-Acetyl-R-D-Mannosamin 0,786 0,743 0,653 0,780 0,724 0,767 0,812 0,723 0,745 0,746 0,791 0,756 0,737 0,754
Oxalséure 0,138 0,164 0,166 0,090 0,109 0,230 0,195 0,104 0,141 0,194 0,182 0,197 0,051 0,291
Palatinose = Isomaltulose 0,775 0,800 0,741 0,790 0,871 0,829 0,780 0,819 0,763 0,781 0,829 0,778 0,763 0,764
Pektin 2% (1:8 EtOH) 0,261 0,461 0,382 0,173 0,227 0,503 0,434 0,258 0,334 0,410 0,357 0,404 0,327 0,535
Pektin 1% 0,272 0,352 0,341 0,168 0,280 0,442 0,341 0,237 0,324 0,361 0,380 0,319 0,223 0,468
Putrescin 0,243 0,525 0,556 0,129 0,158 0,611 0,582 0,125 0,434 0,488 0,582 0,642 0,219 0,587
Pyruvat 0,386 0,465 0,426 0,351 0,361 0,420 0,401 0,268 0,392 0,376 0,342 0,451 0,216 0,646
Salicin 0,666 0,713 0,611 0,743 0,731 0,707 0,709 0,674 0,668 0,662 0,759 0,652 0,734 0,657
Succinic Acid = Bernsteinséure 0,522 0,492 0,571 0,418 0,355 0,607 0,561 0,397 0,511 0,534 0,577 0,536 0,630 0,534
Sucrose 0,723 0,836 0,786 0,897 0,902 0,828 0,816 0,853 0,800 0,790 0,791 0,806 0,921 0,783
2'Desoxy-Thymidin 0,180 0,318 0,259 0,374 0,424 0,386 0,378 0,407 0,233 0,116 0,286 0,392 0,546 0,571
Turanose 0,187 0,155 0,123 0,196 0,226 0,209 0,088 0,368 0,155 0,154 0,097 0,207 0,167 0,344
Tween 20 0,022 0,036 0,046 -0,074 0,011 0,017 0,051 0,047 0,047 0,048 0,065 0,029 -0,028 0,119
Tween 80 0,287 0,286 0,383 0,203 0,245 0,345 0,443 0,235 0,277 0,308 0,354 0,305 0,054 0,652
Uridin 0,550 0,587 0,579 0,539 0,578 0,625 0,698 0,559 0,499 0,539 0,686 0,544 0,619 0,583

y-Amino Butyric Acid 0,498 0,504 0,576 0,197 0,190 0,609 0,659 0,159 0,420 0,486 0,654 0,550 0,348 0,700
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Tab. 20: Extinktionswerte der colorimetrischen Bestimmung der Kohlenstoffverwertung bei C.
sakazakii ES5 Pigmentmutanten nach 24 h. Die Mittelwerte stammen aus mindestens zwei
voneinander unabhéngigen Versuchen.

14 21 242 3.1 311 381 391 67_1 68 1 691 761 791 822 891
2-Desoxy Adenosin 0545 0512 0591 0547 0343 0576 051 0648 0392 0293 0565 0710 0559 0,539
Acetic Acid (Essigsdure 96%) 0052 -002 0010 -0027 0015 0033 0038 0018 -0037 0012 0052 0049 0121 0043
Adenosin 0647 0675 0678 0651 0639 0643 055 0666 0838 0603 05% 0618 05% 0573
-D-Glucose 0700 0762 073 0758 088 0703 0697 078 0695 080 0708 062 0724 0674
a-D-Lactose 0063 0018 -0030 002 0168 0044 0060 0613 0021 0081 -0041 0068 0229 0,104
Adonitol 0,081 -0029 -005% -0061 -0023 -0009 -0,087 -0055 -0035 -0,024 -0116 -0027 -0082 -0,045
a-Methyl-D-Glucosid 0027 0675 0332 0611 0561 068 0406 0636 0440 0466 0564 0543 0,58 0,403
Amygdalin 0,044 0018 -0037 -0049 0027 003 -0,047 0043 -0008 0012 -0035 0119 -0025 0,043
Arbutin 0548 0707 0671 0593 0689 0651 0605 0629 0710 0677 0561 0714 0581 0,543
Zitronensaure 0454 0574 0432 0509 0402 0324 0515 0571 048 0428 0543 0435 0591 07251
Kreatin 0,08 -0030 -0063 -008 -003 -0089 -0102 -0062 -0043 -0016 -0121 0048 -0105 -0,084
D-Alanin 0101 029 0103 0179 0335 008l 0120 0208 019 0287 0244 0177 0252 0,064
D-Galactose 0698 0746 0730 0642 085 0693 051 0700 0650 0756 0608 0774 058 0,607
D,L-Apfelsure 0163 0271 0203 0276 015 0198 0243 0204 0126 0132 0154 0233 0254 0268
N-Acetyl-D-Glucosamin 0787 0778 0782 082 083 072 077 081 0819 083 0735 065 075 0721
D-Arabinose 0,033 -0032 -0002 -0037 0039 -0006 -0,029 -002 0042 0029 -0060 0039 -005 0,002
D-Cellobiose 0721 0769 0779 0700 0902 075 0699 0767 081 081 0663 0718 0680 0,690
D-Fructose 0713 0764 075 0715 0721 0753 0691 087 0662 0718 0707 0627 0747 0676
D-Galacturonsaure 0290 0693 0680 0614 0752 0705 0610 0644 068 0705 0605 0628 0625 0528
D-Glucosamin 0670 0742 0691 065 0630 0689 0591 0760 0655 0638 0603 0710 0679 0621
D-Glucose-6-Phosphat 0039 0054 -005 -0086 0006 0032 -0066 -0028 -0020 -0001 -0091 0032 -009% -0,038
D-Glucuronséure 0621 065 0608 0550 0776 058 0608 0610 0688 0707 0659 0440 0,634 0506
Dulcitol 0083 -0035 -0065 -0111 -0029 -0067 -005 -0059 -0045 -0012 -0121 0059 -0,085  -0,080
D-Apfelsiure 0081 -0058 -0067 -0114 -0030 -0084 -005 -0054 -0046 -0023 -0117 0007 -0071 -0,078
D-Mannitol = Mannit 0721 0768 0749 0726 0760 0700 0644 0751 0727 0815 068 0630 0704 0,656
D-Mannose 0715 073 0791 0692 0781 0751 0658 0718 0739 0750 0668 0774 0704 0,649
D-Melibiose 0776 088 087 0746 090 085 0711 089 0938 083 0759 080 078 0763
D-Raffinose 0775 0810 081 0758 096 076 0702 082 098 091l 0737 0872 0758 0719
D-Ribose 0588 0598 0357 0608 0643 058 0591 0603 0655 0593 0654 0678 069 0371
D-Sorbitol 0064 0040 -0031 -0065 0021 -005 -0050 0024 -0031 0015 -0102 0032 -0023 -0,010
D-Trehalose 0795 080 079 0781 083 078 0699 089 083 0919 0771 083 081 0778
D-Xylose 0617 069 0643 0625 0705 0648 0548 0607 0688 0705 0513 078 0574 0236
Ameisensaure 002 0135 0003 -005 0065 0029 -008 0000 -0,006 0050 -0033 0123 -0028 0,016
Fumarsaure 0089 0477 008 0277 048 0153 -0011 0226 0401 0426 0003 0610 -0030 0,128
Gentiobiose 0685 0728 0705 0666 0643 068 0602 0714 0643 059 0671 088 0704 0638
Glycerol 052 0533 0508 0554 053 0527 0457 0297 0481 0473 0421 0573 0442 0312
Glyoxylséure 0051 0064 0056 0041 0176 0065 0075 009% 0005 0129 0075 0139 0092 -0031
Inosin 0685 0680 0703 064 0750 0713 0619 0715 0717 0689 0635 0753 0,68 0655
Lactose 0159 0152 0165 025 0327 0238 0229 0629 0392 0236 0526 0138 058 0445
Lactulose 0068 0023 008 0074 0012 0111 0126 0075 -0,005 0054 0090 0058 008 0163
L-Alanin 0515 0449 0529 0561 0344 0532 045 0275 0320 0293 045 0244 0492 0,184
L-Arabinose 0612 0661 0629 062 0703 0646 0572 0717 0711 0699 0619 0595 0652 0,637
L-Arabitol 0081 -0035 -005 -0033 -0023 -008 -0098 -0054 -0042 -0018 -0122 0023 -0095 -0,073
L-Arginin 0,074 -0021 -0058 -0048 -0013 -0081 -009 -0057 -0033 -0015 -0118 0079 -0118  -0,065
L-Asparagin 0003 0195 -0004 -0058 018 -0,006 -0045 0167 0128 0123 -0055 0294 -0,028 0284
L-Asparaginséure 0089 0290 0014 0144 0214 0001 0020 0197 0126 0348 0030 0507 0067 0135
L-Fucose 0000 0028 -0042 0017 0013 -0,0600 -002 -0008 -0,025 0010 -0039 0033 0043 0,067
L-Glutamins&ure 0340 0298 022 0293 0088 0308 0296 0402 -0,004 0068 0591 0163 0500 0476
L-Glutamin 0703 0649 088 068 0366 079 0670 058 0235 0373 0711 0464 080 0,620
L-Histidin 0119 -0001 0167 009 -0013 0159 0100 0012 0103 -0016 0177 -0,047 0128 0,057
L-Isoleucin 0083 -0003 0161 0085 0009 0132 0075 0030 005 -0007 0124 0049 0144 0,080
L-Milchséure 0453 048 0487 0579 0262 0469 0506 0566 0362 0146 0546 0289 0577 0,530
L-Leucin 0015 -0017 0004 0044 -0024 -0020 0031 -0006 -0030 -0016 -0023 -0058 0042 -0,037
L-Lysin 0032 -0026 003 -0015 004 -0025 -0026 -0003 -002 0008 -0063 0019 0025 -0,025
L-Apfelsiure 0195 0472 0302 0409 0500 0357 035 0392 0371 0317 0265 065 0348 0417
L-Methionin 0,082 -0050 -0064 -0043 -003 -0093 -007 -0063 -0044 -0027 -0129 -0003 -0130 -0,085
L-Ornithin 0051 0074 -0035 -0090 0261 -005 -0077 0012 0008 002 -0077 0060 -0,043 -0,004
L-Phenylalanin 0,029 0013 -0047 -0032 -0013 -0069 -005 -0029 -0027 -0005 -0057 0059 -002 -0,017
L-Prolin 0643 0752 055 0701 0490 0576 0664 0737 0351 0375 0743 0509 0772 0,608
L-Rhamnose 0649 0667 0638 0605 0705 0627 058 0704 0613 0681 0605 0727 0603 0,651
L-Serin 0639 0601 0677 0730 0345 0661 0608 0502 0374 0223 0683 0297 0680 0499
L-Threonin 0307 0110 0375 0246 0002 03% 028 0100 0171 0004 0471 -0,021 0350 0205
L-valin 0045 -0058 0146 0029 -0014 0114 0084 -0032 0250 -0019 0109 0030 0102 0,02
Maltitol 0481 0471 0578 0579 039 0531 0310 0625 0212 0325 0616 0235 0601 0408
Maltose 0714 0732 0759 0661 083 0730 0658 0723 0807 081 0633 0771 0638 0684
Maltotriose 0705 0723 0778 0682 083 0714 0651 079 089 086 0683 080 0666 0743
Methylpyruvate 0428 0509 0402 0454 0126 0414 0409 0557 0325 0165 0528 0291 0602 0500
m-Inositol 0585 0521 0519 0433 0465 0531 052 0171 0474 042 0418 0524 0472 0436
Monomethylsuccinat 0189 0272 0231 0181 0201 019 0148 0209 0157 0046 0105 0306 0144 0,147
Schleimsaure 0009 0046 -0017 -004 0006 -0,021 0010 0005 -0,016 0003 0033 0044 0017 0047
N-Acetyl-R-D-Mannosamin 0767 081 0813 0757 08l 0763 0721 082 0773 086 0714 0771 0717 072
Oxalsaure 0212 0138 0168 00% -0003 0200 0170 0106 008 -0005 0247 0060 0244 0,180
Palatinose = Isomaltulose 0768 0798 082 0791 0877 0806 0681 085 087 087 0709 089 0752 0736
Pektin 2% (1:8 EtOH) 0409 0358 0394 0391 0315 0425 0424 0351 038 0174 0487 0170 0400 0351
Pektin 1% 0332 0323 0377 0393 0141 043 035% 0343 025 0119 0361 0125 0305 0393
Putrescin 0546 0415 0576 0553 0342 0593 0553 0424 0308 0062 0659 0218 060 0132
Pyruvat 0424 0480 0437 0506 0,103 0438 0457 0550 029 0150 0608 0248 0,632 0465
salicin 0724 043 0731 0657 0745 0717 0608 0685 0698 0639 0608 0702 0639 0619
SuccinicAcid =Bernsteinsdure 0512 0661 0581 0607 0440 0537 0545 0526 0523 0121 0574 0693 0624 0446
Sucrose 084 088 083 0745 093 0792 0745 088 0923 0914 0723 086 082 0816
2'Desoxy-Thymidin 0318 0419 0326 0314 0263 0274 0338 0342 0169 0163 053 0341 0550 0327
Turanose 0202 0230 0107 0209 0061 0132 022 028 0015 0050 0428 018 0435 0154
Tween 20 0071 009 0048 0016 -000 0036 0056 0067 -0,028 -000 0173 0015 0146 0,018
Tween 80 0418 0410 0381 0399 0066 0392 0440 049 0026 0019 0519 0070 0501 0331
Uridin 0591 0603 0628 0569 0278 0659 0567 0632 0415 0288 058 0600 0561 0,508
v-Amino Butyric Acid 0522 0414 058 0505 0529 059 0513 0601 0527 0401 0701 0260 0701 0312
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Tab. 21: Extinktionswerte der colorimetrischen Bestimmung der Kohlenstoffverwertung bei C.
sakazakii- und C. turicensis-Stammen sowie des S. Typhimurium-Stamms nach 24 h. Die
Mittelwerte stammen aus mindestens zwei voneinander unabhangigen Versuchen.

Csa ES5 Csa BAA-894  Csa NCTC 8155 Csa ATCC 29544 Csa CDC 0996-77 Ctu 3032 Ctu E309 ST4/74
2-Desoxy Adenosin 0,530 0,615 0,474 0,409 0,100 0,440 0,801 0,452
Acetic Acid (Essigséure 96%) 0,010 0,295 0,307 0,199 0,026 0,039 0,015 0,273
Adenosin 0,580 0,662 0,506 0,444 0,484 0,493 0,843 0,743
a-D-Glucose 0,669 0,820 0,655 0,575 0,490 0,680 0,899 0,830
a-D-Lactose -0,074 0,013 0,740 0,628 0,532 -0,057 0,075 -0,019
Adonitol -0,108 -0,026 -0,018 -0,014 -0,004 -0,061 0,015 0,055
a-Methyl-D-Glucosid 0,011 0,736 0,504 0,053 0,217 -0,069 0,350 -0,028
Amygdalin -0,084 -0,021 -0,071 -0,097 0,000 -0,059 0,028 -0,020
Arbutin 0,573 0,608 0,475 0,496 0,544 0,482 0,798 -0,008
Zitronensaure 0,454 0,402 0,537 0,465 0,262 0,393 0,162 0,733
Kreatin -0,109 -0,030 -0,185 -0,122 0,042 -0,062 -0,037 -0,027
D-Alanin 0,000 0,277 0,270 0,112 0,108 -0,042 0,409 0,336
D-Galactose 0,632 0,715 0,494 0,484 0,449 0,606 0,899 0,906
D,L-Apfelsdure 0,222 0,441 0,285 0,233 0,205 0,070 0,172 0,422
N-Acetyl-D-Glucosamin 0,739 0,862 0,671 0,580 0,563 0,674 0,958 0,898
D-Arabinose -0,030 0,146 0,180 0,043 -0,002 -0,054 0,036 0,049
D-Cellobiose 0,707 0,854 0,598 0,605 0,627 0,752 0,946 -0,018
D-Fructose 0,649 0,831 0,624 0,564 0,440 0,623 0,935 0,844
D-Galacturonséure 0,514 0,763 0,576 0,448 0,403 0,558 0,813 0,069
D-Glucosamin 0,620 0,760 0,545 0,533 0,334 0,636 1,022 0,792
D-Glucose-6-Phosphat -0,109 -0,016 -0,160 -0,107 0,015 -0,046 0,050 0,808
D-Glucuronsaure 0,330 0,642 0,573 0,508 0,313 0,457 0,428 0,799
Dulcitol -0,111 -0,033 -0,190 -0,129 0,001 0,175 0,760 0,510
D-Apfelsaure -0,105 0,005 -0,155 -0,125 0,048 -0,066 -0,072 -0,017
D-Mannitol = Mannit 0,632 0,816 0,585 0,479 0,493 0,599 0,769 0,873
D-Mannose 0,657 0,849 0,618 0,539 0,586 0,672 0,990 0,882
D-Melibiose 0,714 0,923 0,693 0,628 0,623 0,818 0,873 0,914
D-Raffinose 0,708 0,948 0,704 0,659 0,630 0,782 0,900 0,059
D-Ribose 0,585 0,754 0,542 0,461 0,474 0,637 1,383 0,967
D-Sorbitol -0,089 0,016 0,038 -0,001 0,043 -0,051 -0,027 0,871
D-Trehalose 0,733 0,927 0,753 0,628 0,571 0,880 0,859 1,076
D-Xylose 0,524 0,692 0,464 0,442 0,332 0,479 0,817 0,077
Ameisenséure -0,101 0,050 -0,037 -0,085 0,003 -0,039 0,081 0,041
Fumarsaure -0,023 0,394 0,398 0,259 0,221 -0,017 0,304 0,543
Gentiobiose 0,582 0,727 0,562 0,580 0,467 0,377 0,923 -0,022
Glycerol 0,493 0,489 0,402 0,242 0,275 0,462 0,423 0,508
Glyoxylsaure 0,044 0,114 0,006 0,039 0,055 -0,031 0,056 0,039
Inosin 0,596 0,764 0,497 0,502 0,492 0,540 0,854 0,842
Lactose 0,167 0,408 0,678 0,611 0,601 0,113 0,577 0,016
Lactulose 0,069 0,178 0,505 0,543 0,231 -0,002 -0,006 0,031
L-Alanin 0,466 0,544 0,413 0,283 0,173 0,346 0,433 0,429
L-Arabinose 0,529 0,735 0,491 0,483 0,433 0,486 0,770 0,838
L-Arabitol -0,114 0,015 -0,129 -0,109 -0,005 -0,057 0,022 0,073
L-Arginin -0,136 0,033 -0,161 -0,115 -0,003 -0,049 0,020 -0,006
L-Asparagin -0,077 0,045 0,281 -0,083 0,256 -0,034 0,047 0,536
L-Asparaginsaure -0,104 0,371 0,064 0,006 0,207 -0,005 -0,024 0,509
L-Fucose -0,026 -0,015 -0,096 -0,067 0,051 -0,043 0,020 0,497
L-Glutaminsaure 0,332 0,698 0,488 0,350 0,051 0,274 0,101 0,403
L-Glutamin 0,697 0,845 0,585 0,581 0,072 0,569 0,814 0,555
L-Histidin 0,169 0,295 0,324 0,184 0,043 0,192 0,065 0,407
L-Isoleucin 0,123 0,159 0,353 0,233 0,002 0,143 0,050 0,061
L-Milchséure 0,439 0,629 0,475 0,298 0,249 0,321 0,569 0,391
L-Leucin 0,001 0,093 -0,054 0,087 0,053 -0,014 -0,010 0,078
L-Lysin -0,037 0,090 -0,081 0,030 0,004 -0,046 0,004 0,161
L-Apfelsdure 0,208 0,487 0,480 0,332 0,225 0,008 0,610 0,618
L-Methionin -0,144 0,028 -0,178 -0,127 -0,006 -0,055 -0,029 0,074
L-Ornithin -0,090 0,001 0,086 -0,076 0,005 -0,044 0,052 0,008
L-Phenylalanin -0,100 -0,025 -0,154 -0,098 0,029 -0,053 -0,008 -0,017
L-Prolin 0,530 0,729 0,614 0,509 0,058 0,325 0,236 0,738
L-Rhamnose 0,579 0,754 0,512 0,304 0,342 0,504 0,775 0,652
L-Serin 0,605 0,709 0,594 0,564 0,196 0,534 0,796 0,574
L-Threonin 0,346 0,523 0,470 0,429 0,057 0,375 0,409 0,490
L-valin 0,114 0,352 0,379 0,128 0,031 0,142 -0,011 0,328
Maltitol 0,334 0,759 0,469 0,275 0,099 0,210 0,472 0,361
Maltose 0,649 0,822 0,521 0,563 0,598 0,694 0,869 0,896
Maltotriose 0,643 0,846 0,642 0,588 0,579 0,734 0,832 0,967
Methylpyruvate 0,326 0,620 0,433 0,320 0,177 0,253 0,211 0,357
m-Inositol 0,509 0,026 0,456 0,337 0,218 0,557 0,758 0,078
Monomethylsuccinat 0,050 0,350 0,343 0,231 0,146 0,041 0,527 0,446
Schleimsaure -0,009 0,003 -0,034 0,015 0,011 -0,044 -0,022 0,005
N-Acetyl-B-D-Mannosamin 0,721 0,761 0,688 0,532 0,557 0,638 0,842 0,763
Oxalsiure 0,240 0,221 0,346 0,231 0,005 0,215 0,140 0,245
Palatinose = Isomaltulose 0,693 0,836 0,568 0,593 0,505 0,711 0,863 0,327
Pektin 2% (1:8 EtOH) 0,329 0,583 0,322 0,277 0,117 0,458 0,583 0,198
Pektin 1% 0,343 0,616 0,471 0,314 0,094 0,295 0,388 0,300
Putrescin 0,537 0,463 0,486 0,389 0,036 0,448 0,822 0,341
Pyruvat 0,416 0,627 0,481 0,354 0,198 0,261 0,165 0,465
Salicin 0,612 0,793 0,549 0,523 0,519 0,559 0,773 0,010
Succinic Acid = Bernsteinsaure 0,437 0,458 0,458 0,318 0,256 0,181 0,881 0,705
Sucrose 0,664 0,928 0,673 0,604 0,582 0,759 0,854 0,047
2'Desoxy-Thymidin 0,356 0,310 0,448 0,307 0,014 0,330 0,782 0,577
Turanose 0,253 -0,006 0,139 0,170 0,006 -0,008 -0,026 -0,013
Tween 20 0,078 0,199 0,213 0,064 -0,002 0,102 0,117 0,240
Tween 80 0,409 0,330 0,543 0,424 0,060 0,350 0,596 0,483
Uridin 0,575 0,644 0,495 0,470 0,113 0,495 0,791 0,771
y-Amino Butyric Acid 0,537 0,701 0,584 0,581 0,056 0,559 0,914 0,259
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Tab. 22: Extinktionswerte der colorimetrischen Bestimmung der Kohlenstoffverwertung bei C.
sakazakii ES5 Biofilm- und Serummutanten nach 48 h. Die Mittelwerte stammen aus mindestens
zwei voneinander unabhangigen Versuchen.

BF1 BF2 BF4 BFS BF8 BF9 BF12  BF13  BFI4 _ BFI5  BF16  BFI7  51C4 51 C6
2-Desoxy Adenosin 0606 0565 0551 0600 0597 0602 0516 0532 048 0412 0573 0509 0569 0585
Acetic Acid (Essigsiure 96%) 0055 008 0059 0077 0090 005 0012 0089 003 -000 0010 -0001 0006 0127
Adenosin 0613 0658 050 0683 0701 0639 0620 0641 0617 059 0669 058 0612 0585
-D-Glucose 0633 065 0630 0718 0753 0726 0705 065 068 0618 0740 065 0723 0703
a-D-Lactose 0357 0192 0660 018 0053 0736 0360 0053 0387 0457 0448 0682 0673 0,709
Adonitol 0,049 -0074 -0068 -0046 -0032 -0075 -0102 -0001 -0048 -0073 -0075 -0093 -0026 -0,09
a-Methyl-D-Glucosid 0642 0005 0372 0701 0724 0711 0402 0705 0568 0368 068 0527 0751 059
Amygdalin 0,005 -005 -0,044 -0010 0028 -0017 -0130 002 -0043 -0055 -0077 -0080 -0001 0,018
Arbutin 0531 0584 055 0666 0655 0569 0409 0625 0347 0309 053 0520 0624 0483
Zitronensaure 0445 0313 0366 0660 0532 0511 0252 0640 0470 0511  039%6 0402 0469 049
Kreatin 0,046 -0075 -0080 -0032 -003 -0080 -0070 -0001 -0054 -0026 -0008 -0108 -0021 -0,105
D-Alanin 0071 0117 0245 -0017 0120 0075 0078 006 0091 0172 0141 0062 0201 0256
D-Galactose 0571 0640 0572 0742 0764 0680 0702 0690 0638 0627 068 0609 0705 0,623
D,L-Apfelsiure 0131 0214 0276 0206 0139 019 019 0285 0262 0224 0201 0211 0177 0201
N-Acetyl-D-Glucosamin 0743 0789 0704 083 080 0789 086 0778 0781 0791 0864 0724 0757 0743
D-Arabinose 0,025 -0042 0006 -0025 -0016 -0030 0030 000 -0023 -0025 0033 -0030 -0023 -0,025
D-Cellobiose 072 0771 0771 0743 081 0739 0766 088 0739 0759 0792 0707 0756 0,697
D-Fructose 0589 0637 0635 0730 0708 0703 0729 0624 0661 0672 0743 0659 0,68 0729
D-Galacturonsaure 0477 0537 0541 075 065 0637 05% 0719 0551 0603 0617 0557 0,626 0633
D-Glucosamin 0585 0633 0546 0689 0711 0698 0678 0658 0572 0668 0678 058 0,68 0675
D-Glucose-6-Phosphat 0,007 -0051 -0,050 -0029 0068 -0031 -0130 0024 -0044 0039 -0065 -0073 0010 -0,070
D-Glucuronséure 0592 0492 0461 0743 0590 0591 0493 0613 0434 0539 0518 0499 0409 0,636
Dulcitol 0,043 -0074 -0078 -0052 -003 -0081 -0050 0014 -005 -0074 -0038 -0104 -0028 -0,106
D-Apfelsiure 0,056 -0078 -0080 -0051 -0040 -0087 -0059 0001 -0058 -0,081 -0029 -0111 -0,023 -0,100
D-Mannitol = Mannit 0615 0670 0616 076 0733 068 0694 0721 0661 0669 0712 0608 0725 0,690
D-Mannose 0719 0710 0641 0778 0692 0735 0745 0733 0672 0693 0750 0676 0,760 0,667
D-Melibiose 0769 0802 085 085 087 078 0795 088 083 086 089 0772 083 0787
D-Raffinose 0759 078 081 084 085 0779 079 083 0814 080 081 0787 086 0790
D-Ribose 0480 0520  05% 0668 0614 0578 0608 073 0517 0591 0616 0588 0749 0,649
D-Sorbitol 0,038 -0057 -004 -0033 -002 -0073 -0,049 0042 -003% -0062 -0017 -0065 -0020 -0,05
D-Trehalose 0762 0797 0775 0797 081 081 0782 080 083 079% 084 0748 088 0723
D-Xylose 0567 0598  053% 0652 0706 0610 0613 0635 0549 0564 0634 0557 0673 052
Ameisensaure 0013 -005 -0062 0059 0118 0008 -0095 0066 -0,039 -0057 -0005 -0,047 0099 0,050
Fumarsiure 0292 0125 0282 0072 027 0168 0011 025 0253 0178 018 0244 0282 0310
Gentiobiose 0740 087 0752 0778 082 0779 081 0747 0808 083 081 075 089 0723
Glycerol 0339 0455 0418 0617 0628 0519 0469 0624 0469 0467 0449 0422 0473 0343
Glyoxylséure 0012 0026 0037 -0005 -0012 0040 0013 0047 0032 0040 -0016 0042 0002 0,140
Inosin 0689 069 0637 0761 0748 0692 0679 0687 0662 0638 0748 0640 0772 0626
Lactose 0327 0740 0663 0269 0318 0809 0461 0299 0583 0722 0438 0604 0757 0,691
Lactulose 0032 0362 0648 0117 0427 0511 0649 0071 0380 0455 0726 0511 0,68 0,506
L-Alanin 0262 0443 0466 0395 0266 0456 0456 0421 0441 0456 045 0504 0293 0312
L-Arabinose 0511 0565 055 0677 0616 0633 0649 0662 0537 0587 0669 0569 0,69 0,668
L-Arabitol 0,054 -0074 -0079 -0053 -0039 -0080 -0,065 0000 -005 -0,080 -0040 -0102 -0023 -0,107
L-Arginin 0,045 -0064 -0,066 -0,045 -0024 -0065 -0,048 0007 -0045 -0065 -0027 -0091 -0011  -0,089
L-Asparagin 0068 0044 0074 0055 0258 0132 -0017 0279 0045 0015 0115 019 0082 0148
L-Asparaginséure 0129 0070 0014 0153 009 0013 0068 018 0097 0054 0053 0028 0203 0166
L-Fucose 0031 0030 -0014 0029 0000 -0,047 -0040 0097 -0010 -0051 -003% -0025 0018 -0051
L-Glutaminsaure 0246 0290 0335 0242 0171 0331 0304 0278 0221 0287 0231 0285 020 0536
L-Glutamin 0479 0728 0771 084 0725 0763 0788 0778 0671 0716 084  06% 0750 0,749
L-Histidin 0069 0104 0142 004 0023 0143 018 0042 008 0167 0132 0137 0007 0114
L-Isoleucin 0030 0059 0102 0072 003 0108 0072 0075 0058 0128 0091 0110 0016 0182
L-Milchséure 032 0387 0419 0407 0333 039 0465 0338 0397 0439 0407 0447 018 0557
L-Leucin 0,014 -0029 0020 0037 -0013 -0063 -0010 0025 -0028 -0036 0002 0015 -0003 -0,016
L-Lysin 0,021 -0044 -0005 -0029 -0025 -005 -0,028 0042 -0027 -0,042 0000 -0007 0008 -0,010
L-Apfelsiure 0280 0303 0426 0237 0248 0228 022 0414 0366 0223 0353 0373 0445 034
L-Methionin 0052 -0080 -0088 -0062 -0040 -0083 -0122 0008 -0058 -0083 -0041 -0108 -0023 -0,110
L-Ornithin 0029 0039 0063 -0032 0001 -0008 -0,048 002 0075 -0009 0021 0041 0032 0,08
L-Phenylalanin 0011 -0023 -0068 -0,024 -0017 -0062 -0065 0036 -0027 005 -0102 -004 -0009 -0,052
L-Prolin 0682 0592 0698 0355 0249 0664 0601 0431 0575 058 0519 065 0631 0740
L-Rhamnose 0664 0624 0552 0630 0647 0658 0645 0628 0618 064l 0641 0574 068l 0626
L-Serin 0641 0636 0621 0634 0588 0671 0670 053 0521 053 0661 0600 0144 0611
L-Threonin 015 0298 0311 0249 0212 0371 038 019 0215 0345 035 0325 0087 0416
L-valin 002 0039 0077 0040 0040 0150 0176 0049 0010 0107 0110 0095 -0009 0,035
Maltitol 0649 069 0661 0729 0668 0707 0697 059% 0555 0602 0661 0656 0528 0,601
Maltose 0711 0750 0715 0753 0792 075 0748 0704 068 0698 068 0711 0744 0664
Maltotriose 0725 0759 072 070 078 0772 0740 0727 0726 0738 081 0721 0747 075
Methylpyruvate 0372 0315 0320 0347 0369 038 0338 0307 0313 0326 0301 0361 0176 0504
m-Inositol 0348 0435 0456 0505 0508 055 0503 0442 0425 0438 0502 0461 0498 0484
Monomethylsuccinat 0101 0058 008 0006 0108 0164 0181 -0006 0116 0175 0190 0208 0149 0242
Schleimsaure 0011 0005 -0,035 -0016 -0002 -002 -0027 -0025 0006 -0,002 -0086 0008 0003 0012
N-Acetyl-R-D-Mannosamin 0772 0750 0666 0762 0707 0779 0778 0741 0748 0761 075 0716 0718 0,720
Oxalsaure 0125 0148 04154 0087 0102 0221 0204 0106 03131 0181 0154 03153 0002 0259
Palatinose = Isomaltulose 0766 0805 0757 082 082 089 0761 084 0775 082 088 0733 079 0770
Pektin 2% (1:8 EtOH) 0254 0448 0365 0225 0217 0481 0461 0255 0336 0400 0320 035 0238 0508
Pektin 1% 0259 0349 032 0218 0270 0432 0364 0206 0319 0359 0361 0301 0174 0455
Putrescin 0232 0547 058 0200 0162 0611 0615 0162 0445 0500 0568 059 0241 0,627
Pyruvat 0370 0460 0402 038 035 0409 042 0310 038 0365 023 0412 0167 058
salicin 0679 0701 0597 0713 0717 068 0678 0673 0664 0659 0717 0639 0737 0625
SuccinicAcid =Bernsteinsdure 0,488 0246 0,23 0264 0418 058 0520 0279 0487 0512 0547 0501 0499 0479
Sucrose 0710 083 080 085 089 085 0791 080 0811 07% 083 0766 085 0740
2 Desoxy-Thymidin 0193 0355 0303 0442 0453 0473 0378 0381 0277 0137 0329 038 0548 0,607
Turanose 038 0589 0605 0621 055 0714 048 059 053 052 055 0606 0168 0,708
Tween 20 0051 0043 0065 -0019 0032 0045 0114 -0039 008 0083 0011 0073 0030 0162
Tween 80 0638 0545 0671 0381 0363 0644 0675 0305 0454 0458 0600 0659 048 0721
Uridin 0561 0632 0617 0640 060 0679 0691 0539 0548 0590 0709 0600 0678 0,640

y-Amino Butyric Acid 0,488 0,486 0,541 0,202 0,192 0,581 0,622 0,154 0,530 0,495 0,604 0,588 0,427 0,702
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Tab. 23: Extinktionswerte der colorimetrischen Bestimmung der Kohlenstoffverwertung bei C.
sakazakii ES5 Pigmentmutanten nach 48 h. Die Mittelwerte stammen aus mindestens zwei
voneinander unabhéngigen Versuchen.

14 21 242 31 311 38 1 39 1 671 68 1 69_1 76_1 791 822 89 1
2-Desoxy Adenosin 0,565 0,550 0,597 0,550 0,695 0,579 0,553 0,648 0,552 0615 0,536 0,643 0,519 0,535
Acetic Acid (Essigsure 96%) 0,001 0,010 0038 0010 0,166 0,056 0,065 0,107 0,044 0,093 0,046 0,109 0,094 0,068
Adenosin 0,611 0,642 0,654 0,619 0735 0,658 0,5% 0,703 0,799 0,734 0,555 0,631 0,568 0573
a-D-Glucose 0,672 0,731 0,705 0,707 0,830 0,671 0,654 0,809 0,681 0,808 0,677 0,593 0,683 0,637
a-D-Lactose 0,407 0,174 0,33 0,247 0,681 0,739 0,681 0,774 0,330 0,430 0,556 0,435 0,684 0,666
Adonitol 0072 0027 002  -0071 0027 0058  -011 0005 002  -003  -0107 0009  -00%9  -0034
a-Methyl-D-Glucosid 0329 0,630 0715 0,588 0,789 0,728 0,662 0,620 0,670 0,757 0,528 0,766 0,542 0,408
Amygdalin 0,041 0018  -00%  -0065 0,03 0061 -0075 0086 0023 0025 -0029 0104 005 0,045
Arbutin 0,464 0,602 0,567 0,531 0,663 0,559 053 0,555 0,562 0,565 0,497 0,681 0,517 0,491
Zitronenséiure 0,546 0,519 0,599 0,448 0388 0,447 0,491 0,508 0,422 0,414 0,480 0,457 0,529 0,226
Kreatin 0080 008 0058  -0084  -0038 0078  -0062  -0055 0060  -0019 0113 0007  -0121  -0076
D-Alanin 0,106 0,265 0,094 0,163 0,387 0,061 0,143 0,188 0,260 0,325 0,220 0,410 0233 0,060
D-Galactose 0,671 0,720 0,699 0,638 0,747 0,650 0,610 0,672 0,625 0,708 0,584 0727 0,553 0,606
DL-Apfelsiure 0173 0,260 0,205 0,204 0,153 0,191 0,221 0,189 0123 0,141 0,152 0213 0,258 0,270
N-Acetyl-D-Glucosamin 0,798 0,770 0772 0731 0,810 0,757 0,707 0,791 0,801 0818 0712 0,672 0,709 0,701
D-Arabinose 0025 0007 0003  -0,027 002 004  -00% 0,040 0,008 0028 0052 0010  -0,034 0,003
D-Cellobiose 0,737 0,768 07 0738 0,850 0,79 0,709 0,770 0,804 0,819 0,646 0,727 0,634 0,674
D-Fructose 0,703 0,731 0732 0,714 0716 0,707 0,697 0,821 0,702 0,742 0,663 0,620 0,644 0,636
D-Galacturonséiure 0,275 0,651 0,654 0,591 0,683 0,647 0,562 0,642 0,607 0,637 0,559 0,655 0,547 0,491
D-Glucosamin 0,653 0,708 0,667 0,649 0,634 0,737 0,558 0,739 0,655 0,649 0,549 0,683 0,604 0,560
D-Glucose-6-Phosphat -0,035 0052 004  -0068 0,006 0006 0095 004  -0082 0002  -0087 000 0091  -003%
D-Glucuronsaure 0,584 0,615 0,567 0517 0712 0,554 0,551 0,563 0,613 0,651 0,603 0,425 0,557 0,463
Dulcitol 0076 0030 0058  -0097  -0032 009  -0064 0051 0061  -0014 012 0003  -0083  -0070
D-Apfelsiure 0077 0050 0064  -0066  -0032 0093  -0057  -0040 0061  -0019  -010 0015  -0061  -0,070
D-Mannitol =Mannit 0,68 0,748 0,704 0,682 0,759 0,682 0,684 0,6% 0,699 0,7% 0,641 0,664 0,687 0,617
D-Mannose 0,69 0,721 0,739 0,658 0,795 0723 0,684 0,702 0,724 0,764 0,617 0,745 0,670 0,619
D-Melibiose 0,79 0,842 0,835 0,720 0915 0815 0,730 0,856 0,913 0,867 0,744 0,838 0,791 0,745
D-Raffinose 0,774 0,809 0,822 0,759 0,875 0,765 0,763 0,905 0,8% 0,858 0,757 0,833 0,79 0732
D-Ribose 0,570 0,566 0,344 0,583 0614 0,569 0,547 0,606 0,613 0,620 0,628 0,701 0,644 0,351
D-Sorbitol -0,061 0038 000  -00%6 0010 0057  -0,050 0047 0050 0011 0097 0017  -0009  -0,009
D-Trehalose 0,802 0,883 0,801 0,821 0,865 0,79 0,747 0,827 0,836 0,8% 0,746 0,806 0,797 0,770
D-Xylose 0,599 0,667 0,624 0,570 0675 0,630 0,519 0,595 0,623 0,657 0,485 0,739 0,548 0,229
Ameisensiure 0,030 0,133 0005 -0037 0,055 0021 0113 0003 0033 0042 0031 0108 -00% 0,019
Fumarsiure 0,256 0,451 0,32 0,410 0430 0,28 0,347 0,205 033 0,381 0,233 0,574 0,158 0,138
Gentiobiose 0,824 0,838 0,850 0,768 0,871 0,798 0,776 0,740 0,824 0,919 0,703 0,809 0,720 0,666
Glycerol 0,514 0,508 0,501 0,537 0,489 0,518 0,497 0,287 0,442 0,436 0,405 0,605 0,435 0,294
Glyoxylsiure 0,055 0,066 0,054 0,043 0,215 0,064 0,118 0,089 0,009 0,177 0,076 0,107 0172 0034
Inosin 0,702 0,705 0,700 0,662 0,767 0,720 0,656 0,691 0,712 0,763 0,599 0,747 0,663 0,663
Lactose 0,630 0,253 0,751 0332 0,702 0,739 0,536 0,767 0779 0423 0,702 0,843 0,791 0,783
Lactulose 0,470 0,419 0339 0,583 0,056 0,592 0,593 0,361 0,002 0,063 0,687 0,748 0,664 0,244
L-Alanin 0,489 0,425 0,491 0,500 0,429 0,503 0,442 0,248 0,438 0,412 0,451 0,268 0,489 0,171
L-Arabinose 0,600 0,651 0615 0,642 0,660 0,635 0,609 0,685 0,651 0,664 0,589 0,568 0,635 0,605
L-Arabitol 007% 0035 005  -0021  -0028 0070  -0084  -0032 0057  -0018  -0113 0006  -0046  -0068
L-Arginin 0066 006 0051  -0031 0007  -0062  -0097 0047 004  -0005  -0105 0029 0064  -0051
L-Asparagin 0,161 0,210 0063  -0003 0235 0062 0017 0,152 0,189 0,184 0,260 032 0,023 0,264
L-Asparaginsiure 0,110 0,283 0,065 0,182 0272 0,063 0,056 0173 0,137 0,338 0,071 0,441 0,148 0,147
L-Fucose 0,002 0028 0040 0,001 004 0065 0012 0007  -00% 0015 0035 0,028 0,047 0,064
L-Glutaminsure 0,368 0,32 0,278 0,3% 0,152 0332 0,349 0,520 0,110 0,108 0,620 0,141 0,564 0,476
L-Glutamin 0,760 0,762 0,7%9 0,757 0,610 0,805 0,761 0,680 0,528 0,516 0711 0,534 0,816 0,604
L-Histidin 0,127 0,014 0,132 0,083 0,005 0,157 0,125 0,046 0127 0005 0174 0008 0,182 0,069
L-Isoleucin 0,089 0,010 0,103 0,084 0,047 0,129 0,115 0,046 0,099 0,010 0,123 0,021 0,189 0,121
L-Milchsgure 0,440 0,465 0,442 0,603 0371 0,460 0,534 0,547 0,430 0,228 0,547 0323 0,549 0,500
L-Leucin 0013 0015  -0001 0076 0011  -0021 0065 0005  -0035 0002 0019  -0010 006 002
L-Lysin 008 003  -00R 0,019 0041 004 0,024 002 0021 0025  -003 0,015 0053 -0008
L-Apfelséure 0,192 0,451 0,291 0,402 0451 0,341 0377 0371 0321 0,305 0,245 0576 0,381 0,398
L-Methionin 0077 0045 0060  -0037  -003 009  -0086  -0037 0061  -0024 0120 0008  -0074  -0077
L-Ornithin -0,009 0,135 0,012 0,065 048 000  -0012 0,136 0,022 0,048 0,076 0,135 0,091 0,02
L-Phenylalanin -0,029 0010 0046 0053  -0017 0014 008 008  -0039 0007  -005% 0015 003  -0016
L-Prolin 0,698 0,793 0,611 0738 0,624 0,616 0735 0712 0,53 0,448 0,695 0,529 0,789 0,562
L-Rhamnose 0,655 0,666 0633 0,608 0,698 0633 0,585 0,672 0,688 0,679 0,579 0,701 0,612 0,609
L-Serin 0,645 0,626 0,667 0,730 0,592 0,673 0,659 0515 0,624 0,342 0,662 0,410 0,676 0,542
L-Threonin 0,316 0,126 0338 0,260 0,114 0,398 0320 0,206 0,298 0,056 0,517 0,071 0,455 0315
L-Valin 0060 0043 0,110 0057 -0010 0125 0150  -0003 0284 0005 0120  -0003 0,148 0,035
Maltitol 0,725 0,623 0,687 0,702 0633 0,684 0,530 0,648 0,730 0,611 0,623 0,608 0,650 0,68
Maltose 0,741 0,743 07 0715 0773 0,746 0711 0,741 0,79 0,792 0,631 0736 072 0,672
Maltotriose 0,731 0,743 0,809 0,679 078 0,739 0,719 0,835 0,809 0,801 0,708 0,807 0,727 0,751
Methylpyruvate 0,427 0,509 0,3% 0,480 0,183 0,409 0,429 0,552 0,348 0,217 0,503 0,360 0,593 0,479
m-Inositol 0,566 0,507 0,508 0,447 0,485 0,514 0,554 0,176 0,434 0,442 0,406 0,548 0,511 0,429
Monomethylsuccinat 0,188 0,265 0,224 0,188 0,171 0,187 0,118 0,198 0,118 0,059 0,103 0,245 0,130 0,142
Schleimsiure 0,009 0043 007  -0021 0,004 0,071 0,003 0003 008  -0001 0,036 0,018 0,042 0,043
N-Acetyl-8-D-Mannosamin 0,770 0,838 0,820 0,748 0,828 0772 0,769 0,774 0,761 0811 0,676 0,795 0,739 0,68
Oxalsiure 0,201 0,131 0,156 0,100 0,035 0,185 0,178 0,093 0107 0002 0,229 0,011 0,269 0,169
Palatinose = Isomaltulose 0,78 0,804 0,833 0813 0,859 0,821 0,740 0,835 0,812 0,858 0,702 0,838 0,768 0713
Pektin 2% (1:8 EtOH) 0,3% 0,356 0,387 0,38 0338 0,391 0,440 0,348 0,38 0,199 0,476 0,129 0,428 033
Pektin 1% 0,328 0,32 0,359 0,397 0,152 0,426 0,412 0329 0,282 0,126 0,349 0,082 0,291 0,369
Putrescin 0,565 0,457 0,600 0,595 0473 0,612 0635 0,493 0,593 0,225 0,697 0217 0,646 0,271
Pyruvat 0,413 0,482 0,426 0,501 0,198 0,425 0,507 0,557 0,352 0223 0,569 0,257 0,641 0,444
Salicin 0,716 0,484 0718 0,665 0,747 0,721 0,664 0,642 0,677 0,719 0,576 0,646 0,646 0,577
Succinic Acid = Bernsteinsaure 0,501 0,615 0,558 0,552 0452 0,544 0,564 0,478 0,462 0,19 0,536 0,669 0,59 0,415
Sucrose 0,820 0,829 0,849 0,751 0923 0,885 0,789 0,875 0,88 0,8% 0717 0,848 0,833 0,776
2'Desoxy-Thymidin 0,362 0,457 0,385 03%9 0,306 0,321 0,367 0,406 0,183 0,198 0,550 0423 0,555 0,343
Turanose 0,645 0,636 0,612 0,499 0138 0,728 0618 0,751 0,059 0,121 0727 0,678 0,676 0,463
Tween 20 0,082 0,09 0,059 0,039 0,069 0,131 0,082 0,173 0,031 0,063 0,225 0,066 0,205 0,108
Tween 80 0,774 0,765 0,737 0,686 0,381 0,786 0,741 0712 0,29 0312 0,715 0,572 0,691 0,621
Uridin 0,648 0,677 0,680 0,642 0,59 073 0,666 0,682 0,645 0,392 0,621 0,680 0,646 0,545

y-Amino Butyric Acid 0,571 0,454 0,578 0,524 0,774 0,608 0,620 0,655 0,696 0,738 0,665 0,354 0,699 0,307
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Tab. 24: Extinktionswerte der colorimetrischen Bestimmung der Kohlenstoffverwertung bei C.
sakazakii- und C. turicensis-Stammen sowie des S. Typhimurium-Stamms nach 48 h. Die
Mittelwerte stammen aus mindestens zwei voneinander unabhangigen Versuchen.

Csa ES5 Csa BAA-894  Csa NCTC8155 Csa ATCC 29544 Csa CDC 0996-77 Ctu 3032 Ctu E309 ST4/74
2-Desoxy Adenosin 0,541 0,565 0,501 0,410 0,374 0,428 0,813 0,426
Acetic Acid (Essigsdure 96%) 0,019 0,277 0,351 0,187 0,015 0,031 0,017 0,249
Adenosin 0,561 0,599 0,558 0,443 0,449 0,472 0,789 0,702
a-D-Glucose 0,669 0,806 0,739 0,559 0,460 0,652 0,832 0,821
a-D-Lactose 0,417 0,919 0,747 0,630 0,518 0,133 0,788 -0,046
Adonitol -0,096 -0,015 0,018 -0,007 -0,005 -0,059 -0,001 -0,043
a-Methyl-D-Glucosid 0,412 0,756 0,576 0,060 0,408 0,177 0,755 -0,070
Amygdalin -0,071 -0,011 -0,038 -0,092 -0,001 -0,057 0,001 -0,053
Arbutin 0,488 0,639 0,427 0,427 0,501 0,463 0,673 -0,029
Zitronensaure 0,459 0,357 0,489 0,449 0,286 0,381 0,227 0,654
Kreatin -0,113 -0,015 -0,169 -0,114 -0,004 -0,059 -0,002 -0,035
D-Alanin 0,029 0,247 0,299 0,102 0,111 0,031 0,582 0,398
D-Galactose 0,628 0,681 0,640 0,484 0,377 0,590 0,873 0,811
D,L-Apfelsdure 0,249 0,399 0,367 0,247 0,140 0,073 0,291 0,377
N-Acetyl-D-Glucosamin 0,725 0,812 0,715 0,571 0,495 0,637 0,976 0,822
D-Arabinose 0,022 0,137 0,235 0,043 -0,004 -0,050 0,048 -0,050
D-Cellobiose 0,730 0,814 0,690 0,600 0,621 0,721 0,989 -0,052
D-Fructose 0,652 0,825 0,710 0,560 0,431 0,604 0,929 0,696
D-Galacturonséure 0,523 0,703 0,620 0,439 0,418 0,541 0,800 -0,047
D-Glucosamin 0,616 0,697 0,547 0,519 0,315 0,611 1,005 0,669
D-Glucose-6-Phosphat -0,082 -0,013 -0,144 -0,102 0,014 -0,049 0,055 0,750
D-Glucuronsaure 0,345 0,606 0,588 0,490 0,249 0,442 0,412 0,775
Dulcitol -0,108 0,001 -0,172 -0,117 -0,005 0,600 0,852 0,890
D-Apfelsiure -0,112 -0,013 -0,109 -0,116 -0,012 -0,059 0,035 -0,041
D-Mannitol = Mannit 0,628 0,784 0,656 0,474 0,426 0,587 0,799 0,810
D-Mannose 0,657 0,826 0,716 0,527 0,532 0,644 0,995 0,791
D-Melibiose 0,721 0,891 0,792 0,621 0,545 0,779 0,948 0,786
D-Raffinose 0,732 0,877 0,744 0,667 0,597 0,841 0,977 -0,032
D-Ribose 0,582 0,738 0,733 0,459 0,423 0,603 1,470 0,790
D-Sorbitol -0,053 0,009 0,085 0,009 0,002 -0,055 0,078 0,732
D-Trehalose 0,748 0,861 0,771 0,634 0,552 0,818 0,907 0,943
D-Xylose 0,532 0,612 0,514 0,440 0,316 0,461 0,860 -0,050
Ameisensdure -0,073 0,048 -0,017 -0,077 0,002 -0,042 0,115 0,005
Fumarsaure 0,208 0,357 0,431 0,249 0,149 0,055 0,349 0,515
Gentiobiose 0,757 0,791 0,699 0,723 0,623 0,869 1,065 -0,041
Glycerol 0,487 0,443 0,556 0,245 0,204 0,452 0,434 0,456
Glyoxylsdure 0,069 0,073 0,054 0,048 -0,002 -0,029 0,070 0,002
Inosin 0,629 0,689 0,639 0,501 0,456 0,517 0,920 0,747
Lactose 0,491 0,995 0,798 0,609 0,527 0,134 1,367 -0,019
Lactulose 0,541 0,146 0,736 0,694 0,409 0,014 0,436 -0,046
L-Alanin 0,483 0,474 0,496 0,311 0,222 0,330 0,504 0,418
L-Arabinose 0,542 0,692 0,606 0,479 0,421 0,470 0,841 0,692
L-Arabitol -0,110 -0,027 -0,103 -0,104 -0,007 -0,057 0,079 -0,066
L-Arginin -0,092 -0,010 -0,138 -0,104 -0,006 -0,043 0,064 -0,015
L-Asparagin 0,138 0,175 0,389 -0,057 0,232 -0,019 0,075 0,571
L-Asparaginsaure -0,019 0,322 0,107 0,018 0,173 0,013 0,016 0,447
L-Fucose -0,022 0,009 -0,073 -0,063 0,001 -0,044 -0,023 0,539
L-Glutamins&ure 0,361 0,643 0,508 0,373 0,054 0,315 0,126 0,327
L-Glutamin 0,704 0,743 0,515 0,560 0,221 0,534 0,829 0,580
L-Histidin 0,187 0,276 0,358 0,180 -0,005 0,187 0,132 0,437
L-Isoleucin 0,138 0,140 0,401 0,230 -0,001 0,143 0,137 0,026
L-Milchsaure 0,450 0,574 0,477 0,308 0,198 0,305 0,679 0,313
L-Leucin 0,012 0,044 -0,019 0,096 -0,004 -0,013 0,083 -0,036
L-Lysin 0,000 0,030 -0,053 0,040 -0,005 -0,046 0,082 0,079
L-Apfelsdure 0,215 0,461 0,532 0,342 0,208 0,175 0,684 0,497
L-Methionin -0,108 -0,024 -0,162 -0,118 -0,007 -0,054 -0,032 -0,051
L-Ornithin -0,044 0,002 0,234 0,221 0,010 -0,041 -0,019 -0,019
L-Phenylalanin -0,054 -0,025 -0,142 -0,094 -0,004 -0,056 -0,037 -0,051
L-Prolin 0,594 0,685 0,710 0,523 0,387 0,392 0,349 0,667
L-Rhamnose 0,593 0,699 0,590 0,305 0,344 0,478 0,697 0,594
L-Serin 0,629 0,612 0,576 0,549 0,191 0,513 0,845 0,547
L-Threonin 0,370 0,492 0,593 0,433 -0,006 0,374 0,506 0,378
L-valin 0,140 0,292 0,424 0,130 -0,002 0,141 0,140 0,222
Maltitol 0,675 0,735 0,509 0,686 0,338 0,322 0,901 0,219
Maltose 0,685 0,787 0,578 0,571 0,573 0,665 0,922 0,804
Maltotriose 0,672 0,786 0,658 0,621 0,583 0,718 0,935 0,965
Methylpyruvate 0,317 0,568 0,549 0,371 0,190 0,245 0,316 0,245
m-Inositol 0,512 -0,025 0,501 0,340 0,209 0,520 0,783 -0,052
Monomethylsuccinat 0,056 0,321 0,384 0,238 0,139 0,042 0,433 0,394
Schleimsaure 0,008 -0,004 -0,025 0,015 0,005 -0,045 -0,035 0,897
N-Acetyl-B-D-Mannosamin 0,712 0,727 0,699 0,538 0,536 0,609 0,780 0,821
Oxalséure 0,218 0,174 0,371 0,227 -0,003 0,210 0,162 0,288
Palatinose = Isomaltulose 0,707 0,794 0,686 0,623 0,556 0,706 0,907 0,352
Pektin 2% (1:8 EtOH) 0,336 0,548 0,348 0,288 0,132 0,447 0,613 0,191
Pektin 1% 0,332 0,594 0,458 0,307 0,090 0,287 0,432 0,256
Putrescin 0,526 0,496 0,696 0,420 0,067 0,497 0,867 0,302
Pyruvat 0,399 0,592 0,611 0,385 0,194 0,251 0,252 0,493
Salicin 0,590 0,720 0,643 0,520 0,517 0,538 0,864 0,041
Succinic Acid = Bernsteinsaure 0,379 0,378 0,509 0,311 0,243 0,176 0,883 0,595
Sucrose 0,699 0,848 0,686 0,607 0,589 0,721 0,858 -0,029
2'Desoxy-Thymidin 0,419 0,499 0,497 0,335 0,051 0,370 0,870 0,521
Turanose 0,646 -0,005 0,338 0,281 0,018 0,047 0,152 -0,042
Tween 20 0,105 0,512 0,316 0,112 0,079 0,097 0,178 0,251
Tween 80 0,709 0,499 0,509 0,776 0,282 0,466 0,547 0,714
Uridin 0,629 0,623 0,540 0,496 0,293 0,520 0,885 0,821
y-Amino Butyric Acid 0,535 0,582 0,575 0,529 0,339 0,517 0,814 0,334
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Abb. 47: Plasmidkarten von pUC19-Vektor (A) und pUC19-crtY (B). Es sind nur ausgewahlte

Restriktionsschnittstellen eingezeichnet.
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