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A. Einleitung

1. Enterobacteriaceae

Die Familie Enterobacteriaceae innerhalb der Doméne Bakterien umfasst eine Vielzahl
unterschiedlicher Arten. Der Name dieser Familie leitet sich von dem altgriechischen Wort
enteron ab, was Ubersetzt Darm bedeutet. Dieser Name beruht darauf, dass viele Vertreter der
Enterobacteriaceae typische Darmbewohner sind. Sie sind stdbchenférmig, Gram-negativ
und besitzen meist Flagellen zur Fortbewegung. Bekannte Vertreter dieser Familie sind z.B.
Klebsiella pneumoniae, Yersinia enterocolitica, Citrobacter koseri und Escherichia coli, die
sowohl als Kommensale als auch als Pathogene zu finden sind (Williams et al., 2010).
Aufgrund der Besiedelung des menschlichen Darms durch pathogene Vertreter wurden
Enterobacteriaceae bereits intensiv. molekulargenetisch und infektionsimmunologisch
untersucht. Auch als Erreger Krankenhaus-assoziierter Infektionen rtickten Vertreter dieser

Familie vermehrt in den Fokus des Interesses (Nakai et al., 2016).

2. Escherichia coli

Das Bakterium Escherichia coli wurde nach seinem Entdecker Theodor Escherich (1857 -
1911) benannt, der dieser Art den Namen "Bacterium coli commune" gab (Escherich, 1989).
Es ist eine der am besten beschriebenen Bakterienarten weltweit und der Modellorganismus in
der Mikrobiologie und der Genetik. Im Rahmen des E. coli-Genomprojekts der Universitét
von Wisconsin (USA) wurde im Jahre 1997 das gesamte Genom des Stammes E. coli
MG1655 erstmals komplett sequenziert. Dies schaffte damit eine neue Grundlage der
molekularen Infektionsforschung (Blattner et al., 1997). Das bakterielle Genom der Art E.
coli besitzt eine variable GroRe von 4,5 bis 5,5 Megabasen (Mb) (Ochman und Bergthorsson,
1998). Diese Unterschiede im Chromosom kommen dadurch zustande, dass neben
lebenswichtigen Genen (Kerngenom) auch weitere akzessorische Genbereiche (flexibles
Genom) vorhanden sind, die z.B. fur Antibiotikaresistenzen und Virulenzfaktoren codieren.
Neben der chromosomalen DNA besitzen viele E. coli-Stdmme noch extrachromosomale
DNA (Plasmide) (Hakenbeck et al., 2001; Hacker et al., 2004; Dobrindt et al., 2010).
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Die Art E. coli ist ein naturlicher Bestandteil der Darmflora, allerdings kénnen einige Isolate
eine Vielzahl an intestinalen und extraintestinalen Krankheiten auslésen (Orskov und Orskov,
1992). Waéhrend intestinal pathogene E. coli (IPEC) vor allem fir Durchfallerkrankungen
verantwortlich sind, verursachen extraintestinal pathogene E. coli (EXPEC) Infektionen, die
von asymptomatischen Harnwegsinfektionen bis zu lebensbedrohlichen Krankheiten wie
Pyelonephritis  (Nierenbeckenentziindung), Sepsis  (Blutvergiftung) und Meningitis
(Hirnhautentziindung) bei Neugeborenen reichen (Picard et al., 1999; Johnson und Stell,
2000; Johnson und Russo, 2002).

2.1. ECOR-Sammlung

Die Escherichia coli Referenz (ECOR)-Sammlung besteht aus 72 E. coli-Stdmmen und wurde

Anfang der 1980er von Howard Ochman und Robert Selander zusammengestellt. Diese 72
Bakterienstdamme wurden aus einer Kollektion von 2.600 untersuchten Isolaten ausgewahlt,
um die genetische Diversitat der Art E. coli zu représentieren. Hierflr sollten die Stdmme
verschiedene Kriterien erfillen. Es wurden Isolate gewahlt, die alle verschiedenen Gruppen,
die durch Multilocus-Enzym-Elektrophorese (MLEE) definiert wurden, reprasentieren und die
bereits in Veroffentlichungen verwendet wurden. Zudem war die Sammlung von
verschiedenen Wirten und an verschiedenen globalen Standorten isoliert worden und enthielt
sowohl Kommensale als auch Pathogene (Ochman und Selander, 1984). Die ECOR-
Sammlung wurde in den letzten Dekaden von vielen Arbeitsgruppen als Referenzsammlung
verwendet. Dabei entwickelten sich leichte Unterschiede in den verschiedenen Sammlungen,
was durch die unterschiedliche Verteilung der Virulenzfaktoren innerhalb der eigentlich
identischen Isolate gezeigt wurde (Johnson et al., 2001a). Es wurden auch Verunreinigungen
und Verwechslungen der einzelnen Bakterienstamme in den erwerblichen Sammlungen

festgestellt (Schubert, mindliche Mitteilung).

2.2. Die Anfange der Klassifizierung von E. coli-lIsolaten

Innerhalb  der letzten Jahrzehnte wurden verschiedene Typisierungsansatze zur
Klassifizierung von E. coli-Isolaten entwickelt, die auch heutzutage noch angewandt werden
(Tenaillon et al., 2010). Die Serotypisierung fur E. coli wurde im Jahr 1947 von Fritz
Kauffmann vorgestellt. Die Serotypen werden anhand der O- (O-Polysaccharid), K- (Kapsel)
und H- (Flagellen) Oberflachen-Antigene definiert (Kauffmann, 1947). Im Jahr 1973
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veroffentlichte Roger Milkman eine Studie, in der er die elektrophoretische Mobilitat von
Enzymen verschiedener E. coli-lIsolate beschrieb (Milkman, 1973). Aufgrund dieser
Beobachtungen wurde die Multilocus-Enzym-Elektrophorese (MLEE) entwickelt, die sich als
Standard-Technik fir Untersuchungen der bakteriellen Diversitét etablierte (Chaudhuri und
Henderson, 2012). Die ribosomale Typisierung (Ribotyping) wurde im Jahr 1986 beschrieben
(Grimont und Grimont, 1986). Diese Technik beruht auf der Methode des
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP), bei der DNA-Fragmente mit Hilfe von
Restriktionsenzymen geschnitten und anschlieRend durch eine Gelelektrophorese anhand ihrer
Lange angeordnet werden. Durch einen Vergleich der entstandenen Fragment-Muster kénnen
Bakterien so miteinander verglichen werden (Bouchet et al., 2008). Mit den Methoden MLEE
und Ribotyping wurde es moglich, die untersuchten E. coli-Isolate in phylogenetische
Gruppen einzuteilen (Chaudhuri und Henderson, 2012; Bouchet et al., 2008).

2.3. Phylogenetische Gruppen

Phylogenetische Analysen zeigten, dass die Struktur der E. coli-Population neben
Rekombinations-Ereignissen groRtenteils auf Klonalitdt beruht (Tenaillon et al., 2010).
Aufgrund dieser stammesgeschichtlichen Entwicklung koénnen E. coli-Isolate in vier
phylogenetische Hauptgruppen (A, B1, B2 und D) eingeteilt werden (Herzer et al., 1990;
Clermont et al., 2000). EXPEC sind in der phylogenetischen Gruppe B2, aber auch teilweise
in der Gruppe D zu finden, wahrend IPEC hauptséchlich zu den Gruppen A und B1 gehoren
(Jaureguy et al., 2008; Toval et al., 2014). Die Gruppen A und B1 sind sogenannte Schwester-
Gruppen, also untereinander enger verwandt als zu den anderen Gruppen (Clermont et al.,
2000). Es wurde von einer phylogenetischen Untergruppe E berichtet, die aber meist
vernachlassigt wird, weil sie sich inkonsistent in den Verwandtschaftsanalysen einreiht (Wirth
et al., 2006). Zusatzlich wurde auch eine Untergruppe F beschrieben, die allerdings vielfach
der phylogenetischen Hauptgruppe D zugerechnet wird (Jaureguy et al., 2008).

2.4. Multilocus-Sequenz-Typisierung (MLST)

Die Multilocus-Sequenz-Typisierung (MLST) wurde in den spaten 1990er Jahren eingefihrt
(Enright und Spratt, 1999). Fir die Einteilung von Bakterienstdmmen in verschiedene
phylogenetische Gruppen wird diese Technik heutzutage am h&ufigsten genutzt. Bei der

MLST werden die DNA-Sequenzen von verschiedenen Loci aus dem bakteriellen Genom von
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Isolaten derselben Art miteinander verglichen. Die Loci sind Fragmente sogenannter
Housekeeping-Gene, die hoch konserviert sind, aber trotzdem eine gewisse Variabilitat
zwischen unterschiedlichen E. coli-Isolaten aufweisen. Diese Fragmente weisen meist eine
GroRe von ca. 500 bp auf (Maiden et al., 1998; Sorokin et al., 2006; Sahl et al., 2012).
Traditionell missen die Gen-Fragmente eines Isolats erst per PCR amplifiziert und
nachfolgend sequenziert werden. Bei einer hohen Anzahl an untersuchten Stammen kann dies
recht zeit- und kostenintensiv sein (Larsen et al., 2012). Die erhaltenen Daten werden
anschlieBend in silico zu langeren Sequenzen aneinandergereiht und mit denen der anderen
Isolate verglichen. Mit der relativ jungen Methode der Hochdurchsatz-Sequenzierung, deren
Kosten momentan jahrlich sinken, kann der aufwendige Schritt der PCR-Amplifizierung
umgangen werden (Larsen et al., 2012). Zur Darstellung der Verwandtschaft werden meist
phylogenetische Stammbaume unter Verwendung von bestimmten Algorithmen erstellt
(Lyubetsky et al., 2016). Es existieren verschiedene MLST-Schemata, die die Fragmente von
teils unterschiedlichen Housekeeping-Genen analysieren. Haufig verwendete Schemata sind
das Achtman- und das Pasteur-Schema (Wirth et al., 2006; Jaureguy et al., 2008).

Das Achtman-Schema wird fur verschiedene Bakterienarten angewandt und wurde von Mark
Achtman (Universitat Warwick, England) entworfen. Fir die phylogenetische Klassifizierung
von E. coli werden die Sequenzen von Fragmenten der sieben Gene adk (Adenylat-Kinase),
icd (Isocitrat/Isopropylmalat-Dehydrogenase), fumC (Fumarat-Hydratase), recA (ATP/GTP-
Bindemotif), mdh (Malat-Dehydrogenase), gyrB (DNA-Gyrase) und purA (Adenylosuccinat-
Dehydrogenase) verwendet. Die Lokalisation dieser Gene im E. coli-Genom ist schematisch
in Abbildung 1 zu sehen. Die hier verwendeten Housekeeping-Gene sind Uber das gesamte
bakterielle Genom verteilt (Wirth et al., 2006).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Genoms des Stammes E. coli 536. Gezeigt werden die sieben Gene
adk, icd, fumC, recA, mdh, gyrB und purA, deren Fragmente fur das Achtman MLST-Schema verwendet werden.

Das vom Pasteur-Institut (Paris, Frankreich) entwickelte Pasteur-Schema wird fir
verschiedene Bakterienarten verwendet. Fir die Einteilung von E. coli in die
phylogenetischen Gruppen werden Fragmente der acht Gene polB (Polymerase Polll), dinB
(DNA-Polymerase), putP (Prolin-Permease), icdA (Isocitrat-Dehydrogenase), trpA
(Tryptophan-Synthase Untereinheit A), trpB (Tryptophan-Synthase Untereinheit B), uidA
(Beta-Glucuronidase) und pabB (p-Aminobenzoat-Synthase) verglichen (Jaureguy et al.,
2008). Die Lokalisation der Gene im E. coli-Genom ist in Abbildung 2 zu sehen. Es existiert
auch ein modifiziertes Schema, das nur die Fragmente von sechs der acht Gene beinhaltet
(trpA, trpB, pabB, putP, icdA und polB) (Escobar-Paramo et al., 2004). Es wird dem Pasteur-
Schema zugesprochen, dass die verwendeten Gene unter geringem Einfluss von horizontalem
Gentransfer stehen und die Einteilung in die phylogenetischen Gruppen somit der Klonalitat
der Art entspricht (Lecointre et al., 1998; Denamur et al., 2000).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Chromosoms des E. coli-Stammes 536. Dargestellt sind die acht
Gene polB, dinB, putP, icdA, trpA, trpB, uidA und pabB, deren Fragmente fur das Pasteur MLST-Schema
verwendet werden.

2.5. Triplex-PCR

Auf der Suche nach einer vereinfachten Methode zur Einteilung der E. coli-Stdmme in die

vier phylogenetischen Hauptgruppen haben Clermont et al. ein Verfahren vorgestellt, dessen
Grundlage auf einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) basiert. In diesem Fall handelt es sich
um eine Triplex-PCR mit drei verschiedenen Primer-Paaren, die jeweils ein Amplifikat
erzeugen konnen. Aus dem Muster der An- bzw. Abwesenheit der PCR-Amplifikate ist, wie
in Abbildung 3 dargestellt, eine einfache Einteilung der Isolate in die vier phylogenetischen
Hauptgruppen moglich. Da die drei Fragmente unterschiedliche Groéfien besitzen, kann durch
Betrachtung des nachfolgenden Gelbilds die Gruppe bestimmt werden. Wenn z.B. das
Ergebnis der Triplex-PCR eines Isolats eine Bande der GroRe 279 Basenpaare (bp) (chuA)
und eine der Grole 211 bp (yjaA) aufweist, handelt es sich um einen Vertreter der
phylogenetischen Gruppe B2. Ein weiteres Beispiel ware das VVorhandensein von nur einer
Bande der GrofRe 152 bp (TspE4.C2), was einen Stamm der Gruppe B1 identifizieren wirde.
Somit ist eine rasche Einteilung in eine der vier Hauptgruppen moglich (Clermont et al.,
2000). Allerdings kann mit dieser Methode nicht der Grad der Verwandtschaft bestimmt

werden.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Auswertung der Triplex-PCR. Es wird das Vorhandensein von drei
verschiedenen Gen-Fragmenten Gberprift. Somit kann ein E. coli-Isolat sehr schnell in eine der vier
Hauptgruppen A, B1, B2 und D eingeordnet werden.

2.6. Virulenzfaktoren der EXPEC
Die Pathogruppe EXPEC ist flr die meisten Infektionen aul3erhalb des Darms verantwortlich,

woflr unter anderem deren Virulenzfaktoren eine wichtige Rolle spielen (Picard et al., 1999;
Johnson und Stell, 2000; Johnson und Russo, 2002). Die meisten Virulenzfaktoren sind
innerhalb der phylogenetischen Gruppen B2, D und teilweise auch Bl zu finden, wéhrend
diese innerhalb der Gruppe A weniger préasent sind (Herzer et al., 1990; Clermont et al., 2000;
Johnson et al., 2001a). Die Verteilung der Virulenzfaktoren ist auch anhand der GenomgréRe
der E. coli-Stamme ersichtlich. Waéhrend die durchschnittliche GenomgroRe der
phylogenetischen Gruppen B1, B2 und D 5,07 £ 0,09 Mb betragt, ist diese bei der Gruppe A
4,74 £ 0,06 Mb (Bergthorsson und Ochman, 1998). Es wurde gezeigt, dass sich die meisten
EXPEC-Stamme aus E. coli-Stimmen durch eine etappenweise Ansammlung von
Virulenzfaktoren durch horizontalen Gentransfer (HGT) entwickelt haben (Dobrindt und
Hacker, 2001; Bidet et al., 2005).

Obwohl EXPECs ca. 20% der fdkalen E. coli-Stdmme reprasentieren, verursachen sie keine
Krankheiten im Magen-Darm-Trakt (Siitonen, 1992; Johnson et al., 1998; Murray et al., 2004;
Nowrouzian et al., 2005). lhre Virulenzfaktoren ermdéglichen den EXPECs allerdings,
extraintestinal die oberflachliche Schleimhaut des Wirts zu besiedeln, wichtige Nahrstoffe wie
Eisen zu erhalten und das Immunsystem zu untergraben oder diesem auszuweichen (Johnson,
1991; Bower et al., 2005; Cirl et al., 2008; Meyer et al., 2015).

Eisen ist ein wichtiger Nahrstoff fir E. coli und die meisten anderen Mikroorganismen.

Obwohl Eisen ein sehr hdufig vorkommendes Element ist, kann es nur in Form von
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Eisenionen (Fe** bzw. Fe**) von den Bakterien genutzt werden. Im Wirt ist das verfugbare
Eisen zudem meist intrazellular vorhanden und fest an Proteine gebunden, wie z.B. im
H&moglobin. Um an das benétigte Eisen zu gelangen, besitzen EXPECs verschiedene
Eisenaufnahmesysteme, wie z.B. Siderophore (Neilands, 1976; Crosa, 1989; Raymond et al.,
2003). Bekannte Vertreter sind Aerobaktin, Enterobaktin, Salmochelin und Yersiniabaktin.
Siderophore sind eisenbindende Molekiile, die sekretiert werden, um sowohl freies als auch
durch Wirtsproteine gebundenes Eisen aufzunehmen. Das Bakterium kann anschlief3end tber
spezielle Rezeptoren wie IroN (Salmochelin) und FyuA (Yersiniabaktin) die Siderophore mit
dem gebundenen Eisen aufnehmen (Hantke et al., 2003; Hancock et al., 2008; Wiles et al.,
2008).

Siderophor-Systeme und viele Virulenzfaktoren sind meist auf Pathogenitétsinseln (PAISs)
lokalisiert und konnen Uber HGT weitergegeben werden (Groisman und Ochman, 1996;
Dobrindt und Hacker, 2001).

3. Horizontaler Gentransfer (HGT)

Die Vermehrung von Bakterien geschieht durch Zellteilung. Die Weitergabe von genetischen
Informationen auf die Tochterzellen wird deshalb auch als vertikaler Gentransfer bezeichnet.
Horizontaler Gentransfer (HGT) beschreibt dagegen die Ubertragung von Genen, die nicht
mit einer Zellteilung einhergeht. Dies erfolgt normalerweise durch Transformation,
Transduktion und Konjugation und kann auch Uber die Gattungsgrenze hinaus geschehen.
Hierfur sind meist Vehikel notwendig, wie z.B. Phagen, Plasmide oder Insertionssequenz
(1S)-Elemente (Avery et al., 1979; Lederberg und Tatum, 1953; Zinder und Lederberg, 1952).
Ein schematischer Vergleich zwischen vertikalem und horizontalem Gentransfer ist in
Abbildung 4 zu sehen. Mit der Mdglichkeit der Genomsequenzierung kann erworbene DNA
in einem Organismus identifiziert werden. Das Bakterium E. coli hat schitzungsweise
zwischen 8 und 18% seines Genoms durch HGT erhalten (Ochman et al., 2000; Lawrence,
1999).
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Abbildung 4: Darstellung des vertikalen und horizontalen Gentransfers bei Bakterien. Bei der vertikalen
Evolution werden die genetischen Informationen durch Zellteilung an die Tochterzellen weitergegeben. Bei der
horizontalen Evolution kommen zusétzlich Gene von anderen Organismen hinzu, die sich im Genom festigen
kénnen und Uber den vertikalen Weg weiter gegeben werden.

3.1. Transduktion
Transduktion ist die Weitergabe von genetischem Material durch Phagen. Es gibt zwei

verschiedene Formen, die unspezifische und die spezifische Transduktion. In beiden Fallen
wird bei der Infektion des Bakteriums ein Teil von dessen DNA in den Phagen eingebaut und
kann danach auf ein weiteres Bakterium Ubertragen werden. Die spezifische Transduktion
wurde bereits im Jahr 1947 durch Joshua Lederberg und Edward Lawrie Tatum und im Jahr
1952 die unspezifische ebenfalls durch Lederberg und seinem Schiler Norton Zinder

nachgewiesen (Zinder und Lederberg, 1952; Lederberg und Tatum, 1953).

3.2. Transformation

Transformation beschreibt die Aufnahme freier DNA durch Bakterien direkt aus der
Umgebung. Es war der erste Gen-Transfer-Mechanismus, der beschrieben wurde. Im Jahr
1928 zeigte Frederick Griffith anhand von Pneumokokken-Stdmmen, dass die Beféhigung der
Kapselbildung Gbertragen werden kann (Griffith, 1928). Einige Jahre spéter bewies O. Avery,
dass dies durch den Transfer von DNA zustande kam (Avery et al.,, 1979). In der
Mikrobiologie wird die Transformation dazu genutzt, DNA-Fragmente oder Plasmide in ein

Bakterium zu transferieren.
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3.3. Konjugation

Bei der Konjugation wird DNA von einem bakteriellen Donor auf einen Rezipienten
transferiert. Dies geschieht durch den F-Pilus des Donors, auch bekannt unter dem Namen
Sex-Pilus, der damit eine Verbindung zu dem Rezipienten aufbaut. F steht hier fir Fertilitat.
Hierfir missen die beiden Bakterienzellen in engem Kontakt stehen (Frost et al., 1994). Die
Konjugation wurde im Jahr 1946 durch Joshua Lederberg und Edward Lawrie Tatum
nachgewiesen (Adelberg und Pittard, 1965).

Es konnen Plasmide oder auch ganze Genomabschnitte Ubertragen werden. Damit ein
Bakterium zur Konjugation beféhigt wird, werden Gene fir die Mobilisierung und den
Transfer benotigt, die meistens auf einem Plasmid codiert sind. Ein bekannter Vertreter ist das
F-Plasmid, welches eine GroRe von ca. 100 kb besitzt. Dieses Plasmid kann sich selbst
replizieren und somit vertikal in einer Zellpopulation weitergegeben werden. Eine Kopie des
F-Plasmids kann horizontal auf einen Rezipienten Ubertragen werden, was diesen zu einem
Donor werden lasst. Der gesamte Prozess dauert in etwa nur funf Minuten, wobei der
urspriingliche Donor eine Kopie des Plasmids behélt. Das F-Plasmid und das Chromosom des
Donors besitzen verschiedene 1S-Elemente. Wenn in beiden dasselbe spezifische 1S-Element
vorhanden ist, kann das F-Plasmid in das Chromosom des Bakteriums durch homologe
Rekombination integrieren. In diesem Fall kann das gesamte Genom eines Donors auf einen
Rezipienten Ubertragen werden. Bakterien mit einem integrierten F-Plasmid werden als high
frequency of recombination (Hfr; hohe Rekombinationsfrequenz) -Stdmme bezeichnet. Das F-
Plasmid verlasst gelegentlich das Chromosom eines Hfr-Stammes und ist anschlieRend wieder
im Zytoplasma des Bakteriums zu finden. In wenigen Fallen nimmt das Plasmid auch
chromosomale Gene auf und wird dann als F'-Plasmid bezeichnet. Diese spezifischen Gene
des Donors kénnen nun zusammen mit dem F'-Plasmid auf einen Rezipienten Ubertragen
werden, welcher anschlieRend zwei Kopien dieser Gene besitzt, seine urspringlichen im
Chromosom und die neu transferierten auf dem zytoplasmatischen F'-Plasmid. Durch
doppeltes Crossing-Over an zwei Regionen, die homolog in der Donor- und der Rezipienten-
DNA sind, kann die DNA auf dem F'-Plasmid die chromosomale DNA ersetzen. Somit hat
der Rezipient neue genetische Informationen erhalten, die nun fest im Genom fixiert sind und
wiederum vertikal weitergegeben werden kdnnen (Adelberg und Pittard, 1965; Frost et al.,
1994; Griffiths et al., 1999). Eine schematische Darstellung des Transfers mit einem F'-
Plasmid ist in Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung einer Ubertragung von chromosomaler DNA von einem Donor auf einen
Rezipienten durch ein F'-Plasmid. a) Das F-Plasmid (Blau) eines Donors kann sich in dessen Chromosom (Rot)
integrieren. Durch inkorrektes Ausschneiden des F-Plasmids kann dieses DNA des Donors aufnehmen, und wird
dann als F'-Plasmid bezeichnet. b) Die Ubertragung des F'-Plasmids auf einen Rezipienten erfolgt iiber den F-
Pilus, wobei der Donor eine Kopie behélt. ¢) Die Donoren-DNA auf dem F'-Plasmid kann durch doppeltes
Crossing-Over homologe Bereiche im Rezipienten-Chromosom (Griin) ersetzen. Diese chromosomale DNA des
Rezipienten ist dann auf dem F'-Plasmid lokalisiert. Wenn kein Druck besteht, dieses Plasmid zu erhalten, kann
es abgebaut werden und geht damit verloren. Somit ist die neu erworbene DNA fest im Chromosom des
Rezipienten fixiert und kann vertikal weiter gegeben werden.
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4. Genomische Inseln (GEIs) und Pathogenitatsinseln (PAIS)

In vielen bakteriellen Genomen wurden grofle Regionen gefunden, die durch HGT
ausgetauscht wurden. Da sie meist strukturelle Gemeinsamkeiten zeigen, wurden sie als
genomische Inseln (GEls) zusammengefasst. Die GEIs werden ihrem genetischen Inhalt
entsprechend in verschiedene Kategorien eingeteilt: symbiotische Inseln, metabolische Inseln,
Fitness-Inseln, Resistenz-Inseln und Pathogenitatsinseln (PAIs) (Dobrindt et al., 2004). Die
Virulenz eines Bakterienstammes wird meist mit dem Vorhandensein von PAIs in
Zusammenhang gebracht (Groisman und Ochman, 1996; Hacker und Kaper, 2000). PAIs
besitzen spezielle genetische Eigenschaften (Schmidt und Hensel, 2004):

i.  PAIs tragen ein oder mehrere Virulenzgene.

ii.  PAIls sind in Genomen von pathogenen Bakterien zu finden, aber nicht in denen von

artverwandten Apathogenen.
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iii.  PAls besitzen eine durchschnittliche GroRe von 10 bis 200 kb.

iv.  PAlIs besitzen einen unterschiedlichen G+C-Gehalt im Vergleich zum restlichen

Genom des Bakteriums.

v. PAls sind meist mit tRNAs assoziiert. Da die tRNAs bei verschiedenen Bakterienarten
hoch konserviert sind, kénnen die PAIs auch zwischen den Arten mittels HGT

Ubertragen werden.

vi.  PAls sind haufig mit mobilen genetischen Elementen verbunden. Oft werden sie von
Wiederholungssequenzen (direct repeats, DRs) flankiert, welche eine GroRe von 16
bis 20 bp besitzen. PAIls tragen héufig kryptische oder noch funktionsfahige
Mobilitats-Gene wie Integrasen oder Transposasen. In PAIls werden oft Insertions-
Sequenzen (IS) gefunden. PAIs kdnnen auch aus integrierten Plasmiden, konjugativen

Transposons oder Bakteriophagen entstanden sein.

vii.  PAIs sind manchmal genetisch instabil. Falls noch funktionsfahige mobile Elemente in
einer PAI vorkommen, kann dies auch zum Verlust dieser Insel aus dem bakteriellen

Genom fihren.

viii.  PAIs zeigen manchmal eine mosaikartige Struktur. Dies kdnnte daher kommen, dass
die erworbene DNA zu verschiedenen Zeitpunkten und von verschiedenen Stammen
in das Genom eines Bakteriums gelangte. Anhand einer Umstrukturierung durch z.B.

IS-Elemente kdnnten sich so manche PAIs entwickelt haben.

Mittlerweile ist eine Vielzahl an PAIs bekannt. In dieser Arbeit wird der Fokus auf vier
spezielle PAIs gerichtet, die im Weiteren beschrieben werden: die High-Pathogenicity Island
(HPI), die pks-Insel, die serU-Insel und die PAI I11.

4.1. High-Pathogenicity Island (HPI)
Ein bisher gut untersuchtes Siderophor-System wird von der High-Pathogenicity Island (HPI)

synthetisiert. Das Siderophor Yersiniabaktin der HP1 wurde zuerst in Yersinia pestis entdeckt,
wodurch es auch seinen Namen erhielt (Rakin et al., 1994). Die HPI ist in der Familie
Enterobacteriaceae weit verbreitet und ist vor allem in EXPECs zu finden, die
Harnwegsinfektionen, Sepsis und Meningitis in Neugeborenen verursachen (Clermont et al.,
2001; Johnson und Stell, 2000; Schubert et al., 1998). Darlber hinaus wird der HPI
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zugesprochen, die Virulenz einzelner Stamme stark zu erhéhen (Carniel, 2001; Schubert et
al., 2002). Diese Insel ist neben den Arten E. coli und Y. pestis auch in pathogenen Vertretern
der Arten C. koseri und K. pneumoniae présent. Allerdings wurde die HPI teilweise auch bei
apathogenen Vertretern der Familie Enterobacteriaceae nachgewiesen (Lawlor et al., 2007;
Bach et al., 2000; Koczura und Kaznowski, 2003; Schubert et al., 2000).

Die Struktur der HPI ist in mehrere Teile gegliedert, welche in Abbildung 6 zu sehen sind.
Eine konservierte, G+C-reiche Kern-Region beinhaltet Gene fir die Synthese und den
Transport des Yersiniabaktins (irp) und fur den Yersiniabaktin-Rezeptor (fyuA), sowie ein
Regulator-Gen (ybtA). Die linke Seite beinhaltet ein Integrase-Gen, die rechte eine variable
A+T-reiche Region, die auch Gene flr die Mobilisierung und den Transfer der HPI enthélt.
Die Insel ist von zwei DRs flankiert und in einer asn tRNA inseriert (Schubert et al., 2004b).
Das Gen irp6 ist auch unter dem Namen ybtQ bekannt (Benedek und Schubert, 2007). In 99%
der HPI-positiven E. coli-Stdimme ist eine Deletion downstream des Gens fyuA zu finden,
wodurch einerseits die Gene fiir die Mobilisierung und den Transfer und anderseits das zweite
DR fehlen. Dieser HPI-Typ ist somit nicht mehr aktiv transferierbar (Schubert et al., 2004a).
Es konnte allerdings gezeigt werden, dass die HPI zusammen mit dem umliegenden
chromosomalen Backbone mit Hilfe eines F'-Plasmids auf einen weiteren E. coli-Stamm

ubertragen werden kann (Schubert et al., 2009).

konservierte Kern-Region variable Region
a) \ A
or | I oR|
» @aaeaeas) maaas)sssssnn—") =)s) ) =) 1 [

asnV int irp6-9 ybtA irn2 irpl irp3-5 fyuA xis Region| Regionll Regionlll

b)

DR
asnT int irp6-9 ybtA irp2 irpl irn3-5 fyuA

Abbildung 6: Schematische Darstellung der zwei HP1-Typen von a) ECOR31 und b) den meisten HPI-positiven
E. coli-Stammen. Beide HPIs sind in einer asn tRNA inseriert, aber a) in der asnV tRNA und b) in der asnT
tRNA. Die Gene fir die Synthese und den Transport des Yersiniabaktins (irp) sind in Blau dargestellt, der
Yersiniabaktin-Rezeptor (fyuA) in Rot und das Regulator-Gen (ybtA) in Lila. In den meisten HPI-positiven E.
coli-Stdmmen fehlt die variable Region.

Die noch aktiv Ubertragbare Variante ohne Deletion wird als integratives und konjugatives
Element (integrative and conjugative element, ICE) bezeichnet und wurde in der Art E. coli
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erstmals bei dem Stamm ECOR31 gefunden. Die Bezeichnung kommt daher, dass ein ICE,
ausgehend von einer episomalen Ringstruktur, tber Konjugation an ein anderes Bakterium
weitergegeben und sich in dessen Genom integrieren kann (Schubert et al., 2004a). Der
variable Bereich auf der rechten Seite der ICE-Typ-HPI wird in drei Regionen aufgeteilt. Die
Region | beinhaltet die Gene fir den Transfer, die Region Il die Gene fir die Mobilisierung
der Insel. Die Region Ill beinhaltet genetisches Material mit meist unbekannter Funktion
(Schubert et al., 2004b). In dieser Region wurden bei ICE-Typ-HPIs einiger Stdmme, darunter
auch C. koseri- und K. pneumoniae-Stamme, eine fast vollstandig vorhandene PAI gefunden,
die pks-Insel (Putze et al., 2009).

Es konnte gezeigt werden, dass die ICE-Typ-HPI des Stammes ECOR31 eine Region am
Integrase-Ende der HPI besitzt, die hohe Homologien zu dem Virulenz-Plasmid pLVPK von
K. pneumoniae besitzt. Diese unbekannte Region wurde als Region X betitelt und ebenfalls
zusammen mit der HPI in dem K. pneumoniae-Stamm B-2495 gefunden, der aus der
Blutkultur eines Patienten mit Sepsis stammt. Es wurden in dieser Region auch putative
Aufnahmesysteme fur divalente Metallionen, wie Eisen, Zink und Mangan gefunden.
Zusétzlich wurden Regulator-Gene mit einer Ahnlichkeit zum Eisenaufnahme-Regulator (Fur,
Ferric uptake regulator) entdeckt (Preisach, 2008). Es wird vermutet, dass das Plasmid
pLVPK durch verschiedene horizontal erworbene DNA-Fragmente entstand. Auf dem
Plasmid wurden neben einigen IS-Elementen auch Eisenaufnahmesysteme wie der iroBCDN-
Gen-Cluster gefunden und ebenso Gene, die dem Partitionierungssystem von F-Plasmiden
ahneln (Chen et al., 2004). Es wurden auch Genabschnitte mit hoher Homologie zu dem
Plasmid pLVPK in Verbindung mit der ICE-Typ-HPI in C. koseri- und K. pneumoniae-

Stammen beschrieben (Putze et al., 2009).

4.2. pks-Insel
Bei der Infektion von eukaryotischen Zellen mit gewissen E. coli-Stdammen wurde festgestellt,

dass bei direktem Kontakt Doppelstrangbriiche in der DNA dieser Zellen auftreten. Dadurch
kommt es zum Zellzyklus-Arrest in der mitotischen G2-Phase, wodurch die Zellteilung der
eukaryotischen Zellen gehemmt wird. Da die Zellen weiter wachsen ohne sich zu teilen,
kommt es zur sogenannten Megalozytose, welche oft zum Zelltod fuihrt. Im Jahr 2006 wurde
erstmals die pks-Insel als dafiir verantwortliche PAI beschrieben. Diese Insel besitzt eine
Sequenzlange von ca. 54,5 kb und synthetisiert das Protein Colibaktin, welches die

beschriebenen Effekte auf eukaryotische Zellen austibt. Die pks-Insel ist in der Art E. coli nur
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in Stdimmen der phylogenetischen Gruppe B2 zu finden, in deren Genom sie immer in der
asnW tRNA inseriert ist (Nougayrede et al., 2006). Aullerdem ist sie nur in Stammen zu
finden, die auch die HPI besitzen. Die schematische Darstellung der PAI ist in Abbildung 7 zu
sehen. Die pks-Insel ist von zwei DRs flankiert und besitzt ein Integrase-Gen, jedoch keine
Gene fir die Mobilisierung und den Transfer der Insel. Zwischen den Genen clbB und clbR ist
eine Tandem-Region (VNTR; variable numbers of tandem repeats), bestehend aus 8 bp, mit
variabler Anzahl (zwischen zwei und 20) an Wiederholungen zu finden. Die Funktion dieser
Region konnte noch nicht geklart werden (Putze et al., 2009). Die pks-Insel wurde bereits
komplett sequenziert, und die Sequenz ist 6ffentlich zugénglich (Nougayrede et al., 2006).
Die PAI ist auch in anderen Mitgliedern der Familie Enterobacteriaceae zu finden, allerdings
innerhalb der diversen Region Ill einer ICE-Typ-HPI. Dies ist fur Stdamme der Arten K.
pneumoniae, C. koseri und E. aerogenes berichtet worden. Dieser ICE-Typ wurde auch in E.
coli-Stammen der phylogenetischen Gruppe B1 gefunden, die die herkémmliche Variante der
pks-Insel nicht besitzen (Putze et al., 2009).

VNTR
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der pks-Insel. Die PAI wird von zwei DRs (Schwarz) flankiert und ist in
die asnW tRNA (Grun) inseriert. Der fur die Colibaktin-Synthese verantwortliche Gen-Cluster ist in Blau
dargestellt. Die Tandem-Region (VNTR) ist zwischen den Genen clbB und cIbR lokalisiert.

4.3. serU-Insel
Eine ebenfalls erst kiirzlich in E. coli entdeckte PAI ist die serU-Insel. Diese hat eine

Sequenzléange von ca. 27 kb und synthetisiert das Protein TcpC. Es wurde gezeigt, dass dieser
Virulenzfaktor mit der angeborenen Immunantwort des Wirts direkt interagiert und die NF-
kB-Signalkaskade und somit die proinflammatorische Zytokin-Antwort hemmt. TcpC hat eine
gewisse Homologie zu den Motiven der TIR-Doméne von Toll-like-Rezeptoren und kann
diese somit inhibieren. Tcp steht fur TIR domain containing protein (TIR-Domé&nen-
enthaltende-Proteine) (Cirl et al., 2008). Die Insel ist innerhalb der Art E. coli nur in Stimmen
der phylogenetischen Gruppe B2 und in Begleitung der HPI zu finden. Die PAI ist immer in
der serU tRNA inseriert, wird von zwei DRs flankiert und besitzt keine Gene fir die

Mobilisierung und den Transfer der Insel. Die schematische Darstellung der PAI ist in
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Abbildung 8 zu sehen. Es konnte gezeigt werden, dass die serU-Insel zusammen mit der HPI
en bloc mittels HGT (bertragen wurde. Da die serU-Insel hoch konserviert ist, wird davon
ausgegangen, dass sie vor noch nicht zu langer Zeit in die Art E. coli Ubertragen wurde
(Schubert et al., 2010). Es wurden ebenfalls Tcps von anderen bakteriellen Arten, wie z.B.
TcpYI von Yersinia pseudotuberculosis, beschrieben. TcpY1 kann, genau wie TcpC von E.
coli, mit dem Immunsystem des Wirts interagieren und die Bakterien kénnen dieses somit

umgehen (Norenberg et al., 2013).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der serU-Insel. Gezeigt werden die Gene ¢2390 bis c2416, allerdings
sind zur besseren Darstellung nicht alle Gene gekennzeichnet. Die PAI ist in die serU tRNA (Grin) inseriert und
von zwei DRs flankiert. Die Gene ¢2397 und c2398 (Rot) sind fiir die Synthese des TcpC-Proteins
verantwortlich.

4.4. PAL LI
Die PAI 11l codiert fur die Synthese des Siderophors Salmochelin, welches seinen Namen
daher erhielt, dass der Rezeptor IroN zuerst in einem Salmonella enterica-Stamm identifiziert
wurde (Baumler et al., 1998). Spater wurde dieser Rezeptor auch in EXPEC-Stdammen
gefunden (Russo et al., 1999). IroN ist auf dem iroBCDEN Gen-Cluster codiert und an der
Aufnahme von Salmochelin, aber auch von anderen Siderophoren, beteiligt. Eine
schematische Darstellung der PAI 11l ist in Abbildung 9 zu sehen. IroN wird h&ufig in
virulenten EXPEC-Stammen gefunden und besitzt eine erhdhte Expression bei Wachstum im
Urin (Bauer et al., 2002). Es wird vermutet, dass IroN bei weiteren virulenten Eigenschaften,
wie der Anheftung an Zellen des Harntrakts, beteiligt ist. Da der Harntrakt eine eisenarme
Umgebung darstellt, spielt die PAI 1l besonders bei der Verursachung von
Harnwegsinfektionen eine wichtige Rolle (Russo et al., 2002; Russo et al., 2003; Negre et al.,
2004; Barasch und Mori, 2004). Wie bereits erwahnt, wurde der iroBCDN Gen-Cluster auf
dem Plasmid pLVPK von K. pneumoniae identifiziert (Chen et al., 2004). Ein iroBCDEN
Gen-Cluster wurde auch auf dem transferierbaren Plasmid p300 eines EXPEC Stammes
gefunden, das Ahnlichkeiten zu dem Plasmid R64 von S. enterica besitzt. Dieser Cluster

besitzt eine hohe Homologie zu dem chromosomalen iroBCDEN Gen-Cluster von E. coli
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(Sorsa et al., 2003). Es wurden innerhalb der PAI 111 einige Uberreste von 1S-Elementen und

Transposons gefunden (Dobrindt et al., 2002).
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der PAI Ill. Die Insel ist in der thrWW tRNA (Grin) inseriert und wird
von zwei DRs flankiert. Die Integrase ist in Gelb dargestellt. Gezeigt werden der sfa- (Schwarz) und der iro-
(Rot) Gen-Cluster. Uberreste von Transposasen und IS-Elemente sind in Lila dargestellt.

5. Next-Generation Sequencing

Der Zusammenbau der ersten menschlichen Genom-Sequenz dauerte 12 Jahre und kostete
annédhernd drei Milliarden US-Dollar. Bis zur Vollendung des humanen Genom-Projekts im
Jahre 2002 waren hunderte Wissenschaftler an dieser Aufgabe beteiligt. Das Projekt wurde
mit der sogenannten Sanger-Sequenzierung durchgefiihrt, die als erste Generation der
Sequenzierung  bezeichnet  wird  (Muzzey et al.,, 2015). Diese DNA-
Sequenzierungstechnologie wurde 1977 von Frederick Sanger erstmals vorgestellt, fur die er
1980 den Nobelpreis fir Chemie erhielt (Liu et al., 2012). Weniger als 15 Jahre nach der
Entschlisselung des ersten menschlichen Genoms kann ein gesamtes humanes Genom in nur
einem Tag fur ca. 1.000 US-Dollar sequenziert werden (Muzzey et al., 2015). Dies ist
moglich durch Sequenzier-Einheiten der n&chsten Generation, da diese durch parallele
Sequenzierung einen sehr hohen Durchsatz haben (Luthra et al., 2015).

Der Begriff Next-Generation Sequencing (NGS) beschreibt nicht eine einzelne Technik. In
dem letzten Jahrzehnt wurden Sequenzierer von Firmen entwickelt, die verschiedene
Technologien verwenden, wie z.B. Sequenzierung durch Synthese (Illumina), Sequenzierung
durch Ligation (Life Technologies) und lonen-Halbleiter-Sequenzierung (Thermo Fisher
Scientific) (Muzzey et al., 2015). Allerdings sind bei NGS immer dieselben Schritte
notwendig: Vorbereitung der Proben, Sequenzierung und Darstellung sowie die Auswertung
der Rohdaten (Metzker, 2010).

Da fir diese Arbeit ein Illumina HiSeq 2000 Sequenzierer verwendet wurde, der die
Technologie "Sequenzierung durch Synthese" nutzt, wird diese im Folgenden behandelt und
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ist schematisch in Abbildung 10 zu sehen. Als erster Schritt wird genomische DNA (gDNA)
von einem Organismus isoliert. Nach einem enzymatischen Verdau oder einer mechanischen
Fragmentierung werden anschlielend sogenannte Adapter an die Enden der gDNA gebunden.
Dadurch kénnen Millionen von verschiedenen einzelstrangigen DNA-Abschnitten an eine
Glasoberflache angebracht und spater vervielfaltigt werden. Um im nédchsten Schritt DNA-
Sequenzen sichtbar zu machen, werden Fluoreszenz-markierte Basen verwendet, die nicht
durch nachfolgende Basen erweiterbar sind. Es gibt vier verschiedene Farben fir die vier
Basen Adenin (A), Thymin (T), Guanin (G) und Cytosin (C). Jeder komplementére Strang
eines einst einzelstrangigen DNA-Abschnitts wird nach Zugabe der markierten Basen durch
ein Polymerase-Enzym um eine Base verlangert, was zu einem entsprechenden Lichtsignal
fuhrt. Ein Mikroskop nimmt die Position des DNA-Abschnitts und seine fluoreszierende
Farbe auf. Durch die Auswaschung der Ubrig gebliebenen markierten Basen verlieren auch die
neu eingefugten ihre Fluoreszenz und sind nun erweiterbar. Dieser Vorgang wird solange
wiederholt, bis alle komplementéren Strange aufgefiillt und somit die Sequenz der DNA-
Abschnitte entschlusselt wurden (Muzzey et al., 2015).
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des Ablaufs der von Illumina entwickelten Technologie
"Sequenzierung durch Synthese". a) Nach der Isolation und dem Verdau der gDNA wird diese mit Hilfe von
Adaptern an eine Oberflache angebracht. Die gDNA ist hier einzelstrdngig. b) Die zugegebenen Floreszenz-
markierten Basen binden komplementar an den Einzelstrang. ¢) Mit Hilfe eines Mikroskops wird die Position
und die Farbe der fluoreszierenden Base aufgenommen. d) Durch die Auswaschung verlieren die neu
eingebauten Basen ihre Fluoreszenz und werden erweiterbar. Die Schritte b) bis d) werden sooft wiederholt, bis
alle komplementéren Strange aufgefullt sind. €) Anhand der aufgenommen Farben der fluoreszierenden Basen ist
die Sequenzabfolge aller DNA-Abschnitte bekannt. Diese werden als Rohdaten bezeichnet.
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Im letzten Schritt werden die Ergebnisse in silico unter Benutzung einer entsprechenden
Software vorbereitet. Zuerst muss die Qualitat der Rohdaten Uberpriift werden. Hier spielt der
sogenannte Phred-Qualitatswert eine wichtige Rolle. Dieser beschreibt die Wahrscheinlichkeit
einer falsch eingebauten Base in einen komplementdren Strang. Je héher der Phred-Wert,
desto besser ist die Qualitét der erstellten Sequenzen. Dies ist auch in Tabelle 1 zu sehen. Ein
weiterer Aspekt ist die Eindeutigkeit der eingebauten Basen. Dieser Wert wird in Prozent
angegeben, wobei 100% eine komplett eindeutige Sequenz bedeutet (Ewing et al., 1998;
Ewing und Green, 1998). Bevor es letztendlich zur Auswertung der Genome kommen kann,
missen die kurzen DNA-Abschnitte zu langeren Sequenzen assembliert werden. Dafr gibt es
verschiedene Mdoglichkeiten wie die Assemblierung an eine Referenz und die de novo
Assemblierung (Lee et al., 2015; Arun-Chinnappa und McCurdy, 2015). Mit den fertigen
Sequenzen konnen dann verschiedene Vergleiche angefertigt werden. Eine sehr gangige
Methode, um die Verwandtschaft von Bakterien zu untersuchen, ist die Erstellung von
phylogenetischen Stammb&umen. Hierfur kdénnen unterschiedliche Algorithmen zur
Berechnung dieser Bdume verwendet werden (Manzoor et al., 2015). Ein hdufig genutzter
Algorithmus ist Neighbor-Joining, der auch fur die hier durchgefuhrten Untersuchungen

verwendet wurde (Lyubetsky et al., 2016).

Tabelle 1: Erlauterung des Phred-Qualitatswerts anhand der Wahrscheinlichkeit einer falsch eingebauten Base
und der Genauigkeit der eingebauten Basen.

Phred-Qualitatswert | Wahrscheinlichkeit einer falsch Genauigkeit der eingebauten
eingebauten Base Basen

10 1von 10 90%

20 1 von 100 99%

30 1 von 1.000 99,9%

40 1 von 10.000 99,99%

50 1 von 100.000 99,999%

60 1 von 1.000.000 99,9999%
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6. Ziele dieser Arbeit
In der vorliegenden Arbeit wird der HGT von verschiedenen PAIs innerhalb der Familie

Enterobacteriaceae untersucht. Inshesondere die Frage, wie sich passiv transferierbare Inseln
innerhalb der EXPEC verbreitet haben, ist noch weitgehend ungeklart. Der Transfer von ICE-
Typ-PAls, die fur die Weitergabe entsprechende Gene besitzen, ist bisher recht gut untersucht
worden. Da aber innerhalb der EXPEC gréltenteils PAIs bekannt sind, die in der Regel nicht
selbst (bertragbar sind, sollte diese Arbeit vor allem tiefere Einblicke in deren

Transfermechanismen liefern.

Dafiir wurden zwei Strategien gewéhlt, um den HGT der PAIs von verschiedenen Seiten zu
durchleuchten. Der GroRteil dieser Arbeit befasste sich mit der Entschllsselung ganzer
Genome durch NGS und der bioinformatischen Auswertung der erstellten Sequenzen, mit
Fokus auf die Inseln. Zudem sollten die PAI-Transfers in vitro nachgestellt und mit den in

silico-Daten verglichen werden.

Es sollte auch gezeigt werden, dass die mittels NGS gewonnenen in silico-Daten fir
unterschiedliche Untersuchungen genutzt werden koénnen. Hierzu zéhlt neben den
phylogenetischen Studien der PAIs und dem angrenzendem Backbone-Genom auch die
Analyse der fur MLST-Schemata verwendeten Housekeeping-Gene. Insbesondere wird hier
untersucht, ob mehr genetische Informationen eines Stammes zu einer verdnderten
Darstellung der phylogenetischen Stammbéaume fiihren. Bezlglich der in vitro-Transfers mit
einem F'-Plasmid sollte durch die Sequenzierung der Transkonjuganten das Ausmal} der

ubertragenen DNA analysiert werden.
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B. Material und Methoden

1. Gerate

Die verwendeten Geréte und deren Hersteller mit Firmensitz sind in Tabelle 2 alphabetisch

aufgelistet.

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Geréte.

Geratetyp bzw. Software

Geratename und Hersteller

Autoklaven

Laboklav 160-MSLV; SHP Steriltechnik (Detzel, Deutschland)
VARIOKLAYV Dampfsterilisator Typ 500EC; Thermo Electron LED
GmbH (Ismaning, Deutschland)

Bunsenbrenner Gasprofi 2SCS; WLD Tec (Géttingen, Deutschland)
Datenverarbeitung MS Office 2010; Microsoft (Redmond, WA, USA)
DNA Analyse Software CLC Genomics Workbench 6.5, CLC bio (Aarhus, Danemark)

Elektrophorese-Systeme

PerfectBlue Gelsystem Mini L; Peglab (Erlangen, Deutschland)
Mini-Protean Il Electrophoresis System; Bio-Rad (Hercules, CA,
USA)

Elektroporator

Gene Pulser II; Bio-Rad (Hercules, CA, USA)
Pulse Controller II; Bio-Rad (Hercules, CA, USA)

Gel-Dokumentation

GDS 3.39; Intas (Gottingen, Deutschland)

Inkubatoren Heraeus T12; Heraeus (Hanau, Deutschland)

Cytoperm2; Heraeus (Hanau, Deutschland)

Binder BT 115; Binder WTC (Tuttlingen, Deutschland)
Heizblock Thermomixer comfort; Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Magnetrihrer RCT-basic; IKA-Werke (Staufen im Breisgau, Deutschland)
MALDI-TOF microflex LT; Bruker (Bremen, Deutschland)

Mikropipetten

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Mikroplattenleser

Tristar LB 941; Berthold (Bad Wildbach, Deutschland)

Mikrowelle

M1712N; Samsung (Seoul, Stidkorea)

NanoDrop

NanoDrop 2000; Thermo Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland)

PCR-Thermocycler

GeneAmp PCR System 9700; Applied Biosystems (Thermo Fisher
Scientific; Schwerte, Deutschland)
Mastercycler gradient; Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Phoenix Phoenix 100; Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Fotodrucker P93D; Mitsubishi (Minato, Japan)

Photometer Ultrospec 3100; Amersham Biosciences (General Electrics; Fairfield,
CT, USA)

pH-Meter PB-11; Sartorius (Gottingen, Deutschland)

Schittler Thermomixer comfort; Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Schiuttelinkubatoren

Certomat R + Certomat H; Sartorius (Goéttingen, Deutschland)
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Multitron; INFORS HT (Einsbach, Deutschland)

Sequenzierer

HiSeq 2000; lllumina (San Diego, CA, USA)

Speedvac SC110; Savant (Holbrook, NY, USA)

Sterilbank HERA safe KS12; Thermo Electron Corporation (Thermo Fisher
Scientific; Schwerte, Deutschland)

Stromversorger Power Pac 200; Biorad (Hercules, CA, USA)

Power Pac HC; Biorad (Hercules, CA, USA)

UV-Transiluminator

MG 21 x 26 UV; Intas (Goéttingen, Deutschland)

Vortex-Mischer

MS2 Minishaker; IKA-Werke (Staufen im Breisgau, Deutschland)

Zentrifugen

5810R; Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

5417C; Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

5417R; Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

3K30; Sigma (Osterode am Harz, Deutschland)

Sorvall Super T21, Thermo Electron Corporation (Thermo Fisher
Scientific; Schwerte, Deutschland)

2. Chemikalien, Enzyme, Puffer und kommerzielle Labor-Kits

Alle verwendeten Chemikalien wurden bei den Firmen Carl-Roth (Karlsruhe, Deutschland),
Merck (Darmstadt, Deutschland), Oxoid (Wesel, Deutschland) und Sigma-Aldrich (St. Louis,

MO, USA) bezogen.

Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden bei den Firmen New England Biolabs

(Frankfurt am Main, Deutschland) und Thermo Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland)

gekauft. Die Ligasen und Polymerasen wurden von den Firmen Thermo Fisher Scientific

(Schwerte, Deutschland) und MP Biomedicals (Eschwege, Deutschland) erworben.

Puffer:

a) TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA, 50-fach konzentriert):

2M
6% (V/v)
50 mM

Essigsaure (99,7%)
EDTA (pH 8,0)
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b) PBS-Puffer (Phosphatgepufferte Salzlésung, 10-fach konzentriert):

80 ¢ NaCl

29 KCI

17,8 g Na;HPO, — 2 H,0
249 KH,PO,

ad 1 | HyOgest, pH-Wert 7,4

Die in Tabelle 3 aufgefuhrten Labor-Kits wurden fur diese Arbeit verwendet.

Tabelle 3: Auflistung der kommerziell zu erwerbenden Labor-Kits fur diese Arbeit.

Name Kat. # Hersteller

High Pure PCR Template 1796828 Roche Diagnostics, Unterhaching,

Preparation Kit Deutschland

QIlAprep Spin Miniprep Kit 27106 Qiagen, Hilden, Deutschland

QIAquick PCR Purification Kit 28106 Qiagen, Hilden, Deutschland

Nucleo Bond® PC 20 Kit 740571.100 Macherey Nagel, Diren, Deutschland

Taq DNA Core Kit EPTQK109 MP Biomedicals, Eschwege,
Deutschland

Ultra Clean Gel Spin — DNA 12400-250 MO Bio, Carlsbad, CA, USA

Extraction Kit

3. Nadhrmedien

Zur Kultivierung der Bakterienstdamme wurden verschiedene Flissig- und Festmedien
verwendet. Vor der Verwendung wurden diese bei 121°C fir 20 min autoklaviert. Zur
Selektion wurden je nach Bakterienstamm verschiedene Antibiotika hinzugegeben.

3.1. Flussigmedien

Die Flussigmedien wurden vor allem zur Kultivierung von UN-Kulturen verwendet, die fur
verschiedene Experimente erforderlich waren. Die Bakterien befinden sich in diesem Fall in

der stationdren Wachstumsphase.
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a) LB (Lysogeny Broth) -Medium:

109 Trypton
59 Hefeextrakt
50 NaCl

ad 1 | HyOgest, pH-Wert 7,5

b) SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression) -Medium:

209 Trypton

50 Hefeextrakt

05¢g NaCl

10 ml KCI-Ldsung (250 mM)

ad 1 | HyOgest, pH-Wert 7,0

¢) MH (Muller-Hinton) -Medium:

21 ¢ Miiller-Hinton-Bouillon (Oxoid; Wesel, Deutschland; Kat. # CM0337)
ad 1 | HyOgest, pH-Wert 7,3

d) MM9 Minimal-Medium (10-fach konzentriert):

0,3 g KH,PO4
0,5 g NaCl

1,0 g NH4CI

ad 100 ml HoOgest

3.2. Festmedien

Zur Erstellung von Festmedien, auch als Agarplatten bekannt, wurden den Flussigmedien
Agar (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland; Kat. # 214030) hinzugegeben. Durch
Erhitzen auf 121°C wurde dies sterilisiert, dann langsam abgekuhlt, um bei ca. 50°C die
benotigten Antibiotika hinzugegeben. AnschlieBend wurde der Agar in Petrischalen gegossen.
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Fur Petrischalen der GroRe 94 mm x 16 mm wurden jeweils ca. 20 ml bendétigt, fir die Grole

145 mm x 20 mm ca. 50 ml. Nach Erkalten der Platten wurden diese bei 4°C aufbewahrt.

a) LB-Agarplatten:

LB-Medium mit 1,5% (w/v) Agar

b) Columbia Blut-Agarplatten (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland; Kat. # 254071):

LB-Agar mit 5% (v/v) Schaf-Erythrozyten

c) Yersinia-Selektivagar

58 g Yersinia-Selektivagar, Kat. # 95760-500G (Fluka, Sigma-Aldrich
Chemie; Buchs, Schweiz)

ad 1 I HoOgest, pH-Wert 7,4

d) CAS (Chrom Azurol S) -Agar

PIPES-Agar (50°C) 170 ml
10x LB 6 ml

1 M MgSO, 0,4 ml
1 M Na,SO4 0,4 ml
0,1 M CaCl;, 0,2 ml
20% Glucose 2ml
CAS-Losung 20 ml

CAS-L0Osung:

Lésung 1) 121 mg Chrom Azurol S in 100 ml HyOgest
+20 ml von 1 mM FeClI3 (gelost in 10 mM HCI)
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Losung 2) 145,8 mg HDTMA in 80 ml HyOgest

Losung 1) langsam in Losung 2) rihren und autoklavieren

PIPES -Aaqar:

100 ml MM9 Medium (10-fach konzentriert)

+ 15 g Agar

ad 500 ml H2Ogest

unter Riihren 31,1 g PIPES (Piperazindiethansulfonséure) hinzugeben
pH mit NaOH auf 6,8 einstellen

ad 850 ml HoOgest

4. Antibiotika

Die verwendeten Antibiotika wurden dafur genutzt, um Bakterienstimme oder
Transkonjuganten zu selektieren und um sicherzustellen, dass manche Stamme ihr tragendes
Plasmid nicht verlieren. Die Antibiotika wurden den Nahrmedien in den in Tabelle 4
aufgefuhrten Konzentrationen hinzugefligt. Die erstellten Stammldsungen wurden bei -20°C

gelagert, angebrochene Losungen wurden fur eine befristete Zeit bei 4°C aufbewahrt.

Tabelle 4: Verwendete Antibiotika, deren Losungsmittel und Konzentrationen.

Antibiotika Stammlésung Loésungsmittel Endkonzentration
Ampicillin 100 mg/ml H5Oqest 100 pg/ml
Chloramphenicol 50 mg/ml MeOH 30 pg/ml
Kanamycin 50 mg/ml H2Ogest 50 pg/ml
Nalidixinsaure 6 mg/ml NaOH (0,5 N) 60 pg/ml
Streptomycin 30 mg/mi H0 gest 30 pg/ml
Tetracyclin 5 mg/ml 70% EtOH 12 pg/ml

Zur Selektion von Yersinia enterocolitica wurde das Yersinia Selective Supplement (Fluka,
Sigma-Aldrich Chemie; Buchs, Schweiz, Kat. # 75258), dem Nahrmedium hinzugeflgt. In

-37-



einem Flaschchen, das fir 500 ml Medium oder Agar verwendet wurde, waren 7,5 mg

Cefsulodin, 2 mg Triclosan (Irgasan) und 1,25 mg Novobiocin enthalten.

Um zu berprifen, welche Antibiotika-Resistenzen bei gewissen Stdimmen auftreten, wurde
der sogenannte Agardiffusionstest angewendet. Dafiir wurden die Bakterien auf einer
Agarplatte ausgestrichen und mit kleinen Plattchen, die Antibiotika enthalten, versehen. Nach
Kultivierung UN war es maoglich zu sehen, ob Antibiotika-bedingte Wachstumsdefizite, so
genannte Hemmhofe, auftreten. Die verwendeten Antibiotika-Plattchen waren von der Firma
Oxoid (Wesel, Deutschland). Die Antibiotika und deren Konzentrationen pro Plattchen

(Beschickung) sind in Tabelle 5 zu finden.

Tabelle 5: Verwendete Antibiotika-Plattchen.

Antibiotikum Beschickung
Ampicillin 10 ug
Chloramphenicol 30 pg
Kanamycin 30 ug
Nalidixinsaure 30 ug
Rifampicin 2 ug
Streptomycin 25 ug
Tetracyclin 30 ug
Trimethoprim 5 ug

5. Bakterienstamme

Fur die unterschiedlichen Projekte wurden verschiedene Bakterienstimme verwendet, die in
den nachfolgenden Tabellen aufgelistet sind. In Tabelle 6 sind die Stdmme fiir die
phylogenetische Auswertung der Pathogenitétsinseln zu finden, in Tabelle 7 die fir den
Transfer der immobilen Inseln mit einem F‘-Plasmid. Alle Stdmme, die die Konjugations-

Versuche mit der mobilen PAI betreffen, sind in Tabelle 8 aufgefihrt.

Die Escherichia coli Referenz (ECOR)-Sammlung besteht aus 72 Stdmmen und wurde fur die
Erstellung der phylogenetischen Stammb&ume verwendet. In Tabelle 6 ist die Herkunft und
der Wirt, aus dem das Bakterium isoliert wurde, aufgelistet (Ochman und Selander, 1984).
Zusatzlich wurden die E. coli-Stdamme 536, S107 und S108 verwendet.
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Tabelle 6: Verwendete Bakterienstdmme der Familie Enterobacteriaceae fir die Erstellung der phylogenetischen

Baume.

Bakterienstamme flir die Phylogenie der immobilen PAIS

Stamm Wirt Herkunft
E. coli ECORO01 Mensch () IA, USA
E. coli ECORO02 Mensch (2) NY, USA
E. coli ECORO03 Hund MA, USA
E. coli ECOR04 Mensch (%) IA, USA
E. coli ECORO05 Mensch () IA, USA
E. coli ECORO06 Mensch (2) IA, USA
E. coli ECOROQ7 Orang-Utan WA, USA (Zoo)
E. coli ECORO08 Mensch (%) IA, USA
E. coli ECOR09 Mensch (%) Schweden
E. coli ECOR10 Mensch () NY, USA
E. coli ECOR11 Mensch () Schweden
E. coli ECOR12 Mensch () Schweden
E. coli ECOR13 Mensch (%) Schweden
E. coli ECOR14 Mensch () Schweden
E. coli ECOR15 Mensch () Schweden
E. coli ECOR16 Leopard WA, USA (Zo0)
E. coli ECOR17 Schwein Indonesien
E. coli ECOR18 Celebes-Affe WA, USA (Zoo)
E. coli ECOR19 Celebes-Affe WA, USA (Zo0)
E. coli ECOR20 Ochse Bali
E. coli ECOR21 Ochse Bali
E. coli ECOR22 Ochse Bali
E. coli ECOR23 Elefant WA, USA (Zoo)
E. coli ECOR24 Mensch () Schweden
E. coli ECOR25 Hund NY, USA
E. coli ECOR26 Mensch (Kleinkind) MA, USA
E. coli ECOR27 Giraffe WA, USA (Zoo)
E. coli ECOR28 Mensch () IA, USA
E. coli ECOR29 Kénguru-Ratte NV, USA
E. coli ECOR30 Bison AB, Kanada
E. coli ECOR31 Leopard WA, USA (Zoo)
E. coli ECOR32 Giraffe WA, USA (Zo0)
E. coli ECOR33 Schaf CA, USA
E. coli ECOR34 Hund MA, USA
E. coli ECOR35 Mensch (2) 1A, USA
E. coli ECOR36 Mensch (%) IA, USA
E. coli ECOR37 Marmosette WA, USA (Zoo)
E. coli ECOR38 Mensch () IA, USA
E. coli ECOR39 Mensch () Schweden
E. coli ECOR40 Mensch (%) Schweden
E. coli ECOR41 Mensch (2) Tonga
E. coli ECOR42 Mensch (2) MA, USA

-39-




E. coli ECOR43 Mensch () Schweden

E. coli ECOR44 Puma WA, USA (Zo0)

E. coli ECOR45 Schwein Indonesien

E. coli ECOR46 Celebes-Affe WA, USA (Zoo)

E. coli ECOR47 Schaf Neuguinea

E. coli ECOR48 Mensch () Schweden

E. coli ECOR49 Mensch (%) Schweden

E. coli ECOR50 Mensch () Schweden

E. coli ECOR51 Mensch (Kleinkind) MA, USA

E. coli ECOR52 Orang-Utan WA, USA (Zoo)

E. coli ECORS53 Mensch () IA, USA

E. coli ECOR54 Mensch IA, USA

E. coli ECOR55 Mensch () Schweden

E. coli ECOR56 Mensch () Schweden

E. coli ECOR57 Gorilla WA, USA (Zoo)

E. coli ECOR58 Lowe WA, USA (Zoo)

E. coli ECOR59 Mensch (F) MA, USA

E. coli ECOR60 Mensch () Schweden

E. coli ECOR61 Mensch () Schweden

E. coli ECOR62 Mensch (%) Schweden

E. coli ECOR63 Mensch (%) Schweden

E. coli ECOR64 Mensch () Schweden

E. coli ECOR65 Celebes-Affe WA, USA (Zo0)

E. coli ECOR66 Celebes-Affe WA, USA (Zoo)

E. coli ECOR67 Ziege Indonesien

E. coli ECORG68 Giraffe WA, USA (Zoo)

E. coli ECOR69 Celebes Affe WA, USA (Zoo)

E. coli ECOR70 Gorilla WA, USA (Zoo)

E. coli ECOR71 Mensch () Schweden

E. coli ECOR72 Mensch () Schweden

Stamm relevante Eigenschaften Referenz

E. coli 536 phyl. Gr. B2, besitzt HPI, pks- (Hacker et al., 1992)
Insel und serU-Insel

E. coli S107 phyl. Gr. B2, besitzt HPI und (Leetal., 2007)
serU-Insel

E. coli S108 phyl. Gr. B2, besitzt HPI und (Le et al., 2007)
serU-Insel

E. coli EDla phyl. Gr. B2, besitzt ICE-Typ- | (Vimont et al., 2012a)
HPI, ICE enthalt RegX nicht

K. pneumoniae HU86 besitzt ICE-Typ-HPI, ICE Universitat Pécs, Ungarn
enthélt RegX

K. pneumoniae HU145 besitzt ICE-Typ-HPI, ICE Universitat Pécs, Ungarn
enthélt RegX

K.

pneumoniae HU245

besitzt ICE-Typ-HPI, ICE
enthalt RegX nicht

Universitat Pécs, Ungarn

K.

pneumoniae B-2495

besitzt ICE-Typ-HPI, ICE
enthalt RegX

Universitat Pécs, Ungarn
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K. pneumoniae 1084 besitzt ICE-Typ-HPI, ICE (Linetal., 2012)
enthalt RegX

C. koseri ATCC BAA-895 besitzt ICE-Typ-HPI, ICE American Type Culture
enthalt RegX Collection

Es wurden unterschiedliche E. coli-Stamme fiir den Transfer der immobilen Inseln mit einem

F'-Plasmid verwendet. Hierfiir wurden zwei Donoren (NU14 Cm F* und 536 Cm F°) und zwei
Rezipienten (MG1655 und MG1655 Nal) benutzt. Der Laborstamm XL1-Blue MRF* besal3
das benétigte F*-Plasmid. Die Bakterien sind in Tabelle 7 aufgefuhrt.

Tabelle 7: Verwendete und erstellte E. coli Bakterienstdmme fir die Konjugationen mit dem F'-Plasmid.

Bakterienstamme fir den Transfer der immobilen PAIs mittels F'-Plasmid

Stamm

relevante Eigenschaften

Referenz

XL1-Blue MRF'

A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-
mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac [F* proAB
laclgZAM15 Tn10 (Tet®)]

Stratagene (Agilent; Santa
Clara, CA, USA)

NU14

Zystitis-Isolat, phyl. Gr. B2, besitzt
HPI und pks-Insel, produziert -
Hamolysin

(Johnson et al., 2001b)

NU14 Cm

chromosomale Insertion einer
Chloramphenicol-Resistenzkassette
innerhalb der HPI

diese Arbeit

NU14 Cm F

tragt das F*-Plasmid von XL1-Blue
MRF'

diese Arbeit

536

Pyelonephritis-Isolat, phyl. Gr. B2,
besitzt HPI, pks-Insel und serU-Insel,
produziert B-H&molysin,
Streptomycin-Resistenz

(Hacker et al., 1992)

536 Cm

chromosomale Insertion einer
Chloramphenicol-Resistenzkassette
innerhalb der HPI

diese Arbeit

536 Cm F'

tragt das F*-Plasmid von XL1-Blue
MRF'

diese Arbeit

MG1655

E. coli K-12, -, A -, ilvG, rfb-50 rph-1,
phyl. Gr. A, Streptomycin-Resistenz,
produziert kein $-Hamolysin

(Blattner et al., 1997)

MG1655 Nal

spontane Nalidixinséure-Resistenz

diese Arbeit

MG1655 HPI-Cm

Transkonjugant von NU14 Cm F* und
MG1655

diese Arbeit

MG1655 HPI-Cm F'

tragt das F*-Plasmid von NU14 Cm F°

diese Arbeit

MG1655 Nal HPI-Cm

Transkonjugant von 536 Cm F* und

diese Arbeit
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\ MG1655 Nal

Der Transfer der mobilen HPI fand innerhalb der Familie Enterobacteriaceae statt. Die

verwendeten und erstellten Bakterienstdimme sind in Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 8: Verwendete und erstellte Enterobacteriaceae Stamme fiir den Transfer der mobilen HPI.

Bakterienstamme fur den Transfer der mobilen PAI

Stamm

relevante Eigenschaften

Referenz

HUB86

K. pneumoniae, Blutkultur-Isolat,
besitzt ICE-Typ-HPI, ICE enthalt
RegX

Universitat Pécs, Ungarn

HU86 Cm

chromosomale Insertion einer
Chloramphenicol-Resistenzkassette
innerhalb der HPI

diese Arbeit

EDla

E. coli, Stuhl-Isolat (Kommensale),
phyl. Gr. B2, besitzt ICE-Typ-HPI,
ICE enthalt RegX nicht

(Vimont et al., 2012b)

EDlaCm

chromosomale Insertion einer
Chloramphenicol-Resistenzkassette
innerhalb der HPI

diese Arbeit

EDF72

E. coli, Harnwegsinfekt-Isolat, phyl.

Gr. B2, besitzt ICE-Typ-HPI, ICE
enthalt RegX nicht

Straubing

EDF72 Kn

chromosomale Insertion einer
Kanamycin-Resistenzkassette
innerhalb der HPI

diese Arbeit

MG1655

E. coli K-12, phyl. Gr. A, HPI
negativ, Streptomycin-Resistenz

(Blattner et al., 1997)

MRS40

Y. enterocolitica, 09, HPI und CAS
negativ, Nalidixinsaure-Resistenz

(Pelludat et al., 2002)

MG1655 ICE-Cm

Transkonjugant von HU86 Cm und
MG1655

diese Arbeit

MRS40 ICE-Cm

Transkonjugant von HU86 Cm und
MRS40

diese Arbeit

6. Plasmide

Die Plasmide, die fir diese Arbeit verwendet wurden, sind in Tabelle 9 aufgelistet. Die
Plasmide pKD46, pKD3 und pKD4 wurden fur die

Insertion einer Antibiotika-

Resistenzkassette verwendet, das F'-Plasmid fir den Transfer der immobilen PAls.
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Tabelle 9: Verwendete Plasmide und deren genetischen Eigenschaften.

Plasmid Eigenschaften Referenz

pKD46 repA101 (ts), araBp-gam-bet-exo (A Red (Datsenko und Wanner, 2000)
Rekombinase unter Kontrolle eines araB
Promotors), Ap® (bla)

pKD3 oriRg, Ap®, cat-Gen (CmF) flankiert von FRT (Datsenko und Wanner, 2000)
Sites

pKD4 oriRg, Ap", npt-Gen (Kn") flankiert von FRT (Datsenko und Wanner, 2000)
Sites

F' Episom proAB laclZ4M15 Tn10 (Tet") Stratagene (Agilent; Santa

Clara, CA, USA)

7. Oligonukleotide

Zur Durchfiihrung von Polymerase-Kettenreaktionen (PCRs) und Sequenzierungen wurden
Oligonukleotide, sogenannte Primer, bendtigt. Diese wurden bei der Firma Metabion
(Planegg, Deutschland) erworben. Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind in

Tabelle 10 aufgelistet. Die Sequenz ist in der Leserichtung der Polymerase, vom 5' Anfang

zum 3' Ende, angegeben.

Tabelle 10: Verwendete Oligonukleotide, deren Sequenz und Verwendungszweck.

Primer Sequenz (5" = 3") Verwendung
ChuA.l GACGAACCAACGGTCAGGAT phylogenetische Gruppe
ChuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA phylogenetische Gruppe
YjaA.l TGAAGTGTCAGGAGACGCTG phylogenetische Gruppe
YjaA.2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC phylogenetische Gruppe
TspE4C2.1 GAGTAATGTCGGGGCATTCA phylogenetische Gruppe
TspE4C2.2 CGCGCCAACAAAGTATTACG phylogenetische Gruppe
fyuA.1080.for CTACGACATGCCGACAATGCC HPI
fyuA.1709.rev TGCTTCCCGCGCCATAACGTG HPI
clbA.IHE.for TAACTTCCTTCACTATCTCA pks-Insel
clbA.IHE.rev GAGAGGCTAATGCGAGAAAT pks-Insel
cIbN.IHE.for CATCAGCTGCCGAGCGCGCA pks-Insel
cIbN.IHE.rev ACCTCGTACGCGCGCTTGGC pks-Insel
tcpC.for GGCAACAATATGTATAATATCCT serU-Insel
tcpC.rev GCCCAGTCTATTTCTGCTAAAGA serU-Insel
iroN.28.for CTAACTGTGCTCCTGGTTGGGTTGA PAI I
iroN.2053.rev TGACGCCGACATTAAGACGCAGATT PAI 111
RegX-521.for TTGGGCTGACTGGTATTAGTGGC Region X
RegX-358.rev CGAGTTTTTCCACCGCATCAACG Region X
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mobB.HU86.for TGAACGGGAATTGCGCACCG mobB
mobB.HU86.rev TCCTGTCGGCGCATTGATGG mobB
INV 862 for AACTTACAAATGGATTATCGCC Y. enterocolitica
INV 1535 rev CTTATCACACCCTGTGCATC Y. enterocolitica

P1-fyuA-2104.for

TTAATCCATAGTGATTATTTAAACAATGAA
ATTGCGATTAGGACAAATAGATTTGTGTA
GGCTGGAGCTGCTTC

Insertion einer Antibiotika-
Resistenzkassette

P2-fyuA-2691.rev

TCCCAGCGTGGTTTGAGTAGTGTACCTGA
GTGATATTTGTGTTATGTATGCATTCATAT
GAATATCCTCCTTA

Insertion einer Antibiotika-
Resistenzkassette

p34S-Cm2.484.rev

TCACCGTAACACGCCACATCTT

Kontrolle Cm-Kassette

HPI-fyuA-2132.for

AAATTGCGATTAGGACAAATAG

Kontrolle Cm-Kassette

HPI-fyuA-2947.rev

CAACTGCTTCCGTTATAGTGAC

Kontrolle Cm/Kn-Kassette

HP1 30784.for

CGGGAAGCAGCGTGAACGGTGTG

Kontrolle Kn-Kassette

pKD-kt CGGCCACAGTCGATGAATCC Kontrolle Kn-Kassette
12kb.pks.for GCTGTTGGTTGTGCTTTATG Sequenzierung 12 kb
downstream pks-Insel
12kb.pks.rev CTGATTATTGTGCCAGGACG Sequenzierung 12 kb
downstream pks-Insel
insert.ICE.rev TAAAGGGTTTATCAGAAGGC asn tRNA Insertion des

ICE (intB1 und intB2)

Ec.HPI-
border.for.1998

TTTATTCCGTTGCGTGAGGTT

asnT tRNA Insertion des
ICE in E. coli

attL-EC31-2633-
for

CCGCCATTACTTACAACCAGATT

asnV tRNA Insertion des
ICE in E. coli

asnW-U.25544 for

TCTCGCGCCAGAACAACACTTTG

asnU tRNA Insertion des
ICE in E. coli

Ec.rev.16500 CAGATAGCGCAAGCAGAGAT asnW tRNA Insertion des
ICE in E. coli

insert.Yent.t054.for | CGTTGGGAAAACGAGAGTCA asn (t054) tRNA Insertion
des ICE in Y. enterocolitica

insert.HU86.for ATATGCAAGACTTCAGCGGC asn tRNA Insertion des

ICE in K. pneumoniae

8. Software

Die Auswertungen der Versuche und deren graphischen Darstellungen wurden mit dem
Software-Packet MS Office (Microsoft; Redmont, WA, USA) durchgefiihrt. Die Daten der
Sequenzierungen wurden mit der CLC Genomics Workbench 6.5 (CLC bio; Aarhus,

Déanemark) bearbeitet und graphisch dargestellt. Auch wurden die Versuche zur Insertion

einer Antibiotika-Resistenzkassette mit diesem Programm

in silico geplant.

Bereits

veroffentlichte Genome und Gene wurden der Internetseite http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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(Stand 06/2015) entnommen. Um Contigs aus den Sequenzierungen zu identifizieren, wurde
ein sogenanntes BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) der Internetseite
http://blast.ncbi.nIm.nih.gov (Stand 06/2015) verwendet. Die verwendeten Parameter waren:

“blastn”, “nucleotide collection (nr/nt)”” und “highly similar sequences (megablast)”.

9. Mikrobiologische Methoden

Die hier aufgefuhrten Methoden befassen sich mit der Handhabung von Bakterien und der

Aufnahme von fremder DNA, entweder passiv aus dem Umfeld oder aktiv durch Ubertragung

eines anderen Bakteriums.

9.1. Allgemeine Kultivierung von Bakterien

Je nach dem, fur welche Zwecke die Bakterien gebraucht wurden, wurden diese entweder in
Flussigmedien oder auf Festmedien UN kultiviert. Dabei handelte es sich um LB-Medium,
wenn nicht anders angegeben. Flissigkulturen wurden in einem Schittelinkubator bei 200
rpm gezichtet, Bakterien auf Agarplatten in einem Inkubator. E. coli-Stimme und K.
pneumoniae-Stdmme wurden grundsétzlich bei 37°C bebriitet, Y. enterocolitica-Stdmme bei
30°C. Zur Aufbewahrung der Bakterienstimme wurden diese in 25% Glycerol in HyOgest (V/V)

bei -80°C eingefroren.

9.2. Transformation und Selektion

Transformation beschreibt die F&higkeit eines Bakteriums, ein Plasmid oder lineare DNA aus
der Umgebung aufzunehmen. Diese Fahigkeit kann man sich zu Nutze machen, indem man
die Permeabilitat der bakteriellen Zellwand durch Hitze oder Strom erhoht und somit die
Aufnahme begiinstigt. Fur diese Arbeit wurde die Methode der Elektroporation angewendet.
Damit die Bakterien die DNA aufnehmen kdnnen, missen sie erst elektrokompetent werden.
Hierfiir wurden 40 ml einer Flissigkultur bei einer ODgoo von 0,5 bis 0,6 durch Zentrifugation
(Z! 4300 rpm, 15 min, 4°C) pelletiert. Die Zellen wurden fiinfmal jeweils erst in 1 mi
eiskaltem 10% Glycerol in HyOgest (V/V) resuspendiert, 10 s mit einem Vortex-Mischer
geschuttelt und anschlielfend zentrifugiert (Z! 14000 rpm, 1 min, 4°C). Das Zellpellet wurde

final in 400 pl eiskaltem 10% Glycerol in HyOgest (V/V) geldst. Die nun elektrokompetenten
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Bakterien wurden zu je 50 ul aliquotiert und auf Eis gestellt. Die DNA wurde vor der
Transformation mit dem QIAquick PCR Purification Kit aufgereinigt und einer 20 minttigen
Dialyse (Nitrocellulose Filter auf H,Ogest; MF-Membrane Filters, Filter Typ 0,025 um VSWP,
Millipore (Merck; Darmstadt, Deutschland), Kat. # VSWP04700) zur Entsalzung unterzogen.
Einem Aliquot elektrokompetenter Bakterien wurden entweder 1 - 5 ul PCR-Produkt oder 1 -
2 pl Plasmid hinzugefugt und fir 10 min auf Eis inkubiert, um eine Anlagerung der DNA an
die bakterielle Zellwand zu begiinstigen. Das Gemisch wurde in eine bei -20°C gelagerte
Elektroporationskivette (Biozym Scientific GmbH; Oldendorf, Deutschland; Kat. # 748010)
gegeben. Anschliefend wurde die Zellwand durch einen elektrischen Impuls (Wiederstand
200 Q, Ladung 25 pF, Spannung 1,8 kV, Puls 3,7 — 5,1 mS) permeabel fiir die DNA gemacht.
Die Bakterien-Suspension wurde sofort in 1 ml auf 37°C vorgewdarmtes SOC-Medium
aufgenommen und zur Regeneration der Zellwand in einem Thermomixer bei 37°C und 300
rpm fur 1 h inkubiert. Die Bakterien wurden anschlieBend auf LB-Platten ausplattiert und

durch die im Agar enthaltenen Antibiotika beziiglich der Aufnahme der DNA selektiert.

9.3. Konjugation und Selektion

Durch Konjugation kann ein Bakterium (ber einen Pilus DNA auf ein anderes Bakterium
ubertragen. In manchen Fallen werden zusétzliche genetische Informationen weiter gegeben
(z.B. ICE), in anderen ganze DNA-Abschnitte des Rezipienten durch Teile des Donors ersetzt
(z.B. F'-Plasmid). In dieser Arbeit wurde diese Fahigkeit verwendet, um PAls auf einen
Rezipienten zu (bertragen. Durch die Markierung einer PAI mit einer Antibiotika-
Resistenzkassette konnte der Transfer nachvollzogen und die Transkonjuganten selektiert

werden.

9.3.1. Konjugation von Pathogenitatsinseln mit einem F'-Plasmid

Fur die Ubertragung der immobilen PAIs HPI, pks-Insel und serU-Insel wurde ein F'-Plasmid
verwendet, welches die DNA eines Donors auf einen Rezipienten Ubertragt und ersetzt. Die
Herstellung der E. coli-Donoren NU14 Cm F' (HPI und pks-Insel) und 536 Cm F' (HPI, pks-
Insel und serU-Insel) wurde auf dieselbe Weise durchgefuhrt. Auch die
Konjugationsbedingungen eines zwei-Insel-Transfers und eines drei-Insel-Transfers waren
identisch. Die Experimente wurden immer mindestens dreifach durchgefuhrt. Fir die

Verdinnungsreihen wurden immer 450 ul PBS in einem 1,5 ml ReaktionsgefaR vorgelegt und
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50 ul der vorherigen Verdinnungsstufe hinzugefligt und vermischt. Somit war das VVolumen

einer Verdinnungsstufe - ausgenommen der letzten - 450 pl.

a) Zuerst wurde die HPI der zukunftigen Donoren mit einer Chloramphenicol-
Resistenzkassette nach der Methode von Datsenko und Wanner (Datsenko und Wanner, 2000)
markiert (siehe "B.10.6. Insertion von Antibiotika-Resistenzkassetten™). Zum Erhalt dieser
Resistenzkassette wurde mit dem Plasmid pKD3 eine PCR mit den Primern P1-fyuA-2104.for
und P2-fyuA-2691.rev durchgefuhrt. Das PCR-Produkt wurde aufgereinigt und dialysiert. Je
eine UN-Kultur der WT-Stdamme NU14 und 536 wurde -elektrokompetent gemacht.
Anschliefend wurden je 2 pl des Plasmids pKD46 in die kompetenten Zellen transformiert.
Die Plasmid-tragenden Stamme wurden (N bei 30°C und 200 rpm inkubiert. Am nédchsten
Tag wurden je 1 ml der GN-Kultur in 40 ml frisches LB-Medium mit Arabinose (10 mM) und
Ampicillin gegeben und bis zu einer ODgy von ca. 0,5 bei 30°C und 200 rpm weiter
inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend wieder elektrokompetent gemacht, mit je 5 pl des
PCR-Produkts transformiert und in SOC-Medium regeneriert. Die Selektion der
Chloramphenicol-resistenten Bakterien erfolgte durch das Ausplattieren auf LB-Agarplatten

mit dem genannten Antibiotikum.

b) Zur Ubertragung des F'-Plasmids von dem kommerziell erhaltlichen Stamm E. coli XL1-
Blue MRF' auf einen zukiinftigen Donor wurde von beiden Stdammen eine UN-Kultur von 5 ml
verwendet. Diese wurden vereint und bei 4300 rpm bei RT fiir 15 min zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 0,5 ml PBS gel6st und auf eine Blut-Agarplatte gegeben. Diese wurde UGN
bei 37°C kultiviert um das F'-Plasmid zu konjugieren. Am né&chsten Tag wurde der
angewachsene Bakterienrasen von der Agarplatte abgekratzt und in 1 ml PBS gel6st. Es
wurden Verdiinnungsreihen von 10 bis 10 in PBS erstellt und jeweils 100 pl auf LB-Platten
mit Chloramphenicol und Tetracyclin ausplattiert. Nach Inkubation N bei 37°C wurden die
gewachsenen Klone auf das VVorhandensein der HPI, auf deren phylogenetischen Gruppe und
auf die Produktion von B-Hamolysin Uberprift.

c) Der nun fertige F'-Plasmid-positive Donor und der Rezipient wurden UN in jeweils 10 ml
LB-Medium angezichtet, am folgenden Tag vermischt und pelletiert (Z! 4300 rpm, 15 min,
RT). Das Zellpellet wurde in 0,5 ml PBS gelost und auf eine Blut-Agarplatte gegeben.
Ebenfalls wurden als Kontrollen jeweils 10 ml einer UN-Kultur von dem Donor und dem
Rezipienten einzeln pelletiert (Z! 4300 rpm, 15 min, RT), in 0,5 ml PBS gel6st und auf eine
Blut-Agarplatte gegeben. Die Bakterienrasen wurden nach Inkubation N bei 37°C von den

Platten entfernt und in 1 ml PBS gel6st. Anschliefend wurden Verdunnungsreihen erstellt, fur
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die Konjugation von 10 bis 10° und fiir die Kontrollen von 10 bis 10°. Es wurde jeweils
das gesamte VVolumen einer Verdiinnungsstufe (450 pl) auf einer groflen LB-Agarplatte (145
mm x 20 mm) ausplattiert. Die verwendeten Antibiotika fir die Konjugation waren
Chloramphenicol und Streptomycin bzw. Nalidixinsaure und fir die Kontrollen entweder
Chloramphenicol, Streptomycin oder Nalidixinséure. Alle Agarplatten wurden N inkubiert
und die gewachsenen Kolonien gezédhlt und Gberprift (HPI, phylogenetische Gruppe, B-
Hé&molysin).

Die Konjugationseffizienz wurde berechnet als Verhaltnis von Transkonjuganten zu Donoren,
in Kolonie-bildenden Einheiten pro Milliliter (cfu/ml) (Beaber et al., 2004).

Transkonjuganten

Konjugationsef fizienz = cfu/ml

Donoren

9.3.2. Konjugation von aktiv transferierbaren Pathogenitatsinseln

Da die ICE-Typ-HPI Gene fiir den aktiven Transfer besitzt, wurde fur die Konjugation keine
Hilfe, wie etwa ein F'-Plasmid, bendtigt. Wichtig war allerdings, die optimalen Konditionen
fiir den Transfer zu ermitteln. Auch dieser Transfer konnte durch die Markierung der Insel mit
einer Antibiotika-Resistenzkassette verfolgt werden. Der Versuch bestand aus mehreren
Schritten.

a) Das ICE des zukinftigen Donors wurde mit einer Chloramphenicol- bzw. Kanamycin-
Resistenzkassette nach der Methode von Datsenko und Wanner (Datsenko und Wanner, 2000)
markiert (siehe "B.10.6. Insertion von Antibiotika-Resistenzkassetten™). Es wurden PCRs mit
den Primern P1-fyuA-2104.for und P2-fyuA-2691.rev durchgefiihrt, um die Antibiotika-
Resistenzkassetten zu amplifizieren. Fir Chloramphenicol wurde als DNA-Vorlage das
Plasmid pKD3, fir Kanamycin das Plasmid pKD4 verwendet. Die PCR-Produkte wurden
aufgereinigt und dialysiert. Es wurden aus UN-Kulturen der E. coli-WT-Stdamme ED1a und
EDF72 und des K. pneumoniae-WT-Stammes HU86 elektrokompetente Zellen hergestellt. In
diese Stdmme wurden je 2 ul des Plasmids pKD46 transformiert. Diese wurden anschlieRend
UN bei 30°C und 200 rpm angeziichtet. Von diesen Kulturen wurden jeweils 1 ml in 40 ml
frisches LB-Medium mit Arabinose (10 mM) und Ampicillin gegeben. Nach der Inkubation

bei 30°C und 200 rpm wurden die Zellen bei einer ODgy von ca. 0,5 geerntet. Nachdem die

-48 -



Zellen elektrokompetent gemacht wurden, wurde in diese je 5 ul des PCR-Produkts
transformiert. Die Stamme HU86 wund EDla erhielten eine Chloramphenicol-
Resistenzkassette. Da der Stamm EDF72 bereits Chloramphenicol-resistent ist, erhielt dieser

eine Kanamycin-Resistenzkassette.
b) Es wurden folgende Konditionen fir einen erfolgreichen Transfer getestet:

1. Donoren, Rezipienten und Volumina: Als Donoren wurden die Stdmme K.
pneumoniae HU86 Cm, E. coli ED1a Cm und E. coli EDF72 Kn verwendet, als
Rezipienten die Stamme E. coli MG1655 und Y. enterocolitica MRS40. Diese
wurden in verschiedenen Kombinationen und in verschiedenen Volumina

zwischen 1 ml und 50 ml fir die Konjugation verwendet.

2. Wachstumsphasen: Die eingesetzten Bakterienstimme wurden in den
exponentiellen und in den stationdren Phasen untereinander kombiniert, d.h.
Wachstumsphase Donor/Rezipient: stationdr/stationar, stationar/exponentiell,

exponentiell/stationar, exponentiell/exponentiell.

3. Temperaturen: Die getesteten Inkubationstemperaturen fiir die Konjugation waren
4°C, 30°C und 37°.

4. Dauer der Inkubation: Die Zeiten, in denen Donor und Rezipient zusammen
inkubiert wurden, waren 0,5h, 2 h, 3 h,5h, N, 2d und 5 d.

5. Nahrmedien: Es wurde auf verschiedenen Festmedien (Blutagar, LB-Agar) und in
Flissigmedien (LB-Medium, mit/ohne schutteln, mit/ohne a,o'-Dipyridyl (100
mM; Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA; Kat. # STBC4491V) konjugiert.

6. Konjugationsfilter: Die Konjugationen wurden mit und ohne Nitrocellulose Filter
(MMF-Membrane Filters, Filter Typ 0,025 pm VSWP, Millipore (Merck;
Darmstadt, Deutschland), Kat. # VSWP04700) durchgefihrt.

7. SOS-Antwort im Donor: Der Donor wurde in eine Stresssituation versetzt,
ausgeldst durch hohe Temperatur (50°C fiir 20 min, 30 min und 60 min), Zugabe
von Nalidixinsdure (5 pg/ml, 10 pg/ml und 20 pg/ml), Zugabe von 1 N HCI (1%,
5%, und 10% v/v), osmotischer Druck (50%, 70%, 100% H,Ogest V/V) und eine
hohe Zelldichte.
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c) Nach der Konjugation wurde die Bakteriensuspension zur Selektion der Transkonjuganten

auf Festmedium mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert.

d) Nach der Inkubation wurden die erhaltenen Transkonjuganten auf ihre Echtheit gepruft.
Dafur wurde mittels MALDI die Gattung und Art des Bakteriums bestimmt. Das
Vorhandensein der Antibiotika-Resistenz-markierten HP1 wurde durch eine PCR bestimmt.
Aulerdem wurde mittels Phoenix die Antibiotikaresistenzen der Donoren, Rezipienten und

Transkonjuganten ermittelt.

e) Die bestédtigten Transkonjuganten wurden auf die Funktionalitdt der ICE-Typ-HPI
Uberpruft, da der Transfer tiber die Gattungsgrenze hinaus verlief. Dafur wurde der CAS-Agar
zur Detektion von Siderophoren verwendet. Die Transkonjuganten wurden von einer UN
bebriteten Agarplatte auf eine CAS-Agarplatte ausgestrichen, welche anschlieBend UN

kultiviert wurde.

f) In welche tRNA das ICE integrierte, wurde fir E. coli per PCR und fur Y. enterocolitica

nach Entschlisselung des Genoms durch NGS bioinformatisch ermittelt.

10. Molekularbiologische und genetische Methoden

Diese Methoden beinhalten vor allem das Arbeiten mit DNA. Dabei geht es um deren
Isolierung, Vervielfaltigung und Manipulation durch Insertion von Antibiotika-

Resistenzkassetten.

10.1. Isolierung von DNA fiir die PCR

Fur PCRs wurden gekochte Zellen verwendet, da hierfur verhéltnismaRig wenig DNA

bendtigt wird. Zur Herstellung wurde eine Kolonie von einer (N bebriteten Agarplatte in ein
Eppendorf-Reagenzgefall uberfuhrt und in 100 pl HyOgest gelGst. Anschlielend wurde die
Losung fur 10 min bei 100°C gekocht um die Bakterienzellen aufzuschlieRen und die DNA

zuganglich zu machen.
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10.2. Isolierung von Plasmiden

Die extrachromosomale DNA, in diesem Fall Plasmid-DNA, wurde mit dem QIAprep Spin
Miniprep Kit oder dem Nucleo Bond® PC 20 Kit laut den Angaben des Herstellers isoliert.

10.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fur die spezifische Amplifikation von DNA-Abschnitten wurde eine Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) mit den dafiir benétigten Primern durchgefiihrt. Dies funktioniert durch
mehrere sich wiederholenden Schritte. Zuerst wird die DNA denaturiert (Denaturierung),
dann binden die spezifischen Primer an die DNA (Hybridisierung) und anschlie3end fugt das
Enzym DNA-Polymerase Nukleotide an die Primer-Enden (Elongation). Fur die PCR wurde
das Taq DNA Core Kit verwendet. Die Reagenzien und deren Volumen fir eine einzelne
PCR-Probe (25 pl) sind in Tabelle 11 aufgefihrt.

Tabelle 11: Zusammensetzung einer einzelnen PCR mit 25ul Volumen.

Reagenzien (Konzentration) Volumen
Forward-Primer (20 uM) 0,5 ul
Reverse-Primer (20 uM) 0,5 ul
10x Puffer ohne MgCl, 2,5 ul
MgCl, Losung (25 mM) 4 ul
10x dNTPs (jeweils 10 mM) 1w
DNA (oder Bakterienkolonie) 1,25-12,5 nug
Taq Polymerase 0,2 ul
H2Oqest ad 25 ul

Fur die Amplifikation der Antibiotika-Resistenzkassetten von den Plasmiden pKD3
(Chloramphenicol) und pKD4 (Kanamycin) wurde zuséatzlich die Pfu Polymerase (Thermo
Fisher Scientific; Schwerte, Deutschland; Kat. # EP0572) verwendet, da diese eine
Fehlerkorrekturfunktion (Proof-Reading) besitzt. In diesem Fall betrug das Volumen einer
einzelnen PCR 50 pl, d.h. alle Reagenzien wurden mit doppeltem Volumen eingesetzt und zu

den 0,2 pl Taq Polymerase kamen zusétzliche 0,2 pl Pfu Polymerase hinzu.

Die Amplifikation erfolgte in einem PCR-Thermocycler. Es wurden Primer-spezifische

Hybridisierungstemperaturen verwendet und die Dauer der Elongation wurde je nach GroRe
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des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes gewahlt. Der Ablauf einer PCR ist in Tabelle 12
aufgefihrt.

Tabelle 12: Ablauf einer PCR.

Schritt Zeit und Temperatur
1) Initiale Denaturierung 10 min, 95°C
2) Denaturierung 45, 95°C
3) Hybridisierung 45,50 - 60°C
4) Elongation 1 min/ kb, 72°C
5) Finale Elongation 10 min, 72°C
6) Abkihlung o, 4°C

Schritte 2 bis 4: 35 Wiederholungen

10.4. Trennung, Aufreiniqgung und Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten, die z.B. durch eine PCR oder einen enzymatischen
Verdau entstanden, erfolgte mittels horizontaler Gelelektrophorese in  Flachbett-
Elektrophorese-Kammern mit einem 1,5%igen Agarosegel. Die Gele entstanden durch die
Zugabe von 1,5% (w/v) Agarose (Carl-Roth; Karlsruhe, Deutschland; Kat. # 2267.4) in TAE-
Puffer mit anschlieBender Aufschmelzung in der Mikrowelle. Nachdem das flissige Gel auf
ca. 50°C abgekihlt wurde, wurde diesem 3% (v/v) Ethidiumbromid hinzugegeben, es wurde
durchmischt und zum Erkalten in eine passende Form mit einem entsprechenden Kamm
gegeben. Das fertige Gel wurde in einer Elektrophorese-Kammer mit TAE-Puffer bedeckt
und der Kamm entfernt. Die zu untersuchenden Proben wurden mit 6x DNA Auftragspuffer
(Loading Dye™; Thermo Fisher Scientific; Schwerte, Deutschland; Kat. # R0611) vermischt
und in die durch den Kamm entstandenen Geltaschen gefillt. Zur spateren Identifizierung der
DNA-Fragmente wurde zusétzlich ein GroRBenmarker (GeneRuler™ 100 bp oder
GeneRuler™ 1 kb; Thermo Fisher Scientific; Schwerte, Deutschland; Kat. # SM0321 und
SMO0311) aufgetragen. Die Gelelektrophorese lief bei 120 V fur 45 min bei PCR-Produkten
und bei 80 V fur 90 min bei Kontrollverdauen. Die aufgetrennte DNA wurde unter UV-Licht

sichtbar gemacht und digital dokumentiert.

Positive PCR-Produkte wurden bei Bedarf aufgereinigt. Hierfir wurde das QIAquick PCR

Purification Kit nach den Angaben des Herstellers verwendet. Wenn nétig, wurden die zu
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untersuchenden Banden eines Gels ausgeschnitten und mit dem Ultra Clean Gel Spin — DNA

Extraction Kit aufgereinigt.

Zur Konzentrations- und Qualitatsbestimmung der DNA wurde das NanoDrop 2000
Spektralphotometer ~ verwendet. Mit einer Wellenldange wvon 260 nm, dem
Absorptionsmaximum von Nukleinsduren, konnte die Konzentration von DNA bestimmt
werden. Dabei entspricht eine ODgg von 1 einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml. Eine
Wellenlange von 280 nm gibt die Konzentration von Proteinen an, eine von 230 nm die von
Polysacchariden. Um die Reinheit der DNA zu tberprifen, wurden auch die Verhéltnisse von
260/280 nm und von 260/230 nm verglichen. Der Reinheitsgrad der DNA ist bei Werten
zwischen 1,8 — 2,0 (260/280 nm) und 1,8 - 2,2 (260/230 nm) am héchsten.

10.5. Verdau von Nukleinsduren mit Restriktionsendonukleasen

Um DNA zu verdauen wurden Restriktionsendonukleasen mit ihren entsprechenden Puffern
verwendet. Es wurde pro Ansatz 30 pl Gesamtvolumen eingesetzt, davon 10% (v/v)
spezifische Pufferlosung, in HyOgest geloste DNA und 1 Unit (Einheit, U) Enzym pro pg
DNA. Der Verdau fand UN bei der fir das Enzym optimalen Temperatur unter leichtem
Schitteln von 300 rpm in einem Schuttelinkubator statt. Manche Restriktionsenzyme mussten
nach dem Verdau bei 65°C fiir 20 min hitzeinaktiviert werden. Der Restriktionsansatz wurde
anschlieBend mittels Gelelektrophorese tiberprift und dokumentiert.

10.6. Insertion von Antibiotika-Resistenzkassetten

Die Insertion einer Antibiotika-Resistenzkassette erfolgte nach dem Prinzip der von Kirill
Datsenko und Barry Wanner beschriebenen Methode (Datsenko und Wanner, 2000), in der
eine chromosomale Region durch eine beliebige DNA Sequenz durch homologe
Rekombination ausgetauscht werden kann. Diese Rekombination kommt durch die Red
Rekombinase des A Phagen zustande. Um die HPI zu markieren, wurde als Zielregion eine
nicht-codierende Stelle downstream von fyuA gewahlt, um den Einfluss auf die nachfolgenden
Transfers zu minimieren. Hierfur wurde erst ein Primer-Paar generiert, das sowohl eine zu der
chromosomalen Zielregion als auch zu der Resistenz Kassette auf dem Plasmid pKD3
(Chloramphenicol) bzw. pKD4 (Kanamycin) homologe Sequenz enthdlt. Eine PCR auf ein
entsprechendes Plasmid fiihrte zu einem PCR-Produkt, das nach der Transformation mit Hilfe

des bereits im Vorfeld transformierten Plasmids pKD46 in der Lage war, eine chromosomale
-53-



Zielregion zu ersetzen. Dies wurde ermdglicht durch die Zugabe von Arabinose (10 mM) in
das Flussigmedium, welches die bereits erwahnte Red Rekombinase auf dem Plasmid pKD46
induziert. Anschlielend wurden die Bakterien auf eine erfolgreiche Integration der
Resistenzkassette auf einer LB-Platte mit dem entsprechenden Antibiotikum selektiert und

anschlieBend per PCR und Sequenzierung auf Richtigkeit Gberprift.

10.7. Sequenzierung von kleinen DNA Abschnitten

Um einerseits die Richtigkeit der Insertion einer Antibiotika-Resistenzkassette zu Uberprufen,
und andererseits kleine Liicken innerhalb des whole genome sequencing zu schlief3en, wurden
kleine DNA Abschnitte sequenziert. Die Sequenzierungen wurden von der Firma Eurofins
(Ebersberg, Deutschland) durchgefiihrt. Hierfur wurde ein aufgereinigtes PCR-Produkt (ca.
10 ng/pl) in einem Volumen von 15 pl mit den passenden Sequenzierungs-Primern (10 ul, 5
MM) eingesendet. Die fertigen Sequenzen wurden mit der Software CLC Genomics
Workbench ausgewertet.

11. Next-Generation Sequencing (NGS)

In den letzten Jahren konnten durch Next-Generation Sequencing (NGS) gesamte
Genomsequenzen von vielen Lebewesen bestimmt werden. Ein groBer Teil dieser Arbeit

beschéftigte sich mit dieser Methode und der Auswertung der entstandenen Rohdaten.

11.1. Auswahl und Anzucht der Bakterien

Fur den phylogenetischen Abschnitt der drei immobilen PAIs (HPI, pks- und serU-Insel)
wurde groRtenteils die ECOR-Sammlung zum whole genome sequencing ausgewdhlt, aber
auch die ebenfalls bereits publizierten E. coli-Stimme S107 und S108. Fir die sowohl
mobilen als auch immobilen PAI-Transfers wurden jeweils die Donoren, Rezipienten und
einige Transkonjuganten fir die Sequenzierung ausgewahlt. Alle Bakterien wurden GN in
Flissigmedium angezichtet, um die Zellen in der stationdren Wachstumsphase ernten zu
konnen. In dieser Phase ist die Teilung eingestellt und das Chromosom gleichmaRig verteilt.

Somit sollte eine gleichmélRige Sequenzierung des Genoms erreicht werden.
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11.2. Isolierung und Qualitatsiiberpriifung der genomischen DNA (gDNA)

Fur die Sequenzierung der Bakterienstimme musste erst deren gDNA gewonnen werden.
Hierfir wurde 1 ml einer iN-Kultur bei 5.000 rpm fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Zur Isolierung der gDNA wurde das High Pure PCR Template Preparation Kit
nach Angaben des Herstellers verwendet. Die DNA wurde in 100 pl HyOgest eluiert und mit
dem NanoDrop 2000 Spektralphotometer vermessen. Nur diejenige gDNA, die dem
Reinheitsgrad entsprach, wurde weiterverwendet.

11.3. Uberpriifung auf VVerdaubarkeit der genomischen DNA

Die gDNA, die zur Sequenzierung ausgewahlt wurde, musste erst auf Verdaubarkeit Gberpriift
werden. Hierfir wurde 1 pug gDNA mit 1 U EcoRI und EcoRI-Puffer UN bei 37°C verdaut.
Am néachsten Tag wurde der Verdau auf ein Gel aufgetragen und mittels Gelelektrophorese
uberprift. Wenn die DNA komplett verdaut wurde, war ein kontinuierlich Uber viele
Grolienbereiche verlaufende DNA-Bande (Schmier) auf dem Gel zu sehen (Abb. 11).

Abbildung 11: Gel-Bild eines iN-Verdaus von gDNA mit EcoRlI.

11.4. Sequenzierung

Etwa 20 pg reine und verdaubare gDNA wurde in einem Volumen von 100 pl (H2Ogest) fiir
die Sequenzierung an den Kooperationspartner Philippe Glaser (Institut Pasteur; Paris,
Frankreich) gesendet. In seiner Arbeitsgruppe wurde das TruSeq Kit (lllumina; San Diego,
CA, USA) verwendet um die sogenannten Libraries zu erstellen. Der Sequenzierer, der
benutzt wurde, war ein HiSeq 2000 (lllumina; San Diego, CA, USA). Die maximale Read-
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Lange betrug 100 Nukleotide (nt) single-read. Die Rohdaten wurden zur weiteren

Bearbeitung zugesandt.

11.5. Verwendung der Software CL.C Genomics Workbench
Fur alle bioinformatischen Auswertungen wurde die Software CLC Genomics Workbench 6.5

verwendet. Die Rohdaten wurden als Illumina-Daten in das Programm importiert (Parameter:
"Remove failed reads"”, "Quality scores: NCBI/Sanger or Illumina Pipeline 1.8 and later™).
Um die Rohdaten zu assemblieren wurden zwei Workflows generiert: "Assemblierung an
Referenz" und "de novo Assemblierung"”. Die Parameter fur das "Trimmen" waren bei beiden

Workflows gleich und sind in Abbildung 12 zu sehen.

* Trim Sequences

Ambiguous trim

[

Ambiguous limit
Quality trim
Quality limit 0,05

Use colorspace

Also search on reversed seguence

Remove 5" terminal nudeotides

Mumber of 5' terminal nudeotides

Maximum number of nudeotides in reads | 1000

Minimum number of nudeotides in reads |15

Discard short reads

Remove 3' terminal nudeotides

Number of 3' terminal nudeotides

Trim adapter list jie

Discard long reads

Abbildung 12: Verwendete Parameter fur das Trimmen der Reads innerhalb der Workflows.

Assemblierung an Referenz: Hierbei wurden die Reads an ein Referenz-Genom oder -Plasmid

angelegt. Als bakterielles Genom wurde meist die Sequenz E. coli-Stammes 536 (NCBI-
Zugangsnummer NC_008253.1) gewahlt, weil diese alle zu untersuchenden Inseln
beinhaltete. Dieser Workflow wurde v.a. bei den phylogenetischen Auswertungen verwendet.
Falls kein entsprechender Read an die Referenz angelegt werden konnte, wurde stattdessen
ein "N" eingefugt. In Abbildung 13 sind die verwendeten Parameter zu sehen.
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Al parameters

Masking mode No masking
Masking track ie]
Mismatch cost 2

Insertion cost

Deletion cost

Length fraction 0,5
Similarity fraction 0,8

Global alignment

Color space alignment

Color error cost

Auto-detect paired distances

Mon-spedfic match handiing | Map randomly

Abbildung 13: Verwendete Parameter fur den Workflow "Assemblierung an Referenz".

de novo Assemblierung: In diesem Workflow wurden die 100 nt Reads als langere Contigs

zusammengefugt. Dies wurde v.a. fur die Transkonjuganten Auswertungen angewendet. Die

verwendeten Parameter sind in Abbildung 14 zu sehen.

= Da Nowo Assembly

Mappire mode
Updaie conligs
Automatic bubble sizs
Eubbie sze

Mirimum cantig length
Automatic word sze
Wiord size

Crests repart
Guidance orly reads
Prerfrm scaffolding
Auto-detect paired datances
Mzmatch cost
Inserton cost
Deletion cost

Length fraction
Similarity fraction
Albgrment mode
Colorspace alignment
Colorspace ermor cost

Create kst of un-mapped reads

Abbildung 14: Verwendete Parameter fiir den Workflow "de novo Assemblierung™.

Mit den erstellten Sequenzen wurden nun Stammbdume oder andere Sequenz-Vergleiche
erstellt. Im Folgenden sind die verschiedenen Methoden und die verwendeten Parameter kurz

zusammengefasst.
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Alignment: Um Sequenzen miteinander zu vergleichen wurde ein Alignment erstellt. Es
wurden mindestens zwei Sequenzen hierflr bendtigt. Die verwendeten Parameter waren "Gap

open cost: 10,0", "Gap extension cost: 1,0" und "Less accurate".

Stammb&ume: Zur Erstellung der Stammbaume wurde ein Alignment ausgewahlt und mit
folgenden Parametern zusammengefugt: "Neighbor Joining”, "Jukes-Cantor”, "Perform

bootstrap analysis™ und "Replicates: 100".

Statistik: Um statistische Auswertungen durchzufuhren wurde die Funktion "Pairwise
Comparison” verwendet. Es wurden die Berechnungen der "Differences” (Anzahl an SNPSs)

und "Percent identity" (prozentuale Homologie) ausgewertet.

DNA-Zugehorigkeit innerhalb der Transkonjuganten: Zur Unterscheidung zwischen Donor-

und Rezipienten-DNA innerhalb der Transkonjuganten wurde ein Alignment der Donor-,
Rezipienten- und Transkonjuganten-Sequenz erstellt und verglichen. Dabei wurde die Stelle
der Rekombination als Bereich zwischen der letzten bekannten ,,Donor-Base* und der letzten
Base vor beginnender "Rezipienten-DNA" definiert (Abb. 15). Die NCBI-Zugangsnummer
fur die Sequenz des Stammes MG1655 war U00096.

| | T T r
NUT4 70k upstream HP1 GHGTBNGEEE GEEYGGYGET TTNARECEAT BEECANGEAG BECETENYEG BEATARNTAR CEGCTYGHEA GEEGTAGHTA THCENARTCY NCEGEEEGEE EETECEETCH
K2 C1270kb upstream HPI GEGTEEGEAN GEETGGFGET TTESEACHAY BABGEECTEG cECETEETEG EEATAEETAE cEccTTGEEE cEECTNGATE TECEEEATGY HcECEEECAE EATECEENGE ¢

MG1655 70kb u vl eam HPI GEGTANGHAE cEETcc¥cET TTEAENCEAT EANCAECTAG GECETEETEG EEATARETAN cEccWiGHEA cEEcTACHTE TECEEAATCT EcECEEEGAE BATEGEETGH -
onsensus GCGTACGCAC GCCTGGTGCT TTCACAGCAT CAAGACGTAG G

ot \M\HHHH]HH\MHH\HH\HHHHHHHH\HHH\HHUHHw IO (I LTI LTI
s, (] A‘CGCAC GCCTOOTGT TTCACAGCAT CAAGACGsAG gCGCTCCTC CCATAACTAC GUGCTTECA. GCC TRGRTA T05 (CMTCT CGCGCCC”AC CATCGCC C

NU14 70kb upstream HPI

BEEEGTEEGT BGTGCTEARE IIGIIGIIII TEGCTAREGG IIIIGIIIII BECHEEATET WTAREGEEGG WOBTGGEETE ellsleeell BATETTTETY llllllsslst

K2 C12 70kb upstream HPI | AEEBGE GHGE HcFcGTENRE EYcETCEETE TEccTANNce TITTCANATA ANGEEEATET TrAREcEEGG WoEWcCHATE cEWcHcccHEE AETATTTETT BEATABGGTG ¢

MG1655 70kb upstream HPI | AENBGEEEGE HoNGGTENRE ETcETCEATE TEccTARNGe TITTCANATA ANGTEEATET TTAAAcAEAc THANGCEETE cEWcHccCHEA RATATTTETT BEATANGGEG -
n

GT CGTGGTCAAC CTGCTGCATA TCGGTAAAGG TTTTGACATA ACGCCCATCT TTAAAGACGG TGATGGCATC GCTGAGGGCA AATATTTCTT CCATACGGTG

T s
ssarcocge NGCAGSGCGT CGTGTCAAC CTGCTGCATA TCGOTAARGG TTTTGACATA ACGECCATCT TTAMAGAC=G TeATGGCATC GCTGAGGGCA AATATTTCTT CCATACGGTG

Abbildung 15: Beispiel fur die DNA-Zugehdrigkeit innerhalb der Transkonjuganten upstream der HPI. Von
oben nach unten zu sehen sind der Donor (NU14), der Transkonjugant (K2) und der Rezipient (MG1655). Der
rote Rahmen zeigt den Bereich der Rekombination. Dieser ist definiert als Bereich zwischen der letzten
bekannten Base des Donors (links unten) und der Base, die vor der ersten bekannten Base des Rezipienten liegt
(oben Mitte).

F'-Plasmid der Transkonjuganten: Um zu tberprtfen ob der zu untersuchende Transkonjugant

noch ein F'-Plasmid trégt, wurden die Reads an die F'-Plasmid Referenz (NCBI-
Zugangsnummer AP001918) angelegt. Wenn die Reads vollstdndig zugeordnet werden

konnten, war das Plasmid noch in dem Transkonjuganten vorhanden.
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C. Ergebnisse

Die Familie der Enterobacteriaceae besitzt eine Vielzahl an Pathogenitatsinseln (PAIls), die
fiir unterschiedliche Krankheitshilder beim Menschen verantwortlich sind. Diese PAIs kénnen
an apathogene Bakterienstimme weitergegeben werden und sich somit verbreiten (Dobrindt
et al., 2004). Der Mechanismus dieser Ubertragung wurde bereits intensiv untersucht, konnte
aber noch nicht eindeutig geklart werden (Johnson und Grossman, 2015; Schubert et al.,
2009).

Das Ziel dieser Arbeit war es, weitere Einblicke in die Transfermechanismen von PAIs zu
bekommen. Einerseits wurden Inseln untersucht, die durch das Vorhandensein gewisser Gene
den Donor zu einem aktiven Transfer befahigen. Diese PAIs werden auch integrative und
konjugative Elemente (integrative and conjugative elements, ICES) genannt (Schubert et al.,
2004a). Andererseits wurde analysiert, wie Inseln ohne diese Gene verbreitet werden kénnen.
Im Mittelpunkt der Untersuchungen stand die relativ junge Methode Next-Generation
Sequencing (NGS).

Durch die Sequenzierung von ganzen Genomen wurde die gesamte Escherichia coli Referenz
(ECOR)-Sammlung in silico untersucht. Mit dieser Sammlung wurde sowohl der Transfer
von immobilen PAIs als auch die Phylogenie der Art E. coli analysiert. Einige ICE-tragende
Isolate wurden ebenfalls fiir die Genom-Entschlusselung durch NGS ausgewéhlt. Deren PAIs

wurden in silico miteinander verglichen, um die Verwandtschaft der ICEs zu bestimmen.

Die Ubertragung der unterschiedlichen PAIs wurde ebenfalls in vitro durch
Konjugationsversuche nachgestellt und analysiert. Fir den Transfer der immobilen Inseln
wurde die Hilfe eines F'-Plasmids benétigt, welches zusétzlich das benachbarte Backbone-
Genom mit tibertragt (Frost et al., 1994). Fur die Ubertragung der ICEs mussten erst geeignete
Konjugationsbedingungen untersucht werden, weil sich dieser Transfer als ineffizient erwies
(Johnson und Grossman, 2015). Zuletzt wurden die erhaltenen Transkonjuganten ebenfalls

sequenziert und in silico ausgewertet.
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1. Next-Generation Seqguencing

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 100 bakterielle Genome mittels NGS
entschlisselt. Zum ersten Mal wurde die gesamte ECOR-Sammlung mit 72 Stdmmen
komplett sequenziert. Dies wurde mit einem Illumina HiSeq 2000 bei einer maximalen Read-
Lange von 100 nt single-read durchgefuhrt. Im Durchschnitt bestanden die Rohdaten aus
9.105.077 Reads und in 99,84% konnten keine mehrdeutigen Basen gefunden werden. Der
Phred-Qualitatswert betrug durchschnittlich 40. Dieser Wert sagt aus, dass die
Wahrscheinlichkeit einer falsch eingebauten Base bei 0,001% liegt. Die de novo
Assemblierung erbrachte im Durchschnitt 150 Contigs, die groRer als 1 kb waren, mit
maximalen Langen von 145 - 430 kb. Die PAIs High-Pathogenicity Island (HPI), pks- und
serU-Insel waren in allen Genom-Sequenzen komplett vorhanden und lagen in Contigs mit
teilweise 400 kb vor. Bei den Housekeeping-Genen dinB und uidA, die fir die Untersuchung
der E. coli-Phylogenie genutzt wurden, traten kleinere Liicken auf, sodass jeweils nur ein
bestimmtes Fragment dieser Gene verwendet werden konnte. In dem Bereich der PAI Il
fehlten groRe Sequenz-Abschnitte, was womaglich durch die Uberreste von 1S-Elementen und

Transposons innerhalb dieser Insel zustande gekommen sein konnte (Dobrindt et al., 2002).

2. Ergebnisse der durchgefiihrten PCRs und Einteilung in PAI-Gruppen

Alle verwendeten Stamme wurden vor der Genom-Sequenzierung auf die Anwesenheit der
PAIs HPI, PALI 1lI, pks- und serU-Insel getestet. Bei den E. coli-Stdammen wurden zusatzlich
die phylogenetischen Gruppen ermittelt. Die durchgefiihrten Polymerase-Kettenreaktionen
(PCRs) dienten zum spéteren Vergleich mit den in silico-Daten der Sequenzierung. Fur die
Bestimmung der phylogenetischen Gruppe wurde die Triplex-PCR nach Clermont et al. mit
den Primern ChuA.l, ChuA.2, YjaA.l, YjaA.2, TspE4C2.1 und TspE4C2.2 durchgefihrt
(Clermont et al., 2000). Die HPI wurde mit den Primern fyuA.1080.for und fyuA.1709.rev
nachgewiesen. Fur die pks-Insel wurden die Primer clbA.IHE.for und clbA.IHE.rev und flr
die serU-Insel die Primer tcpC.for und tcpC.rev eingesetzt. Der Nachweis der PALI 11 erfolgte
mit den Primern iroN.28.for und iroN.2053.rev. In Tabelle 13 sind die Ergebnisse fur die 75
untersuchten Stdmme, die fir die Phylogenie der immobilen PAIs verwendet wurden,

aufgefunhrt.
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Tabelle 13: PCR-Ergebnisse der 75 E. coli-Stdmme zur phylogenetischen Untersuchung der immobilen PAls.
Aufgelistet sind die phylogenetischen Gruppen und die PAIs HPI, pks-Insel, serU-Insel und PAI I11.

Stamm phyl. Gr. HPI pks-Insel serU-Insel PAI 111
ECORO1 A negativ negativ negativ negativ
ECORO02 A positiv negativ negativ negativ
ECORO03 A negativ negativ negativ negativ
ECORO04 A negativ negativ negativ negativ
ECORO05 A negativ negativ negativ negativ
ECORO06 A negativ negativ negativ negativ
ECORO7 A negativ negativ negativ negativ
ECORO08 A positiv negativ negativ negativ
ECORO09 A positiv negativ negativ negativ
ECOR10 A positiv negativ negativ negativ
ECOR11 A positiv negativ negativ negativ
ECOR12 A negativ negativ negativ negativ
ECOR13 A negativ negativ negativ negativ
ECOR14 A negativ negativ negativ negativ
ECOR15 A negativ negativ negativ negativ
ECOR16 A positiv negativ negativ negativ
ECOR17 A negativ negativ negativ negativ
ECOR18 A negativ negativ negativ negativ
ECOR19 A negativ negativ negativ negativ
ECOR20 A negativ negativ negativ negativ
ECOR21 A negativ negativ negativ negativ
ECOR22 A negativ negativ negativ negativ
ECOR23 A negativ negativ negativ negativ
ECOR24 A positiv negativ negativ negativ
ECOR25 A negativ negativ negativ negativ
ECOR26 Bl negativ negativ negativ negativ
ECOR27 Bl negativ negativ negativ negativ
ECOR28 Bl negativ negativ negativ negativ
ECOR29 Bl negativ negativ negativ negativ
ECOR30 Bl negativ negativ negativ negativ
ECOR31 D positiv negativ negativ negativ
ECOR32 Bl negativ negativ negativ negativ
ECOR33 Bl negativ negativ negativ negativ
ECOR34 Bl negativ negativ negativ negativ
ECOR35 D positiv negativ negativ negativ
ECOR36 D positiv negativ negativ negativ
ECOR37 D negativ negativ negativ negativ
ECOR38 D positiv negativ negativ negativ
ECOR39 D positiv negativ negativ negativ
ECOR40 D positiv negativ negativ negativ
ECOR41 D positiv negativ negativ negativ
ECOR42 D negativ negativ negativ negativ
ECOR43 A positiv negativ negativ negativ
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ECOR44 D negativ negativ negativ negativ
ECOR45 B1 negativ negativ negativ negativ
ECOR46 D positiv negativ negativ negativ
ECOR47 D negativ negativ negativ negativ
ECOR48 D positiv negativ negativ negativ
ECOR49 D positiv negativ negativ negativ
ECOR50 D positiv negativ negativ negativ
ECOR51 B2 positiv positiv negativ positiv
ECOR52 B2 positiv positiv negativ positiv
ECORS53 B2 positiv positiv positiv positiv
ECOR54 B2 positiv positiv negativ positiv
ECOR55 B2 positiv positiv negativ negativ
ECOR56 B2 positiv positiv positiv negativ
ECOR57 B2 positiv positiv positiv negativ
ECOR58 Bl negativ negativ negativ negativ
ECOR59 B2 positiv negativ negativ negativ
ECORG60 B2 positiv positiv positiv positiv
ECOR61 B2 positiv negativ negativ negativ
ECORG62 B2 positiv negativ negativ positiv
ECORG63 B2 positiv positiv positiv positiv
ECORG64 B2 positiv negativ negativ negativ
ECOR65 B2 positiv positiv negativ positiv
ECORG66 B2 positiv negativ negativ positiv
ECOR67 Bl negativ negativ negativ negativ
ECOR68 Bl positiv negativ negativ negativ
ECORG69 Bl negativ negativ negativ negativ
ECOR70 Bl positiv negativ negativ positiv
ECOR71 Bl positiv negativ negativ negativ
ECOR72 Bl positiv negativ negativ negativ
536 B2 positiv positiv positiv positiv
S107 B2 positiv negativ positiv negativ
S108 B2 positiv negativ positiv negativ

Auffallig ist, dass die pks-Insel und die serU-Insel nur zusammen mit der HPI und nur in B2-
Stdmmen vorhanden sind, was bereits in vorherigen Arbeiten berichtet wurde (Putze et al.,
2009; Schubert et al., 2010). Alle B2-Stdmme sind HPI-positiv. Die prozentuale Verteilung
der PAIs und der PAI-Kombinationen ist in Tabelle 14 aufgelistet. Die Stdamme wurden auch
auf das VVorhandensein der Region X Uberprift. Diese Region ist bei einigen ICE-Typ-HPIs
zwischen der konservierten Kernregion und der asn tRNA zu finden und ist homolog zu dem
Virulenzplasmid pLVPK von Klebsiella pneumoniae (Preisach, 2008). Der einzige Region X-
positive Stamm ist ECOR31. Dies wurde mit den Primern RegX-521.for und RegX-358.rev

nachgewiesen.
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Tabelle 14: Auflistung der prozentualen PAI-Verteilung der 75 in Tabelle 13 aufgefiihrten E. coli-Stdmme.
Zuerst wurde die Verteilung der einzelnen PAIls, unabhéngig von der HPI, aufgelistet. Im Weiteren wird die
Verteilung der PAIs als Kombinationen untereinander beschrieben.

PAIs prozentuale Verteilung (Anzahl Stamme)

keine PAI 45% (34)

insgesamt HPI 55% (41)

insgesamt pks-Insel 15% (11)

insgesamt serU-Insel 11% (8)

nur HPI 37% (28)

Kombination HPI und pks-Insel 7% (5)

Kombination HPI und serU-Insel 3% (2)

Kombination HPI, pks- und serU-Insel 8% (6)

Die PAIs pks- und serU-Insel sind nur in Verbindung mit der HPI und nur in der
phylogenetischen Gruppe B2 préasent (Tab. 13). Da diese drei PAls im E. coli-Genom zudem
in unmittelbarer N&he zueinander zu finden sind, lie dies den Schluss zu, dass womadglich
ein en bloc-Transfer dieser Inseln stattgefunden hatte und zu dieser Verteilung fuhrte
(Schubert et al., 2009; Putze et al., 2009; Cirl et al., 2008). Um dies zu analysieren, wurden
diese PAIls am ausfihrlichsten untersucht. Die Stdmme mit diesen Inseln wurden in
sogenannte PAI-Gruppen eingeteilt. Stamme, die nur die HPI besitzen, wurden als PAI-
Gruppe 1 definiert. Bakterien mit einer Kombination aus HPI und pks-Insel wurden als PAI-
Gruppe 2a, und solche mit einer Kombination aus HPI und serU-Insel als PAI-Gruppe 2b
bezeichnet. Bakterienstimme, die alle drei Inseln in ihrem Genom tragen, wurden als PAI-

Gruppe 3 definiert.

Ebenfalls ist die PAI 11l nur in Anwesenheit der HPI zu finden, allerdings unabhangig von
den anderen untersuchten PAIs und sowohl in B2- als auch B1-Stdammen. Die Verteilung ist
in Tabelle 15 zu sehen. Aufgrund der Entfernung zu den anderen PAIs wurde davon

ausgegangen, dass die PAI 111 nicht en bloc mit diesen Inseln tbertragen wurde.

Tabelle 15: Verteilung der PAI Il innerhalb der 75 untersuchten Stdmme, die flr die phylogenetischen
Auswertungen der immobilen PAIs verwendet wurden.

PAIs prozentuale Verteilung (Anzahl Stamme)
insgesamt PAI 111 15% (11)
Kombination HPI und PAI I11 4% (3)
Kombination HPI, pks-Insel und PAI 111 5% (4)
Kombination HPI, serU-Insel und PALI 111 0% (0)
Kombination HPI, pks-, serU-Insel und PAI 111 5% (4)
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Die E. coli-Stdamme, die fur den Transfer der immobilen PAIs verwendet wurden, wurden
ebenfalls per PCR auf die Anwesenheit der PAIls tberprift. Der Donor-Stamm 536 ist bereits
in Tabelle 13 zu sehen. Der zweite Donor-Stamm, NU14, gehért zur phylogenetischen
Gruppe B2 und besitzt die HPI, pks-Insel und PAI I11. Die Rezipienten-Stamme, MG1655 und
MG1655 Nal, sind in der phylogenetischen Gruppe A und besitzen keine PAL.

Die Stamme der Familie Enterobacteriaceae, die fir den Transfer der mobilen PAI (ICE)
genutzt wurden, wurden ebenfalls per PCR untersucht. Fir den Nachweis der HPI wurden die
Primer fyuA.1080.for und fyuA.1709.rev und fir den Nachweis der pks-Insel die Primer
clbA.IHE.for und clbA.IHE.rev verwendet. Die phylogenetische Gruppe der E. coli-Stamme
wurde mit den Primern ChuA.l, ChuA.2, YjaA.l, YjaA.2, TspE4C2.1 und TspE4C2.2
bestimmt (Clermont et al., 2000). Die Region X wurde mit den Primern RegX-521.for und
RegX-358.rev nachgewiesen. Der Donor-Stamm K. pneumoniae HU86 hat eine ICE-Typ-HPI
mit Region X. Die E. coli-Donor-Stamme ED1a und EDF72 sind in der phylogenetischen
Gruppe B2 und besitzen eine ICE-Typ-HPI ohne Region X. Die Rezipienten-Stdamme sind
alle HPI-negativ und bezuglich E. coli in der phylogenetischen Gruppe A.

3. Phylogenetische Auswertungen der Housekeeping-Gene und der immobilen PAIs

Zur besseren Hervorhebung innerhalb der Stammbaume wurden die vier PAI-Gruppen in
einen entsprechenden Farb-Code eingeteilt. PAI-Gruppe 1 (HPI) wurde die Farbe Lila
zugewiesen, PAI-Gruppe 2a (HPI, pks-Insel) die Farbe Blau, PAI-Gruppe 2b (HPI, serU-
Insel) Griin und die PAI-Gruppe 3 (HPI, pks-Insel, serU-Insel) wurde in Rot dargestellt. Fir
die vier phylogenetischen Gruppen wurden verschiedene Symbole verwendet. Die Gruppen
B2 und D, denen eine hohere Pathogenitdt innerhalb der extraintestinal pathogenen E. coli
(EXPEC) zugesprochen wird, wurden als Punkt bzw. als Kreis dargestellt. Die Gruppen A und
B1, die als eher weniger pathogen innerhalb der EXPEC gelten, wurden als Quadrat und als
Raute abgebildet (Clermont et al., 2000). Somit kann man auf einen Blick erkennen, welcher
PAI-Gruppe und welcher phylogenetischen Gruppe ein Bakterienstamm angehort. Der Farb-
Code und die Symbole sind in Abbildung 16 zu sehen.
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Abbildung 16: Farb-Code der unterschiedlichen PAI-Gruppen und Symbole der phylogenetischen Gruppen.

Mit einer Multilocus-Sequenz-Typisierung (MLST) werden unterschiedliche Abschnitte eines
bakteriellen Genoms mit denen anderer Genome verglichen. Damit kann die Homologie und
der Verwandtschaftsgrad dieser Abschnitte bestimmt werden. Zur Untersuchung der
Phylogenie existieren verschiedene MLST-Schemata, welche unterschiedliche Housekeeping-
Genfragmente einzelner Bakterienstimme miteinander vergleichen (Wirth et al., 2006;
Jaureguy et al., 2008). Fur die phylogenetische Untersuchung wurden sechs Housekeeping-
Gene sowie deren Fragmente bzw. die Fragmente von acht Housekeeping-Genen untersucht.
Von den drei PAIs HPI, pks- und serU-Insel wurde jeweils eine MLST, bestehend aus sechs
codierenden PAI-Genen, angefertigt und mit den Stammb&umen der ganzen Inseln
verglichen. Zusatzlich wurde eine statistische Auswertung beziglich Homologie und

Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) aller Sequenzen durchgefuhrt.

3.1. Housekeeping-Gene

Anhand der Housekeeping-Gene konnen Bakterien in phylogenetische Gruppen eingeteilt
werden. Es gibt verschiedene MLST-Schemata, in denen unterschiedliche Housekeeping-
Genfragmente verglichen werden (Jaureguy et al., 2008; Wirth et al., 2006). Das MLST-
Schema, welches verwendet wurde, wurde von einer Arbeitsgruppe des Pasteur-Instituts
(Paris, Frankreich) entwickelt. Das Pasteur-Schema verwendet Fragmente von acht Genen
(dinB, trpA, trpB, pabB, putP, icdA, polB und uidA) zur Einordnung der bakteriellen E. coli-
Stdimme in die phylogenetischen Gruppen (Jaureguy et al., 2008). Es wurde auch ein
modifiziertes Schema verwendet, das nur die Fragmente von sechs Genen (trpA, trpB, pabB,
putP, icdA und polB) beinhaltet und diesen zuspricht, unter geringem Einfluss von
horizontalem Gentransfer zu stehen (Escobar-Paramo et al., 2004; Lecointre et al., 1998;
Denamur et al., 2000). Mit den Daten der NGS wurde einerseits das herkommliche MLST-

Schema unter Verwendung von acht Genfragmenten mit dem modifizierten Schema unter
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Verwendung von sechs Genfragmenten verglichen. Zudem wurden die Sequenzdaten der
vollstandigen sechs Housekeeping-Gene zur MLST genutzt, um den Einfluss der zusétzlichen
genetischen Informationen auf die phylogenetische Analyse der Bakterienstdmme zu
vergleichen. Die Stammbaume wurden mit den Ergebnissen der Triplex-PCR verglichen, die
unter "C.2. Ergebnisse der durchgefuhrten PCRs und Einteilung in PAI-Gruppen™ gezeigt

wurden.

Fur den Stammbaum wurden die Fragmente der sechs Gene trpA, trpB, pabB, putP, icdA und
polB verglichen (Abb. 17). Aneinander gereiht besitzen diese Fragmente eine gesamte
Sequenzlange von 3.045 bp. Die Stamme ordnen sich groBtenteils in die phylogenetischen
Gruppen ein, die zuvor mit der Triplex-PCR bestimmt wurden. Wéhrend die Gruppe B2 am
eigenstandigsten in Bezug auf die anderen phylogenetischen Gruppen ist, spaltet die Gruppe
D sich in drei sichtbare Untergruppen auf. Zudem ist der B1-Stamm ECOR30 in dem
Stammbaum innerhalb der phylogenetischen Gruppe D zu finden und die B1-Stamme
ECOR70 und ECOR72 bilden eine Untergruppe zwischen den Hauptgruppen A und B1.

PAls
(Node color)
B unknown
. HPI Phylogenetic Group
q Il HP, pks (Node shape)
. HPI, pks, serU Unknown . A
[ HPI, serU & B1 @5
y \ [ no PAI Oobo
¥inis )
]
<.V.l o8
U
- & \ ECOR70
7 { ECOR72
\o
ECOR30 N
@ R o

0,040

Abbildung 17: Radialer MLST-Stammbaum der Housekeeping-Gene. Es wurden die Fragmente der sechs
Housekeeping-Gene trpA, trpB, pabB, putP, icdA und polB verwendet. Die Legende erldutert die Verteilung der
PAIs und der phylogenetischen Gruppen. Der Malstab zeigt die Anzahl an SNPs pro Base.
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Die Fragmente der acht Gene (dinB, trpA, trpB, pabB, putP, icdA, polB und uidA) haben eine
Sequenzlange von 4.095 bp und bilden den Stammbaum in Abbildung 18. Dieser Baum ist
groRtenteils identisch mit den Fragmenten der sechs Gene. Die Stamme der phylogenetischen
Gruppe B1, ECOR70 und ECORT72, ordnen sich ebenfalls nicht direkt in ihre Gruppe ein.
Auch ist der Stamm ECOR30 wieder innerhalb der Gruppe D zu finden. Da in den Genen
dinB und uidA aulerhalb der Fragmente grol3e Liicken in den Sequenzen von vielen Isolaten
zu finden sind, wurden die acht gesamten Gene nicht als Stammbaum dargestellt und

analysiert.
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Abbildung 18: Radialer MLST-Stammbaum der Housekeeping-Gene. Es wurden die Fragmente der acht Gene
dinB, trpA, trpB, pabB, putP, icdA, polB und uidA verwendet. In der Legende sind die PAI-Gruppen und die
phylogenetischen Gruppen erkennbar. Der Mal3stab zeigt die Anzahl an SNPs pro Base.
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Der letzte Stammbaum (Abb. 19) wurde unter Verwendung der sechs vollstdndigen Gene
(trpA, trpB, pabB, putP, icdA und polB) erstellt und besitzt eine gesamte Sequenzlédnge von
11.017 bp. Es ist zu erkennen, dass sich eine neue Gruppe im phylogenetischen Baum
gebildet hat. Wahrend sich die Gruppen A und B1 groRtenteils von einander abtrennen, ist
eine AxB1-Mischgruppe bestehend aus den Stammen ECOR16 und ECOR24 (phyl. Gruppe
A) mit ECOR69 und ECOR70 (phyl. Gruppe B1) zu sehen. Der B1-Stamm ECOR30 ordnet
sich zwar in seiner Gruppe ein, scheint aber entfernter verwandt. Die Gruppe D spaltet sich in

drei sichtbare Gruppen auf, wahrend die Gruppe B2 am eigenstandigsten ist.
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Abbildung 19: Radialer Stammbaum der Housekeeping-Gene. Es wurden die sechs kompletten Gene trpA, trpB,
pabB, putP, icdA und polB verwendet. In der Legende sind die PAI-Gruppen und die phylogenetischen Gruppen
zu sehen. Der MaRstab beschreibt die Anzahl an SNPs pro Base.
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Um zu Gberprifen, welche Gene fur diese AxB1-Mischgruppe verantwortlich sind, wurde ein
Alignment mit den betroffenen Stdmmen und Vertretern der Gruppe A und Bl erstellt. Es
wurde untersucht, in welchen Bereichen aufRerhalb der fir die MLST verwendeten Fragmente
die DNA fremder phylogenetischer Gruppen zu finden ist. Das schematische Ergebnis ist in
Abbildung 20 zu sehen. Hierfur wurde untersucht, wo sich vermehrt SNPs befinden, die sonst
nur innerhalb der anderen phylogenetischen Gruppe vorhanden sind. Das Alignment zeigte,
dass innerhalb der Fragmente nur DNA der eigenen Gruppe zu finden ist. Die Gene trpA und
trpB sind in allen vier Stammen nicht von einer Durchmischung mit DNA der anderen
phylogenetischen Gruppe betroffen. (i) Bei den beiden Stimmen ECOR16 und ECOR24 der
Gruppe A konnten in den Genen pabB und putP vermehrt DNA der phylogenetischen Gruppe
B1 gefunden werden. Bei diesen beiden Isolaten ist die VVermischung mit fremder DNA sehr
ahnlich lokalisiert. (ii) Die Stamme ECOR69 und ECOR70 unterscheiden sich groftenteils in
dieser Hinsicht. Die Lokalisation von DNA der phylogenetischen Gruppe A in dem Gen icdA
ist bei beiden Isolaten identisch. In dem Gen putP weisen beide Isolate eine Durchmischung
mit DNA der phylogenetischen Gruppe A auf, allerdings an verschiedenen Stellen. Im
Gegensatz zum Stamm ECORG69 ist in dem Gen polB von ECOR70 noch zusatzlich DNA der

Gruppe A zu finden. Alle vier untersuchten Isolate weisen also teilweise Hybridgenome auf.

trpA trpB pabB putP icdA polB

(i)

ECOR16

ECOR24

(ii)

ECOR69

ECOR70

Abbildung 20: Schematische Darstellung der sechs Housekeeping-Gene trpA, trpB, pabB, putP, icdA und polB
der Stdamme ECOR16, ECOR24, ECOR69 und ECOR70. Jedes Rechteck steht fur ein Gen. In Rot sind die
Fragmente, die fir das MLST-Schema verwendet werden, dargestellt. Die Teile von verschiedenen
phylogenetischen Abstammungen sind in Gelb (phyl. Gr. A) und in Blau (phyl. Gr. B1) gekennzeichnet.

Zur Untersuchung der evolutiondren Geschichte der PAIs wurden erneut die gesamten sechs
Gene (trpA, trpB, pabB, putP, icdA und polB) analysiert. Flr die Erstellung des Phylogramms
in Abbildung 21 wurden nur die Sequenzen von HPI-positiven Stdmmen verwendet.

Bezuglich der PAI-Gruppen ist zu erkennen, dass die Stdmme an sich eine hohe
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Verwandtschaft aufzeigen, aber nicht klonal sind. Dies zeigt, dass der PAI-Transfer
maoglicherweise horizontal und damit en bloc stattgefunden hatte, und nicht vertikal. Wére die
Verteilung der spezifischen PAI-Subgruppen durch Zellteilung entstanden, miussten die

Stamme der PAI-Gruppen voneinander abstammen.

Fur die statistische Auswertung wurden ebenfalls die sechs Gene von allen HPI-positiven
Stammen verwendet. In Tabelle 16 ist zu erkennen, dass die PAI-Gruppe 1 am diversesten ist.
Im Vergleich der PAI-Gruppen zeigen die Gruppen 2a und 3 eine htéhere Homologie
zueinander als zu Gruppe 2b. Innerhalb der phylogenetischen Gruppen ist die
Sequenzidentitat der Gruppe D am niedrigsten, wahrend die anderen drei Gruppen A, B1 und

B2 wesentlich homologer sind. Dies ist bereits in den Stammbaumen ersichtlich.

Der Stamm ECOR65 wurde gesondert behandelt. Dieser zeigt Abweichungen, die

nachfolgend erlautert werden.

Tabelle 16: Statistische Analyse der sechs Housekeeping-Gene trpA, trpB, pabB, putP, icdA und polB.
Ausgewertet wurden alle HPI-positiven Stamme bezliglich der PAI-Gruppe und der phylogenetischen Gruppe.
Gezeigt wird die prozentuale Homologie und die durchschnittliche Anzahl an SNPs.

innerhalb der PAI-Gruppen Homologie SNPs
Gruppe 2a (n=6) 99,93% (99,88% - 99,98%) 75(2-13)
Gruppe 2b (n=1) 99,96% 4
Gruppe 3 (n=15) 99,37% (99,10% - 99,99%) 69,7 (1-99)
Gruppe 1 (n=378) 97,68% (96,61% - 100%) 256,7 (0 - 374)
zwischen den PAI-Gruppen Homologie SNPs

Vergleich 2b und 2a (n=8)

98,91% (98,88% - 98,95%)

119,6 (116 - 123)

Vergleich 2b und 3 (n=12)

98,96% (98,80% - 99,07%)

114,3 (103 - 132)

Vergleich 2a und 3 (n=24)

99,48% (99,10% - 100%)

57,5 (0 - 99)

zwischen ECORG65 und den PAI-Gruppen

Homologie

SNPs

Vergleich ECORG65 und 2a (n=4)

99,10% (99,08% - 99,13%)

98,8 (96 - 101)

Vergleich ECORG65 und 2b (n=2)

98,89% (98,87% - 98,91%)

122,0 (120 - 124)

Vergleich ECORG65 und 3 (n=6) 99,24% (99,11% - 99,36%) 83,5(71-98)
Vergleich ECORG65 und 1 (n=28) 97,53% (96,90% - 99,36%) 272,1 (71 - 342)
innerhalb der phylogenetischen Gruppen Homologie SNPs
Gruppe B2 (n=153) 99,16% (98,11% - 100%) 92,5 (0 - 208)

Gruppe D (n=55)

98,19% (96,85% - 100%)

197,4 (0 - 347)

Gruppe A (n=28)

99,22% (98,51% - 99,98%)

130,9 (2 - 164)

Gruppe B1 (n=6)

99,12% (98,65% - 100%)

96,7 (0 -149)
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der Legende sind die verschiedenen PAI-Gruppen und phylogenetischen Gruppen zu sehen. Der MaRstab

Abbildung 21: MLST-Stammbaum der sechs kompletten Housekeeping-Gene aller HPI-positiven Stamme. In
beschreibt die Anzahl an SNPs pro Base.
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3.2. High-Pathogenicity Island (HP1)
Die HPI codiert fiir die Synthese und den Transport des Siderophors Yersiniabaktin, das Fe**-

lonen binden und aus der Umgebung aufnehmen kann (Rakin et al., 1994). Um die
evolutionédre Geschichte der HPI zu untersuchen, wurden zwei phylogenetische Stammbé&ume
angefertigt. In dem ersten Stammbaum wird die komplette Insel (ca. 31,5 kb) der untersuchten
Bakterienstamme verglichen (Abb. 22). Der Zweite umfasst die sechs Gene intB, ybtQ, ybtA,
irp2, irpl und fyuA mit einer gesamten Sequenzlidnge von 27.317 bp (Abb. 23). Fur den
Stammbaum der ganzen Inseln wurde die Sequenz der ICE-Typ-HPI des Stammes ECOR31
auf die Lange der kurzen HPI angepasst, um einen Vergleich mit den HPIs der anderen

ECOR-Stamme ziehen zu kénnen.

Bei der Gegeniberstellung der Stammbdume - ganze Insel und MLST - konnten keine grof3en
Unterschiede beziglich der Verwandtschaft der HPI innerhalb der untersuchten Stamme
festgestellt werden. Allerdings entspricht die Sequenzlédnge der ausgewéhlten Gene einem

grolRen Anteil der gesamten Insel.

Die beiden Stammbdume zeigen, dass die Stdmme groBtenteils entsprechend ihrer
phylogenetischen Gruppe angeordnet werden, mit Vermischungen zwischen den Gruppen B2
und D und den Gruppen A und B1l. Aufgrund des Vorkommens der HPI in allen
phylogenetischen Gruppen war zu vermuten, dass diese die &lteste der untersuchten PAISs ist.
Die HPI-Sequenzen der Stamme mit zusétzlichen pks- und serU-Inseln bilden eigene Cluster
innerhalb der Gruppe B2. Bei genauerer Betrachtung der Stammbéaume wird ersichtlich, dass
das Eintreffen der pks- und der serU-Insel in die Art E. coli unabhéngig voneinander war und
mehrfach stattgefunden hatte. Der Erhalt dieser zusatzlichen Inseln fiihrte zur Bildung der
PAI-Gruppen, welche immer die HPI beinhalten. Da die Stdamme der drei PAI-Gruppen 2a, 2b
und 3 jeweils einen fur ihre Gruppe spezifischen HPI-Subtyp besitzen und nicht voneinander
abstammen, wurden diese Insel-Kombinationen wahrscheinlich nach der Bildung der PAI-
Gruppen en bloc via horizontalem Gentransfer (HGT) an andere Bakterien weitergegeben.
Die Existenz der spezifischen Subtypen deutet auch darauf hin, dass die Bildung der PAI-
Gruppen nicht auf den Verlust von einzelnen Inseln zurtickzufiihren ist, da die Gruppen sonst
denselben oder einen sehr eng verwandten HPI-Subtyp besitzen wirden. Eine weitere
interessante Beobachtung bei der Betrachtung der phylogenetischen Baume ist, dass ein
Stamm der PAI-Gruppe 2a, ECORG65, nicht wie die anderen Stdmme dieser Gruppe

angeordnet wird.
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Die statistische Auswertung wurde fur den Stammbaum der ganzen Insel angefertigt. Hierfur
wurde die Homologie und die Anzahl an SNPs berechnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 17
zu sehen. Der Stamm ECORG65 wurde fiir die Berechnungen nicht in die PAI-Gruppe 2a
eingeschlossen, sondern separat mit den Gruppen verglichen. Innerhalb der einzelnen PAI-
Gruppen sind die HPIs der Stdimme mit Werten zwischen 99,98% und 99,99% nahezu
identisch, wahrend die Homologie der Inseln zwischen den PAI-Gruppen (99,54% - 99,63%)
immer noch hoch ist. Zudem konnte auch gezeigt werden, dass die HPIs der verschiedenen
PAI-Gruppen auch unterschiedliche Sequenzlangen besitzen, was erneut auf spezifische
Subtypen hinweist. Die HPI des Stammes ECORG65 hat mit Werten zwischen 99,53% und
99,67% eine ahnliche Homologie zu allen drei PAI-Gruppen. Beim Vergleich aller HPI-
Sequenzen, aulRer der des Stammes ECOR31 mit einer ICE-Typ-HPI, wurde eine prozentuale
Identitat von 99,53% mit 149,7 SNPs ermittelt.

Tabelle 17: Statistische Auswertung der HPI. Berechnet wurden die Homologie und die Anzahl der SNPs. Es
wurden die HPIs innerhalb der einzelnen PAI-Gruppen, zwischen den verschiedenen Gruppen und zwischen
dem Stamm ECORG65 und den PAI-Gruppen miteinander verglichen.

innerhalb der PAI-Gruppen Homologie SNPs
Gruppe 2a (n=6) 99,99% (99,97% - 100%) 45(1-8)
Gruppe 2b (n=1) 99,98% 7
Gruppe 3 (n=15) 99,99% (99,99% - 100%) 2,4(0-4)

zwischen den PAI-Gruppen Homologie SNPs
Vergleich 2b und 2a (n=8) 99,63% (99,61% - 99,64%) 116,8 (114 - 122)
Vergleich 2b und 3 (n=12) 99,54% (99,53% - 99,55%) 144,2 (141 - 148)
Vergleich 2a und 3 (n=24) 99,59% (99,57% - 99,60%) 129,9 (126 - 136)
zwischen ECORG65 und den PAI-Gruppen Homologie SNPs
Vergleich ECOR65 und 2a (n=4) 99,66% (99,65% - 99,67%) 107,3 (105 - 111)
Vergleich ECOR65 und 2b (n=2) 99,67% (99,66% - 99,67%) 104,5 (103 - 106)
Vergleich ECOR65 und 3 (n=6) 99,53% (99,52% - 99,53%) 149,3 (148 - 151)
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Abbildung 22: Stammbaum der gesamten HPI. In der Legende sind der Farb-Code fiir die PAI-Gruppen und die
Symbole der phylogenetischen Gruppen zu sehen. Der Stamm ECORG65 ist durch einen Stern markiert. Der
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Abbildung 23: MLST-Stammbaum der HPI. Es wurden die sechs Gene intB, ybtQ, ybtA, irp2, irpl und fyuA
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Um zu Uberprufen, wo sich die SNPs innerhalb der HPI des Stammes ECORG65 befinden,
wurde ein Alignment mit den HPIs der Stdmme der PAI-Gruppe 2a angefertigt. Dieses wurde
in 3 kb groRe Abschnitte geteilt, statistisch analysiert und graphisch dargestellt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 24 zu sehen. Die SNPs sind groftenteils auf die gesamte HPI
verteilt, was fur einen unterschiedlichen Subtypen spricht. Die meisten Unterschiede
zwischen der ECORG65-HPI und den HPIs der PAI-Gruppe 2a sind in dem Abschnitt 12 - 15
kb zu finden. Bei genauerer Analyse konnten von den durchschnittlichen 23,5 SNPs in einer
Sequenzlange von 121 bp 18 SNPs identifiziert werden. Diese Anhdufung liegt im hinteren
Drittel des Gens irp2. Auflierdem ist die ECOR65-HPI 4 bp kirzer als die der anderen Stamme
der PAI-Gruppe 2a. Dafiir hat diese PAI dieselbe Sequenzléange wie die HPIs der PAI-Gruppe
3, deren Sequenzléangen der HPI ebenfalls 4 bp kiirzer sind als die der PAI-Gruppe 2a.
Allerdings hat die ECOR65-HPI im Vergleich zu den HPIs der PAI-Gruppe 3 nur eine
Homologie von 99.53% (Tab. 17).

0-3kb 3-6kb 6-9kb 9-12kb | 12-15kb | 15-18kb | 18-21kb | 21-24kb | 24-27kb | 27-30kb | 30-31,5kb
intB ybtQ ybtA irp2 irp1 fyuA

S |1 S

6 SNPs 11SNPs | 8,5SNPs | 11SNPs |23,5SNPs| 5SNPs 8,5SNPs | 11SNPs | 3,5SNPs 8SNPs | 4,5SNPs
99,80% 99,63% 99,71% 99,63% 99,22% 99,83% 99,71% 99,63% 99,88% 99,73% 99,71%

Abbildung 24: Graphische Darstellung der HPI des Stammes ECORG65. Die Insel wurde in 10 Abschnitte a 3 kb
und einen Abschnitt a 1,5 kb aufgeteilt und getrennt ausgewertet. Es wurde jeweils die durchschnittliche Anzahl
an SNPs und die prozentuale Homologie berechnet. Die asn tRNA ist in Grin und die sechs fir das MLST
verwendeten Gene sind in Blau dargestellt. Die rote Markierung zeigt die Haufung der SNPs innerhalb des Gens
irp2.

3.3. pks-Insel
Die pks-Insel codiert fur die Synthese das Colibaktins, das Doppelstrangbriiche in der DNA

von eukaryotischen Zellen hervorrufen kann (Nougayrede et al., 2006). Fir die Phylogenie
der pks-Insel sollten zwei Stammb&ume erstellt werden, einer mit der kompletten Insel (ca.
54,5 kb) und einer mit den sechs Genen clbA, clbE, clbl, clbL, cIbO und clbQ (gesamte
Sequenzlénge: 8.664 bp). Da innerhalb der pks-Insel-positiven Stdamme alle sechs Gene zu
100% identisch sind, konnte kein MLST-Stammbaum erstellt werden. Der phylogenetische
Baum der gesamten Insel ist in Abbildung 25 zu sehen. In diesem ist zu erkennen, dass die
PAI-Gruppen 2a und 3 einen flr sich spezifischen pks-Insel-Subtyp besitzen. Dies spricht

erneut fir einen en bloc-Transfer. Allerdings besitzt der zur PAI-Gruppe 2a zugehdrige
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Stamm ECORG65 einen PAI-Subtyp, der sich innerhalb der Gruppe 3 im Baum eingliedert.
Der Malistab des Stammbaumes zeigt ebenfalls, dass die pks-Insel allgemein sehr homolog
ist. Dies deutet auf eine relativ junge PAI innerhalb der Art E. coli hin.

Zwischen den Genen clbB und cIbR existiert eine variable Anzahl an Tandem-
Wiederholungen (VNTR; variable numbers of tandem repeats) mit unbekannter Funktion,
welche in Abbildung 7 dargestellt ist (Putze et al., 2009). Die Anzahl an Tandem-
Wiederholungen hat keinen Zusammenhang mit den PAI-Gruppen. Um zu tberpriifen, ob die
VNTRs eine Auswirkung auf den phylogenetischen Baum haben, wurden diese aus allen pks-
Insel-Sequenzen in silico entfernt. Es konnte keine Verdnderung des Stammbaums und somit

keine Korrelation zu den PAI-Gruppen festgestellt werden (Daten nicht dargestelit).

Es wurden fiir die gesamte pks-Insel statistische Analysen durchgefiihrt, deren Ergebnisse in
Tabelle 18 zu sehen sind. Innerhalb und zwischen den PAI-Gruppen sind die
durchschnittlichen Homologien mit Werten zwischen 99,97% und 99,99% sehr hoch, was das
"junge™ Alter dieser Insel bestatigt. Die pks-Insel des Stammes ECORG65 hat im Vergleich zu
denen der PAI-Gruppen 2a und 3 jeweils dieselbe Homologie von 99,89%, ordnet sich im

Stammbaum aber innerhalb der PAI-Gruppe 3 an.

Tabelle 18: Statistische Auswertung der pks-Insel. Berechnet wurde die Homologie und die Anzahl der SNPs. Es
wurden die gesamten pks-Inseln innerhalb der PAI-Gruppen 2a und 3, zwischen den beiden Gruppen und
zwischen dem Stamm ECORG65 und den PAI-Gruppen mit einander verglichen.

innerhalb der PAI-Gruppen Homologie SNPs
Gruppe 2a (n=6) 99,99% (99,98% - 100%) 5,7(2-10)
Gruppe 3 (n=15) 99,97% (99,93% - 100%) 18,3 (2 - 36)

zwischen den PAI-Gruppen Homologie SNPs
Vergleich 2a und 3 (n=24) 99,97% (99,93% - 99,99%) 16,0 (4 - 40)
zwischen ECORG65 und den PAI-Gruppen Homologie SNPs
Vergleich ECOR65 und 2a (n=4) 99,89% (99,88% - 99,89%) 61,8 (60 - 66)
Vergleich ECORG65 und 3 (n=6) 99,89% (99,87% - 99,90%) 59,3 (55 - 69)
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Abbildung 25: Stammbaum der gesamten pks-Insel aller positiven Stdimme. In der Legende sind die PAI-
Gruppen und die phylogenetische Gruppe zu sehen. Der Stamm ECORG5 ist durch einen Stern markiert. Der
Mal3stab zeigt die Anzahl an SNPs pro Base.
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3.4. serU-Insel

Die serU-Insel codiert fiir die Synthese des Proteins TcpC in E. coli. Aufgrund der
Homologie zu den eukaryotischen Motiven der TIR-Doméane von Toll-like Rezeptoren kann
TcpC die angeborene Immunantwort des Wirts untergraben (Cirl et al., 2008). Fir die
Untersuchung der serU-Insel wurden zwei phylogenetische Baume erstellt. Beim Vergleich
des Stammbaums der gesamten serU-Insel (ca. 27 kb, Abb. 26) mit dem MLST-Stammbaum
der sechs Gene ¢2395, ¢2398, c2400, c2403, c2408 und c2414 (gesamte Sequenzlénge: 3.687
bp, Abb. 27) konnte kein groRBer Unterschied festgestellt werden. Der Stammbaum der
gesamten PAI zeigt eine detailliertere Anordnung der Sequenzen, die vor allem innerhalb der
PAI-Gruppe 3 zu sehen ist. Dies kommt durch die Unterschiede auBerhalb der sechs
untersuchten Gene der Insel zustande. In beiden Stammbdumen sind zwei serU-Insel-
Subtypen zu sehen, einer der PAI-Gruppe 3 und einer der Gruppe 2b. Das Vorkommen der
zwei verschiedenen Subtypen ergéanzt die Ergebnisse der HPI und der pks-Insel und ist ein

weiteres Indiz fir einen en bloc-Transfer.

Die statistische Auswertung der gesamten serU-Insel kann eindeutig belegen, dass es sich um
unterschiedliche Subtypen handelt (Tab. 19). Die Sequenz-Homologie der Inseln innerhalb
der Gruppe 2b liegt bei 99,93%, die der Gruppe 3 bei einem dhnlichen Wert von 99,94%.
Zwischen den PAI-Gruppen wurde eine viel geringere Homologie mit einem Wert von
99,27% errechnet. Die Unterschiede zwischen den Gruppen sind auch deutlich in den

phylogenetischen Stammb&umen zu erkennen.

Tabelle 19: Statistische Auswertung der serU-Insel. Dargestellt wurde die Homologie und die Anzahl der SNPs.
Es wurden die gesamten serU-Inseln innerhalb der PAI-Gruppen 2b und 3 und zwischen den beiden Gruppen
verglichen.

innerhalb der PAI-Gruppen Homologie SNPs
Gruppe 2b (n=1) 99,93% 18
Gruppe 3 (n=15) 99,94% (99,86% - 99,99%) 16,6 (2 - 39)
zwischen den PAI-Gruppen Homologie SNPs
Vergleich 2b und 3 (n=12) 99,27% (99,20% - 99,30%) 197,3 (189 - 215)
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Abbildung 27: MLST-Stammbaum der serU-Insel. Es wurden die sechs Gene ¢2395, ¢2398, ¢2400, c2403,
€2408 und c2414 verwendet. In der Legende sind die PAI-Gruppen und die phylogenetische Gruppe zu sehen.
Der Malistab zeigt die Anzahl an SNPs pro Base.
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3.5. Inter-PAI-Regionen

Die Theorie des en bloc-Transfers besagt, dass die gesamten Inseln innerhalb eines Transfers
an einen Rezipienten weitergegeben wurden. Da fir die einzelnen Inseln fir jede PAI-Gruppe
immer spezifische Subtypen gefunden wurden, sollten nun die DNA-Abschnitte zwischen den
Inseln untersucht werden. Diese zwei Regionen wurden als inter-PAl-Regionen bezeichnet,
eine Region zwischen der serU-Insel und der HPI, und eine zwischen der HPI und der pks-

Insel.

3.5.1. Inter-PAIl-Region serU - HPI
Die inter-PAI-Region zwischen der serU-Insel und der HPI hat eine Sequenzlange von ca. 1

kb. Der zugehoérige Stammbaum ist in Abbildung 28 zu sehen. Es ist zu erkennen, dass die
verschiedenen PAI-Gruppen auch sehr homologe Bereiche zwischen den beiden Inseln
besitzen. Der Stamm ECORG65 der PAI-Gruppe 2a ist nicht in seiner Gruppe zu finden. Die
anderen ECOR-Stdmme gruppieren sich weniger nach ihrer phylogenetischen Gruppe ein,
sondern vielmehr nach dem Vorhandensein der HPI. Zwei HPI-positive Staimme, ECOR31
und ECOR72, ordnen sich zu den HPI-negativen Stammen ein. Die statistische Auswertung
bestatigt die durch den Stammbaum erlangten Erkenntnisse (Tab. 20). Innerhalb der PAI-
Gruppen 2a und 2b ist diese inter-PAI-Region zu 100% homolog, innerhalb der Gruppe 3 zu
99,97%. Zwischen den PAI-Gruppen ist die Homologie mit Werten zwischen 99,60% bis
99,78% viel geringer.

Tabelle 20: Statistische Auswertung der inter-PAl-Region zwischen der serU-Insel und der HPI. Es wurden die
prozentuale Homologie und die Anzahl an SNPS innerhalb der PAI-Gruppen, zwischen den PAI-Gruppen und
zwischen dem Stamm ECORG65 und den PAI-Gruppen berechnet.

innerhalb der PAI-Gruppen Homologie SNPs
Gruppe 2a (n=6) 100% (100% - 100%) 0(0-0)
Gruppe 2b (n=1) 100% 0
Gruppe 3 (n=15) 99,97% (99,90% - 100%) 0,3(0-1)

zwischen den PAI-Gruppen Homologie SNPs
Vergleich 2b und 2a (n=8) 99,60% (99,60% - 99,60%) 40(4-4)
Vergleich 2b und 3 (n=12) 99,78% (99,70% - 99,80%) 22(2-3)
Vergleich 2a und 3 (n=24) 99,78% (99,70% - 99,80%) 22(2-3)
zwischen ECORG65 und den PAI-Gruppen Homologie SNPs
Vergleich ECORG65 und 2a (n=4) 99,70% (99,70% - 99,70%) 30(3-3)
Vergleich ECORG65 und 2b (n=2) 99,70% (99,70% - 99,70%) 3,0(3-3)
Vergleich ECOR65 und 3 (n=6) 99,88% (99,80% - 99,90%) 1,2(1-2)
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Abbildung 28: Stammbaum der inter-PAl-Region zwischen der serU-Insel und der HPI. Die Stdamme ECOR31,
ECOR65 und ECOR72 sind gekennzeichnet. Die Legende beschreibt die PAI-Gruppe und die phylogenetischen
Gruppen. Der Maf3stab zeigt die Anzahl an SNPs pro Base.
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3.5.2. Inter-PAI-Region HPI - pks
Die inter-PAIl-Region zwischen der HPI und der pks-Insel hat eine Lange von ca. 12,5 kb. Der

Stammbaum der fir diesen Abschnitt angefertigt wurde ist in Abbildung 29 zu sehen. Zu
erkennen ist, dass diese genomische Region innerhalb der einzelnen PAI-Gruppen ebenfalls
sehr homolog ist. Auch hier ordnen sich die tbrigen ECOR-Stdmme eher nach dem
Vorhandensein der HPI als ihrer phylogenetischen Gruppe ein, auBer den Stéammen ECOR31
und ECORT72.

Es wurde eine statistische Auswertung angefertigt, die in Tabelle 21 zu sehen ist. Zu erkennen
ist eine sehr hohe Homologie von 99,98% bis 99,99% innerhalb der einzelnen PAI-Gruppen.
Beim Vergleich zwischen den einzelnen Gruppen sind geringere Ubereinstimmungen
erkennbar, vor allem zwischen den Gruppen 2b und 2a und den Gruppen 2b und 3 mit Werten
von 99,28% und 99,31%. Homologer ist die inter-PAI-Region im Vergleich zwischen den
PAI-Gruppen 2a und 3 mit einem Wert von 99,87%. Die Region des Stamms ECORG65 hat die
hochste Homologie zur Gruppe 3 (99,97%). Die PAI-Gruppe 2a, in die dieser Stamm
eigentlich einzuordnen ist, hatte im Vergleich eine Homologie von 99,86%. Der geringste
Wert ist im Vergleich zu Gruppe 2b (99,31%) zu finden.

Da sich innerhalb der PAI-Gruppen beide inter-PAI-Regionen phylogenetisch wie die
entsprechenden Inseln verhalten, konnte die Theorie des en bloc-Transfers in silico bestatigt

werden.

Tabelle 21: Statistische Auswertung der inter-PAl-Region zwischen der HPI und der pks-Insel. Es wurden die
prozentuale Homologie und die Anzahl an SNPS innerhalb der PAI-Gruppen, zwischen den PAI-Gruppen und
zwischen dem Stamm ECORG65 und den PAI-Gruppen berechnet.

innerhalb der PAI-Gruppen Homologie SNPs
Gruppe 2a (n=6) 99,99% (99,98% - 99,99%) 13(1-2)
Gruppe 2b (n=1) 99,98% 3
Gruppe 3 (n=15) 99,98% (99,96% - 100%) 2,3(0-5)

zwischen den PAI-Gruppen Homologie SNPs
Vergleich 2b und 2a (n=8) 99,28% (99,26% - 99,30%) 90,5 (88 - 93)
Vergleich 2b und 3 (n=12) 99,31% (99,28% - 99,33%) 86,8 (85-91)
Vergleich 2a und 3 (n=24) 99,87% (99,84% - 99,88%) 17,0 (15 - 20)
zwischen ECORG65 und den PAI-Gruppen Homologie SNPs
Vergleich ECOR65 und 2a (n=4) 99,86% (99,85% - 99,87%) 18,0 (17 - 19)
Vergleich ECORG65 und 2b (n=2) 99,31% (99,29% - 99,32%) 87,5 (86 - 89)
Vergleich ECOR65 und 3 (n=6) 99,97% (99,95% - 99,98%) 3,3(2-6)
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Abbildung 29: Stammbaum der inter-PAl-Region zwischen der HPI und der pks-Insel. Die Stamme ECOR31
und ECOR72 sind hervorgehoben. In der Legende sind die PAI-Gruppen und die phylogenetischen Gruppen zu
sehen. Der Malistab beschreibt die Anzahl an SNPs pro Base.
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3.6. PAL LI

Die PAI 11l von E. coli codiert fur die Synthese des Siderophors Salmochelin (Russo et al.,
1999). Zur Untersuchung der PAI IlIl wurden mehrere Stammbdume erstellt. Um einen
maoglichen en bloc-Transfer zusammen mit den bereits untersuchten PAIs zu ermitteln,
wurden ebenfalls die Genombereiche upstream und downstream der PAI 1l untersucht.
Hierfir wurde von jedem Stamm eine Sequenz von 10 kb verwendet. Da in den
Sequenzierungen teilweise groRe Licken in der Region um die PAI 11l und auf der Insel
selber vorhanden waren, konnten nicht alle Sequenzen der Bakterienstdmme genutzt werden.
Innerhalb der PAI Il war aufgrund fehlender Sequenzen nur der Vergleich einer 10,5 kb
grollen Region moglich, die die Gene iroB, iroC, iroD, iroE und iroN enthielten. Der
iroBCDEN Gen-Cluster der PALI 111 codiert fur die Synthese des Rezeptors IroN. Dieser Gen-
Cluster wurde auch auf dem E. coli Plasmid p300 gefunden (Sorsa et al., 2003).

3.6.1. Teilstuick der Insel

Der Stammbaum in Abbildung 31 vergleicht die iro-Gene aller PAI 111-positiven Stdimme. Es

wurden auch statistische Berechnungen durchgefuhrt, die in Tabelle 22 zu sehen sind. Die
Sequenzen der Stamme ECOR51, ECOR52, ECOR53, ECOR54, ECORG65 und ECORG60 sind
mit 100% Homologie und durchschnittlichen 0,3 SNPs nahezu identisch. Die Stdmme
ECOR63, ECOR66 und 536 ordnen sich einzeln an, teilen sich aber eine Homologie von
99,36% mit 68,0 SNPs. Es konnte kein Bezug zu den PAI-Gruppen gefunden werden, obwohl
die Gruppe 2a komplett identisch beziiglich ihrer Sequenzen ist. Da sich der Cluster der
Stamme ECOR62 und ECOR70 weit entfernt von den anderen einreiht, wurde nach anderen
bekannten iroBCDEN Gen-Clustern gesucht. Die bereits verdffentlichte Sequenz des E. coli-
Plasmids p300 (NCBI-Zugangsnummer NG_035855), das ebenfalls die iro-Gene enthalt,
wurde in den Stammbaum eingefligt. Es konnte gezeigt werden, dass der auf 10,5 kb
getrimmte Bereich des Plasmids sehr homolog zu dem Cluster der zwei ECOR-Sequenzen
war. Deshalb wurde vermutet, dass sich der iroBCDEN Gen-Cluster dieser Stamme auf einem
Plasmid befindet. Es konnte auch in silico nachgewiesen werden, dass in dem Genom der
Stamme ECORG62 und ECOR70 keine PAI 111 integriert ist. Als Beispiel wird der Abschnitt
des ECOR70-Genoms in Abbildung 30 gezeigt.
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Abbildung 30: Ausschnitt aus dem Genom des Stammes ECOR70. Gezeigt wird die thrw tRNA (rot) und deren
Umgebung. In blau dargestellt sind die Bereiche vor und nach der PAI I11.

Zwischen der thrw tRNA und dem Bereich nach der PAI 11l ist im Stamm ECOR?70 eine
Sequenz von 13 bp zu finden, wahrend sich beim Stamm ECORG62 lediglich zwei Basen

befinden. Ein BLAST-Vergleich war aufgrund der kurzen Sequenz nicht maéglich.

Die genomische PALI 111 hat eine Homologie von 99,69% mit durchschnittlich 33,1 SNPs und
die episomale Insel eine Ahnlichkeit von 99,86% mit 14,7 SNPs. Beim Vergleich der beiden
PAI I11-Typen ist lediglich eine Homologie von 98,14% mit 196,6 SNPs zu finden. Der
Stamm ECORG65 wurde nicht in die statistische Analyse der PAI-Gruppen eingeschlossen,
allerdings bei der Berechnung der genomischen PAI verwendet. Die Sequenz des Plasmids

p300 wurde fur die Statistik der episomalen Insel mit einbezogen.

Tabelle 22: Statistische Auswertung eines 10,5 kb grofRen Abschnitts innerhalb der PAI 1ll. Es wurde die
Homologie und die Anzahl an SNPs berechnet Fir die Berechnungen der PAI-Gruppen wurde der Stamm
ECORG65 ausgeschlossen, allerdings wurde er in der Berechnung der genomischen PAI beriicksichtigt.

innerhalb der PAI-Gruppen Homologie SNPs
Gruppe 1 (n=3) 98,80% (98,28% - 99,83%) 126,7 (18 - 182)
Gruppe 2a (n=3) 100% (100% - 100%) 0(0-0)
Gruppe 3 (n=6) 99,61% (99,41% - 99,99%) 40,8 (1-62)
zwischen den PAI-Gruppen Homologie SNPs
Vergleich 1 und 2a (n=9) 98,49% (98,05% - 99,31%) 159,7 (88 - 93)
Vergleich 1 und 3 (n=12) 98,54% (98,04% - 99,45%) 154,5 (58 - 207)
Vergleich 2a und 3 (n=12) 99,78% (99,57% - 100%) 22,8 (0 - 45)
genomische und episomale PAI 111 Homologie SNPs
genomische PAI 111 (n=36) 99,69% (99,21% - 100%) 33,1(0-84)
episomale PAI Il (n=3) 99,86% (99,83% - 99,91%) 14,7 (10 - 18)
Vergleich genomisch und episomal (n=27) 98,14% (98,04% - 98,30%) 196,6 (180 - 207)
phylogenetische Gruppen Homologie SNPs
innerhalb Gruppe B2 (n=45) 99,37% (98,04% - 100%) 66,4 (0 - 207)
Vergleich zwischen B1 und B2 (n=10) 98,33% (98,10% - 99,83%) 176,9 (18 - 201)
weitere Vergleiche Homologie SNPs
ECORS51, ECOR52, ECOR53, ECOR54, 100% (99,99% - 100%) 0,3(0-1)
ECORG65 und ECORG60 (n=15)
ECOR63, ECOR66 und 536 (n=3) 99,36% (99,21% - 99,45%) 68,0 (58 - 84)
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Abbildung 31: Stammbaum eines 10,5 kb grof3en Bereiches innerhalb der PAI I11, der den iro-Cluster enthélt.
Die Sequenz des Plasmid p300 wurde auf die entsprechende GroRe getrimmt. Die PAI-Gruppen und die
phylogenetischen Gruppen sind in der Legende zu sehen. Der Mal3stab gibt die Anzahl an SNPs pro Base an.
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3.6.2. Upstream-Bereich

In Abbildung 32 ist der Stammbaum der Sequenzen 10 kb upstream der PAI 111 zu sehen, in
Tabelle 23 die dazugehdrige statistische Auswertung. Es ist zu erkennen, dass die Sequenzen
der PAI-Gruppe 2a, auRer der des Stammes ECORG65, identisch sind. Dies war nicht der Fall
fiir die beiden anderen PAI-Gruppen. Wéhrend die Gruppe 3 mit 99,47% Homologie und
durchschnittlichen 52,7 SNPs noch recht verwandt ist, ist in der Gruppe 1 mit 88,71% und
durchschnittlichen 1143,0 SNPs keine groRe Ahnlichkeit erkennbar. Dies liegt insbesondere
an der Sequenz des Stammes ECOR70 bzw. an seiner phylogenetischen Gruppe. Wahrend
innerhalb der Gruppe B2 noch eine Homologie von 98,31% mit durchschnittlich 103,2 SNPs
zu finden ist, konnte verglichen mit der Gruppe B1 nur noch eine Ahnlichkeit von 84,23% mit
1588,4 SNPs errechnet werden.

Bei genauerer Betrachtung des Alignments, aus dem dieser Stammbaum hervorgeht, werden
die in dem Baum erkennbaren Unterschiede sichtbar. Hierfir wurden die Abweichungen
zwischen den einzelnen Sequenzen der Stamme analysiert. Im Allgemeinen ist die Sequenz
des Stammes ECOR7O relativ homolog zu den anderen untersuchten Sequenzen. Allerdings
sind in diesem Stamm zwei Deletionen und eine Insertion zu finden. In den anfanglichen 8 kb,
ausgehend von der thrw tRNA, sind noch keine Abweichungen zu finden. Die erste Deletion
von 169 bp ist nach diesen erwahnten 8 kb in dem laut BLAST-Analyse hypothetischen
peptide chain release factor-like protein, prasent. Noch 500 bp weiter ist ebenfalls in diesem
Gen die zweite Deletion von 1027 bp zu sehen. Nach insgesamt 9,6 kb ist eine Insertion von
128 bp zu finden, die laut BLAST-Analyse zu einer Acetyl-Transferase gehdrt. Somit kdnnen
1324 Sequenz-Unterschiede den Deletionen und der Insertion zugeschrieben werden und sind

damit nicht nur reine Homologie-Abweichungen.

Bei dem statistischem Vergleich der genomischen und der episomalen PAI 111 ist zu erkennen,
dass der upstream-Bereich der genomischen eine viel hohere Homologie als der der
episomalen PAI besitzt. Dafur ist vor allem wieder der Stamm ECOR70 bzw. seine

phylogenetische Gruppe an den Homologie- und den SNP-Werten beteiligt.
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Tabelle 23: Statistische Auswertung des Bereichs 10 kb upstream der PAI I11. Es wurden die Homologien und
die Anzahl an SNPs berechnet. Die Analysen wurden fur die Sequenzen der Stdimme innerhalb und zwischen den
PAI-Gruppen durchgefiihrt. Die Berechnungen wurden auch mit den Sequenzen der genomischen und der
episomalen PAI 111 sowie mit den unterschiedlichen phylogenetischen Gruppen angefertigt.

innerhalb der PAI-Gruppen Homologie SNPs
Gruppe 1 (n=3) 88,71% (83,56% - 98,87%) 1143,0 (113 - 1665)
Gruppe 2a (n=3) 100% (100% - 100%) 0(0-0)
Gruppe 3 (n=6) 99,47% (99,18% - 100%) 52,7 (0-81)
zwischen den PAI-Gruppen Homologie SNPs
Vergleich 1 und 2a (n=9) 93,67% (84,39% - 98,41%) 636,0 (159 - 1570)
Vergleich 1 und 3 (n=12) 93,72% (84,33% - 98,73%) 631,0 (127 - 1576)
Vergleich 2a und 3 (n=12) 99,28% (99,23% - 99,30%) 71,8 (70 - 76)
genomische und episomale PAI 111 Homologie SNPs
genomische PALI 111 (n=36) 99,06% (98,21% - 100%) 93,1(0-179)
episomale PAI Il (n=1) 83,56% 1665
Vergleich genomisch und episomal (n=18) 91,43% (83,70% - 98,87%) 861,8 (113 - 1651)
phylogenetische Gruppen Homologie SNPs
innerhalb Gruppe B2 (n=45) 98,31% (98,21% - 100%) 103,2 (0-179)
Vergleich zwischen B1 und B2 (n=10) 84,23% (98,10% - 99,83%) 1588,4 (1560 - 1665)

Um die Frage zu kléren, ob die Diversitat des Stammes ECOR70 in dem upstream-Bereich
der PAI 11l von der phylogenetischen Gruppe abhéngig ist, wurden die B1-Stdmme der
ECOR-Sammlung mit eingeschlossen (Abb. 33). Aufgrund fehlender Sequenzen konnten
nicht alle B1-Stdimme in den phylogenetischen Baum mit einbezogen werden. Es ist zu
erkennen, dass die B1-Stdamme verschiedene Cluster bilden, sich aber nicht dem Stamm
ECOR70 zuordnen. Der B2-Referenzstamm 536 grenzt sich deutlich von den anderen
Stammen ab. Die Sequenz des Stammes ECOR58 ist in dem phylogenetischen Stammbaum

zwischen den Sequenzen der Stamme ECOR70 und 536 zu finden.
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Abbildung 32: Stammbaum des 10 kb langen upstream-Bereichs der PAI I1l. In der Legende werden die PAI-
Gruppen und die phylogenetischen Gruppen erlautert. Der Mal3stab reprasentiert die Anzahl an SNPs pro Base.
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Abbildung 33: Stammbaum der phylogenetischen Gruppe B1 und des Stammes 536. Es wurde der 10 kb lange
upstream-Bereich der PAI 11l dargestellt. Die PAI-Gruppen und die phylogenetischen Gruppen sind in der
Legende zu sehen. Der Mafstab beschreibt die Anzahl an SNPs pro Base.
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3.6.3. Downstream-Bereich

Der in Abbildung 34 gezeigte Stammbaum représentiert die 10 kb langen Sequenzen
downstream der PAI Ill. Der Stamm ECORG65 ist nicht vertreten, da dessen downstream-
Sequenz nicht vorhanden ist. Auf den ersten Blick ist erkennbar, dass sich der Stamm
ECOR70 massiv von den anderen Stammen unterscheidet. Die statistische Auswertung, die in
Tabelle 24 abgebildet ist, bestatigt dies. Wahrend innerhalb der phylogenetischen Gruppe B2
eine Homologie von 99,58% und durchschnittlich 41,7 SNPs errechnet wurden, ist im
Vergleich zur Gruppe B1 nur noch eine sehr geringe Homologie von 42,36% mit 6129,9
SNPs zu finden. Die Unterschiede werden bei Betrachtung des Alignments, welches fir die
Erstellung des Stammbaums generiert wurde, sofort sichtbar. Obwohl die ersten 500 bp noch
recht homolog sind, kann man in diesem Abschnitt bereits eine Deletion von 11 bp und eine
Insertion von 12 bp finden. Das Ergebnis einer BLAST-Analyse der ersten 180 bp nach
diesem Abschnitt ist eine Phagen-Integrase. AnschlieBend wird die Sequenz immer diverser.
Teilweise ist noch ein Vergleich mit den anderen Sequenzen mdoglich, meist unterscheidet
sich der downstream-Bereich des Stammes ECOR70 komplett von diesen. Dieser Bereich ist

ebenfalls von Insertionen und Deletionen gepragt.

Tabelle 24: Statistische Auswertung der 10 kb langen Sequenzen des downstream-Bereichs der PAI I11. Der
Stamm ECORG65 wurde aufgrund fehlender Sequenzen nicht bertcksichtigt. Es wurden die Homologien und die
Anzahl an SNPs pro Base berechnet. Hierfiir wurden Vergleiche innerhalb und zwischen den PAI-Gruppen
gezogen, sowie fr die beiden PAI 111-Typen und die phylogenetischen Gruppen.

innerhalb der PAI-Gruppen Homologie SNPs
Gruppe 1 (n=3) 61,43% (42,38% - 99,52%) 4101,0 (48 - 6128)
Gruppe 2a (n=3) 99,91% (99,87% - 99,98%) 9,3(2-13)
Gruppe 3 (n=6) 99,60% (99,49% - 99,95%) 40,0 (5-51)

zwischen den PAI-Gruppen Homologie SNPs

Vergleich 1 und 2a (n=9)

80,52% (42,35% - 99,77%)

2070,4 (23 - 6131)

Vergleich 1 und 3 (n=12)

80,50% (42,29% - 99,75%)

2072,3 (25 - 6137)

Vergleich 2a und 3 (n=12) 99,50% (99,32% - 99,72%) 49,8 (28 - 68)
genomische und episomale PAI 111 Homologie SNPs
genomische PALI 111 (n=28) 99,57% (99,32% - 99,98%) | 42,6 (2 - 68)
episomale PAI Il (n=1) 42,38% 6128
Vergleich genomisch und episomal (n=16) 70,99% (42,29% - 99,77%) 3084,3 (23 - 6137)
phylogenetische Gruppen Homologie SNPs
innerhalb Gruppe B2 (n=36) 99,58% (99,32% - 99,98%) 41,7 (2 - 68)

Vergleich zwischen B1 und B2 (n=9)

42,36% (42,29% - 42,41%)

6129,9 (6124 - 6137)
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Zur besseren Einsicht der anderen Stdmme wurde ein erneuter Stammbaum ohne ECOR70
erstellt (Abb. 35). Hier ist zu erkennen, dass die PAI-Gruppe 2a eine Art Cluster bildet, der
mit 99,91% noch relativ homolog ist. Auch die Gruppe 3 ist mit einer Homologie von 99,60%
untereinander néher verwandt, allerdings zeigt der Stammbaum eine Durchmischung mit den
beiden Stammen ECOR62 und ECORG66 aus PAI-Gruppe 1.

Auch flr den downstream-Bereich der PAI 111 sollte geklart werden, ob die Diversitat des
Stammes ECOR70 von der phylogenetischen Gruppe abhangig ist. Es wurden die B1-Stamme
der ECOR-Sammlung mit eingeschlossen, von denen die Sequenz verfugbar ist. Der
Stammbaum in Abbildung 36 zeigt, dass die meisten Sequenzen der B1-Stdmme nahezu
identisch sind, allerdings nicht die von ECOR70. Dieser zeigt eine nahere Verwandtschaft mit
ECORZ26 und eine entferntere mit ECORG69. Der B2-Stamm 536 ordnet sich zwischen diesen
beiden B1-Gruppen ein.
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Abbildung 34: Stammbaum der Sequenzen 10 kb downstream der PAIl Ill. Die PAI-Gruppen und die

phylogenetischen Gruppen sind in der Legende dargestellt. Der Mal3stab zeigt die Anzahl der SNPs pro Base.
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Abbildung 35: Stammbaum der Sequenzen 10 kb downstream der PAI 111 ohne den Stamm ECOR70. In der
Legende werden die PAI-Gruppen und die phylogenetischen Gruppen dargestellt. Der Mal3stab reprasentiert die
Anzahl der SNPs pro Base.
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Abbildung 36: Stammbaum des 10 kb langen downstream-Bereichs der PAI IIl. Es wurden die Stimme der

phylogenetischen Gruppe B1 und der Stamm 536 verwendet. Die PAI-Gruppen und die phylogenetischen
Gruppe sind in der Legende zu sehen. Der Mal3stab stellt die Anzahl an SNPs pro Base dar.
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3.7. Untersuchung des Stammes ECOR65
Da der Stamm der PAI-Gruppe 2a, ECORG65, sich phylogenetisch nicht zu den dazugehdorigen

Gruppenmitgliedern einordnet, wurde dieser genauer untersucht. Oft ist eine hdohere
Homologie zu Stammen aus Gruppe 3 zu erkennen. Die Vermutung war, dass dies durch
einen moglichen Verlust der serU-Insel zustande kam. Deswegen wurden die beiden inter-
PAI-Regionen genauer untersucht. Hierfir wurden die Sequenzen der Regionen halbiert und
erneut durch ein Alignment verglichen. Somit sollte das direkt umliegende Genom der HPI

und der anderen beiden PAIls untersucht werden.

In Abbildung 37 ist das Genom direkt um die HPI zu sehen. In Abschnitt a) wird der Bereich
ca. 500 bp upstream der HPI verglichen, in Abschnitt b) der Bereich ca. 6 kb downstream. In
beiden Stammbaumen ist zu erkennen, dass sich jeweils drei phylogenetische Cluster gebildet
haben, entsprechend den PAI-Gruppen. Auffallig ist, dass sich der Stamm ECORG65 jeweils in
die PAI-Gruppe 3 eingliedert.

Die Abbildung 38 zeigt die Genomregionen um a) die serU-Insel (ca. 500 bp) und b) die pks-
Insel (ca. 6 kb). Beim Vergleich der Sequenzen upstream der pks-Insel ist zu erkennen, dass
die PAI-Gruppe 2b einen eigenen Cluster bildet, wéhrend sich die Gruppen 2a und 3 sowie
der Stamm ECORG65 groitenteils durchmischen. Die umliegende Region der serU-Insel zeigt,
dass die Sequenz aller Stamme identisch ist, nur die der Stdamme ECOR65 und ECORG63
nicht. Allerdings besteht diese Abweichung aus jeweils nur einem SNP pro Stamm, was als

nicht aussagekréftig eingestuft wird.

Das Ergebnis dieser Analysen und der spezifische pks-Insel-Subtyp lassen vermuten, dass der
Stamm ECORG65 urspringlich zur PAI-Gruppe 3 gehorte und moéglicherweise die serU-Insel
verloren hatte. Allerdings spricht die geringe Homologie zwischen den HPIs der PAI-Gruppe
3 und der von ECORG65 gegen diese Hypothese. Ein Vergleich mit den untersuchten ICE-Typ-
HPIs zeigt keine Ahnlichkeit der ECOR65-HPI zu diesen.
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3.8. Untersuchung weiterer ECOR-Stamme

Bei der Betrachtung des HPI-Stammbaumes, der in Abbildung 22 zu sehen ist, ist zu
erkennen, dass gewisse Stamme aus der PAI-Gruppe 1 weitere phylogenetische Cluster
bilden. Die Stamme ECOR59 und ECORG66 bilden eine Gruppe, die zur HPI der PAI-Gruppe
3 eine erhbhte Homologie zeigt. Die Sequenz der Insel von Stamm ECORG64 reiht sich zu der
HPI der PAI-Gruppe 2b ein. Die Stamme ECOR38 - 41 und ECORA46 bilden einen Cluster,
der zwischen den PAI-Gruppen 2a und 2b liegt. Die PAIs der Stamme ECOR35 und ECOR36
haben die groBte Ubereinstimmung mit der des Stammes ECORG65. Da die HPIs der
aufgefuhrten Stdamme eine gewisse Homologie zu den anderen PAI-Gruppen zeigt, wurden
diese ebenfalls auf den Verlust von PAIs Uberpruft. Daftr wurde dasselbe Verfahren
angewandt wie fir den Stamm ECORG65. Die Sequenzen der inter-PAl-Regionen wurden
ebenfalls halbiert und als Stammbaum dargestellt. Die erstellten Baume zeigen, dass sich die
untersuchten Stamme groRtenteils in eigene Cluster gruppieren und keine Zugehorigkeit zu
anderen PAI-Gruppen erkennbar ist (Daten nicht dargestellt). Somit kann ein PAI-Verlust

ausgeschlossen werden.

4. Transfer der immobilen PAIls

Um die Hypothese des en bloc-Transfers zu beweisen, sollte der Transfer von mehreren
Inseln experimentell nachgestellt werden. Da die untersuchten PAIls immobil sind, wurde ein
F'-Plasmid fiir die Ubertragung gewdhlt. Es wurden zwei Konjugationen geplant, wofiir zuerst
die Donoren erstellt werden mussten. Es sollten die PAIs HPI und pks-Insel von dem Donor
NU14 Cm F' auf den Rezipienten MG1655 (ibertragen werden und im Weiteren die PAIs HPI,
pks- und serU-Insel von dem Donor 536 Cm F' auf den Rezipienten MG1655 Nal.

4.1. Erstellung der Donoren und Konjugation
Die beiden E. coli-Donor-Stamme NU14 Cm F' und 536 Cm F' wurden im Vorfeld unter den

gleichen Bedingungen nach der Methode von Datsenko und Wanner (Datsenko und Wanner,
2000) mit einer Chloramphenicol-Resistenzkassette versehen. Es wurden fiir beide
Konjugationen dieselben Bedingungen gewahlt, welche nachfolgend erlautert werden (Abb.
39). Eine genaue Beschreibung ist unter "B.9.3.1. Konjugation von Pathogenitétsinseln mit

einem F'-Plasmid" zu finden.
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Abbildung 39: a) Insertion einer Chloramphenicol Resistenz Kassette in einen nicht codierenden Bereich der
HPI downstream des Gens fyuA, b) Ubertragung des F'-Plasmids vom Laborstamm E. coli XL1-Blue MRF' auf
den zukiinftigen Donor und c) Ubertragung der PAls mit Hilfe des F'-Plasmids auf den Rezipienten. Darstellung
am Beispiel der Stdmme NU14 und MG1655.

a) Anfangs musste die HPI der zukiinftigen Donoren mit einer Chloramphenicol-
Resistenzkassette nach der Methode von Datsenko und Wanner (Datsenko und Wanner, 2000)
markiert werden, um die Ubertragung der Inseln verfolgen zu kénnen. Zum Erhalt dieser
Resistenzkassette wurde mit dem Plasmid pKD3 eine PCR mit den Primern P1-fyuA-2104.for
und P2-fyuA-2691.rev durchgefuhrt. Nach der Aufnahme des fur die Insertion bendtigten
Plasmids pKD46 durch die Bakterienstdamme wurde das PCR-Produkt in diese transformiert.
Die Selektion der Chloramphenicol-resistenten Bakterien erfolgte durch das Ausplattieren auf

LB-Agarplatten mit dem genannten Antibiotikum.

b) Da die PAIs nicht selbst-transferierbar sind, sollte als Hilfsmittel das F'-Plasmid des E.
coli-Stammes XL1-Blue MRF' verwendet werden. Durch eine Konjugation wurde dieses
Plasmid auf die ausgewahlten Stdmme (bertragen, welche durch Chloramphenicol und
Tetracyclin selektiert wurden. Die gewachsenen Klone wurden auf das Vorhandensein der

HPI, auf deren phylogenetischen Gruppe und auf die Produktion von -Hamolysin tberprift.
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c) Fur die Konjugation und den entsprechenden Transfer der PAls wurden die Stamme NU14
Cm F' und 536 Cm F' mit den E. coli-Rezipienten MG1655 und MG1655 Nal vermischt. Mit
Hilfe des F'-Plasmids konnten die mit Antibiotika-Resistenzkassetten-markierten PAIs von
den Donoren auf die Rezipienten (bertragen werden. Die auf LB-Agarplatten mit
Chloramphenicol und Streptomycin bzw. Nalidixinsaure gewachsenen Kolonien wurden
gezahlt und Oberpruft  (PAIs, phylogenetische  Gruppe, p-Hamolysin). Die
Konjugationseffizienz wurde berechnet als Verhaltnis von Transkonjuganten zu Donoren, in
Kolonie-bildenden Einheiten pro Milliliter (cfu/ml) (Beaber et al., 2004).

Um die Konjugationseffizienz fur den reinen F'-Plasmid-Transfer, unabhéngig von dem Inhalt
der Ubertragenen DNA, zu berechnen, wurde die Konjugation von NU14 Cm F' und MG1655
unter den Dbereits beschriebenen Konjugationsbedingungen wiederholt. Es wurden
Verdiinnungsreihen von 107 bis 10™ ausplattiert. Diesmal wurde zur Selektion Streptomycin
und Tetracyclin verwendet, um die Rezipienten, die das Plasmid erhalten hatten, zu
identifizieren. Insgesamt wurden 120 Transkonjuganten auf das Vorhandensein einer

Chloramphenicol-Resistenz uberpruft.

Zur Uberpriifung, wie schnell die Transkonjuganten ihre Tetracyclin-Resistenz und damit
auch das F'-Plasmid ohne Antibiotika-Druck verlieren, wurden 10 Tetracyclin-resistente
Klone verwendet. Diese wurden sowohl auf LB-Agarplatten mit Chloramphenicol und auf
Platten mit Chloramphenicol und Tetracyclin ausgestrichen und UN inkubiert. Am néchsten
Tag wurde das Wachstum 0berprift und Bakterien von der Agarplatte mit Chloramphenicol
erneut auf zwei neue Platten mit den erwédhnten Antibiotika ausgestrichen. Dieses Verfahren
wurde drei Tage lang wiederholt.

Des Weiteren wurde ein Tetracyclin-resistenter Transkonjugant (MG1655 HPI-Cm F') als
Donor eingesetzt. Als Rezipient wurde der Stamm MG1655 Nal verwendet. Die
beschriebenen Konjugationsbedingungen wurden eingehalten und die Konjugationseffizienz

berechnet.

4.2. in vitro-Auswertung der Transkonjuganten und Konjugationseffizienz

Um die Echtheit der Transkonjuganten zu prifen, wurden diese auf verschiedene
Eigenschaften getestet. Die phylogenetische Gruppe wurde mittels PCR mit den Primern
ChuA.l1, ChuA.2, YjaA.l, YjaA.2, TspE4C2.1 und TspE4C2.2 definiert (Clermont et al.,

2000). Das Vorhandensein der PAIs wurde ebenfalls per PCR festgestellt. Die verwendeten
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Primer waren fur die HPI fyuA.1080.for und fyuA.1709.rev, fur die pks-Insel clbA.IHE.for
und clbA.IHE.rev, fur die serU-Insel tcpC.for und tcpC.rev und fur die PAI 111 iroN.28.for
und iroN.2053.rev. Anhand des Ausstreichens auf LB-Agarplatten mit entsprechenden
Antibiotika wurden die Resistenzen analysiert. Durch das Auftragen auf Blut-Agarplatten

wurde die Fahigkeit zur B-Ha&molyse untersucht.

Der Transfer der PAIs HPI und pks-Insel von dem erstellten Donor NU14 Cm F' auf den
Rezipienten MG1655 war erfolgreich und wurde durch die Selektion auf LB-Agar mit
Chloramphenicol und Streptomycin nachgewiesen. Auf den Kontrollplatten (NU14 auf LB-
Streptomycin und MG1655 auf LB-Chloramphenicol) waren keine Klone gewachsen. Es
wurde eine Konjugationseffizienz von 2,94 x 107 cfu/ml errechnet. Insgesamt 8% der
Transkonjuganten erhielten keine pks-Insel. Die PAI 11l konnte in keinem Transkonjuganten
nachgewiesen werden. Ungefdhr 50% der erhaltenen Transkonjuganten hatten eine
Tetracyclin-Resistenz. Es wurde untersucht, wie schnell diese Stamme die Resistenz und
damit das F'-Plasmid verlieren. Hierflr wurden 10 Tetracyclin-resistente Transkonjuganten
auf LB-Agarplatten mit Chloramphenicol und Streptomycin aber ohne Tetracyclin inkubiert,
um keinen Druck zu erzeugen, das Plasmid zu behalten. Nach der ersten Passage hatten 20%
ihre Resistenz verloren und nach der zweiten bereits 60%. Nach dreimaliger Inkubation auf
LB-Agarplatten ohne entsprechenden Antibiotika-Druck waren 90% von diesen nicht mehr
Tetracyclin-resistent. Um die Weitergabe des F'-Plasmids ohne Berlcksichtigung auf die HPI
zu ermitteln, wurde der Konjugationsansatz auf LB-Agar mit Tetracyclin und Streptomycin
ausplattiert. Die hierfiir berechnete Konjugationseffizienz betragt 5,24 x 10 cfu/ml. Von 120
untersuchten Stammen besitzt keiner eine Chloramphenicol-Resistenz und somit auch keine
HPI. Des Weiteren wurde der Transkonjugant MG1655 HPI-Cm F' als Donor eingesetzt. Als
Rezipient diente der Stamm MG1655 Nal. Die Konjugationseffizienz betrdgt in diesem Fall
4,14 x 10® cfu/ml und wurde durch die Selektion auf LB-Agar mit Chloramphenicol und

Nalidixin nachgewiesen.

Auch die Konjugation der drei PAIs HPI, pks- und serU-Insel von dem erstellten Donor 536
Cm F' in den Rezipienten MG1655 Nal war erfolgreich und wurde durch die Selektion auf
LB-Agar mit Chloramphenicol und Nalidixin bestatigt. Auf den Kontroll-Platten (536 auf LB-
Nalidixin und MG1655 Nal auf LB-Chloramphenicol) war kein Wachstum zu erkennen. Die
Konjugationseffizienz betragt 3,85 x 107 cfu/ml. Insgesamt 10% der Transkonjuganten

erhielten keine pks-Insel. Die PAI 111 wurde nicht auf die Transkonjuganten Gbertragen.
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4.3. in silico-Auswertung der Transkonjuganten

Es wurden die Genome von insgesamt neun Transkonjuganten aus unabh&ngigen
Konjugationen sequenziert, um das AusmaR des Transfers zu begutachten (Tab. 25). Hiervon
resultierten finf aus dem Donor NU14 Cm F' (Klon 1 - 5) und vier aus dem Donor 536 Cm F'
(Klon 6 - 9). Von beiden Transferversuchen wurde jeweils ein Stamm ohne pks-Insel
untersucht. Resultierend aus dem Donor NU14 Cm F' wurde zusatzlich ein Tetracyclin-
resistenter Stamm (Klon 1 TetR) gewahlt, der solange passagiert wurde, bis er seine Resistenz
verloren hatte (Klon 1). Beide Varianten wurden in die Sequenzierung mit eingeschlossen.
Bei allen Transkonjuganten wurden vollstandige PAIls gefunden, es wurden also keine
Bruchstiicke der Inseln Ubertragen. Es wurde nur ein DNA-Block transferiert, nicht
verschiedene einzelne Stiicke. Auch in silico konnte kein PAI 111-Nachweis erbracht werden.

Durch einen Vergleich mit dem Donor und dem Rezipienten wurde fir jeden
Transkonjuganten die Menge der (bertragenen DNA bestimmt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 25 zu sehen. Die Menge Ubertragener DNA variiert zwischen ca. 62,5 kb und ca. 470
kb und ist von dem Donor unabhéngig. Bei allen untersuchten Transkonjuganten, die eine
pks-Insel erhielten, bricht das Contig 12.250 bp + 1 bp downstream dieser Insel ab. Bei drei
dieser Stamme endet tatsachlich die Donor-DNA in dieser Region, das nédchste passende
Contig wurde als Rezipienten-DNA identifiziert. Bei den anderen Stammen endet die Donor-
DNA erst weitaus spater. Alle Rekombinationsorte der Donoren-DNA wurden in dem Stamm

MG1655 auf mobile Elemente Gberprift, es konnten aber keine identifiziert werden.

Tabelle 25: GroRe Ubertragener DNA-Stiicke bei der Nachstellung des en bloc-Transfers. Die Transkonjuganten
entstanden entweder aus dem Donor NU14 (Klone 1 - 5) oder 536 (Klone 6 - 9). Gezeigt wird die Menge an
DNA upstream der HPI und downstream der pks-Insel. Bei Stdimmen, die keine pks-Insel erhalten hatten, wurde
die DNA-Menge downstream der HPI angegeben. Es wurde die gesamte Ubertragene DNA-Menge aufgelistet.

NU14 x MG1655 upstream HPI (bp) downstream pks (bp) | insgesamt (bp)

Klon 1 18.344 — 18.804 106.404 — 106.725 223.368 — 224.149
Klon 1 TetR 18.344 — 18.804 106.404 — 106.725 223.368 — 224.149
Klon 2 61.676 —61.753 161.659 — 161.700 321.955 - 322.073
Klon 3 309.303 —309.338 122kb<x<13,1kb | 419.923 —421.058
Klon 4 20.512 - 20.649 12,2 kb <x <13 kb 131.132 - 132.269
Klon 5 (pks-) 164.328 — 164.367 2.484 — 2,511 (HPI) 198.334 — 198.400
536 x MG1655 Nal upstream HPI (bp) downstream pks (bp) | insgesamt (bp)

Klon 6 114.391 - 114516 12,2 kb <x<129kb 225.011 - 226.036
Klon 7 181.494 —181.834 190.075 - 190.137 470.189 — 470.591
Klon 8 124.694 — 124.864 124.853 — 124.924 348.167 — 348.408
Klon 9 (pks-) 28.268 — 28.376 2.706 — 2.813 (HPI) 62.496 — 62.711
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Die Stelle, an der die Contigs ca. 12 kb downstream der pks-Insel enden, wurde weiter
untersucht, um eine mogliche Rekombinationsstelle des F'-Plasmids zu identifizieren, die z.B.
durch Insertionssequenzen (1S-Elemente) begunstigt wird.

Eine BLAST-Analyse der letzten bekannten 70 bp zeigte, dass sich diese Sequenz in den
Stammen NU14 und 536 am Ende der Glykosyl-Transferase YaiP befindet. An dieser
Position besitzt der Stamm MG1655 keine Glykosyl-Transferase im Genom. Diese 70 bp sind
bei den Stdammen NU14 und 536 nochmals innerhalb eines Transferase-Gens, das dieselbe
Lange wie yaiP hat, downstream der PAI 11l zu finden (Abb. 40). An dieser Stelle besitzt der
Stamm MG1655 das Glykosyl-Transferase-Gen yaiP. In diesem Stamm sind in den
untersuchten 70 bp zwei SNPs zu finden. YaiP Uberlappt mit 47 Codons den N-Terminus von
YaiX, was ungewohnlich ist (Zhou und Rudd, 2013). Die letzten bekannten 70 bp sind 29 bp
vor dieser Uberlappung zu finden. In das Pseudogen yaiX des Stammes MG1655 ist ein IS-
Element (1S2a) integriert, allerdings besitzt der Stamm 536 ein intaktes yaiX (Zhou und Rudd,
2013). Dasselbe IS-Element konnte auch in silico auf dem F'-Plasmid nachgewiesen werden.
Das Gen yaiX gehort zu der hexapeptide transferase superfamily und besitzt sechs Hexapeptid
Wiederholungen (repeats) (Zhou und Rudd, 2013).

Die Stellen, an denen die Transferasen im Genom zu finden sind, sind anhand des Stammes
536 in Abbildung 40 zu sehen. Es konnte innerhalb der ECOR-Sammlung keine Korrelation

zwischen dem Vorhandensein der Glykosyl-Transferasen und der HPI gefunden werden.
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Abbildung 40: Genomkarte des E. coli-Stammes 536. Die beiden untersuchten Transferasen sind durch rote
Striche gekennzeichnet. Die PAIs sind als Pfeile dargestellt. Die entsprechenden tRNAs sind angegeben.

Um zu Uberprufen, ob ein Grund fur den Abbruch der Contigs 12 kb downstream der pks-
Insel gefunden werden kann, sollte der fehlende Abschnitt sequenziert und auf mdgliche
Insertionen von IS-Elementen untersucht werden. Mit den Primern 12kb.pks.for und
12kb.pks.rev wurde eine PCR mit allen Transkonjuganten sowie den Donoren und dem
Rezipient MG1655 Nal durchgefiihrt. In Abbildung 41 ist das Gelbild zu sehen. Es sind meist
zwei PCR-Banden zu erkennen, eine mit der Grél3e von ca. 500 bp und eine von ca. 2 kb. Die

PCR-Produkte wurden aufgereinigt und mit demselben Primer-Paar sequenziert.
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Abbildung 41: PCR mit den Primern 12kb.pks.for und 12kb.pks.rev. Stamme von links nach rechts: 1) NU14; 2)
K1; 3) K2; 4) K3; 5) K4; 6) K5 (pks-); 7) 536; 8) K6; 9) K7; 10) K8; 11) K9 (pks-); 12) MG1655 Nal; 13)
Leerkontrolle. Marker: GeneRuler™ 1 kb.

Es stellte sich heraus, dass die kleinere Bande zu den Stdmmen 536 und NU14 passt. Es sind
keine weiteren DNA-Insertionen an dieser Stelle zu finden, die fur den Abbruch der
Sequenzierung verantwortlich sein kénnten. Auch F'-Plasmid-DNA ist hier nicht vorhanden.
Die groRere Bande ist ein Teilstuck der bereits erwédhnten Transferase des Stammes MG1655,
die ein IS-Element enth&lt. Bei genauer Betrachtung des Gelbildes ist zu erkennen, dass die
Donoren NU14 (1) und 536 (7) nur die kleinere Bande aufzeigen, wéhrend der Rezipient
MG1655 Nal (12) nur die groRere Bande aufweist. Die Transkonjuganten mit erhaltener pks-
Insel (2 - 5; 8 - 10) besitzen die Transferasen von Donor und Rezipient, die ohne pks-Insel (6
und 11) nur die des Rezipienten. Die in silico-Untersuchung zeigte, dass die Sequenz der
kleineren Bande eine L&nge von 544 bp hat. Der Primer 12kb.pks.for hatte in dem Gen yaiP
gebunden und der Primer 12kb.pks.rev in yaiX. In der Sequenz der gréReren Bande mit einer
Lange von 1.880 bp hatten die Primer in denselben Genen gebunden. Bei dem Stamm
MG1655 sind in dem Gen yaiX die Gene insD1 und insC1 integriert, die zusammen das IS-
Element mit der L&nge von 1.331 bp bilden. Das Gen yaiP von MG1655 ist homologer zu
dem Gen der Glykosyl-Transferase downstream der PAI Il von E. coli 536 (97,33%; 32
SNPs) als zu dem Gen yaiP (94.65%; 64 SNPs) von diesem Stamm. Die Sequenzen der
beiden zuletzt genannten Gene haben eine Homologie von 94,74% mit 63 SNPs.

Es wurden die Transkonjuganten Klon 1 und Klon 1 TetR miteinander verglichen, um den
Verlauf der DNA-Integration in das Chromosom zu untersuchen. Da die Tetracyclin-
Resistenz auf dem F'-Plasmid lokalisiert ist, war es moglich, dass die Inseln noch episomal

vorlagen und die Rezipienten-DNA nicht ersetzt hatten. Laut Sequenzierungsdaten ist in
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beiden Stammen die Donoren-DNA mit den PAls in das Rezipienten-Genom integriert. Beli
dem Stamm Klon 1 TetR konnte keine integrierte F'-Plasmid-DNA festgestellt werden. Die
Untersuchung der Rohdaten zeigt, dass in diesem Stamm die DNA des Donors die des
Rezipienten ersetzt hat. Es wurden keine Uberreste der urspriinglichen Rezipienten-DNA
gefunden, auch nicht episomal auf dem F'-Plasmid. Die Menge an (bertragener DNA ist

ebenfalls in beiden Stdammen identisch (Tab. 25).

5. Phylogenetische Auswertung der mobilen PAIs

Als Beispiel fir die Phylogenie von mobilen PAIs wurde die ICE-Typ-HPI gewdhlt.
Bestimmte Regionen von dieser wurden zusétzlich mit den bereits analysierten E. coli-PAls
verglichen. Flr die Generierung der Stammbaume wurden Sequenzen von Bakterienstammen
der Familie Enterobacteriaceae verwendet. Hierflir dienten Genome, die sowohl durch die
eigene Sequenzierung erstellt wurden, aber auch bereits verdffentlichte. Die im Rahmen
dieser Arbeit erstellten Sequenzen waren von den Stdimmen K. pneumoniae HU86, HU145,
HU245, B-2495 und E. coli ECOR31. Die vom National Center for Biotechnology
Information (NCBI) offentlich verfligbaren Genomsequenzen waren von den Stdmmen K.
pneumoniae 1084 (NCBI-Zugangsnummer CP003785), Citrobacter koseri ATCC BAA-895
(NCBI-Zugangsnummer NC_009792) und E. coli EDla (NCBI-Zugangsnummer
NC_011745).

5.1. Konservierte Kern-Region

Der Stammbaum in Abbildung 42 vergleicht die Kern-Region, also den konservierten Bereich
der mobilen HPI, der fur die Synthese und den Transport des Siderophors Yersiniabaktin
zustandig ist (Schubert et al., 2004a). Es wurde auch eine statistische Analyse angefertigt, die
in Tabelle 26 zu sehen ist. Es ist zu erkennen, dass die Sequenzen dieser Region innerhalb der
Art E. coli einen eigenen Cluster mit einer Homologie von 99,30% (221 SNPs) bilden. Dies
ist auch der Fall innerhalb der Art K. pneumoniae, allerdings nur fur ICEs, die die Region X
enthalten, aber keine pks-Insel innerhalb der Region Il beinhalten. Diese Gruppe hat die
hdchste Homologie mit 99,96% (13,3 SNPs). Die Sequenz des Stammes HU245 ordnet sich
nicht zu denen der anderen K. pneumoniae-Stdamme ein. Die Stdamme C. koseri 895 und K.

pneumoniae 1084, die die zusatzliche pks-Insel innerhalb des ICE enthalten, sind weniger
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homolog zueinander, bilden aber einen eigenen Cluster (98,36%; 520 SNPs). Innerhalb der
Art K. pneumoniae ist eine Homologie von 99,49% mit durchschnittlich 161,7 SNPs zu
finden. Die Sequenzen der konservierten Kern-Region aller untersuchten Stamme mit einer
ICE-Typ-HPI haben eine Homologie von 99,22% (247,2 SNPs). Im Vergleich dazu ist die
Homologie der kirzeren E. coli-HPI 99,53% (149,7 SNPs).

Tabelle 26: Statistische Auswertung der Kern-Region innerhalb der untersuchten ICEs. Berechnet wurde die
Homologie und die durchschnittliche Anzahl an SNPs.

untersuchte Kern-Region Homologie SNPs
innerhalb E. coli (n=1) 99,30% 221
innerhalb K. pneumoniae (n=10) 99,49% (99,02% - 100%) 161,7 (1 -310)
RegX-positive K. pneumoniae (n=3) 99,96% (99,94% - 100%) 13,3 (1-20)
ICE mit pks-Insel in Region 111 (n=1) 98,36% 520
alle Sequenzen (n=28) 99,22% (98,36% - 100%) 247,2 (1 - 520)

Um einen Vergleich zwischen der ICE-Typ-HPI und der kurzen HPI zu ziehen, wurde ein
Stammbaum erstellt, der die konservierten Kernregionen aller untersuchten Bakterienstimme
darstellt (Abb. 43). In diesem ist zu erkennen, dass sich die meisten der neu eingeftigten ICE-
Typ-Sequenzen zu der des Stammes ECOR31 anordnen, der ebenfalls eine ICE-Typ-HPI
besitzt. Die Sequenz des Stammes K. pneumoniae HU245, dessen HPI weder eine Region X
noch eine pks-Insel beinhaltet, bildet einen Cluster mit dem Stamm ECOR72. Es wurde
bereits vermutet, dass der Stamm ECOR72 eine intermedidre Form zwischen der ICE-Typ-
HPI und der kurzen HPI darstellt (Schubert et al., 2009). Die HPI-Sequenz des Stammes
ECORG65, der laut Definition in die PAI-Gruppe 2a einzuordnen ist, zeigt in diesem

Stammbaum keine n&here Verwandtschaft zu den untersuchten Sequenzen der ICE-Typ-HPIs.
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In der Legende sind die

Bakterienart und das Vorhandensein der Region X und der pks-Insel in der HPI aufgelistet. Der MaRstab zeigt

Abbildung 42: Stammbaum der konservierten Kern-Region der ICE-Typ-HPI.
die Anzahl an SNPs pro Base.
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ICE-Typ-HPI sind keiner PAI-Gruppe zugeordnet und in schwarz dargestellt. Der Malistab gibt die Anzahl an
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Farbcode der PAI-Gruppe und die phylogenetische Gruppe bei E. coli. Die neu hinzugefuigten Stdamme mit einer
SNPs pro Base an.

Abbildung 43: Stammbaum der konservierten Kernregion aller untersuchter Isolate. Die Legende zeigt den



5.2. Region X
Die Region X hat eine hohe Homologie zu dem Virulenz-Plasmid pLVPK von K. pneumoniae

und ist bei manchen ICE-Typ-HPIs zwischen der Integrase intB und der asn tRNA zu finden
(Preisach, 2008). Diese Region wurde bei vorliegenden Isolaten mittels PCR und bei
offentlich verfugbaren Sequenzen in silico ermittelt. In beiden Fallen wurde dies mit den
Primern RegX-521.for und RegX-358.rev vollzogen. Die Region X ist in den K. pneumoniae-
Stammen B-2495, HU86, HU145 und 1084 sowie in E. coli ECOR31 und C. koseri ATCC
BAA-895 prasent.

Anhand des Stammbaums in Abbildung 44 wird die Region X innerhalb der untersuchten
ICEs verglichen und die Sequenzen in Tabelle 27 statistisch ausgewertet. Die Stamme mit
einer pks-Insel in der Region 111 bilden einen Cluster mit einer Homologie von 99,87% und 43
SNPs. Die Sequenzen der Region X der K. pneumoniae-Stdamme HU86 und HU145 sind zu
100% identisch. Insgesamt ist innerhalb dieser Art eine Homologie von 99,92% mit
durchschnittlichen 25,7 SNPs zu verzeichnen. Beim Vergleich aller Sequenzen ist eine hohe
Homologie von 99,88% mit durchschnittlich 39,4 SNPs zu sehen, was auch deutlich am
MaRstab erkennbar ist.

Tabelle 27: Statistische Auswertung der Region X innerhalb der untersuchten ICEs. Berechnet wurde die
Homologie und die durchschnittliche Anzahl an SNPs.

untersuchte Region X Homologie SNPs
innerhalb K. pneumoniae (n=3) 99,92% (99,83% - 100%) 25,7 (0 - 56)
ICE mit pks-Insel in Region 111 (n=1) 99,87% 43
alle Sequenzen (n=15) 99,88% (99,75% - 100%) 39,4 (0 - 83)

-113 -




E. coli ECOR31

o
c
R
S
4% §
2 S 3
=3 £
o=t 0
ez &
§3 > %
o 2
©
&:ﬁ..
S
c
= g
0 -
2% 3
a2 O =
a—,.ED-
o 5
~ 5§38 83
S 2 o ¢ 3
g £e5 48
g o .8 a0
-B%Domx
2 0o
iie0 @
w
8 <
S b
T 2
@
o ]
c @
g &
£ E
|
2 3
£
s &
¥ X
- S
o
8
el <
(=3 o
-
&
@
3
S
€
o
E
5
3
c
Q
N4

Abbildung 44: Stammbaum der Region X aller positiven Stdmme. Die Bakterienart und das VVorhandensein der
pks-Insel innerhalb der Region Il der HPI sind in der Legende zu sehen. Der Mal3stab beschreibt die Anzahl an
SNPs pro Base.
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5.3. Region I11: pks-Insel
Die pks-Insel, die in der Region Il des ICE von C. koseri ATCC BAA-895 und K.
pneumoniae 1084 zu finden ist, ist nicht vollstdndig. Es fehlen bei beiden Inseln die

anfanglichen 1.610 bp, einschlieBlich der Integrase intB. Reste einer urspringlichen asn
tRNA sind ebenfalls nicht vorhanden. Um zu untersuchen, wie homolog diese PAIs im
Vergleich zu denen der E. coli-Stdamme sind, wurden alle Sequenzen auf die Lange der ICE-
Typ-pks-Insel gekurzt. Es wurden ein Alignment und ein Stammbaum erstellt und statistisch
ausgewertet (Abb. 45; Tab. 28). Der phylogenetische Baum in Abbildung 45 zeigt, dass die
ICE-pks-Inseln sehr homolog untereinander (99,91%; 49 SNPs), aber auch zu den anderen
untersuchten PAIs der Art E. coli (99,89%; 58,1 SNPs) sind. Die Sequenzen der ICE-pks-
Inseln bilden trotz hoher Homologie zu den E. coli-Inseln einen eigenen Cluster. Verglichen
mit den PAI-Gruppen 2a und 3 wurde eine ahnliche Homologie von 99,90% (53,8 SNPs) und
99,89% (59,8 SNPs) errechnet. Die Ubereinstimmung mit dem Stamm ECORG5 ist mit
99,88% und 64,5 SNPs im Vergleich zu den anderen Stdmmen am niedrigsten.

Tabelle 28: Statistischer Vergleich der pks-Inseln von C. koseri 895 und K. pneumoniae 1084, den PAI-Gruppen
und dem Stamm ECORG65. Aufgelistet wurde die Homologie und die durchschnittliche Anzahl an SNPs.

pks-Insel Homologie SNPs

Vergleich C. koseri mit K. pneumoniae (n=1) | 99,91% 49

Vergleich ICE-pks mit E. coli-pks (n=22) 99,89% (99,82% - 99,95%) 58,1 (28 - 95)

Vergleich ICE-pks mit PAI-Gruppe 2a (n=8) | 99,90% (99,85% - 99,95%) 53,8 (28 - 78)

Vergleich ICE-pks mit PAI-Gruppe 3 (n=12) | 99,89% (99,82% - 99,95%) | 59,8 (28 - 95)

Vergleich ICE-pks mit ECORG65 (n=2) 99,88% (99,84% - 99,92%) 64,5 (43 - 86)

Eine MLST mit den Genen clbA, clbE, clbl, clbL, clbO und clbQ (gesamte Sequenzlénge:
8.664 bp) ist moglich, da die Stamme C. koseri 895 und K. pneumoniae 1084 auch in den
codierenden Genen der pks-Insel Unterschiede aufweisen. Der Stammbaum in Abbildung 46
zeigt auBerdem, dass die Gene der E. coli-Stdmme komplett identisch sind. Anhand der
statistischen Auswertung kann man sehen, dass die Abweichungen in den sechs Genen von C.
koseri 895 und K. pneumoniae 1084 jeweils nur auf zwei SNPs basieren und diese zu 99,98%
homolog sind. Bei der Sequenz von C. koseri 895 sind beide SNPs in dem Gen clbl
lokalisiert. Die SNPs in der Sequenz von K. pneumoniae 1084 sind in den Genen clbE und
clbl zu finden, wobei im letzteren die Position des SNP derselben im C. koseri-Gen

entspricht.
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Abbildung 45: Stammbaum der pks-Insel. Die Sequenzen wurden auf die Lange der pks-Insel der Stdimme C.
koseri 895 und K. pneumoniae 1084 gekurzt. In der Legende sind fir die E. coli-Stdmme die PAI-Gruppen und
die phylogenetische Gruppe zu sehen. Der MaRstab beschreibt die Anzahl an SNPs pro Base.
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Abbildung 46: MLST-Stammbaum der pks-Insel. VVerglichen wurden die sechs Gene clbA, clbE, clbl, clbL, cIbO
und clbQ (gesamte Sequenzlénge: 8.664 bp) zwischen den E. coli-Stdimmen und den Stdmmen C. koseri 895
und K. pneumoniae 1084. Der Mal3stab gibt die Anzahl an SNPs pro Base an.
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6. Transfer der mobilen PAI

Das Ziel dieser Versuche war, die ICE-Typ-HPI (ber die Gattungsgrenze hinaus zu
ubertragen. Um den Transfer zu verfolgen, mussten erst geeignete Donoren erstellt werden.
Diese Stamme sind von den Arten E. coli und K. pneumoniae. Die Rezipienten, die die PAI

erhalten sollten, sind Y. enterocolitica- und E. coli-Stimme.

6.1. Konstruktion der Donoren und Konjugation

Die Konstruktion der Donoren erfolgte ebenfalls nach der Methode von Datsenko und
Wanner (Datsenko und Wanner, 2000) und ist detailliert unter dem Punkt "B.9.3.2.
Konjugation von aktiv transferierbaren Pathogenitétsinseln” beschrieben. Es wurden PCRs
mit den Primern P1-fyuA-2104.for und P2-fyuA-2691.rev durchgefiihrt, um die Antibiotika-
Resistenzkassetten zu amplifizieren. Flr Chloramphenicol wurde als DNA-Vorlage das
Plasmid pKD3, fiir Kanamycin das Plasmid pKD4 verwendet. Nach der Aufnahme des flr die
Insertion bendtigten Plasmids pKD46 durch die Bakterienstdmme wurde das PCR-Produkt in
diese transformiert. Die Stamme HU86 und ED1a erhielten eine Chloramphenicol-
Resistenzkassette. Da der Stamm EDF72 bereits Chloramphenicol-resistent ist, erhielt dieser

eine Kanamycin-Resistenzkassette.

Es wurden die unterschiedlichsten Konjugationsbedingungen ausgetestet, um eine moglichst
hohe Ubertragungsrate zu erzielen (siehe "B.9.3.2. Konjugation von aktiv transferierbaren
Pathogenitatsinseln™). Fir das VVolumen der verwendeten Kulturen eignete sich am besten ein
groerer Ansatz von 30 ml, sowohl fir den Donor als auch fir den Rezipienten. Als
effektivste Wachstumsphase ergab sich die spéte exponentielle Phase bei einer ODgo VOn ca.
0,8, ebenfalls fur Donor und Rezipient. Die Temperaturen fiir die Konjugationen erwiesen
sich flr E. coli bei 37°C am geeignetsten, fir Y. enterocolitica bei 30°C. Als verwendetes
Nahrmedium bewahrte sich eine Blut-Agarplatte. Ein Nitrocellulose-Filter war unumganglich
fur einen erfolgreichen Transfer. Das Ausldsen der SOS-Antwort im Donor erbrachte keinen
Erfolg.

Die Konjugation war nur erfolgreich bei der Verwendung des Region X-positiven Donors
HU86 Cm, sowohl in den Stamm E. coli MG1655 als auch in den Stamm Y. enterocolitica

MRS40. Zusammengefasst war ein Transfer nur unter folgenden Bedingungen moglich:

Es wurden UN-Kulturen der Donor- und Rezipienten Stdmme verwendet. VVon den Kulturen

wurde jeweils 1 ml in 29 ml frisches LB-Medium mit entsprechendem Antibiotika gegeben
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und bei 37°C und 200 rpm bis zu einer ODggo Von ca. 0,8 inkubiert. AnschlieBend wurden die
einzelnen Stamme bei 4.300 rpm fur 15 min zentrifugiert und in 30 ml PBS durch Schwenken
resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation war der Waschschritt abgeschlossen. Die Pellets
wurden final in 300 pl PBS mit einer abgeschnittenen Pipetten-Spitze resuspendiert, um die
Scherkrafte und damit den Pili-Abbruch zu reduzieren. Der Donor und der Rezipient wurden
vermischt, und auf einen auf einer Blut-Agarplatte liegenden Nitrocellulose-Filter gegeben.
Die Platte wurde UGN in einem Brutschrank kultiviert. Fir die verschiedenen Rezipienten
wurden verschiedene Temperaturen gewahlt; fur E. coli 37°C und fir Y. enterocolitica 30°C.
Am folgenden Tag wurden Verdiinnungsreihen von 10" bis 10® in PBS erstellt und
vollstandig ausplattiert (jeweils 450 pl). Zur Selektion der Transkonjuganten wurden
verschiedene Antibiotika und Agarplatten verwendet. Die E. coli-Transkonjuganten wurden
auf LB-Agarplatten mit Chloramphenicol und Streptomycin identifiziert, die Y. enterocolitica
Transkonjuganten auf Yersinia-Selektivagar mit Chloramphenicol und Yersinia Selective
Supplement. Die Platten wurden 0N inkubiert und am néchsten Tag auf Bakterienwachstum
uberpraft.

6.2. Auswertung der Transkonjuganten

Wie bereits erwéhnt, war der Transfer der ICE-Typ-HPI nur ausgehend von dem Region X-
positiven Donor K. pneumoniae HU86 Cm mdglich. Da die spontane Resistenzbildung bei K.
pneumoniae sehr hoch ist, waren des Ofteren falsch-positive Klone zu finden, also HU86 Cm
anstatt der gewunschten Transkonjuganten (Smith, 1976; George et al., 1995). Deswegen war

es notwendig, die gewachsenen Bakterien mit verschiedenen Methoden zu identifizieren.

Die Gattung und Art der Klone wurde mittels MALDI-TOF-Analyse bestimmt. Das
Vorhandensein der Chloramphenicol-resistenzmarkierten HP1 wurde durch eine PCR mit den
Primern HPI-fyuA-2132.for, HPI-fyuA-2947.rev und p34S-Cm2.484.rev nachgewiesen.
Zuletzt wurden mittels automatisierter Analyse (BD Phoenix) die Antibiotika-Resistenzen von
Donor, Rezipient und Transkonjugant ermittelt. Die erhaltenen Transkonjuganten, MG1655
ICE-Cm und MRS40 ICE-Cm, entsprechen der Gattung und Art der eingesetzten Rezipienten,
haben deren Antibiotika-Resistenzen - ausgenommen Chloramphenicol - und sind HPI-

positiv.

Die Berechnung der Konjugationseffizienz war nicht mdglich, da sowohl durch die

Konjugation mit dem Rezipienten MG1655 als auch mit MRS40 insgesamt jeweils nur ein
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Transkonjugant erhalten werden konnte. Die meisten Transferversuche blieben ohne

Ergebnis.

Da die ICE-Typ-HPI Uber die Gattungsgrenze hinaus transferiert wurde, sollte nun getestet
werden, ob die PAI noch funktionsféhig ist, ob also das Siderophor Yersiniabaktin noch
synthetisiert wird. Die Siderophor-Produktion kann durch den sogenannten CAS-Agar
nachgewiesen werden, der sich in Anwesenheit dieser Molekile verfarbt (Martin et al., 2013).
In Abbildung 47 sind CAS-Agarplatten zu sehen, auf denen jeweils der Donor, die
Rezipienten und die Transkonjuganten aufgetragen und bei 37°C und 30°C 0N bebritet
wurden. Auf der Agarplatte, die bei 37°C inkubiert wurde, ist sichtbar, dass der Donor das
Siderophor synthetisiert. Dies ist ebenso der Fall bei den E. coli-Stimmen MG1655 und
MG1655 ICE-Cm, allerdings nicht bei den Y. enterocolitica-Stdmmen MRS40 und MRS40
ICE-Cm. Der E. coli-Stamm MG1655 produziert das Siderophor Enterobaktin, welches
wahrscheinlich flr die Verfarbung verantwortlich ist (Martin et al., 2013). Bei Betrachtung
der CAS-Agarplatte, die bei 30°C bebriitet wurde, synthetisieren die Staimme HU86 Cm,
MG1655 und MG1655 ICE-Cm erneut Siderophore. Der Rezipient MRS40 ist wieder negativ
bezuglich der Produktion, nicht aber der Transkonjugant MRS40 ICE-Cm. Dieser

synthetisiert Yersiniabaktin nur bei seinem Temperaturoptimum.

HUB86 Cm MG1655 MG1655 ICE-Cm HUB86 Cm MG1655 MG1655 ICE-Cm

HU86 Cm MRS40 MRS40 ICE-Cm HU86 Cm MRS40  MRS40 ICE-Cm
Abbildung 47: Gezeigt werden zwei CAS-Agarplatten, auf denen der Donor (HU86 Cm), die Rezipienten

(MG1655 und MRS40) und die Transkonjuganten (MG1655 ICE-Cm und MRS40 ICE-Cm) N gewachsen
waren. Die Inkubationstemperaturen waren auf der linken Agarplatte 37°C und auf der rechten 30°C.
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Es wurden die Integrationsorte der HPI ermittelt. Da der Transkonjugant MG1655 ICE-Cm zu
einem spateren Zeitpunkt erhalten wurde, wurde dieser nicht mehr in die Sequenzierungen mit
eingeschlossen. Somit sollten die asn tRNAs von diesem Stamm mittels PCR auf die
Integration der PAI Uberpruft werden. Es wurde ein Primer innerhalb des ICE (insert.ICE.rev)
gewahlt, und vier fir die tRNAs asnT (Ec.HPI-border.for.1998), asnV (attL-EC31-2633-for),
asnU (asnW-U.25544.for) und asnW (Ec.rev.16500). Bei Vorhandensein der HPI sollte ein
PCR-Produkt entstehen, andernfalls nicht. In Abbildung 48 ist ein vereinfachtes Schema der
PCR zu sehen.

e R

tRNA ICE

Abbildung 48: Vereinfachtes Schema der PCR zur Untersuchung der Integration der ICE-Typ-HPI in die asn
tRNAs im Transkonjuganten E. coli MG1655 ICE-Cm. Der schwarze Strich stellt das Genom upstream der
jeweiligen asn tRNA dar. Die tRNA ist in Rot gekennzeichnet, das ICE in Blau. Die verwendeten Primer sind als
Pfeile dargestellt. Es wurde ein Primer innerhalb des ICE gewadhlt, und jeweils ein Primer upstream der tRNA.

Es wurden von diesem Transkonjuganten jeweils sechs Einzelkolonien fiir jede untersuchte
tRNA verwendet. Als Negativkontrolle wurde der Rezipient MG1655 verwendet. Das Gelbild
ist in Abbildung 49 zu sehen. Es ist zu erkennen, dass die ICE-Typ-HPI dreimal in das
Genom des E. coli-Stammes integriert wurde, und zwar in die tRNAs asnT, asnU und asnW,
nicht aber in asnV. Mit der Negativkontrolle wurde kein PCR-Produkt erzeugt.

.
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Abbildung 49: Gelbild der PCR zur Untersuchung der Integration der ICE-Typ-HPI in die asn tRNAs des
Transkonjuganten MG1655 ICE-Cm. Es wurden fir jede tRNA sechs Einzelkolonien des Stammes verwendet.
Die Integration erfolgte in die tRNAs asnT, asnU und asnW. Als Negativkontrolle wurde der Rezipient MG1655
verwendet. Die letzte Position jeder einzelnen PCR war eine Leerkontrolle. Als Marker wurde der GeneRuler™
100 bp verwendet.
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Da der Transkonjugant MRS40 ICE-Cm zuerst erhalten wurde, wurde dieser noch komplett
sequenziert. Die bioinformatische Auswertung ergab, dass nur eine ICE-Typ-HPI bertragen
wurde, und zwar komplett und ohne zusétzliche Donoren-DNA. Der Integrationsort der PAI
wurde ebenfalls in silico bestimmt und mit dem Referenzstamm Y. enterocolitica 8081
(NCBI-Zugangsnummer NC_008800), der eine immobile HPI besitzt, mit einem Alignment
abgeglichen. Es wurden die drei Stimme MRS40 ICE-Cm, 8081 und HU86 Cm miteinander
verglichen. Die Integration fand in der asn tRNA YEt054 entsprechend dem Stamm 8081
statt, in der auch dessen HPI integriert ist (Thomson et al., 2006).
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D. Diskussion

Extraintestinal pathogene Escherichia coli (EXPEC) sind fir viele Infektionen auRerhalb des
Magen-Darm-Trakts verantwortlich. Diese kénnen recht harmlos, aber auch lebensbedrohlich
ausfallen (Johnson und Russo, 2002). Die Eigenschaften, die EXPECs zu erfolgreichen
Infektionen befahigen, sind oft auf genomischen Inseln (GEIs) codiert. Dazu gehdren z.B.
Antibiotikaresistenzen, aber auch Systeme zur Eisenaufnahme und zur Unterdriickung der
Immunantwort (Dobrindt et al., 2004). GEIs kdnnen tber horizontalen Gentransfer (HGT) an
andere Bakterien weitergegeben werden, wodurch deren Virulenz steigen kann. Durch diese
Entwicklung sind EXPECs aus E. coli-Stdmmen entstanden (Dobrindt und Hacker, 2001). Die
Weitergabe von GEIs durch HGT geschieht meist durch Konjugation; ein Prozess, bei dem
ein Donor einen Teil seiner genetischen Informationen auf einen Rezipienten Ubertragt.
Pathogenitatsinseln (PAIs) sind eine Untergruppe der GEls, die Virulenzgene tragen. Es
wurde bereits eine Vielzahl an PAIs beschrieben (Dobrindt et al., 2004; Schmidt und Hensel,
2004). Durch das Vorhandensein von Mobilitats- und Transfer-Genen sind manche PAIs noch
aktiv Ubertragbar. Allerdings existieren in der Art E. coli vor allem Inseln, die diese Gene
nicht besitzen oder durch eine Deletion verloren haben. Diese sind dann aktiv nicht mehr
transferierbar (Schubert et al., 2004a).

Die Fragestellung dieser Arbeit befasst sich mit den Ubertragungsmechanismen von sowohl
aktiv als auch passiv transferierbaren PAIs. Im Fokus steht die High-Pathogenicity Island
(HPI), die fiir die Synthese des Siderophors Yersiniabaktin codiert. Von dieser Insel gibt es
zwei Varianten: eine aktiv bertragbare Form, die ICE-Typ-HPI, und eine kurze Form, die
durch eine Deletion die Transfer- und Mobilitats-Gene verloren hat (Schubert et al., 2004a).
Zudem werden noch drei weitere PAIs untersucht, wovon zwei Inseln direkt neben der kurzen
HPI im E. coli-Genom liegen. Dies sind die pks- und die serU-Insel, deren Produkte mit
eukaryotischen Wirtszellen interagieren konnen (Putze et al., 2009; Schubert et al., 2010). Die
letzte Insel, die PAI 111, ist weit von den bereits erwéhnten Inseln entfernt und codiert fur die
Synthese des Siderophors Salmochelin (Russo et al., 1999). Die Ubertragungsmechanismen
werden auf zwei verschiedenen Wegen untersucht. Einerseits werden phylogenetische
Analysen der PAIs in silico mit einer groBen Stammsammlung durchgefiihrt, andererseits die

aktiven und passiven Transfers der Inseln in vitro nachgestelit.
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1. Next-Generation Seqguencing

Das Next-Generation Sequencing (NGS) hat die Forschung und die Medizin revolutioniert.
Wahrend Sequenzier-Einheiten der ersten Generation sehr zeit- und kostenaufwendig waren,
generieren die der nachsten Generation eine so enorme Menge an Rohdaten, dass die neuen
Herausforderungen darin liegen, genug Speicherplatz fur die Daten und Personal flr die
Auswertung der Sequenzen bereit stellen zu kénnen. Die Entwicklung der Sequenzierer wird
auch weiterhin in Richtung Kostensenkung und Erh6hung des Durchsatzes gehen. Somit
kdnnen nun auch grofRe Stammsammlungen mit einem machbaren Aufwand entschlisselt und

fiir die Wissenschaft zugénglich gemacht werden (Frelinger, 2015).

Die Escherichia coli Referenz (ECOR)-Sammlung wurde in den 1980er gesammelt und
seitdem von vielen forschenden Arbeitsgruppen verwendet. Allerdings wurde die ECOR-
Sammlung nie vollistdndig sequenziert, obwohl bereits Unterschiede bei manchen Isolaten
beim Vergleich der Sammlungen berichtet wurden (Johnson et al., 2001a). Durch die
Verwendung von NGS wird es mdoglich, dass einzelne Forschungsgruppen ihre eigenen

Sammlungen entschliisseln und somit auch besser analysieren kdnnen.

In dieser Arbeit wurden insgesamt 100 bakterielle Genome mit der NGS-Technologie von
[llumina sequenziert, um die Mechanismen des HGT zu untersuchen. Fur phylogenetische
Studien innerhalb der Art E. coli wurde zum ersten Mal die komplette ECOR-Sammlung
sequenziert. Die Qualitdt der Rohdaten ist recht gut, was auch an dem hohen Phred-
Quialitatswert von 40 zu sehen ist. Dieser Wert beschreibt, dass die Wahrscheinlichkeit einer
falsch eingebauten Base bei der Sequenzierung im Durchschnitt bei 0,001% liegt (Ewing und
Green, 1998; Ewing et al., 1998). Die Aussage, dass 99,84% der Rohdaten keine
mehrdeutigen Basen enthalten, bekréftigt zudem die Qualitat. Es konnte auch die Entstehung
von Hybrid-Genomen durch die Aufnahme groRer DNA-Abschnitte mittels NGS verfolgt
werden. Dies war durch die teilweise sehr langen de novo assemblierten Contigs von bis zu
400 kb moglich.

Allerdings konnten nicht alle Analysen aufgrund fehlender Sequenzabschnitte durchgefuhrt
werden. Unter anderem sind nicht alle Gene fir die Erstellung einer Multilocus-Sequenz-
Typisierung (MLST) nach dem Achtman-Schema vorhanden. Zudem fehlen grol3e Abschnitte
in dem Bereich der PAI Ill. Dieses Problem koénnte mitunter durch die Verwendung von
langeren Read-Langen behoben werden, um gréRere Contigs und damit weniger Licken zu

erhalten. Auch ein hoherer Durchsatz, also die Generierung von mehr Reads, wirde zu mehr
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genetischen Informationen fiihren. Trotzdem ist es mdglich, mit den unvollstandigen

Genomen tiefere Einblicke in den HGT von PAIs zu erhalten.

2. Vergleich der PCR Ergebnisse
Um im Vorfeld einen Uberblick iber die untersuchten Bakterienstamme zu bekommen,

wurden diese mit verschiedenen Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) charakterisiert (Tab.
13). Der Fokus lieg hier vor allem auf den vorhandenen PAIs und auf den phylogenetischen

Gruppen der E. coli-Stamme.

Die Verteilung der vier PAIls HPI, pks-Insel, serU-Insel und PAI 111 stimmt groRtenteils mit
bereits publizierten Daten Uberein (Martin et al., 2013; Schubert et al., 2010). Es wurden
Unterschiede in vier Stéammen der ECOR-Sammlung festgestellt. In der Sammlung, die fir
diese Arbeit verwendet wird, besitzt der Stamm ECOR43 eine HPI anstatt HPI-negativ zu
sein, der Stamm ECORS57 hat keine PAI 1l im Gegensatz zur verdffentlichten Variante.
Waéhrend publiziert wurde, dass der Stamm ECORG64 im Besitz der HPI, der pks-Insel und der
PAI 1l ist, wurde in dem hier verwendeten Isolat nur die HPI gefunden. Der letzte
Unterschied liegt darin, dass der Stamm ECOR70 in dieser Sammlung eine PAI 111 besitzt, im
Gegensatz zu einer Publikation (Martin et al., 2013). Der Fakt, dass der Stamm ECOR70
nicht in allen ECOR-Sammlungen eine PAI Il besitzt, konnte daran liegen, dass der durch
eine PCR nachgewiesene iroBCDEN-Gen-Cluster bei diesem Isolat auf einem Plasmid
lokalisiert ist. Da Stamme leicht Plasmide aufnehmen oder verlieren kénnen, wére dies eine
maogliche Erklarung. Aufgrund der Aussage, dass die PAI Il sonst nur in der
phylogenetischen Gruppe B2 zu finden ist, bekraftigt dies die Annahme, dass dieser Bl-
Stamm ein Plasmid aufgenommen haben kdnnte (Dobrindt et al., 2002). Ansonsten zeigen die
Unterschiede erneut, dass die ECOR-Sammlungen von unterschiedlichen Arbeitsgruppen

variieren konnen (Johnson et al., 2001a).

Die Einteilung der Art E. coli in die vier verschiedenen phylogenetischen Hauptgruppen A,
B1, B2 und D ist mit verschiedenen Methoden mdglich, mitunter durch eine Triplex-PCR
(Clermont et al., 2000). Diese wurde bei allen E. coli-Isolaten vor den eigentlichen
Untersuchungen durchgefiihrt, um die Ergebnisse mit den in silico-Daten vergleichen zu
konnen. Im Vergleich mit bereits publizierten Daten wurde nur ein Unterschied festgestellt

(Herzer et al., 1990; Martin et al., 2013). Der Stamm ECORA43, der in dieser Sammlung auch
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eine HPI besitzt, ist in der phylogenetischen Hauptgruppe A zu finden, was auch Clermont et
al. durch die Verwendung der Triplex-PCR feststellten. Es wurde beschrieben, dass dieser
Stamm entweder nicht zuzuordnen ist oder in der Untergruppe E beheimatet ist. Drei weitere
Stamme, die anhand der Triplex-PCR in die Hauptgruppe D eingeordnet werden, waren
ebenfalls in der erwéhnten Publikation in keine Gruppe einzuordnen bzw. in der Untergruppe
E. Dabei handelt es sich um die Stdmme ECOR31, ECOR37 und ECOR42 (Clermont et al.,
2000; Martin et al., 2013). Diese drei Isolate bilden auch in den phylogenetischen
Stammb&umen der Housekeeping-Gene eine eigene Gruppe (Abb. 17 - 19). Die Triplex-PCR
eignet sich somit nur zur raschen Einteilung in die vier Hauptgruppen und kann nicht den

Verwandtschaftsgrad der untersuchten Stamme wiedergeben.

3. Housekeeping-Gene und phylogenetische Gruppen

Die Einteilung in die phylogenetischen Gruppen wird vor allem durch die MLST von
Fragmenten verschiedener Housekeeping-Gene vollzogen. Dafiir werden in der Regel
mehrere PCRs pro Isolat durchgefiihrt, deren Produkte anschlieRend sequenziert werden. Die
einzelnen Sequenzen eines Stammes werden danach in silico aneinandergereiht und anhand
eines erstellten Stammbaumes mit anderen bakteriellen Sequenzen verglichen (Wirth et al.,
2006; Jaureguy et al., 2008).

Mit der NGS-Technik ist es mdglich, den recht grolRen Zeitaufwand fur die Durchfiihrung der
PCRs zu umgehen, da diese in silico durchgefiihrt werden kdnnen (Larsen et al., 2012).
Zusétzlich kénnen neben den Fragmenten auch die gesamten Housekeeping-Gene analysiert
werden. In dieser Arbeit wurde das Pasteur-Schema fur die MLST angewandt (Jaureguy et al.,
2008). Dieses vergleicht die Fragmente von acht Genen (dinB, trpA, trpB, pabB, putP, icdA,
polB und uidA). Es wurde zusétzlich auch eine modifizierte Variante unter der Verwendung
von sechs Housekeeping-Gen-Fragmenten (trpA, trpB, pabB, putP, icdA und polB) angewandt
(Escobar-Paramo et al., 2004).

In dieser Studie wurden sowohl die gesamten sechs Gene als auch deren Fragmente
analysiert. Zusatzlich wurden die Fragmente der acht Housekeeping-Gene verwendet,
allerdings war eine Untersuchung der gesamten acht Gene aufgrund fehlender

Sequenzabschnitte nicht moglich. In den drei erstellten Stammb&umen (Abb. 17 - 19) werden
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die Bakterienstamme groRtenteils in die phylogenetischen Gruppen eingeteilt, die auch durch

die Triplex-PCR bestimmt wurden.

In allen B&umen trennt sich die phylogenetische Gruppe B2 deutlich von den anderen
Gruppen ab und ist am eigenstandigsten. Die Stdmme dieser Gruppe sind alle zumindest im
Besitz der HPI. Dies zeigt erneut die erhohte Virulenz der B2-lsolate innerhalb der
Pathogruppe EXPEC (Clermont et al., 2000).

Die phylogenetische Hauptgruppe D ist im Gegensatz zur Gruppe B2 sehr divergent, was
auch anhand der Homologie-Werte sichtbar ist (Tab. 16). Es wurde auch beschrieben, dass die
Mutationsrate in der phylogenetischen Hauptgruppe D am hochsten ist (Wirth et al., 2006). Es
bilden sich in allen Stammb&umen drei sichtbare Untergruppen innerhalb der Hauptgruppe D,
und in der Analyse der Fragmente (Abb. 17 und 18) ist zusétzlich der B1-Stamm ECOR30
innerhalb dieser Gruppe zu finden. Es wurde bereits beschrieben, dass neben den vier
phylogenetischen Hauptgruppen auch Untergruppen zu finden sind (Jaureguy et al., 2008). Zu
der Untergruppe E gehdren Stdamme, denen in friheren Studien keine phylogenetische Gruppe
zugeteilt werden konnte (Herzer et al., 1990). In diese Untergruppe wurden die Stamme
ECOR31, ECOR37, ECOR42 und ECOR43 eingeteilt (Martin et al., 2013). Diese Isolate
bilden mit Ausnahme des Stammes ECORA43, der in die phylogenetische Gruppe A eingeteilt
wird, auch in dieser Arbeit eine Untergruppe innerhalb der Hauptgruppe D, die hier als E
bezeichnet werden kann. Die beschriebene Untergruppe F beinhaltet Stimme, die aufgrund
der Triplex-PCR in die Gruppe D eingeteilt werden, sich aber im Stammbaum von deren
Mitgliedern distanzieren (Jaureguy et al., 2008). Dies erkléart die beiden verbleibenden

Gruppen, die sich demnach in die Hauptgruppe D und die Nebengruppe F aufteilen.

Der B1-Stamm ECOR3O0 ist in den Fragment-basierten Stammbdumen (Abb. 17 und 18)
innerhalb der Gruppe D und in der Analyse der sechs vollstandigen Housekeeping-Gene
(Abb. 19) in der Gruppe B1 zu finden. Unter der Verwendung des Achtman-MLST-Schemas
wurde eine sogenannte ABD-Gruppe beschrieben, die durch vermehrte Rekombination nun
DNA-Abschnitte von allen phylogenetischen Gruppen enthélt (Wirth et al., 2006). Aufgrund
der unterschiedlichen Einteilungen in die verschiedenen Gruppen kénnte der Stamm ECOR30
in diese Gruppe fallen. Dies wirde auch die entferntere Verwandtschaft zu den tbrigen B1-

Stdmmen in der Analyse der sechs vollstandigen Housekeeping-Gene erklaren (Abb. 19).

Die phylogenetischen Gruppen A und B1 sind in allen Stammb&umen sehr verwandt, trennen

sich aber dennoch gréRtenteils in ihre eigenen Gruppen auf. Dies liegt daran, dass diese
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beiden Hauptgruppen sogenannte Schwester-Gruppen sind, die sich erst im Lauf der
Evolution voneinander abspalteten (Clermont et al., 2000; Wirth et al., 2006). Die Tatsache,
dass sich die beiden B1-Stamme ECOR70 und ECOR72 in den Fragment-basierten
Stammb&umen (Abb. 17 und 18) zwischen den Gruppen B1 und A anlagern, kann mit der
friheren Verwandtschaft der beiden phylogenetischen Gruppen erklart werden. Es wurde
auch berichtet, dass die Gruppe A paraphyletisch ist, da sich manche B1-Stamme né&her zu

dieser Gruppe einordnen als zu der eigenen (Jaureguy et al., 2008).

Durch die Analyse der sechs vollstandigen Housekeeping-Gene (Abb. 19) wird eine AxB1
Mischgruppe sichtbar. Diese vier Stdimme, von denen durch die Triplex-PCR zwei in die
Gruppe A (ECOR16 und ECOR24) und zwei in die Gruppe B1 (ECOR69 und ECOR70)
eingeordnet werden, haben DNA-Abschnitte von der jeweils anderen phylogenetischen
Gruppe. Eine AxB1-Gruppe wurde auch unter Verwendung des Achtman-MLST-Schemas
beobachtet (Wirth et al., 2006). Bei beiden A-Stammen sind die rekombinanten DNA-
Abschnitte in den Genen pabB und putP zu finden, zudem sind die Abschnitte auch an
denselben Stellen lokalisiert. Die betroffenen Housekeeping-Gene der B1-Stdmme sind putP
und icdA, wobei nur im Letzteren die rekombinanten Abschnitte innerhalb der beiden Isolate
an derselben Stelle lokalisiert sind. Der Stamm ECOR70 hat eine zusatzliche Durchmischung
mit DNA der phylogenetischen Gruppe A in dem Gen polB (Abb. 20). Wéhrend die beiden A-
Stamme wahrscheinlich derselben Rekombination unterlagen, waren bei den beiden B1-
Stammen anscheinend verschiedene Rekombinationsereignisse eingetreten. Bezuglich des
Stammes ECOR70 wurde bereits vermutet, dass dieser ein Hybrid-Stamm sein kdnnte, da
sowohl DNA der phylogenetischen Gruppe A als auch der Gruppe Bl in einigen
Housekeeping-Genen gefunden wurde (Clermont et al., 2000). Das Gen icdA, das von beiden
MLST-Schemata verwendet wird, hatte in der Studie, die das Achtman-Schema verwendet,
eine erhohte Rekombinationsrate in den Gruppen A, B1 und D (Wirth et al., 2006). Im
Vergleich dazu hat das Gen icdA in dieser Arbeit nur eine verhaltnismalig geringe
Durchmischung mit DNA der anderen phylogenetischen Gruppen, und auch nur in den
getesteten B1-Stammen ECOR69 und ECOR70.

Zur Untersuchung des HGT von PAIls war es zudem wichtig, die analysierten Stamme auf
Klonalitdt zu prifen. Um eine Unterscheidung zwischen vertikalem und horizontalem
Transfer machen zu koénnen, wurde untersucht, ob die Mitglieder der PAI-Gruppen
voneinander abstammen und die Inseln Uber Zellteilung weitergegeben wurden, oder ob die

Ubertragung durch HGT stattgefunden hat. Das gewdihlte Pasteur-Schema ist hierfir
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besonders geeignet, da die verwendeten Housekeeping-Gene unter geringem Einfluss von
HGT stehen sollen, und somit die stammesgeschichtliche Evolution darstellen (Lecointre et
al., 1998; Denamur et al., 2000). Es wurde ein Stammbaum mit den Sequenzen der sechs
vollstandigen Housekeeping-Gene aller HPI-positiven Stamme erstellt (Abb. 21). Die
Anordnung der Isolate wird vor allem durch die phylogenetischen Gruppen bestimmt.
Innerhalb der Gruppe B2 sind die Stamme der PAI-Gruppe 3 gleichmé&Rig verteilt. Die beiden
Stamme der PAI-Gruppe 2b, S107 und S108, haben anhand des Stammbaums eine héhere
Verwandtschaft. Dies wurde auch in einem bereits publizierten Stammbaum gezeigt,
allerdings wurden durch weitere Untersuchungen Unterschiede in dem Vorhandensein von
gewissen genomischen Regionen zwischen diesen beiden Stdmmen festgestellt (Le et al.,
2007). Innerhalb der PAI-Gruppe 2a sind die Stdmme, ausgenommen ECORG65, néher
miteinander verwandt. Es wurden allerdings Unterschiede in der Verteilung der PAI 11l
gefunden, da nicht alle Isolate dieser PAI-Gruppe eine PAI Il besitzen. Zudem gilt die
ECOR-Sammlung als reprasentativ fir die Diversitat der Art E. coli, da sie von verschiedenen
Wirten und Kontinenten isoliert wurde (Ochman und Selander, 1984). Somit sollte diese
néhere Verwandtschaft nicht aufgrund von Klonalitat entstanden sein. Der Stamm ECORG65
ist naher verwandt mit der PAI-Gruppe 3 als mit seiner eigentlichen, PAI-Gruppe 2a. Das

Fazit dieser Analyse ist, dass die Ubertragung der PAIs durch HGT stattgefunden hat.

AbschlieBend kann gesagt werden, dass durch die Nutzung der NGS-Daten eine schnellere
Erstellung von MLST-basierten Stammbdumen mdoglich ist. Durch den Erhalt von mehr
genetischen Informationen durch die vollstdndigen Gensequenzen des Pasteur-MLST-
Schemas sind zusétzlich tiefere Einblicke in die Phylogenie der Art E. coli mdglich. Durch
die Analyse der vollstandigen Gene kdnnen Ergebnisse erzielt werden, die auch anhand des
Achtman-MLST-Schemas gezeigt wurden. In den meisten Féllen ordnet der Stammbaum der
vollstandigen Gene die Stdamme in die phylogenetischen Gruppen ein, in denen diese auch in
den Fragment-basierten Stammb&aumen eingeordnet werden, was auch zu erwarten ist. Zudem
koénnen keine relevanten Unterschiede zwischen der Verwendung von sechs oder acht Gen-

Fragmenten festgestellt werden.
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4. Pathogenitatsinseln

Viele Virulenzfaktoren wie Toxine und Eisenaufnahmesysteme sind auf PAIls lokalisiert.
Diese Inseln wurden zuerst in humanpathogenen E. coli beschrieben, wurden aber
mittlerweile auch in anderen pathogenen Arten entdeckt (Hacker und Kaper, 2000). In dieser
Arbeit wurde die Phylogenie von immobilen PAIs der Art E. coli analysiert, und zwar die der
HPI, der pks-Insel, der serU-Insel und der PAI 1ll (Schubert et al., 2009; Homburg et al.,
2007; Cirl et al., 2008; Dobrindt et al., 2002). Da von der HPI auch ein aktiv transferierbarer
ICE-Typ in einigen lIsolaten der Familie Enterobacteriaceae existiert, wurde diese als
Beispiel fur mobile PAIs in dieser Familie gewéhlt (Schubert et al., 2004a; Putze et al., 2009).

4.1. Phylogenie und Transfer der immobilen Pathogenitatsinseln

Da der Transfer von immobilen PAIs nicht mehr aktiv stattfinden kann, muss die Verbreitung
entweder passiv abgelaufen sein oder kann gar nicht mehr vollzogen werden. Dass die
Ubertragung nur noch vertikal verlduft, kann durch die Analyse der Housekeeping-Gene
groftenteils ausgeschlossen werden. Es bestand noch die Mdéglichkeit, dass beim Eintreffen
der Inseln in die Art E. coli viele Transfer-Events stattgefunden haben und sich die Inseln in
bestimmten Stdmmen etabliert haben, die heutzutage noch zu finden sind. Um dies zu
untersuchen, wurden von allen Inseln Stammbdume erstellt und miteinander verglichen.
Zudem wurden von den drei PAIs HPI, pks- und serU-Insel jeweils sechs codierende Gene
untersucht, um Ruckschlisse auf den Grad der Konservierung und daraus folgend auf das
Alter machen zu kénnen. Es wurde bereits berichtet, dass sowohl die pks-Insel als auch die
serU-Insel in der Art E. coli nur in der phylogenetischen Gruppe B2 und nur in Verbindung
mit der HPI gefunden wurde, mit Ausnahme von zwei B1-Stdmmen mit einer pks-Insel
innerhalb der Region I11 einer ICE-Typ-HPI (Putze et al., 2009; Schubert et al., 2010). Um die
Ubertragung von mehreren Inseln en bloc zu analysieren, wurden die einzelnen PAI-Gruppen
beziglich ihrer Insel-Subtypen betrachtet. Zusétzlich wurde das Backbone-Genom zwischen

den PAls, die inter-PAI-Regionen, untersucht.

Der Transfer der immobilen PAIs HPI, pks- und serU-Insel wurde zur Bestatigung der in
silico-Ergebnisse, die einen en bloc-Transfer von bestimmten Inseln (PAI-Gruppen) zeigen,
durchgeftuhrt. Hierflr wurden zwei E. coli-Donoren erstellt, die entweder im Besitz der HPI
und der pks-Insel (NU14 Cm F') oder von allen drei genannten PAIs (536 Cm F') sind
(Johnson et al., 2001b; Hacker et al., 1992). Die Konjugation der PAls erfolgte mithilfe eines
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F'-Plasmides, welches neben den Inseln noch das umliegende Backbone des Donors bertragt
(Griffiths et al., 1999). Das AusmaR des Transfers wurde durch NGS sichtbar gemacht.

Ein interessantes Ergebnis ist, dass die Stamme, die eine serU- und/oder pks-Insel besitzen,
nur aus den Wirten Mensch und Affe und aus den Landern Schweden, USA und Deutschland
isoliert wurden (Le et al., 2007). Die Bakterien mit diesen PAls scheinen auf bestimmte Wirte

und deren Immunsystem angepasst zu sein und haufig in Industrielandern vorzukommen.

4.1.1. Die Untersuchung einer gesamten PAIl im Gegensatz zu einem MLST -

Ansatz bringt neue Informationen bei "'jiingeren’ Inseln

Bei dem Vergleich der Stammbdume der gesamten PAIs mit den zugehorigen sechs
codierenden Genen konnen unterschiedliche Beobachtungen gemacht werden. Wéhrend in
den beiden HPI-Stammbaumen (Abb. 22 und 23) kaum Veranderungen festzustellen sind,
kann bei der serU-Insel unter Verwendung von mehr genetischen Informationen eine
deutlichere Auftrennung innerhalb der PAI-Gruppe 3 erzielt werden (Abb. 26 und 27).
Aufgrund der absolut identischen sechs Gene konnte fur die pks-Insel kein MLST-basierender
Stammbaum erstellt werden. Dies spiegelt auch das Alter der PAIs wieder. Wéhrend die HPI
wohl als erste Insel in die Art E. coli eintraf und auf alle phylogenetischen Gruppen verteilt
wurde, kamen die serU- und die pks-Insel erst spater hinzu. Da die codierenden Gene dieser
beiden Inseln noch hoch konserviert sind, scheinen die auftretenden SNPs vor allem in den
nicht-codierenden Bereichen zwischen den Genen zu liegen, was flr jlingere PAIs sprechen
wirde (Putze et al., 2009; Schubert et al., 2010). Bei der HPI scheinen die SNPs schon in den
codierenden Genen fest "verankert" zu sein, was fr eine altere Insel spricht. Bei Betrachtung
des MaRstabes, der in dem Stammbaum der pks-Insel (Abb. 25) die Anzahl an SNPs pro Base
angibt, scheint diese PAI zuletzt in die Art E. coli Gbertragen worden zu sein. Zusatzlich ist zu
erwahnen, dass die untersuchten sechs Gene des MLST-Stammbaums der HPI aufgrund ihrer
Grole einen erheblichen Anteil der eigentlichen Insel ausmachen und deswegen wohl auch

die Phylogenie der gesamten Insel wiederspiegeln.
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4.1.2. Die PAIls HPI, pks- und serU-Insel kamen unabhéangig in die Art E. coli und

wurden anschlieBend en bloc innerhalb der phylogenetischen Gruppe B2

weitergegeben

Im Gegensatz zu der pks- und der serU-Insel, die nur in Bakterienstammen der
phylogenetischen Gruppe B2 zu finden sind, ist die HPI in allen Gruppen présent. Die
Sequenzen der HPIs ordnen sich groftenteils entsprechend der dazugehdrigen
phylogenetischen Gruppen an, mit Durchmischungen sowohl der Gruppen A und B1 als auch
B2 und D (Abb. 22). Diese HPI-Sequenzen konnten sich in mehr und weniger pathogene
Insel-Subtypen innerhalb der EXPEC aufteilen, da auch manche Kommensale
bekanntermaBen eine HPI besitzen, diese aber eher die Fitness anstatt der Virulenz erhoht
(Dobrindt et al., 2004; Clermont et al., 2000).

Anhand des HPI-Stammbaumes (Abb. 22) kann gezeigt werden, dass die pks- und die serU-
Insel nicht en bloc in die Art E. coli gelangten, da diese beiden Inseln sonst gemeinsam
auftreten mussten. Auch ein anschlieBender Verlust kann hier wahrscheinlich ausgeschlossen
werden, da sich die PAI-Gruppen 2a und 2b sonst einen gemeinsamen oder nahe verwandten
HPI-Subtypen teilen wirden. Es bilden sich in den drei Stammb&umen der HPI, pks- und
serU-Insel (Abb. 22, 25 und 26) fiir die jeweiligen PAI-Gruppen spezifische Insel-Subtypen.
Zudem sind die inter-PAI-Regionen innerhalb der PAI-Gruppen nahezu identisch.
Zusammengefasst bedeutet dies, dass nach dem unabhangigen Eintreffen der Inseln HPI, pks-
und serU-Insel diese gemeinsam mit dem dazwischenliegenden Backbone en bloc tiber HGT
auf weitere E. coli-Stdmme ubertragen wurden. Die in vitro-Nachstellung des Transfers

bestitigt eine en bloc-Ubertragung.

Die in silico-Untersuchung der sequenzierten Transkonjuganten zeigt, dass die PAIs
vollstandig Ubertragen werden. Es missen homologe Bereiche innerhalb der auf dem F'-
Plasmid vorliegenden Donor-DNA und der genomischen Rezipienten-DNA fir eine
homologe Rekombination via Crossing-Over vorhanden sein (Adelberg und Pittard, 1965).
Da der Rezipient selbst keine PAIs besitzt, konnte in diesen auch keine Rekombination
stattfinden. In jeden Transkonjuganten wurde von dem F'-Plasmid jeweils nur ein
zusammenhéangender Teil an DNA integriert und nicht mehrere an verschiedenen Stellen.
Dafiir hatten mindestens vier anstatt zwei Crossing-Over stattfinden missen, was sehr selten
geschieht (Griffiths et al., 1999).
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4.1.3. Die PAI 11l wurde nicht en bloc mit den PAIs HPI, pks- und serU-Insel

Ubertragen
Die PAI 11l konnte nicht vollstandig analysiert werden, da groRe Sequenz-Abschnitte dieser

Insel in einigen Stammen fehlen. Dies konnte durch die Uberreste von 1S-Elementen und
Transposons zustande gekommen sein (Dobrindt et al., 2002). Es wurde ein 10,5 kb groRer
Bereich inklusive des iro-Gen-Clusters gefunden, der in allen PAI I1ll-positiven Isolaten
vorhanden ist. Die Sequenzen dieses Abschnitts wurden anhand eines Stammbaumes
verglichen (Abb. 31). Mehr als die Halfte der Isolate sind bezlglich ihrer Sequenzen fast
komplett identisch, wéhrend zwei Stimme, ECOR62 und ECOR7O0, einen weit entfernten
Cluster bilden. Durch das Hinzufiigen der auf 10,5 kb getrimmten Sequenz des E. coli-
Plasmids p300 wird ersichtlich, dass die iroBCDEN-Gene womdglich extrachromosomal
vorliegen (Sorsa et al., 2003). Um dies zu Uberprufen, wurden in silico die Genomregionen
up- und downstream der thrW tRNA der Staimme ECOR62 und ECOR70 untersucht (Abb.
30). In dieser tRNA ist die genomische PAI 111 innerhalb der Art E. coli integriert (Dobrindt
et al., 2002). Es kann gezeigt werden, dass in diesem Bereich keine PAI inseriert ist und diese

also auf einem Plasmid vorliegen muss.

Bei der Analyse der Bereiche up- und downstream der PAI Il wird zuerst ersichtlich, dass
sich die Sequenzen des Backbone-Genoms vor allem entsprechend der phylogenetischen
Gruppen anordnen, da sich die Sequenz des B1-Stamms ECOR70 deutlich von den
Sequenzen der anderen untersuchten B2-Stdmme unterscheidet (Abb. 32 und 34). Durch einen
Vergleich innerhalb der phylogenetischen Gruppe B1 kann gezeigt werden, dass der Stamm
ECOR70 auch groRe Unterschiede zu den anderen B1-Stammen aufweist (Abb. 33 und 36).
Es wurde bereits erwéhnt, dass dieser Stamm ein Hybrid-Genom aufweist, da in
Housekeeping-Genen von ECORT70 genetisches Material von verschiedenen phylogenetischen
Gruppen gefunden wurde (Clermont et al., 2000). Dies wird nun nicht nur durch die
Untersuchung der Housekeeping-Gene gezeigt, sondern auch durch die Auswertung der up-
und downstream-Bereiche der thriW tRNA. Der B1-Stamm ECORG69, der sich ebenfalls nicht
zu den anderen Vertretern dieser phylogenetischen Gruppe einreiht, zeigt auch eine &hnliche
Durchmischung der Housekeeping-Gene (AxB1-Mischgruppe) wie der Stamm ECOR70
(Abb. 20). Dies deutet ebenso auf ein hybrides Genom von ECORG69 hin.

Die PAI-Gruppen 1 und 3 bilden in keinem der drei untersuchten Abschnitte - Teilstlick der
PALI 111, up- und downstream-Bereich - einen gemeinsamen Cluster (Abb. 31, 32 und 34). Die

Sequenzen der PAI-Gruppe 2a sind beziiglich des PAI IlI-Teilstiicks und des upstream-
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Bereichs identisch, aber nicht bezuglich des downstream-Bereichs. Deswegen kann davon
ausgegangen werden, dass die PAI Ill nicht en bloc mit den anderen untersuchten PAIs

Ubertragen wurde.

Auch bei der Ubertragung der Inseln mit einem F'-Plasmid konnte die PAI 111 bei allen in
vitro untersuchten Transkonjuganten weder per PCR noch bei den sequenzierten Isolaten in
silico nachgewiesen werden. Da im Genom des E. coli-Stammes 536 diese Insel mehr als 1,5
Mb entfernt von der serU-Insel lokalisiert ist, erscheint ein en bloc-Transfer durch ein F'-
Plasmid gemeinsam mit den PAIs HPI, pks- und serU-Insel als eher unwahrscheinlich.

4.1.4. Die HPIs der Stamme ECOR31 und ECOR72 spiegeln den Ubergang der
ICE-Typ-HPI zu der kurzen E. coli-HPI wieder
Die Staimme ECOR31 und ECOR72 bilden in dem HPI-Stammbaum (Abb. 22) einen eigenen

Cluster, der allerdings in sich keine hohe Verwandtschaft zeigt. Bei der Untersuchung der

inter-PAI-Regionen sind diese beiden Stamme unter den HPI-negativen Isolaten zu finden
(Abb. 28 und 29). Der Stamm ECOR3L1 besitzt bekanntermal3en eine ICE-Typ-HPI, die fir
diese Untersuchungen auf die Lange der deletierten HPIs gekirzt wurde. Da das ICE ohne
benachbartes Backbone-Genom in das Chromosom integriert wird, erklart dies die
Einordnung zu HPI-negativen Stammen in den Stammb&umen der inter-PAl-Regionen
(Schubert et al., 2004a). Die HPI des Stammes ECOR72 wurde als mdgliche intermediére
Form zwischen der ECOR31-HPI und dem weit verbreiteten kurzen Typ beschrieben
(Schubert et al., 2009). Dies erklart die Cluster-Bildung mit dem Stamm ECOR31 in dem
HPI-Stammbaum (Abb. 22). Bei dem Vergleich der kurzen HPI mit der Kern-Region des
ICE-Typs ordnet sich die ECOR72-Sequenz zu den ICE-Sequenzen an (Abb. 43), was die
Hypothese zusatzlich bekraftigt, dass es sich bei der ECOR72-HPI um eine Ubergangsform
zwischen ICE-Typ und normaler HPI handelt. Die Zuordnung der ECOR72-Sequenz zu
denen der HPI-negativen Stdmme in der Analyse der inter-PAI-Regionen kann damit
begriindet werden.
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4.1.5. Die Konjugationseffizienz der Donoren und eines Transkonjuganten zeigte

grof3e Unterschiede

Die Anzahl der Transkonjuganten und die der Donoren wurde bestimmt und die
Konjugationseffizienz berechnet. Diese Berechnung wird aus dem Verhdltnis wvon
Transkonjuganten zu Donoren ermittelt (Beaber et al., 2004). Fir den Transfer von dem
Donor NU14 Cm F' (HPI und pks-Insel) auf den Rezipienten wurde eine Ubertragungsrate
von 2,94 x 107 cfu/ml errechnet. Die Konjugationseffizienz des Transfers von dem Stamm
536 Cm F' (HPI, pks- und serU-Insel) auf MG1655 Nal betragt 3,85 x 107 cfu/ml. Die
Ahnlichkeit der beiden errechneten Werte ist nicht sehr verwunderlich, da die Ubertragung
von genomischen Material mit einem F'-Plasmid unabhdngig von dem genetischen Inhalt ist
(Griffiths et al., 1999). Als Vergleich zu der PAI-Ubertragung wurde auch die
Konjugationseffizienz des F'-Plasmid-Transfers ohne Berucksichtigung auf dessen
genetischen Inhalt berechnet. Hierfir wurden nach der Konjugation nur Streptomycin-
(Rezipient) und Tetracyclin-resistente (F'-Plasmid) Isolate gezahlt. Die errechnete
Ubertragungsrate ist mit einem Wert von 5,24 x 10™ cfu/ml deutlich hoher als die der PAI-
Transfers. Von 120 Uberpruften Transkonjuganten wurde kein Isolat gefunden, welches eine
Chloramphenicol-Resistenz und somit eine HPI hat. Da die Ubertragung des reinen Plasmids
um drei log-Stufen hoher ist als die der PAIs, mussten weitaus mehr Isolate tiberpriift werden,
um einen Chloramphenicol-resistenten Keim zu finden. Die hier gemessene
Konjugationseffizienz stimmt auch mit einem bereits publizierten Wert Uberein. Es wurde
berichtet, dass die Ubertragungsrate eines F-Plasmids von einem Donor auf einen Rezipienten
bei 1 x 10 cfu/ml liegt (Adelberg und Pittard, 1965). Um zu iiberpriifen, ob und wie effizient
ein Tetracyclin-resistenter Transkonjugant sein neu erworbenes F'-Plasmid inklusive PAIs an
einen weiteren Rezipienten weitergeben kann, wurde ein letzter Konjugationsversuch
durchgefiihrt. Der Transkonjugant MG1655 HPI-Cm F' entstand durch die Konjugation NU14
Cm F' x MG1655 und wurde als Donor zur Ubertragung auf den Stamm MG1655 Nal
verwendet. Die errechnete Konjugationseffizienz ist in diesem Fall 4,14 x 10 cfu/ml, welche
eher der des reinen Plasmid-Transfers als der des PAI-Transfers &hnelt. Die hohe
Ubertragungsrate ist damit zu begriinden, dass die PAIs bei einer vorhandenen Tetracyclin-
Resistenz meist noch auf dem F'-Plasmid vorliegen und noch nicht in das Genom integriert
wurden. Dadurch wurde in den meisten Fallen das Plasmid inklusive genomischen Inhalt
direkt an den ndchsten Rezipienten ibertragen. Zudem wurde berichtet, dass die Frequenz des
Crossing-Over nach dem erfolgten Transfer umso hoher ist, je mehr homologe Regionen
zwischen der DNA auf dem F'-Plasmid und der DNA des Rezipienten vorhanden sind
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(Adelberg und Pittard, 1965). Da in diesem Versuch der E. coli-Stamm MG1655 als Donor
und dessen Nalidixinsiure-resistente Mutante als Rezipient verwendet wurde, bestand
dementsprechend eine héhere Homologie im Vergleich zu den vorherigen E. coli-Donoren
NU14 und 536. Der Abbau des Plasmids im Transkonjuganten ohne vorherige Rekombination

waére daher geringer und der Einbau und die Detektion der PAIs hoher.

Es wurde bereits ein dhnlicher Transfer gezeigt, in dem mit der Hilfe eines F'-Plasmids die
HPI des Stammes NU14 auf den E. coli-Rezipienten AB1157 Ubertragen werden konnte. Im
Vergleich war die Ubertragung der HPI mit einer Konjugationseffizienz von 1x10™ deutlich
geringer (Schubert et al., 2009). Mdglicherweise ist die Konjugationseffizienz abhangig von
dem Rezipienten. Hierfur musste geklart werden, wie hoch die Homologien zwischen den
Donoren und den Stammen MG1655 und AB1157 sind. Bei dem erwéhnten Transfer konnte
auch per PCR gezeigt werden, dass auch einige hundert bp upstream der HPI durch das F'-
Plasmid mit Gbertragen wurden (Schubert et al., 2009). Allerdings wurde in diesen Versuchen
nicht das Ausmal der insgesamt transferierten Donor-DNA analysiert. Zudem wurde nicht

untersucht, ob weitere PAIs durch das F'-Plasmid mit Gbertragen wurden.

4.1.6. Die Menge an Ubertragener DNA war unabhangig von dem Donor und

sehr variabel

Es wurde die Menge an transferierter Donor-DNA in silico ermittelt. Hierbei sind die
Unterschiede sehr grof3, aber vergleichbar zwischen dem Transfer von zwei und von drei
Inseln und somit auch unabhangig von dem eingesetzten Donor. Die Spanne an bertragener
DNA liegt zwischen ca. 62,5 kb und ca. 470 kb (Tab. 25). Die letztere GroRe entspricht in
etwa 10% des gesamten E. coli-Genoms. Zudem wird aber meist nicht die gesamte auf dem
F'-Plasmid befindliche DNA in den Rezipienten durch homologe Rekombination integriert,
da, wie bereits erwahnt, das Crossing-Over theoretisch an jeder Stelle, die zwischen Donor
und Rezipient homolog ist, stattfinden kann (Griffiths et al., 1999). Addiert man noch die
Lange des F'-Plasmids von 100 kb hinzu, ist die gesamte DNA die insgesamt Ubertragen
wurde, enorm. Es wurde bereits von einem auflergewohnlich groBem F-Plasmid (F14)
berichtet, dessen DNA 10% des E. coli-Genoms représentiert (Pittard und Adelberg, 1964;
Adelberg und Pittard, 1965).

Dass es sich bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Konjugationen um die Ubertragung von

einem Hfr-Stamm handelt, ist eher unwahrscheinlich (Baron et al., 1959). Zum einen wird bei
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diesem Vorgang nur einzelstrangige DNA (bertragen, die ohne Integration in den Rezipienten
verloren geht, da sie sich nicht selbst replizieren kann und abgebaut wird (Griffiths et al.,
1999). Somit héatte die extrachromosomale DNA nicht tber mehrere Passagen Uber die
Tetracyclin-Resistenz nachgewiesen werden konnen. Zum anderen wirde bei einer Hfr-
Ubertragung das integrierte F-Plasmid zuletzt transferiert werden, was aber eher eine
Seltenheit ist, da die Konjugation meistens bereits vorher abbricht (Griffiths et al., 1999). Bei
der in silico-Auswertung des Tetracyclin-resistenten Transkonjuganten wurde das gesamte F'-
Plasmid nachgewiesen, was wiederum gegen einen Transfer ausgehend von einem Hfr-Stamm

spricht.

Bei einigen Transkonjuganten wurde mittels PCR festgestellt, dass die pks-Insel nicht
zusammen mit den anderen Inseln Ubertragen wurde, obwohl sie im Donor vorhanden ist. Der
Nachweis bei diesen Stdmmen wurde auch in silico nicht erbracht. Auch Teile dieser Insel
wurden wegen den bereits genannten Homologie-Abweichungen nicht gefunden. Das
Vorhandensein der zwei unbesetzten asn tRNAs zwischen der HPI und der pks-Insel scheint
daran nicht beteiligt gewesen zu sein, da die erste tRNA ca. 8,3 kb downstream der HPI
lokalisiert ist, die Integration der Donor-DNA in den beiden sequenzierten Transkonjuganten
aber bereits nach ca. 2,5 kb bzw. 2,8 kb endet. Die Rekombinationsstelle zwischen der HPI
und der pks-Insel scheint daher zufallig zu sein, da rein theoretisch ein Crossing-Over an jeder
homologen Stelle stattfinden kann (Griffiths et al.,, 1999), was auch durch die
unterschiedlichen Orte der eingebauten DNA in Tabelle 25 gezeigt wird. Es wurden keine
Transkonjuganten identifiziert, die keine serU-Insel erhalten haben. Allerdings ist die
Sequenzlange der inter-PAl-Region zwischen dieser PAI und der HPI nur ca. 1 kb und bietet

somit weniger Moglichkeiten flr eine homologe Rekombination.

Die Halfte aller Transkonjuganten hatte nach der Konjugation eine Tetracyclin-Resistenz, was
fir das Vorhandensein des F'-Plasmids sprach. Bei der anderen Halfte wurde die DNA des
Donors bereits in den Rezipienten integriert und das Plasmid war ohne Antibiotika-Druck
verloren gegangen, was in silico bestatigt wurde. Es wurde untersucht, was mit dem F'-
Plasmid nach dessen Ubertragung geschieht und wie der Einbau der Donoren-DNA in den
Rezipienten durch homologe Rekombination verlduft. Es wurden 10 Tetracyclin-resistente
Transkonjuganten ohne Antibiotika-Druck inkubiert. Man konnte sehen, dass uber mehrere
Passagen die Resistenz und somit auch das F'-Plasmid verloren ging, die mit einer
Chloramphenicol-Resistenzkassette markierte HPI aber weiterhin vorhanden war. Zu

welchem Zeitpunkt eine Rekombination stattgefunden hatte, konnte mit diesem Versuch aber

- 137 -



nicht geklart werden. Ein passagierter Stamm und seine resistente Variante wurden in die
Sequenzierungen  mit  eingeschlossen. Die  beiden Isolate  zeigen  dieselben
Rekombinationsstellen. Dies deutet darauf hin, dass die Rekombination bereits vor der
Sequenzierung der resistenten Variante stattgefunden hatte. Zudem wurde in beiden keine
ausgetauschte Rezipienten-DNA mehr gefunden. Mdglicherweise wurde diese auf dem F'-
Plasmid durch die flankierenden IS-Elemente ausgeschnitten und anschliefend enzymatisch
verdaut (Deonier und Mirels, 1977).

4.1.7. Die Hexapeptid-Wiederholungen des Gens yaiX kénnten fiir den Abbruch

der Contigs downstream der pks-Insel verantwortlich sein

Alle Stellen, an denen ein Ubergang von Donor- zu Rezipienten-DNA gefunden wurde,
wurden in dem Genom des Rezipienten MG1655 in silico auf mobile Elemente Uberpriift. Da
an diesen Stellen keine dieser Elemente gefunden wurden, bekraftigt dies die Aussage, dass
die Rekombination zwischen F'-Plasmid und Rezipienten an jeder homologen Region
stattfinden kann (Griffiths et al., 1999). Bei allen Isolaten, die eine pks-Insel erhielten, bricht
das Contig nach ca. 12,2 kb downstream dieser Insel innerhalb des Glykosyl-Transferase-
Gens yaiP ab. Bei den meisten Transkonjuganten ist an dieser Stelle aber kein Ubergang von
Donor zu Rezipienten DNA zu finden, sondern erst viel weiter im downstream-Bereich. Der
Abbruch der Contigs ist 29 bp vor der Uberlappung mit dem Gen yaiX zu finden. Da yaiX
sechs Hexapeptid Wiederholungen besitzt, kdnnten in dieser Region Probleme bei der
Generierung der Contigs mit den sequenzierten Rohdaten aufgetreten sein. Repetitive DNA-
Elemente erzeugen sehr oft technische Schwierigkeiten bei der Generierung von Alignments
aus den Rohdaten durch die verwendeten Assemblierungsprogramme (Treangen und
Salzberg, 2012).

Die Homologie des Gens yaiP von MG1655 ist hoher zu dem Glykosyl-Transferase-Gen von
536, welches downstream der PAI 111 lokalisiert ist, als zu dem Gen yaiP von 536, welches
downstream der pks-Insel zu finden ist. Méglicherweise ist das Gen downstream der pks-Insel
eine Duplikation von dem downstream der PAI 111, welches sich Gber die Zeit verdndert hat
(Abb. 40). Solche Duplikationen entstehen z.B. durch ungleiches Crossing-Over. Es konnte
gezeigt werden, dass diese Art des Crossing-Overs durch ein F'-Plasmid entstehen kann
(Sukhodolets, 2006). Es wurde innerhalb der ECOR-Sammlung kein Zusammenhang
zwischen dem Vorhandensein der Glykosyl-Transferasen und der HPI gefunden. Allerdings

fehlen die Dbeschriebenen Glykosyl-Transferasen in den Bakterienstdmmen der
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phylogenetischen Gruppe E. Es wurde durch eine Transposon-Mutagenese in dem E. coli-
Stamm MG1655 festgestellt, dass das Gen yaiP nicht essentiell ist (Winterberg et al., 2005).

MG1655 besitzt an der Position im Genom, an der die Stamme NU14 und 536 downstream
der pks-Insel das Gen yaiP tragen, keine Glykosyl-Transferase. Es konnte allerdings nicht
gezeigt werden, dass in diesem Gen die Rekombination stattgefunden hat. Dies sollte auch
nicht der Fall sein, da an dieser Stelle keine homologen Bereiche zwischen Donor und
Rezipient vorhanden sind, diese aber fur eine Rekombination noétig sind (Griffiths et al.,
1999). Der genaue Ort der Integration konnte nicht geklart werden, da in den sequenzierten
Genomen der Transkonjuganten an dieser Stelle eine Liicke aufgrund der fehlenden Contigs
auftritt.

4.1.8. Die Verteilung der ECOR65-PAIs kénnte durch einen unvollstiandigen

Transfer entstanden sein

Die Sequenzen des Stammes ECORG65, der laut Definition in die PAI-Gruppe 2a einzuordnen
ist, zeigen in den erstellten Stammbdumen meist eine hohere Homologie zu der PAI-Gruppe 3
als zu seiner eigentlichen Gruppe (Abb. 25 und 29). Bezlglich der pks-Insel und den inter-
PAI-Regionen war anzunehmen, dass dieser Stamm urspriinglich eine serU-Insel enthielt. Die
Zugehorigkeit zu der PAI-Gruppe 3 wurde durch eine tiefere Analyse der inter-PAI-Regionen
untersucht. Hier wurde vermutet, dass der Stamm ECORG65 die serU-Insel durch eine
Deletion verloren hat, da diese genomische Region als "Rekombinations-Hotspot"
beschrieben wurde (Touchon et al., 2009). Durch die Nachstellung des en bloc-Transfers
mittels F'-Plasmid wurde allerdings auch gezeigt, dass nicht immer alle PAIs auf den
Rezipienten Ubertragen werden. Dies wiirde auch das Fehlen der serU-Insel erklaren.
Allerdings erlautert keine dieser Hypothesen die Homologie-Abweichungen der HPI
gegentber den PAI-Gruppen 2a und 3 (Tab. 17). Es wurde Uberpriift, ob es sich bei den Inseln
des Stammes ECORG65 um urspriingliche ICE-Typen oder intermedidre Formen zwischen
diesen und den E. coli-PAls handelt. Die Stammbaume, die die unterschiedlichen HPI- (Abb.
43) und pks-Insel-Sequenzen (Abb. 45) darstellen, zeigen keine Verwandtschaft zwischen den
ECORG65-PAIs und den ICE-Typ-PAls. Somit kann ein fremder Ursprung der Inseln vorerst
ausgeschlossen werden. Mdoglicherweise stellt der Stamm ECORG65 ein anderes Transfer-
Ereignis dar, als die der untersuchten PAI-Gruppen. Eine weitere Mdglichkeit ware, dass
dieser Stamm nur eine HPI besaR, da die Sequenz dieser Insel sich innerhalb der PAI-Gruppe

1 anordnet (Abb. 22). Durch einen "unvollstandigen™ en bloc-Transfer ausgehend von einem
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PAI-Gruppe 3-Donor, in dem nur die pks-Insel und das umliegende Backbone-Genom, nicht
aber eine neue HPI oder eine serU-Insel, tbertragen wurde, konnte diese PAI-Verteilung
zustande gekommen sein. In den hier durchgeftihrten in vitro-Transfers mit einem F'-Plasmid
wurde gezeigt, dass nicht immer alle vorhandenen PAIls auf den Rezipienten Ubertragen

werden.

4.2. Phylogenie und Transfer der mobilen Pathogenitatsinseln

Die Phylogenie der mobilen PAIs wurde anhand der ICE-Typ-HPI untersucht, die in der
Familie Enterobacteriaceae verbreitet ist. Dieser Typ ist in verschiedene Regionen aufgeteilt
und wurde in dieser Arbeit in den Arten E. coli, K. pneumoniae und C. koseri untersucht
(Schubert et al., 2004a; Seth-Smith und Croucher, 2009). Fir den Transfer der ICE-Typ-HPI,
die innerhalb der Familie Enterobacteriaceae ber die Gattungsgrenze hinaus Ubertragen
wurde, wurden verschiedene Konditionen ausgetestet (Schubert et al., 2004a). Die erstellten
Transkonjuganten wurden bezliglich des Integrationsortes und der Funktionalitdt der HPI

untersucht.

4.2.1. Phylogenie der mobilen Pathogenitatsinseln

Fur die phylogenetische Analyse wurden die Region X, die konservierte Kern-Region und die
pks-Insel, die bei einigen Isolaten in der Region 1l zu finden ist, verglichen (Preisach, 2008;
Schubert et al., 20044a; Putze et al., 2009). Die Isolate, die neben der Kern-Region sowohl eine
Region X als auch eine pks-Insel in der Region Il aufweisen, waren K. pneumoniae 1084 und
C. koseri ATCC BAA-895. Die Stamme, die eine zusatzliche Region X, aber keine pks-Insel
besitzen, waren K. pneumoniae HU86, HU145 und B-2495 und E. coli ECOR31. In den
Isolaten K. pneumoniae HU245 und E. coli ED1a ist weder eine Region X noch eine pks-Insel

zu finden.

Bei der Betrachtung der Stammb&ume bezlglich der Kern-Region (Abb. 42), der Region X
(Abb. 44) und der Region 11l (Abb. 45) ist zu erkennen, dass die Sequenzen sich groRtenteils
entsprechend der untersuchten ICE-Typen und weniger entsprechend der Bakterien-Arten
anordnen. Die Sequenz-Homologie der E. coli-Stimme ECOR31 und ED1a (99,30%; 221
SNPs), bezogen auf die Kern-Region der HPI (Abb. 43), ist niedriger als die durchschnittliche
Homologie der Stamme, die eine kurze Variante der HPI besitzen (99,53%; 149,7 SNPs).

Allerdings handelt es sich bei diesen beiden ICE-HPIs auch nicht um denselben ICE-Typ, da
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Unterschiede beziiglich des Vorhandenseins der Region X bestehen. Im Allgemeinen ist die
Sequenz-Homologie der ICE-Kernregionen (99,22%; 247,2 SNPs) niedriger als die der
kurzen HPI (99,53%; 149,7 SNPs).

Die hdchste Homologie ist bei drei K. pneumoniae-Stdammen, die alle eine Region X, aber
keine pks-Insel aufweisen, zu finden. Die Statistik der Kern-Region (Tab. 26) zeigt eine
Homologie von 99,96% (13,3 SNPs) und die der Region X (Tab. 27) von 99,92% (25,7
SNPs). Da zwei dieser Stamme, HU86 und HU145, identische Sequenzen sowohl beziglich
der Kern-Region als auch der Region X haben, kdnnte es sich hier um dasselbe Isolat handeln.
Die Sequenzen des dritten Isolats, K. pneumoniae B-2495, bilden einen Cluster mit den
Sequenzen von HU86 und HU145 bei der Analyse der Kern-Region, allerdings nicht bei der
der Region X. Obwonhl bereits beschrieben wurde, dass das K. pneumoniae-ICE &hnlich dem
E. coli-ICE ist, zeigen diese drei K. pneumoniae-Stamme geringe Gemeinsamkeiten mit E.
coli ECOR31, der ebenfalls eine Region X und keine pks-Insel besitzt (Seth-Smith und
Croucher, 2009).

Die Sequenz der Kern-Region von K. pneumoniae HU245, welcher wie der Stamm E. coli
ED1a weder eine Region X noch eine pks-Insel besitzt, zeigt keine besondere Ahnlichkeit im
Vergleich mit den anderen untersuchten Sequenzen, auch nicht mit denen der K. pneumoniae-
Isolate. Der Stamm ED1a bildet einen Cluster mit E. coli ECOR31, was mdglicherweise als

Art-spezifisch anzusehen ist, obwohl es sich nicht um die gleichen Inseln handelt.

Die Sequenzen der Stdmme C. koseri ATCC BAA-895 und K. pneumoniae 1084 sind
beziiglich der Kern-Region (98,36%; 520 SNPs) und der Region X (99,87%; 43 SNPs)
weniger homolog, bilden aber immer eigene Cluster. Allerdings sind die Sequenzen der
Region 11 (Tab. 28) untereinander homologer (99,91; 49 SNPs) als im Vergleich mit der pks-
Insel der ECOR-Sammlung (99,89%; 58,1 SNPs). Diese Ergebnisse sprechen fiir eigentlich
unterschiedliche ICE-Typen, die aber nach demselben Prinzip zusammengebaut wurden. Es
ist einerseits bekannt, dass mobile Elemente (pks-Insel) in ein bereits bestehendes ICE (HPI)
direkt integrieren konnen. Andererseits besteht auch die Mdoglichkeit, dass ein solches
Element auch neben einem bestehenden ICE inserieren und nachfolgend tber homologe
Regionen rekombinieren kann. In diesem Fall verschmelzen diese zu einem einzigen,

chiméren ICE (Johnson und Grossman, 2015).

Der Vergleich mit den deletierten E. coli-HPIs zeigt, dass die Kernsequenzen der ICEs einen

eigenen Cluster bilden und sich somit evolutionér bereits weiter von diesen entfernt haben.
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Allerdings scheint die HPI des K. pneumoniae-Stammes HU245 naher mit der von ECOR72
verwandt zu sein. Die HPI dieses Stammes wird als intermediére Form mit der ICE-Typ-HPI
in Verbindung gebracht (Schubert et al., 2009).

Zusammengefasst kann gezeigt werden, dass mittels NGS detaillierte Untersuchungen der
verschiedenen Regionen innerhalb der einzelnen ICE-Typ-HPIs durchgefiihrt werden kénnen.

Zudem konnen Vergleiche mit anderen PAIs, wie denen von EXPEC, gezogen werden.

4.2.2. Konjugationsbedingungen der mobilen Pathogenitatsinseln

Um den Transfer von mobilen PAIls innerhalb der Familie der Enterobacteriaceae zu
untersuchen, wurden Donoren und Rezipienten von verschiedenen Bakterien-Arten

ausgewahlt, um die ICE-Typ-HPI Insel tiber die Gattungsgrenze hinaus zu tibertragen.

Die Konditionen fur den Transfer mit einem F'-Plasmid konnten nicht Gbernommen werden,
da eine Konjugation so nicht erreicht werden konnte. Deswegen wurden unterschiedliche
Konjugationsbedingungen getestet, um eine erfolgreiche Ubertragung der HPI zu ermdglichen
(siene B.9.3.2. Konjugation von aktiv transferierbaren Pathogenitéatsinseln). Es wurden
verschiedene Donoren und Rezipienten eingesetzt um zu prifen, welche sich am besten
eignen. Hierfir wurden deren optimalen Wachstumstemperaturen gewahlt (Carniel et al.,
1996). Zudem wurde die Dauer der Inkubation von Donor und Rezipient variiert. Unter
bestimmten Konditionen kann das ICE induziert werden, was zum Ausschneiden des
Elements aus dem Chromosom fihrt und die Wahrscheinlichkeit einer Konjugation erhoht.
Diese Aktivierungssignale sind teilweise von ICE zu ICE unterschiedlich, allerdings gibt es
allgemeine Ausloser, die viele ICEs induzieren. Dazu gehéren die SOS-Antwort, die
Ausschittung von Signalmolekilen, die Wachstumsphase und selektive Vorteile durch das
ICE (Johnson und Grossman, 2015).

4.2.3. Der Donor K. pneumoniae HU86 Cm entwickelte eine spontane Antibiotika-

Resistenz
Mit den E. coli-Donoren konnte unter allen ausgetibten Konjugationsbedingungen kein
Transfer nachgewiesen werden. Nach den Konjugationen mit dem K. pneumoniae-Stamm
HUB86 war stets ein Bakterienwachstum auf den Selektiv-Agarplatten zu erkennen. Allerdings

handelte es sich bei diesen Isolaten um den Donor, weshalb immer eine Uberpriifung per
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Massenspektrometrie vorgenommen wurde. Es ist bereits bekannt, dass K. pneumoniae-
Stamme eine spontane Antibiotika-Resistenz gegentber unterschiedlichen Stoffen in kurzer
Zeit entwickeln kdnnen (Smith, 1976; George et al., 1995). Durch die Auslésung der SOS-
Antwort konnte kein Transfer des ICE erzwungen werden. Allerdings ist das Ausschneiden
der meisten ICEs selbst unter induzierenden Bedingungen nur in einer relativ kleinen Anzahl

an Zellen zu beobachten (Johnson und Grossman, 2015).

4.2.4. Die Region X kdnnte eine Rolle fiir einen erfolgreichen Transfer spielen

Ein Transfer der ICE-Typ-HPI war nur mit dem Region X-positiven Donor K. pneumoniae
HU86 Cm moglich. Es konnte jeweils ein Transkonjugant mit den Rezipienten E. coli
MG1655 und Y. enterocolitica MRS40 erhalten werden. Die beiden erfolgreichen
Konjugationen wurden nach demselben Protokoll durchgefiihrt. Mdéglicherweise war der
Transfer nur durch das Vorhandensein der Region X im Donor HU86 Cm zustande
gekommen. Die Region X besitzt hohe Homologien zu dem Virulenz-Plasmid pLVPK von K.
pneumoniae (Preisach, 2008). Dieses Plasmid scheint an der Mobilisierung und dem Transfer
von DNA beteiligt zu sein (Putze et al., 2009; Chen et al., 2004). Es wurde bereits gezeigt,
dass das ICE des K. pneumoniae-Stammes NTUH-K2044 auf einen K. pneumoniae- und
einen E. coli-Rezipienten tbertragen werden kann. Dieses ICE enthalt zwar keine Region X,
aber die mittlere Region dieser Insel hat wiederum Ahnlichkeiten zu dem Plasmid pLVPK
und besitzt unter anderem den iroBCDN Gen-Cluster (Lin et al., 2008; Seth-Smith und
Croucher, 2009).

4.25. Die Yersiniabaktin-Synthese des Transkonjuganten Y. enterocolitica
MRS40 ICE-Cm ist temperaturabhéngig
Um die Funktionsfahigkeit der HPI nach dem Transfer iber die Gattungsgrenze hinaus zu

testen, wurden CAS-Agarplatten verwendet. CAS-Agar verfarbt sich bei der bakteriellen
Produktion von Siderophoren, wie z.B. Yersiniabaktin (Martin et al., 2013). Hierflir wurden
jeweils der Donor, der Rezipient und der Transkonjugant auf den Platten ausgestrichen und
bei 30°C bzw. 37°C inkubiert (Abb. 47). Der Donor K. pneumoniae HU86 Cm produziert
Siderophore bei beiden getesteten Temperaturen. Auch der Rezipient E. coli MG1655 und der
Transkonjugant E. coli MG1655 ICE-Cm verfarben den CAS-Agar bei beiden Temperaturen.
Die Verfarbung durch den Rezipienten MG1655 ist nicht ungewdéhnlich, da dieser und die
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meisten anderen E. coli-Stdmme das Siderophor Enterobaktin produzieren (Martin et al.,
2013). Ob der Transkonjugant MG1655 ICE-Cm Yersiniabaktin sezerniert, konnte durch
diesen Test nicht vollstdndig geklart werden. Die Y. enterocolitica-Stamme MRS40 und
MRS40 ICE-Cm zeigen bei der Inkubationstemperatur von 37°C keine Siderophor-
Produktion. Bei 30°C ist eine Verfarbung des CAS-Agars durch den Transkonjuganten zu
sehen. Dies spricht fur eine Yersiniabaktin-Produktion, die nur bei dem Temperaturoptimum
von Y. enterocolitica zu beobachten ist (Carniel et al., 1996). Im Allgemeinen ist davon
auszugehen, dass die ICE-Typ-HPI nach der Ubertragung auf andere bakterielle Gattungen

noch funktionsfahig ist.

4.2.6. Die ICE-Typ-HPI des K. pneumoniae-Stammes HU86 Cm kann mehrfach

in einen Rezipienten integriert werden

Die Integrationsorte der HPI in den Transkonjuganten wurden bestimmt. Der Stamm MRS40
ICE-Cm wurde in die Sequenzierungen mit eingeschlossen und in silico ausgewertet. Es
konnte gezeigt werden, dass eine einfache Kopie des ICE Ubertragen und in die asn tRNA
YEt054 entsprechend dem Y. enterocolitica-Stamm 8081 integriert wurde (Carniel et al.,
1996; Buchrieser et al., 1998). Die HPI kann in dieser bakteriellen Gattung in allen drei
vorkommenden asn tRNAs integrieren (Carniel, 1999). Der PAl-Integrationsort des
Transkonjuganten MG1655 ICE-Cm wurde per PCR bestimmt, da dieser Stamm erst nach den
durchgefuhrten Sequenzierungen erstellt werden konnte (Abb. 48). Hierfir wurden sechs
unterschiedliche Einzelkolonien des Transkonjuganten verwendet, um eine nachtréagliche
Neuintegration des ICE ausschliefen zu konnen. Die PCR-Ergebnisse zeigen fir alle sechs
Einzelkolonien, dass die ICE-Typ-HPI in drei von vier asn tRNAs integriert wurde (Abb. 49).
Es wurden Konjugationsversuche gezeigt, bei denen der K. pneumoniae-Donor NTUH-K2044
ein ICE mehrfach auf einen K. pneumoniae-Rezipienten (ibertragen hat. Diese Inseln waren in
unterschiedlichen asn tRNAs integriert (Lin et al., 2008; Seth-Smith und Croucher, 2009).
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5. Schlussfolgerung und Ubertragungsmodell

Ziel dieser Arbeit war es, den horizontalen Gentransfer (HGT) von Pathogenitatsinseln (PAIS)
innerhalb der Familie Enterobacteriaceae unter Verwendung der Technologie Next-
Generation Sequencing zu untersuchen. Dies wurde mitunter durch die erstmalige Genom-
Sequenzierung der Escherichia coli Referenz (ECOR)-Sammlung erreicht. Der Fokus lag
hierbei auf den E. coli-PAls High-Pathogenicity Island (HPI), PAI 111, pks- und serU-Insel.
Es konnte gezeigt werden, dass die Inseln unabhéngig voneinander in die Art E. coli
ubertragen wurden und anschlieBend unterschiedliche Kombinationen der drei benachbarten
PAIs HPI, pks- und serU-Insel en bloc innerhalb der Art E. coli mittels HGT weitergegeben
wurden. Bakterienstimme mit diesen Insel-Kombinationen wurden in PAI-Gruppen eingeteilt
und zeigten fur ihre Gruppe spezifische PAI-Subtypen. Die hohe Homologie der genomischen
Backbone-Bereiche zwischen den Inseln bestatigt die Ubertragung innerhalb der PAI-
Gruppen. Durch in vitro-Konjugationsversuche mit einem F'-Plasmid konnten die Transfers
der immobilen E. coli-PAls en bloc nachgestellt werden. Anhand der Sequenzierung der
entstandenen Transkonjuganten wurden neue Einblicke in die Ubertragung groBer DNA-
Abschnitte erhalten. Obwohl die Integration von Donor-DNA in das Rezipienten-Genom
durch Crossing-Over theoretisch an jeder homologen Stelle stattfinden kann, wurde ein

maoglicher Integrationsort nahe des Glykosyl-Transferase-Gens yaiP identifiziert.

Die ICE-Typ-HPI, die Gene fir einen eigenstandigen Transfer enthélt, wurde Uber die
Gattungsgrenze hinaus in einen E. coli- und einen Y. enterocolitica-Stamm transferiert. Da
sich diese Ubertragung als sehr ineffizient erwies, mussten erst die geeigneten
Konjugationsbedingungen getestet werden. Der einzige Donor, mit dem ein Transfer
erfolgreich war, war der Region X-positive K. pneumoniae-Stamm HUB86. Mdglicherweise
spielt diese Region bei der Ubertragung eine Rolle. Die Auswertung der Transkonjuganten
zeigte, dass die HPI nach dem Transfer in eine andere bakterielle Gattung noch funktionsféhig
ist und das Siderophor Yersiniabaktin synthetisiert. Wahrend der Y. enterocolitica-Rezipient

eine ICE-Typ-HPI erhielt, wurden in den E. coli-Rezipient drei Kopien Ubertragen.

Zusammengefasst wurde gezeigt, dass die HPI Uber die Gattungsgrenze hinaus Ubertragen
werden kann und noch funktionsfahig ist. Innerhalb der Art E. coli ist diese zusammen mit
anderen PAls en bloc Ubertragbar. Diese Art der Ubertragung konnte sowohl in vitro als auch

in silico bestatigt werden.
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6. Ausblick

In dieser Arbeit wurden die Transfermechanismen von immobilen und mobilen PAIs
nachgestellt und die Entwicklung der Pathogenitat untersucht. Durch den passiven Transfer
mit einem F'-Plasmid konnten Virulenzfaktoren auf apathogene E. coli-Stdamme (bertragen
werden. Diese waren anschlieend in der Lage die PAls an weitere apathogene Stamme mit
einer hoheren Konjugationseffizienz weiter zu geben. Ob die evolutiondre Verbreitung der
Inseln auch tats&chlich Uber ein F'-Plasmid oder einen Hfr-Stamm vollzogen wurde, konnte
hier nicht geklart werden. Es sollte in diesem Falle aber untersucht werden, ob Glykosyl-
Transferasen (insbesondere YaiP) und deren Umgebung als Rekombinationsort fiir ein F'-
Plasmid bevorzugt werden. Da der Transfer der mobilen PAIs nur durch einen Region X-
positiven Stamm zustande kam, sollte diese Region auf die Auswirkung der Ubertragung
analysiert werden. Die Konjugation konnte nach einer erfolgreichen Deletion dieser Region

wiederholt werden, um Unterschiede in dem Transfer zu verfolgen.

Durch die Technologie Next-Generation Sequencing ist es mdglich geworden, binnen kurzer
Zeit relativ kostengunstig neben pathogenen Isolaten und ganzen Stammsammlungen auch
das menschliche Genom zu entschliisseln und zu analysieren. Durch die stetige Erhéhung des
Durchsatzes und der Read-Langen steigt die Qualitdt der Sequenzen und vereinfacht den
Zusammenbau ganzer Genome. Diese Technologie wird auch dazu dienen, die Mechanismen
der Ubertragung von Virulenzfaktoren und Antibiotikaresistenzen besser zu verstehen.
Dadurch kdnnte deren Weitergabe verhindert werden, was immer wichtiger in Zeiten von

multiresistenten und hoch pathogenen Bakterien wird.
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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit Untersuchungen des horizontalen Gentransfers
(HGT) von Pathogenitatsinseln (PAIs) innerhalb der Familie Enterobacteriaceae. Wéhrend
der Transfer von mobilen PAIs wie z.B. integrative und konjugative Elemente (ICEs) bereits
etwas genauer untersucht wurde, sind die Transfermechanismen von immobilen PAIls
weitgehend unbekannt. Da gerade innerhalb der Pathogruppe der extraintestinal pathogenen
Escherichia coli (EXPEC), die fiir die meisten E. coli-Infektionen aulRerhalb des Magen-
Darm-Traktes verantwortlich sind, immobile PAIs verbreitet sind und zwischen diesen

Isolaten Ubertragen werden, wurden diese Inseln genauer untersucht.

Diese Arbeit beschaftigte sich vor allem mit der relativ jungen Technologie Next-Generation
Sequencing (NGS), durch die eine Kombination aus in silico und in vitro-Untersuchungen
durchgefiihrt werden konnte. Zuerst wurde die Phylogenie der Art E. coli anhand der
reprasentativen E. coli Referenz (ECOR)-Sammlung durch die Anwendung mehrerer
Multilocus-Sequenz-Typisierungen (MLST) analysiert. Es wurde gezeigt, dass durch die
Verwendung der gesamten Housekeeping-Gene - anstatt deren Fragmente - hybride Genome
identifiziert werden konnen. Im Weiteren wurde nachgewiesen, dass Stimme der ECOR-
Sammlung anhand der Verteilung der benachbarten PAIls High-Pathogenicity Island (HPI),
pks- und serU-Insel in sogenannte PAI-Gruppen eingeteilt werden kdnnen. Diese Isolate
hatten sowohl fur ihre Gruppe spezifische PAI-Subtypen als auch ein nahezu identisches
Backbone-Genom zwischen diesen Inseln. Da gezeigt werden konnte, dass diese Stamme
keinen klonalen Ursprung hatten, war dies der Nachweis fur einen en bloc-Transfer der

immobilen PAIs einschlieBlich der angrenzenden Backbone-Bereiche.

AnschlieBend wurde der in silico postulierte en bloc-Transfer in vitro nachgestellt. Fir die
Konjugationen wurden zwei E. coli-Donoren aus unterschiedlichen PAI-Gruppen erstellt,
deren HPIs mit einer Antibiotika-Resistenzkassette markiert wurden, um den Transfer der
Inseln zu verfolgen. Mit Hilfe eines F'-Plasmids wurden die immobilen PAIs en bloc
Ubertragen und die in silico-Hypothese in vitro bestatigt. Durch die Sequenzierung der
Transkonjuganten wurde gezeigt, dass der Transfer der einzelnen Inseln nach einem "Alles
oder nichts" Prinzip ablduft und dass die Menge an Ubertragener DNA sehr variabel war.
Obwohl die Rekombinationsorte zwischen Donoren- und Rezipienten-DNA groftenteils
zufallig waren, konnte eine moglicherweise bevorzugte Integrationsstelle neben der Glykosyl-

Transferase YaiP identifiziert werden.
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Aullerdem wurde die mobile ICE-Typ-HPI innerhalb der Familie Enterobacteriaceae tber die
Gattungsgrenze hinaus transferiert. Es wurde gezeigt, dass diese Insel mehrfach im Genom
des Rezipienten integrieren kann und anschliefend noch funktionsfahig ist. Die Region X der
ICE-Typ-HPI konnte eine entscheidende Rolle beziiglich der Ubertragung spielen. Die in
silico-Untersuchungen der unterschiedlichen ICE-Regionen zeigten ebenfalls, dass

spezifische ICE-Typ-HPIs in verschiedenen Vertretern der Enterobacteriaceae zu finden sind.

Es konnte zusammengefasst in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die ICE-Typ-HPI als erste
der drei untersuchten Inseln in die Art E. coli gelangte und sich hier Uber eine intermedidre
Form etablierte. Im weiteren Verlauf kamen unabhéngig voneinander die serU- und die pks-
Insel hinzu und wurden fortan en bloc innerhalb der Art E. coli Ubertragen. Dieser Transfer
scheint noch weiterhin im Gange zu sein. Diese neuen Erkenntnisse kdnnten zukunftig helfen,
durch ein besseres Verstandnis dieser Transfermechanismen die Ubertragung von

Virulenzfaktoren und Antibiotika-Resistenzen einzudammen.
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Summary

The main topic of this study was the investigation of horizontal gene transfer (HGT) of
pathogenicity islands (PAISs) in Enterobacteriaceae. While the transfer of mobile PAIs, e.g.
integrative and conjugative elements (ICEs), has been studied more detailed, the transfer
mechanisms of immobile PAIs are still not well understood. As immobile PAIs are mainly
found and transmitted in extraintestinal pathogenic Escherichia coli (EXPEC), causing most

E. coli infections outside the gastrointestinal tract, these PAls were examined more closely.

This study deals mainly with the relatively young technology next-generation sequencing
(NGS). Due to NGS, it was possible to combine in silico and in vitro approaches. First, the E.
coli phylogeny was studied by the representative E. coli reference (ECOR) collection using
multilocus sequence typing (MLST). It was demonstrated that hybrid genomes were
detectable due to the utilization of the entire housekeeping genes instead of the respective
fragments. In a next step, we showed that strains of the ECOR collection could be classified
into so called PAI-groups due to the distribution of the neighboring PAIs, namely the high-
pathogenicity island (HPI), the pks- and the serU-island. These isolates had both PAI-
subtypes specific for their group and nearly identical backbone regions between these islands.
As it was demonstrated that these strains had no clonal origin, this was the proof for an en

bloc transfer of theses immobile PAIs including the surrounding backbone genome.

Afterwards, the in silico postulated en bloc transfer was recreated in vitro. For the
conjugations, two E. coli donors from different PAI-groups were constructed. Their HPIs
were tagged with an antibiotic resistance cassette to track the transfer. The immobile PAIs
were transmitted en bloc by an F'-plasmid and the in silico hypothesis was confirmed in vitro.
Due to sequencing of the transconjugants, it was demonstrated that the transfer occurs in an
"all or nothing" fashion and that the amount of transmitted DNA was highly variable.
Although the recombination sites between the donors' and the recipients' DNA were mostly

random, one potential integration site was identified next to the glycosyl transferase YaiP.

Furthermore, the mobile ICE-type HPI within the family Enterobacteriaceae was transferred
crossing the species border. It was demonstrated that this island can integrate several times
into the recipient's genome and is subsequently still functional. The region X of the ICE-type

HPI1 could play a major role in the transmission. The in silico analyses of different ICE
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regions also showed that specific ICE-type HPIs can be found in different representatives of

the family Enterobacteriaceae.

Taken together, this study showed that the ICE-type HPI was the first of the three investigated
islands to appear into the E. coli species and was established as an intermediate type. During
the subsequent process, the serU- and the pks-island appeared independently and were further
spread en bloc together with the HPI within the E. coli species. This transfer seems to be still
ongoing. These new findings could help to better understand the transfer mechanisms and to

reduce the spread of virulence factors and antibiotic resistances.
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