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ZUSAMMENFASSUNG

Phylogenetischer Vergleich von chromosomal- und plasmid-kodierten
Genabschnitten in enterohdmorrhagischen Escherichia coli

Waldmann, Karsten

Escherichia coli ist ein gram-negatives, stabchenférmiges, fakultativ anaerobes
Bakterium, das typischerweise als Kommensale den Gastrointestinaltrakt
besiedelt und nur selten Erkrankungen im Menschen verursacht. Jedoch gibt es
einige pathogene E. coli-Varianten wie die enterohamorrhagischen E. coli
(EHEC), die spezielle Virulenzfaktoren besitzen, und intraintestinale
Erkrankungen auslésen kénnen, darunter das hamolytisch urdmische Syndrom,
der haufigste Grund fir akutes Nierenversagen im Kindesalter. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde in einem reprasentativen Kollektiv HUS-assoziierter EHEC
(HUSEC) untersucht, in welchem Verhaltnis sich das Plasmid und das
Chromosom zueinander entwickelt haben. Dazu wurden 41 Stdmme hinsichtlich
der plasmid-kodierten Gene EHEC-hlyA und espP untersucht und sequenziert.
Diese plasmidalen Sequenzen sowie die konkatenierten Sequenzen der sieben
chromosomalen Haushaltsgene aus dem E. coli-MLST-Schema wurden auf ihre
Phylogenie untersucht um einen Vergleich der Entwicklung durchzufihren. Von
den 42 untersuchten HUSEC-Stdmmen waren 23 EHEC-hlyA-positiv und 14
espP-positiv, darunter 12 sowohl EHEC-hlyA als auch espP-positiv. Der
Vergleich der phylogenetischen Baume ergab, dass die Struktur der
plasmidalen Sequenzen gegentber den chromosomalen Sequenzen keine
signifikanten Ubereinstimmungen aufweisen. Zusammenfassend wurde in
dieser Studie gezeigt, dass sich in HUSEC die chromosomalen Gene

unabhangig von den plasmidalen Genen entwickelt haben.
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1. Einleitung

Escherichia coli ist ein gram-negatives, stabchenférmiges, fakultativ anaerobes
Bakterium (27). Typischerweise besiedelt E.coli als Kommensale den
Gastrointestinaltrakt und  verursacht nur selten  Erkrankungen im
Menschen (33). Jedoch gibt es einige E. coli-Varianten, die spezielle
Virulenzfaktoren besitzen, und eine Vielzahl an intra- oder extraintestinalen
Erkrankungen auslésen kénnen, insbesondere Diarrhden, Harnwegsinfekte und
Septikamien (20). Der bekannteste Pathogenitatsfaktor bei
intestinal-pathogenen E. coli ist das Shiga Toxin (Stx). Stx-positive E. coli
werden als Shiga Toxin produzierende E. coli (STEC) bezeichnet (16).

Da nicht alle STEC mit humanen Erkrankungen assoziiert sind und teilweise nur
beim Rind nachgewiesen werden (19), aber auch durch den Kontakt zu Rindern
sowie den Verzehr von kontaminierte Fleisch Ubertragen werden
kénnen (12,34,45), werden im deutschsprachigen Raum die
krankheitsauslésenden STEC enterohamorrhagische E. coli(EHEC) genannt.
Diese Erreger sind in der Lage, neben wassrigen und blutigen Diarrhéen auch
schwere Krankheitsbilder wie die hamorrhagische Kolitis oder das
Hamolytisch-Urdmische Syndrom (HUS) hervorzurufen (21,27). Definiert wird
das HUS als eine Trias aus mikroangiopathischer hamolytischer Anamie,
Thrombozytopenie und akuter Nephropathie (40). Klinisch-laborchemisch wird
die Diagnose HUS gestellt bei Vorliegen eines Hamatokrits unter 30% mit
Nachweis zerstérter Erythrozyten (Fragmentozyten) im Blutausstrich, einer
Thrombozytenanzahl von  weniger als  150,000/mm3 und einer
Kreatininkonzentration, die die obere Grenze des Normwertes fir das
entsprechende Alter Uberschreitet (15). Bei der Pathogenese geht man davon
aus, dass wahrend einer EHEC induzierten Kolitis Stx und Lipopolysaccharide
durch die Darmwand in den Blutkreislauf gelangen und dann an
Glykoproteinrezeptoren (Gb3) in Darm und Nieren binden, ein Prozess der
unter anderem durch das vom eae-Gen (E. coli attaching and effacing) kodierte



Adhesin vermittelt wird (48). Die darauf folgende Aufnahme in die Zellen bewirkt
eine Inhibition der Proteinproduktion und dadurch eine Schadigung oder die

Zerstérung der Zelle sowie eine Abldsung von der Basalmembran (22,40).

Die besondere Fahigkeit der EHEC-Bakterien ein HUS zu verursachen besitzt
weltweit groBe Bedeutung, da EHEC-Infektionen der haufigste Grund fir akutes
Nierenversagen im Kindesalter sind und in 90% aller HUS-Erkrankungen als
Ursache angesehen werden (15,40,46). Wé&hrend bei schweren klinischen
Verlaufen und insbesondere beim HUS EHEC des Serotyps O157:H7/H
weltweit dominieren, kann es jedoch regional groBBe Unterschiede geben, was
die Serotypenverteilung angeht. In Deutschland werden beispielsweise nur ca.
zwei Drittel aller HUS-Falle durch EHEC O157:H7/H" verursacht, die Ubrigen
Falle werden durch eine Vielzahl von anderen Serotypen wie z. B. O26:H11/H
oder O145:H28/H" ausgeldst (23). Um die Entstehung von EHEC und die
Krankheitsentstehung durch die verschiedenen EHEC-Serotypen besser
verstehen zu kénnen, wurde hierzu als reprasentative Stammsammlung die
Kollektion von HUS-assoziierten EHEC (HUSEC) etabliert, die die gesamte
phylogenetische Breite von HUS-assoziierten EHEC in Deutschland
widerspiegelt (32).

Untersuchungen zur Entstehung von pathogenen E. coli im Vergleich zu
kommensalen E. coli haben gezeigt, dass das Genom von E. coli nicht fix ist,
sondern standigen Umstrukturierungen unterworfen ist. Dieser Entwicklung
durch Genmodifikationen, Genverlusten oder Aufnahme zusatzlicher Gene,
insbesondere durch horizontalen Gentransfer, kommt eine bedeutende Rolle flr
die Variabilitdt des Genoms sowie der Entstehung neuer E. coli-Pathotypen
zu (2).

Waéhrend Punktmutationen und genetische Umordnung nur zu langsamen
Veranderungen im Genom flUhren, bewirkt der horizontale Gentransfer eine
schnelle Umgestaltung durch Insertionen oder Deletionen ganzer
Genabschnitte (39). So sind viele Virulenzfaktoren auf Ubertragbaren
Genelementen wie Bakteriophagen, Plasmiden oder Transposons lokalisiert
und kénnen daher leicht zwischen Bakterien ausgetauscht werden (17). Sie



besitzen die Fahigkeit sich episomal zu vervielfaltigen oder sich in das
Chromosom zu integrieren oder herauszulésen, sodass eng verwandte Gene
sowohl auf dem Chromosom als auch auf anderen mobilen DNA Elementen

existieren kénnen (13).

Neben der Charakterisierung der unterschiedlichen Pathogenitadtsmarker spielt
die Analyse des Kerngenoms eine wichtige Rolle, um die Evolution einer
Spezies besser zu verstehen. Hierzu ist heutzutage die Multilokus
Sequenztypisierung (MLST) anerkannter Standard (28). Bei dieser Methode
werden stellvertretend flr das Kerngenom bei E. coli partielle Gensequenzen
von sieben verschiedenen Haushaltsgenen bestimmt (47), deren Sequenzen
dann fur das jeweilige Gen in Allelbezeichnungen umgeschrieben werden. Die
Zusammensetzung der verschiedenen Allele (Allelprofil) ergibt dann als
Typisierungsergebnis den Sequenztyp (ST).

Weiterhin ist fir das umfassende Verstéandnis der Evolution wichtig zu wissen,
in welchem Verhaltnis sich chromosomale und plasmidale Gene entwickeln.
Eine Mdglichkeit ist die parallele und vergleichende Sequenzanalyse von
chromosomalen und plasmidalen Genen. In EHEC sind u. a. extrazellulare
Serinproteasen (EspP) oder das EHEC-Hamolysin (EHEC-HIyA)
plasmid-kodierte Regionen, die bereits funktionell umfangreich charakterisiert
worden sind und sich aufgrund ihrer Verbreitung Uber Serotypgrenzen hinweg
als Zielregionen fur weiterfihrende phylogenetische Analysen anbieten (6,37).
Beide sind auf dem groBen Plasmid pO157 nachgewiesen, welches bereits in
mehreren EHEC O157:H7 Stdmmen komplett sequenziert wurde, dessen

pathogenetische Relevanz aber noch nicht vollig geklart ist (9).

Bei dem EspP handelt es sich um einen Autotransporter, der unter anderem
den Koagulationsfaktor V spaltet und somit Einfluss auf die Gerinnung hat.
Dadurch kdnnten die blutigen Durchfalle bei EHEC-Erkrankungen verstarkt
werden (6).  Weitere  Untersuchungen haben  bei  verschiedenen
STEC-Serotypen in Uber 50% der Falle espP nachgewiesen, darunter zu fast
100% in E. coliO157:H7 (5). Zudem wurden vier Allele identifiziert, die



untereinander auf Genebene eine Homologie von 95-99,9% aufweisen. Das
Genprodukt zweier Untergruppen, EspPa und EspPy, zeigten dabei eine
Wirkung auf Faktor V, wohingegen EspPB und EspPd nicht sekretiert wurden
oder proteolytisch inaktiv waren (5). Das espP-Gen scheint in EHEC Bakterien
weit verbreitet zu sein und eine groBe Heterogenitat aufzuweisen, wobei
Studien zeigen das espP-positive E. coli Bakterien von an HUS erkrankten
Patienten im Regelfall espPa besitzen (5,24).

Auch das Gen EHEC-hlyA befindet sich auf dem groBen Plasmid pO157 der
E. coli Bakterien. Das Genprodukt EHEC-HIyA weist eine groBe Ahnlichkeit mit
dem chromosomal kodierten Protein a-Hamolysin auf und zéhlt zu der Gruppe
der porenbildenden Cytolysine, welche die Fahigkeit haben, Poren in
Membranen zu bilden und bestimmte eukaryotische Zellen, insbesondere
Erythrozyten, aufzulésen (1,36-38). Obwohl die genaue Rolle des EHEC-hlyA in
der Pathogenese von EHEC-Infektionen noch nicht genau geklart werden
konnte (37,44), scheint es eine groBe Bedeutung bei der Entstehung von
hamorrhagischen Kolitiden und dem HUS zu besitzen und die Virulenz der
Erreger zu verstarken (38).



Im Gegensatz zu den funktionellen Daten sind die Pravalenz und die
Phylogenie dieser plasmid-kodierten Virulenzmarker noch vollkommen
unbekannt. Zudem ist nicht bekannt, ob sich die Plasmide unabh&angig vom
Chromosom entwickeln und haufig oder nur selten zwischen den verschiedenen
EHEC-Serotypen horizontal ausgetauscht werden. Um die genotypische
Pravalenz und Phylogenie von den beiden plasmid-kodierten Virulenzmarkern
EHEC-hlyA und espP in der HUSEC-Kollektion zu bestimmen, wurden in der

vorliegenden Arbeit die folgenden Fragestellungen bearbeitet:

¢ In welchen Serotypen kommen EHEC-hlyA und/oder espP vor? Hierzu
soll die genotypische Pravalenz mittels spezifischer PCRs in der
HUSEC-Kaollektion untersucht werden.

e Wie ist Allelverteilung dieser Gene innerhalb der HUSEC-Kollektion?
Mittels DNA-Sequenzierung zweier interner Genfragmente der jeweiligen
Gene soll die Phylogenie dieser Gene hinsichtlich ihrer Entstehung

untersucht werden.

e Wie verhalt sich die Entwicklung dieser plasmid-kodierten Gene im
Vergleich zum Chromosom? Hierzu werden die Phylogenien der
einzelnen Gene mit den konkatenierten Sequenzen der sieben
chromosomalen Haushaltsgene aus dem E. col-MLST-Schema

verglichen.



2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1.Standardgerate, -chemikalien und -materialien

Es wurden Standardgerate, -chemikalien und -materialien (Glas- und
Plastikwaren) der Firmen Abgene (Genf, Schweiz), Applied Biosystems (Foster
City, Ca., USA), Biometra (Goéttingen), BioRad-Laboratories (Miinchen), Biozym
(Wien, Osterreich), Braun (Melsungen), Eppendorf (Hamburg), Greiner (Flacht),
Heidolph (Schwabach), Heraeus (Hanau), Herolab (Wiesloch), Keutz
(Reiskirchen), Kirsch (Offenburg), Merck (Darmstadt), Millipore (Schwalbach),

Roth (Karlsruhe) und Sigma (Osterode am Harz) verwendet.

Spezielle Materialien, insbesondere fiir die molekularbiologischen Versuche,
werden bei den einzelnen Methoden aufgefihrt.

2.1.2.PCR-Reagenzien

Die in der PCR verwendeten Primer sind von der Sigma-Aldrich GmbH
(Steinheim) synthetisiert und im Methodenteil aufgelistet. Die {brigen
PCR-Reagenzien (Tag-DNA-Polymerase, 5x Enhancer Solution P, 10x
Reaktionspuffer 'Y, 25 mM MgCl,) stammen von der Firma Peglab
Biotechnologie (Erlangen). Der 1kb-DNA-Marker wurde von der Invitrogen
GmbH (Karlsruhe) hergestellt.



2.1.3. Stammsammlung und Referenzstamme

Die  verwendeten isolieten DNA  Stdmme stammen aus der
HUSEC-Referenzstammsammlung des Institutes flr Hygiene der Universitat
Minster. Die  Sammlung vereint  verschiendene  HUS-assoziierte
EHEC-Seroptypen (32) und ist in Tabelle 1 abgebildet. Als Kontrollen far die
PCR- und Sequenzreaktionen wurden die beiden Stamme EDL933 und C600

verwandt.

Tabelle 1: Aufstellung der 42 HUSEC lIsolate mit ihren Serotypen und Multilokus
Sequenztypen

HUSEC Nummer Stamm Serotyp Sequenztyp (ST)
HUSECO001 05-946 O111:H10 43
HUSEC002 5152/97 Ont:H 330
HUSECO003 6334/96 0O157:H7 11
HUSECO004 3072/96 O157:H 11
HUSECO005 2907/97 O55:H7 335
HUSECO006 5376/99 O157:H 587
HUSECO007 7382/96 0103:H2 17
HUSECO008 2791/97 O103:H 17
HUSEC009 6833/96 OR:H2 17
HUSECO010 1805/00 O119:H2 20
HUSECO11 2516/00 0111:H8 16
HUSECO012 6037/96 O111:H 16
HUSECO013 2245/98 026:H11 21
HUSECO014 5080/97 026:H 21
HUSECO015 126814/98 OR:H11 21
HUSECO016 5028/97 Ont:Hnt 21
HUSECO017 3319/99 026:H11 27
HUSECO018 1530/99 026:H11 29
HUSECO019 1588/98 OR:H11 29
HUSEC020 3271/00 026:H11 396



HUSECO021
HUSECO022
HUSEC023
HUSEC024
HUSEC025
HUSEC026
HUSECO027
HUSEC028
HUSEC029
HUSEC030
HUSECO031
HUSEC032
HUSECO033
HUSEC034
HUSECO035
HUSECO036
HUSECO037
HUSECO038
HUSECO039
HUSEC040
HUSECO041
HUSEC042

0488/99
4557/99
1169/97/1
2996/96
06-05009
99-09355
03-07727
03-06687
4256/99
05-03519
7792/96
2441/98
4392/97
3332/99
1529/98
2839/98
02-03885
3356/97B
3651/96
220/00
01-09591
820/08

0145:H28
O145:H
O112:H
O73:H18
O55:Hnt
O113:H21
0163:H19
0128:H2
O70:H8
098:H
OR:H
O136:Hnt
0145:H25
091:H21
O121:H19
O145:H
0104:H21
Ont:H21
076:H19
O174:H21
0104:H4
0165:H25

32
137
40

69

101
56

654
25

39

306
306
329
342
442
655
659
672
672
675
677
678
119



2.2. Methoden

2.2.1. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Der Nachweis und die Amplifikation spezifischer DNA Abschnitte wurden mittels
PCR durchgefiihrt und erfolgten mit einem Gesamtvolumen von 49,4 ul pro
Reaktionsgefal3. Initial begannen die thermischen Reaktionen mit einer
finfminatigen Denaturierungsphase bei 94°C. Danach folgten 30 Zyklen, jeweils
bestehend aus einer Denaturierungsphase flir 30 Sekunden bei 94°C, eine
Primerhybridisierungsphase fir 60 Sekunden bei den in Tabelle 2 angegebenen
Temperaturen und einer Elongationsphase flr 60 Sekunden bei 72°C, die nach
Beendigung des letzten Zyklus durch eine letzte finfminltige Elongationsphase
bei 72°C abgeschlossen wurde. Die genauen Angaben fir die PCR sind in
Tabelle 2 dargestellt.

Der PCR-Ansatz von 49,4 ul wurde pipettiert aus 5,0 ul DNA sowie einem
44 4 ul Mix bestehend aus 24,7 ul HPLC, 5,0 ul Puffer, 10,0 ul Enhancer, 1,5 ul
MgClz, 1,0 ul dNTP, 1,0 pul Primer forward, 1,0 ul Primer reverse und 0,2 pl
Tag-DNA-Polymerase.

Tabelle 2: PCR Primer und Bedingungen

Primer Primer-Sequenz 5-3’ Gen  Anlagerungs Amplifikat Referenz
-temperatur
hiyA1  GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG EHEC 52°C 621 bp (37)
hlyA8 = TAACCCCTGTGCCATTCTCT -hlyA diese
Studie
hlyA7  TGTATCTGCGGGAGTTAGTG EHEC 52°C 700 bp diese
-hlyA Studie
hiyAd  TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA (37)
hlyA9 ~ ACCCCAGGAGAAGAAGTTAG EHEC 52°C 669 bp diese
-hlyA Studie
hiyA1  CTGGTCGTCTCCCTGTCCTC (37)
espP-A  AAACAGCAGGACCTTGAACG espP 53°C 613 bp (7)
espP- TAAAGGTGAAATCATCCCCG diese
1137R Studie



espP- ACTCCGCCAGACTCGTTGCC espP 54°C 675 bp diese

2369F Studie
espP- AGTCAACAGAGAACAGGGCG diese
3024R Studie

Der Nachweis der amplifizierten DNA erfolgte durch elektrophoretische
Auftrennung auf einem 1,5%igen Agarosegel in 0,5%igem TBE-Puffer (2,7 g
Borsaure, 5,4 g Tris Ultra, 2 ml EDTA ad 1 | VE-H20). Nach Farbung des Gels in
einem Wasserbad mit Ethidiumbromid (BioRad GmbH, Minchen) konnte die
Detektion mittels UV-Translumination bei 320 nm erfolgen. Bei der dabei
verwendeten Software handelt es sich um QuantityOne (BioRad, Mulnchen,
V4.6, build 036).

2.2.2. Sequenzierung der PCR-Produkte

Fir die Sequenzierung wurden die doppelstrangigen PCR-Produkte
enzymatisch durch die Exonuklease | (New England Biolabs Gmbh,
Frankfurt-Hoechst) und die SHRIMP alkaline phosphatase (USB Amersham,
Freiburg) in Anlehnung an die Methode von Dugan et al. (14) aufgereinigt. Zur
Sequenzierung von den 2 Genabschnitten pro Gen wurden jeweils 5 ul des
PCR-Produkts mit 1 U beider Enzyme bei 37°C flr 45 Minuten inkubiert, bevor
die Enzyme bei 80°C flir 15 Minuten inaktiviert wurden und die PCR-Produkte
bei 4°C gelagert wurden. Die aufgereinigten Amplifikate wurden dann mittels
dem ABI Prism BigDye Terminator v3.1 Sequenzierungskits (Applied Biosystem,
Foster City, CA, USA) im ABI Prism 3130x| Avant Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) sequenziert. Benutzt wurden dabei 0,5 ul des Premixes aus dem
Kit, 1,8 pl Tris-HCI-MgCI2 buffer (400 mM Tris-HCL; 10 mM MgCI2), 10 pmol
des Sequenzierungsprimers (identisch mit dem PCR-Primer), und 2 pl des

PCR-Produkts in einem gesamten Volumen von 10 pl.
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2.2.3.Phylogenetische Analysen

FUr die phylogenetischen Analysen wurden jeweils die zusammengehdrigen
Sequenzen der Genabschnitte konkateniert und durch das in BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) implementierte ClustalW ein
Alignment erstellt.

Aus diesen Daten wurde Baume mit der maximum likelihood Methode durch die
PHYML 3.0 Software (http://www.atgc-montpellier.fr/phyml) generiert. Die so
entstandenen phylogenetischen Baume kénnen mit Hilfe der MEGA4 Software
(http://www.megasoftware.net) angezeigt und in ihrer Darstellung angepasst
werden. Zudem wurde mit den EHEC-hlyA und espP Allelen eine
Rekombinationsanalyse  durch den  GENECONV  Algorithmus des
Recombination  Detection  Program  (http://darwin.uvigo.es/rdp/rdp.html)
durchgefihrt (29).

2.2.4. Vergleich der phylogenetischen Baume

Um die Phylogenie der einzelnen Gene miteinander zu vergleichen wurde das
von Jan P. Meier-Kolthoff et. al. entwickelte und frei erhéltliche Programm
CopyCat (http://www-ab.informatik.uni-tuebingen.de/software/copycat)
verwandt (30). Das Programm bietet eine graphische Oberflache fiir die von
Legendre et al. entwickelten Programme DistPCoA und Parafit (26) bzw. flr die
in diesem Fall verwendeten und von A. Stamatakis etal. optimierten

Programme AxPcoords und AxParafit (42).

Verglichen wurde jeweils die Baume der espP-positiven bzw.
EHEC-hlyA-positiven MLST-Sequenzen gegentiber den Baumen der
espP-Sequenzen und EHEC-hlyA-Sequenzen.

Die Eingabe der mit PhyML generierten phylogenetischen Baume erfolgt
paarweise im Newick-Format, wobei es erforderlich ist, einem Baum die Rolle
als Wirt und dem anderen Baum die Rolle als Parasit zuzusprechen. Die
Einordnung der chromosomalen Genabschnitte als Wirt und somit der

11



plasmidalen Abschnitte als Parasit erscheinen dabei logischer.

Zudem muss eine Assoziationstabelle erstellt werden, in der die jeweils
zusammengehoérigen Stamme aufgelistet und gegenilbergestellt werden. Die
Baumdaten werden dann jeweils durch CopyCat in eine Distanzmatrix
umgewandelt. Aus diesen beiden Distanzmatrizen wiederum wird eine neue

Distanzmatrix erstellt, die die Assoziation von Wirt und Parasit widerspiegelt.

Aus dieser Assoziationsmatrix berechnet das Programm eine globale Statistik
Uber das Verhaltnis der Gesamtstruktur. Zudem kann das Programm einzelne
Stammassoziationen Uberprifen, indem es den Einfluss der individuellen

Stamme auf die Gesamtstruktur testet.

Als Resultat erhalt man fir die Gesamtibereinstimmung einen p-Wert, der bei
einem Wert kleiner 0,05 aussagt, dass auf einem 95%igen Signifikanzniveau,
die Ahnlichkeit der Phylogenien gréBer ist als mit einem zufallig generierten
Baum. Zudem erhélt man flr die einzelnen Stamme Wahrscheinlichkeitswerte,
die bei einem Wert kleiner 0,05 dem Stamm eine signifikante Bedeutung an der

Gesamtstruktur zusprechen.

Zur lllustration der Ergebnisse wurden Tanglegramme erstellt. Die
phylogenetischen Baume wurden durch die MEGA4 Software nur mit ihrer
Topologie dargestellt und manuell gegenlbergestellt. Die zusammengehdrigen
Stamme wurden miteinander verbunden und signifikante Stammassoziationen

sind rot markiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Nachweis von espP und EHEC-hlyA in den
HUSEC-Stammen

Der Nachweis der spezifischen Genabschnitte wurde mittels PCR durchgefiihrt
und durch UV-Translumination sichtbar gemacht. Die Banden waren scharf
begrenzt und zeigten einen klar definierten Genabschnitt bei den jeweils zu

erwarteten Basenpaarlangen.

Von den 42 untersuchten HUSEC-Stammen waren 23 EHEC-hlyA-positiv und
14 espP-positiv, darunter 12 sowohl EHEC-hlyA als auch espP-positiv. Eine
Ubersicht der Genabschnitt positiv gestesteten Stamme ist in Tabelle 3 gegeben.
Die nicht aufgefihrten Stamme sind sowohl EHEC-hlyA als auch espP-negativ.
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Tabelle 3: Genlbersicht der HUSEC-Stamme

HUSEC Nummer Stamm Serotyp EHEC-hlyA  espP
HUSECO002 5152/97 Ont:H + +
HUSECO003 6334/96 O157:H7 + +
HUSECO004 3072/96 O157:H + -
HUSECO006 5376/99 O157:H + -
HUSECO11 2516/00 O111:H8 + -
HUSECO013 2245/98 026:H11 + +
HUSECO014 5080/97 026:H + +
HUSECO016 5028/97 Ont:Hnt + +
HUSECO018 1530/99 026:H11 + -
HUSECO019 1588/98 OR:H11 + +
HUSEC020 3271/00 026:H11 + +
HUSECO021 0488/99 0145:H28 + +
HUSEC022 4557/99 0O145:H + -
HUSECO025 06-05009 O55:Hnt - +
HUSECO026 99-09355 0113:H21 - +
HUSEC028 03-06687 0128:H2 + -
HUSECO030 05-03519 098:H + +
HUSEC031 7792/96 OR:H + +
HUSEC032 2441/98 0136:Hnt + -
HUSECO033 4392/97 0145:H25 + -
HUSECO034 3332/99 091:H21 + -
HUSECO035 1529/98 0O121:H19 + -
HUSECO036 2839/98 O145:H + +
HUSECO039 3651/96 O76:H19 + -
HUSECO042 820/08 0165:H25 + +
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3.2. Phylogenie der einzelnen Gene

Die ungewichteten phylogenetischen Baume, erstellt mit der maximum
likelihood Prozedur durch PhyML, sind in Abbildung 1-2 dargestellt. Um die
statistische Relevanz der einzelnen Verastelungen beurteilen zu kénnen, sind
die jeweiligen bootstrap-Werte vermerkt. Die phylogenetische Ahnlichkeit zweier
Stamme ist (iber die Entfernung entlang der Aste reprasentiert. Die horizontalen
Marker zeigen die Entfernungen an, die flr die jeweiligen Veranderungen pro

Nukleotid stehen.

Obwohl die jeweiligen Genabschnitte ein heterogenes Bild liefern zeigen sich
jeweils Stdmme, die sich in homologe Gruppen einordnen und somit eine

erhohte Ahnlichkeit aufweisen.
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Abbildung 1: ungewichteter Phylogenetischer Baum aller EHEC-hlyA-positiven
HUSEC Stdmme basierend auf der konkatenierten Sequenz (1139 bp) von zwei
EHEC-hlyA-Abschnitten
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Die Darstellung der Verwandtschaft der EHEC-hlyA-positiven Stimme lasst eine
sehr groBe homogene Gruppen erkennen in der sich die Stamme teilweise
weiter in kleineren Untergruppen formieren, sowie funf weitere einzelne

Stamme, die sich von der groBBen Gruppe unterscheiden.

5028/97
3271/00
o1 | 2245/98
1588/98
0488/99
100
5080/97
| 6334/96
L 2839/98
95
7792/96
7
5152/97
05-03519
 06-05009
L 99-09355
___ 820/08
——
0.005

Abbildung 2: ungewichteter Phylogenetischer Baum aller espP-positiven HUSEC
Stamme basierend auf der konkatenierten Sequenz (1212bp) von zwei
espP-Abschnitten

Die Darstellung der Verwandtschaft der espP-positiven Stdmme Iasst eine
groBe homogene Untergruppen erkennen sowie sechs davon unterschiedliche

Stdmme, von denen vier jedoch eine erhéhte Homogenitat aufweisen.
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Des Weiteren zeigten die Rekombinationsanalysen der jeweiligen
Gensequenzen keine signifikanten Rekombinationsereignisse. Einzige
Ausnahme bildet die espP-Sequenz des Stammes 06-05009, dessen Ursprung
in den beiden Stammen 820/08 und 2839/98 liegen kdnnte, dies lasst sich
jedoch anhand der Rekombinationsanalyse nicht sicher bestatigen oder
ausschlieBen, da auch eine Missidentifikation mdglich ist und der Stamm
2839/98 rekombinant sein kdénnte.
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3.3. Vergleich der phylogenetischen Baume

Der Vergleich der phylogenetischen Baume wurde mit CopyCat durchgefihrt.
Das Programm berechnete die Ubereinstimmung zweier Baume sowie den

Einfluss einzelner Stamme auf die Gesamtstruktur.

Die Vergleiche von MLST und espP bzw. EHEC-hlyA weisen keine signifikante
Kongruenz auf, sondern lediglich einen p-Wert von 0,06507 fur EHEC-hlyA und
einen p-Wert von 0,11311 fiir espP. Bei der Uberpriifung des Einflusses
einzelner Stamme auf die Gesamtstruktur zeigt einzig beim Vergleich von MLST
und espP der Stamm 6334/96 eine signifikante Stammassoziation.

Die graphische Gegenuberstellung der Topologie der phylogenetischen Baume
ist in den Abbildungen 3 und 4 dargestellt.
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Abbildung 3: Tanglegramm basierend auf der Topologie der phylogenetischen Baume

der

konkatenierten

MLST-Genabschnitte

sowie

konkatenierten

EHEC-hlyA-Abschnitte zur lllustration der Assoziation der einzelnen Stdmme auf ihren
unterschiedlichen Genen. Zusammengehdrige Stdmme sind miteinander verbunden.
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Abbildung 4: Tanglegramm basierend auf der Topologie der phylogenetischen Baume der
konkatenierten MLST-Genabschnitte sowie der konkatenierten espP-Abschnitte zur
lllustration der Assoziation der einzelnen Stdmme auf ihren unterschiedlichen Genen.
Zusammengehorige Stdmme sind miteinander verbunden und Verbindungen mit einer
signifikanten Stammassoziation sind rot markiert.

Anhand der Berechnungen weist somit die Gesamtstruktur der chromosomalen
gegenlber  den plasmidalen Genabschnitten keine  signifikante

Ubereinstimmung auf.
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4. Diskussion

Seit der Entdeckung der Assoziation zwischen dem Auftreten von HUS und der
Infektion mit Shiga Toxin produzierenden E. coli durch Karmali et al. wurden
eine hohe Anzahl HUS-induzierender Serovare ausfindig gemacht, die von
einer groBen Vielfalt und einem stetigen Wandel durch Rekombination
zeugen (10). Obwohl das Stx eine Schllsselfunktion unter den Virulenzfaktoren
einnimmt, scheinen weitere Faktoren wie z. B. die plasmidkodierten Gene espP
und EHEC-hlyA eine hohe Relevanz fur die Virulenz von HUSEC-Stdmmen zu
haben. Insbesondere mobile Genelemente wie die Plasmide sind starken
Veranderungen unterworfen wie z. B. durch horizontalen Gentransfer, dem eine
bedeutende Rolle in der Entwicklung der Pathogenitdt zukommt, da
krankheitserregende Faktoren in einem einzigen Integrationsschritt Gbertragen
werden kénnen (17).

In der vorliegenden Arbeit wurde in einem reprasentativen HUSEC-Kollektiv
untersucht, in welchem Verhéltnis sich das Plasmid und das Chromosom
zueinander entwickelt haben. Nach dem Nachweis von espP und EHEC-hlyA
wurden die Sequenzen der positiven Stdmme sowie chromosomale
MLST-Gensequenzen auf ihre Phylogenie untersucht, um einen Vergleich der

Entwicklung durchzufhren.

Hierbei zeigte sich, dass sich die plasmidalen Gene unterschiedlich von den
chromosomalen Gene entwickelt haben, was die Schlussfolgerung zulasst,
dass die Plasmide sich nicht konstant jeweils in einem Bakterienstamm
befunden haben, sondern im Laufe der Evolution zwischen verschiedenen
Bakterienstammen gewechselt oder sich ausgetauscht haben.
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Im Vergleich zu den 55% EHEC-hlyA-positiven HUSEC-Stdmmen, zeigte eine
Studie von Stephan et. al., nach einem Screening von 5590 Stuhlproben
asymptomatischer Schweizer Angestellter aus der Fleischindustrie, in den 47
gefundenen STEC-Isolaten zu 38,3% einen positiven EHEC-hlyA
Nachweis (43). Eine Studie von Slanec et al. zeigt in einem Kollektiv von 75
STEC-Isolaten aus Fleischprodukten und Wasser eine EHEC-hlyA Pravalenz
von 40% (41). Eine Studie von Cookson et al. zeigte in einem Kollektiv von 38
stx-positiven und eae-positiven Isolaten von Mensch und Vieh eine Pravalenz
von 100%, und von 117 lsolaten, die nur stx-positive aber eae-negativ waren,
von 51,8% (11). In dem HUSEC-Kollektiv hingegen zeigte sich bei den
eae-positiven Isolaten 65,4% EHEC-hlyA positiv, und bei den eae-negativen
Isolaten nur 37,5% EHEC-hlyA positiv.

Im Vergleich zu den 33% espP-positiven HUSEC-Stammen, zeigte eine Studie
von Brockmeyer et al. in einem Kollektiv von 575 klinischen STEC Isolaten in
63,6% der Falle das Vorhandensein von espP, darunter in 100% aller 81
Stamme des Serotyps O157:H7 (5). Eine Studie von Khan et al. zeigte in einem
Kollektiv von 214 Isolaten von Menschen und aus der Umwelt eine Pravalenz
von 57%, darunter zu 96% aller 68 Stdmme mit dem Serotyp O157:H7,
wohingegen nur 58% aller non-157 Isolate espP-positiv waren, und nur bei 5
von 12 (=42%) klinischen HUS-Isolaten (24). Die zuvor erwahnte Schweizer
Studie von Stephan etal. zeigte in den 47 STEC-Isolaten symptomfreier
Angestellter nur eine Pravalenz von 6,4% (43).

Die Diskrepanzen zu den in dieser Arbeit ermittelten Prozentsatzen der
EHEC-hlyA-positiven und espP-positiven Stdmme lassen sich unter anderem
damit erklaren, dass sich die HUSEC-Stammsammlung nicht aus unselektierten
klinischen Isolaten zusammensetzt, sondern geschaffen wurde um ein groBBes
Spektrum der unterschiedlicher, mit HUS-assoziierter Serotypen zu
reprasentieren. Somit kann es in allen Studien zu Verzerrungen aufgrund der
Probenauswahl kommen, die den Vergleich untereinander erschweren.

Fiar die Pathogenitat der HUSEC-Stamme lasst sich somit zusammenfassen,
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dass durch die hohe Pravalenz, sowohl von EHEC-hlyA als auch von espP,
beide Gene von hoher Relevanz zu sein scheinen, jedoch nicht alleine fir die
Pathogenese verantwortlich sind.

Die phylogenetischen Baume der einzelnen Gene zeigen ein sehr
unterschiedliches Bild. Die Rekombinationsanalyse zeigte jedoch keine

nennenswerten Rekombinationsereignisse.

Der phylogenetische Baum von EHEC-hlyA lasst eine sehr groBe Gruppe
erkennen, die sich weiter in homogene Untergruppen teilt, sowie einige sich
davon unterscheidende einzelne Stdmme. Die groBe homogene Gruppe setzt
sich vorwiegend aus 0O145-, 026- und O157-Stdmmen sowie vereinzelten
anderen Serotypen zusammen. Die heterogeneren Stamme auBerhalb dieser

Gruppe setzen sich aus verschiedenen einzelnen Serotypen zusammen.

Eine Studie von Boerlin et al. zeigte bei der Analyse von eae-postiven sowie
eae-negativen STEC eine Aufteilung in der Phylogenie von EHEC-hlyA zwei
klar getrennte Gruppen je nachdem ob eae vorhanden war (3). In einer Studie
teilte Cookson et al. die EHEC-hlyA-positiven STEC oder atypischen EPEC
Stdmme in die Subtypen A-F ein, wobei er auch nachwies, das fast 100% der
stx-postiven und eae-postiven Stamme Subtyp A zeigten, sowie bis auf wenige
Ausnahmen die stx-postiven und eae-negativen Stdmme Subtyp C, ebenso wie
die stx-negativen und eae-postiven atypischen EPEC Stamme die alle Subtyp C
aufwiesen. Auch in dem HUSEC-Kollektiv besteht mit einer einzigen Ausnahme
die homogenere Gruppe aus eae-positiven Stammen, die davon abweichende
Stadmme jedoch vollstandig aus eae-negativen.

Die Phylogenie von espP lasst eine Aufteilung der Stdmme in eine groBBe
Gruppe erkennen, sowie sechs davon unterschiedliche Stamme. Die groBe
homogene Gruppe setzt sich dabei vorwiegend aus O26-Stammen sowie O145-
und O157-Stammen zusammen. Die heterogeneren Stamme auBerhalb dieser
Gruppe setzen sich aus verschiedenen einzelnen Serotypen zusammen. Diese
Genvariation lasst sich auch mit den Untersuchungen von Brockmeyer et al.
vereinbaren, der vier Untergruppen beschreibt. Davon zeigen sowohl espPa,
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das insbesondere in den O157:H7 und den bedeutenden non-O157
EHEC-Serotypen Stdmmen zu finden ist und EspP exprimiert, als auch das
espPy, pathogenetische Relevanz. Zwei weitere Gengruppen, das espPB und
das espPd, waren inaktiv bzw. sekretierten nicht aktives EspP. Insbesondere
das espPa scheint somit an der Pathogenese von HUS oder hamorrhagischer
Colitis beteiligt zu sein (5). Das bestatigt sich auch in einer Studie von Khan
et al. der in HUS induzierenden Stammen nur espPa und nicht espPB und
espPd nachgewiesen hat (24).

Zudem zeigte sich in dem HUSEC-Kollektiv, dass die groBe homogene Gruppe
ausnahmslos aus eae-positiven Stimmen zusammengesetzt ist, die anderen
sechs Stamme jedoch nur aus zwei eae-positiven sowie vier eae-negativen

Stammen.

Somit lassen sich diese Ergebnisse dieser Studie mit den vorangegangenen
Arbeiten vereinbaren. Jedoch muss insbesonders die Einteilung der E. coli
Stdmme nach dem Vorhandensein von verschiedenen Genen mit Vorbehalt
betrachtet werden, da Mellmann et al. an E. coli Isolaten von HUS Patienten
nachgewiesen haben, dass es auch im Laufe einer Erkrankung zu
genomischen Umstrukturierungen kommen kann. So wurde an den Isolaten von
210 Stuhlproben an HUS erkrankter Patienten zu Beginn in 96,6% der Falle stx

nachgewiesen, jedoch wenige Tage spater nur noch in 52% der Falle (31).

Der Vergleich der phylogenetischen Baume mittels CopyCat ergab, dass weder
die Struktur der plasmidalen Sequenzen gegenlber den chromosomalen
Sequenzen signifikanten Ubereinstimmungen aufwiesen, noch die Auswertung
der einzelnen Stammassoziationen. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu,
dass sich das Plasmid im Laufe der Evolution zwischen den Stammen
ausgetauscht hat und sich nicht konstant mit dem jeweiligen Stamm
weiterentwickelt hat.

Auch eine Studie von Boyd et. al. legt nahe, dass Rekombinationen plasmidaler
Genen zwischen verschiedenen Plasmiden mit einer weit haufigeren Frequenz

vorkommen als unter chromosomalen Genen (4).
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Im Vergleich dazu wurde in einer Studie von Boerlin et. al. untersucht, wie sich
EHEC-hlyA in einem Kollektiv aus 27 eae-positiven und eae-negativen STEC
sowie einem EPEC-Stamm unterscheidet. Dabei kamen sie bei
Untersuchungen mittels Hybridisierungstechnik zu dem Ergebnis, dass
EHEC-hlyA sich in einer Reihe von Serotypen als hoch konserviert zeigt, und
dass eae-positive STEC EHEC-hlyA einer Evolutionsreihe besitzen und somit in
letzter Zeit nicht horizontal transferiert wurden, ein Phanomen, das bei den
eae-negativen STEC nicht gefunden wurde (3). Als mdglicher Grund fur den
Befund in den eae-positiven STEC wird eine Studie von Hales et. al.
beschrieben, die in einem Kollektiv von groBteils eae-postiven STEC
nachgewiesen haben, dass das EHEC-hlyA-Plasmid in der Vergangenheit

transferierbar war, nun jedoch teilweise nicht mehr transferierbar ist (18).

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen zeigten Untersuchungen von Brunder
et. al, dass das Plasmid pO157 nicht aus uniformen genetischen Elementen
besteht, sondern heterogen sowohl in seiner Anordnung als auch in seiner
Zusammensetzung ist. DarlUber hinaus widersprachen sie der These von
Boerlin et. al. und postulierten, dass auch das Plasmid der eae-positiven
STEC-Stamme variiere (7).

In einer neueren Studie von Brunder et. al. wurde das Plasmid pSFO157 eines
Sorbit-fermentierenden E. coli O157:H" sequenziert (8) und zudem mit dem von
Burland et. al. sequenzierten Plasmid pO157 (9) verglichen. Dabei kamen sie
zu dem Ergebnis, dass das Plasmid pO157 einen komplexen evolutionaren
Ursprung habe und es wurde die Vermutung angestellt, dass beide Plasmide

einen gemeinsamen Vorfahren haben (8).

Insgesamt lassen sich die Ergebnisse in dieser Arbeit mit anderen Studien
vereinbaren. Nichtsdestotrotz ist zu beachten, dass alle Ergebnisse auf der
Auswahl eines Evolutionsmodells sowie mathematischen Methoden basieren,
die gewisse Annahmen voraussetzen und nicht unbedingt die Realitat
vollstandig widerspiegeln kdnnen.

Doch durch neue Technologien wird in Zukunft die Plasmidsequenzierung
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leichter mdéglich sein. So hat Kinne et. al. bereits den O104:H4 Stamm
HUSEC41 komplett sequenziert (25). In einer anderen Studie sequenzierten
Ogura et. al. die drei klinisch bedeutenden nicht O157 E. coli Stamme 026:H11,
O111:H und O103:H2 und verglichen die Genome dann mit anderen bereits
sequenzierten E. coli und Shigella Stammen. Dabei kamen sie zu dem
Ergebnis, dass sich E. coli Stamme, die zu verschiedenen phylogenetischen

Reihen gehdéren, unabhangig von einander zu EHECs entwickeln kdnnen (35).

Zusammenfassend wurde in dieser Studie gezeigt, dass sich in dem HUSEC
Kollektiv die chromosomalen Gene unabhangig von den plasmidalen Genen

entwickelt haben.

In weiteren Studien gilt es somit zu untersuchen, inwiefern sich diese
Ergebnisse auf andere E. coli Populationen Ubertragen lassen und ob sich

weitere Beweise zur Stitzung dieser These finden lassen.
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