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1. Zusammenfassung 

Escherichia (E.) coli ist als kommensales Bakterium ein wichtiger Bestandteil des Mikrobioms 

von Menschen und Tieren, jedoch zudem der häufigste Infektionserreger des Menschen. Entspre-

chend des Infektionsortes werden intestinal pathogene (InPEC) und extraintestinal pathogene E. coli 

(ExPEC) unterschieden. Die Pathogenese von E. coli-Infektionen ist durch Virulenzfaktoren determi-

niert, welche von jeweils spezifischen virulenzassoziierten Genen (inVAGs und exVAGs) kodiert wer-

den. Häufig werden exVAGs auch in E. coli-Isolaten aus dem Darm klinisch gesunder Wirte nachge-

wiesen. Dies führte zu der Vermutung, dass exVAGs die intestinale Kolonisierung des Wirtes durch E. 

coli unterstützen. Das Hauptziel dieser Arbeit bestand darin, das Wissen über den Einfluss von ex-

VAGs auf die Besiedlung und damit die Adhäsion von E. coli an Epithelzellen des Darmtraktes zu er-

weitern. Die Durchführung einer solch umfassenden E. coli-Populationsstudie erforderte die Etablie-

rung neuer Screeningmethoden. 

Für die genotypische Charakterisierung wurden neuartige mikropartikelbasierte Multiplex-

PCR-Assays zum Nachweis von 44 VAGs und der Phylogenie etabliert. Für die phänotypische Charak-

terisierung wurden neuartige in vitro Adhäsions- und Zytotoxizitätsassays etabliert. Diese Scree-

ningmethoden basieren auf der an der Hochschule Lausitz (FH) entwickelten VideoScan-Technologie, 

einem automatisierten hochselektiven bildbasierten Multifluoreszenzdetektionssystem. Es wurden 

398 E. coli-Isolate aus 13 Wildsäugerarten und 5 Wildvogelarten sowie aus gesunden und harnweg-

serkrankten Menschen und Hausschweinen charakterisiert. Die Adhäsionsassays hatten zum Ziel, 

sowohl die Adhäsionsraten als auch die Adhäsionsmuster der 317 nicht hämolytischen Isolate auf 

humanen Darmepithel- (Caco-2), humanen Harnblasenepithel- (5637), humanen Kehlkopfepithel- 

(HEp-2), porcinen Darmepithel- (IPEC-J2) und porcinen Nierenepithelzellen (PK-15) zu bestimmen. 

Die toxische Wirkung der 81 hämolytischen Isolate wurde in Abhängigkeit der Inkubationszeit ge-

genüber den Epithelzelllinien LoVo (humanes Darmepithel), 5637, IPEC-J2 und PK-15 geprüft. 

In den E. coli-Isolaten wurde eine Reihe von VAGs nachgewiesen. Potentielle InPEC, insbe-

sondere shigatoxin-produzierende (STEC) und enteropathogene E. coli (EPEC) wurden aus Menschen, 

Hausschweinen und Wildtieren, vor allem aus Rehen (Capreolus capreolus) und Feldhasen (Lepus 

europaeus), isoliert. ExVAGs wurden mit stark variierender Prävalenz in E. coli-Isolaten aus allen un-

tersuchten Arten detektiert. Die größte Anzahl und das breiteste Spektrum an exVAGs wurde in Iso-

laten aus dem Urin harnwegserkrankter Menschen, gefolgt von Isolaten aus Dachsen (Meles meles) 

und Rehen nachgewiesen. In Isolaten der phylogenetischen Gruppe B2 wurden mehr exVAGs detek-

tiert als in den Isolaten der phylogenetischen Gruppen A, B1 und D.  
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Die Ergebnisse der Adhäsionsassays zeigten, dass die meisten E. coli-Isolate zelllinien-, ge-

webe- oder wirtsspezifisch adhärierten. Ein Drittel der Isolate adhärierte an keiner Zelllinie und nur 

zwei Isolate adhärierten stark an allen Zelllinien. Grundsätzlich adhärierten mehr Bakterien an hu-

manen sowie an intestinalen Zelllinien. Besonders Isolate aus Eichhörnchen (Sciurus vulgaris) und 

Amseln (Turdus merula) sowie aus dem Urin harnwegserkrankter Menschen und Hausschweine wa-

ren in der Lage, stark zu adhärieren. Hierbei bildeten die E. coli-Isolate als Adhäsionsmuster diffuse 

Adhäsion, Mikrokolonien, Ketten und Agglomerationen.  

Mittels statistischer Analysen wurden Assoziationen zwischen dem Auftreten einiger VAGs 

und einer hohen Adhäsionsrate ersichtlich. So war beispielsweise das Vorkommen des exVAGs 

afa/dra, welches das Afimbrial/Dr-Antigen-spezifische Adhesin kodiert, mit einer höheren Adhäsi-

onsrate auf Caco-2- und 5637-Zellen und das Vorkommen des exVAGs sfa/foc, welches S-/F1C-

Fimbrien kodiert, mit einer höheren Adhäsionsrate auf IPEC-J2-Zellen assoziiert.  

Die Ergebnisse der Zytotoxizitätsassays zeigten eine sehr starke und zeitabhängige Zerstö-

rung der Monolayer aller Epithelzelllinien durch die α-Hämolysin-positiven E. coli-Isolate. Auffallend 

war die hohe Toxizität hämolytischer Isolate aus Wildtieren gegenüber den humanen Zelllinien.  

Mit den innerhalb dieser Arbeit entwickelten Screeningmethoden war es möglich, sowohl 

geno- als auch phänotypisch große Mengen an Bakterienisolaten zu charakterisieren. Es konnte ein 

Überblick über die Verbreitung von VAGs in E. coli aus unterschiedlichen Wirten und damit der Re-

servoire potentiell pathogener E. coli gewonnen werden. Besonders Wildtiere wurden sowohl durch 

den Nachweis von VAGs als auch deren Adhäsionsfähigkeit und ausgeprägter Zytotoxizität als Reser-

voire pathogener E. coli identifiziert. Ebenso wurde eine zelllinienspezifische Adhäsion von E. coli-

Isolaten mit bestimmten exVAGs deutlich. Damit konnte der mögliche Einfluss von exVAGs auf die 

intestinale Kolonisierung bestätigt werden. In weiterführenden Arbeiten sind jedoch Expressions- 

und Funktionsanalysen der entsprechenden Proteine unerlässlich. Es wird anhand der Mikrokolonie-

bildung durch kommensale E. coli vermutet, dass Adhäsionsmuster und demzufolge Kolonisierungs-

strategien, die bisher pathogenen E. coli zugeschrieben wurden, eher als generelle Kolonisierungs-

strategien zu betrachten sind. Das E. coli-α-Hämolysin wirkt im Allgemeinen zytotoxisch auf Epithel-

zellen. Ein in der Fachliteratur diskutierter adhäsionsunterstützender Mechanismus dieses Toxins ist 

demnach fragwürdig. Innerhalb dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die entwickelten Scree-

ningmethoden umfassende Analysen einer großen Anzahl an E. coli-Isolaten ermöglichen. 
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2. Einleitung 

2.1 Intestinale Mikrobiota 

Nach Schätzungen besteht die humane intestinale Mikrobiota aus etwa 1.800 Genera mit 

15.000 bis 36.000 Arten (Frank et al. 2007). Die Mikrobiota setzt sich zu über 99% aus den Phyla 

Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria und Actinobacteria zusammen, wobei ca. 99% der Bakteri-

en des Intestinaltraktes strikt anaerob sind. Bakterien des Phylums Proteobacteria, wie die Genera 

Escherichia, Enterobacter, Enterococcus, Klebsiella, Lactobacillus und Proteus sind fakultativ anaerob 

und in dem strikt anaeroben Milieu des Intestinaltraktes nur zu 0,1% vertreten (Eckburg et al. 2005). 

Nur wenige der bakteriellen Spezies des Intestinaltraktes konnten bisher kultiviert und charakteri-

siert werden (Lievin-Le Moal und Servin 2006; Frank et al. 2007).  

Die Co-Evolution von Säugern und deren Mikrobiota bewirkt die Ausbildung komplexer sy-

nergistischer und kompetitiver Interaktionen sowohl zwischen den Bakterienarten als auch zwischen 

Mikrobiota und Wirt. So ist die Entwicklung des Immunsystems des Wirtes abhängig von der Ausbil-

dung der intestinalen Mikrobiota (Bauer et al. 2006; Chowdhury et al. 2007; Round und Mazmanian 

2009). Die Stimulation intestinaler Epithelzellen durch die intestinale Mikrobiota führt zu deren Dif-

ferenzierung und beeinflusst deren Genexpression, wodurch die Angiogenese und die humorale und 

zelluläre Immunantwort, z.B. durch die Induktion der Sekretion des für die mukosale Immunität be-

deutenden Antikörpers Immunglobulin A (IgA) angeregt werden (Cebra 1999; Hooper et al. 2001; 

Stappenbeck et al. 2002; Chowdhury et al. 2007; Round und Mazmanian 2009). Die Adaption des 

Wirtes an die Aktivität der Mikrobiota resultiert in der Ausprägung regulatorischer Mechanismen, 

welche zur Homöostase zwischen Wirt und Mikrobiota beitragen (Kelly und Conway 2005; Macpher-

son et al. 2005). Die Ausbildung der Mukosa ist diesbezüglich von herausragender Bedeutung 

(Chowdhury et al. 2007). Diese dient nicht nur als physikalische Schutzschicht vor Dehydration oder 

zur Inhibierung der Adhäsion und Invasion der Bakterien, sondern enthält zudem durch Epithelzellen 

des Intestinaltraktes sezernierte antimikrobielle Substanzen wie Defensine und Cathelizidine (Bauer 

et al. 2006; Meyer-Hoffert et al. 2008; Round und Mazmanian 2009).  

Durch den Metabolismus der Bakterien des Intestinaltraktes werden Nahrungsbestandteile 

in für den Wirt essenzielle Substanzen umgewandelt. Neben der Synthese kurzkettiger Fettsäuren 

wie Acetat, Propionat und Butyrat wird das pflanzliche Vitamin K1 (Phytomenadion) in das vom Kör-

per u.a. für die Blutgerinnung benötigte Vitamin K2 umgewandelt (Albert et al. 1980; Flint et al. 

2008). Dieser Metabolismus wurde in E. coli analysiert (Jiang et al. 2010; Kong und Lee 2011). Die 

Bedeutung der intestinalen Mikrobiota wird besonders bei Wiederkäuern deutlich. Pflanzliche Sub-

stanzen wie Cellulose, Pektin, 1-3,1-4-ß-Glukane und Arabinoxylane werden vollständig durch intes-
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tinale Bakterien abgebaut und können daraufhin erst vom Tier verwertet werden (Bäckhed et al. 

2005). Dementsprechend wird der Metabolismus des Wirtes durch den Einfluss der Kommensalen 

des Intestinaltraktes auf intestinale Epithelzellen reguliert (Bäckhed et al. 2004; Bäckhed et al. 2005; 

Macpherson et al. 2005). Zudem wurde bestimmten Bakterien der Mikrobiota ein probiotischer Ein-

fluss auf die Gesundheit und Funktionsfähigkeit des Wirtsorganismus zugeschrieben (Round und 

Mazmanian 2009). Hervorzuheben ist diesbezüglich der E. coli-Stamm Nissle 1917, welcher bereits 

seit fast 100 Jahren medikamentös bei Durchfällen, Darmentzündungen, Verstopfung und zur Stär-

kung des Immunsystems eingesetzt wird (Boudeau et al. 2003; Ukena et al. 2007; Huebner et al. 

2011; Jacobi und Malfertheiner 2011; Schierack et al. 2011). 

Intestinale Bakteriengemeinschaften sind sehr komplex und individuell, sowohl in verschiede-

nen Wirten, als auch zeitlich und örtlich innerhalb eines Wirtes. Die Kolonisation, d.h. das Wachstum 

und die Verbreitung von Bakterien auf Haut und Schleimhäuten innerhalb eines Wirtes, ist abhängig 

von physiologischen Eigenschaften der Bakterien, aber auch von der Ernährung, dem Alter, dem Ge-

schlecht, Erkrankungen und dem Lebensraum des Wirtes (Moore und Moore 1995; Hopkins et al. 

2002; Eckburg et al. 2005). Innerhalb eines Wirtes existieren verschiedene Mikrohabitate und meta-

bolische Nischen, in denen bestimmte abiotische und biotische Faktoren das Wachstum, das Überle-

ben und die Reproduktion der Mikroorganismen beeinflussen (Savage 1977; Mackie et al. 1999; 

Hooper et al. 2002). Fakultativ anaerobe Bakterien wie E. coli siedeln z.B. eher in räumlicher Nähe zu 

Epithelzellen, um den dort vorhandenen Sauerstoff nutzen zu können (Kaper et al. 2004; Lievin-Le 

Moal und Servin 2006; Frank et al. 2007). Zusätzlich können sich intestinale Bakterien untereinander 

durch Konkurrenz um Ressourcen wie Nährstoffe (Exploitation) sowie der Produktion antimikrobiel-

ler Peptide, wie etwa Microzine (Interferenz), Vorteile für deren Kolonisation verschaffen (Saarela et 

al. 2000; Riley und Wertz 2002; Zschüttig et al. 2012). Die Bakterien konkurrieren zudem um Fläche 

und Oberflächenrezeptoren der Epithelzellen des Wirtes (kompetitive Exklusion)(Collado et al. 2007). 

Mechanismen wie Antagonismus (bakterielle Interferenz) und kompetitive Exklusion der intestinalen 

Mikrobiota sind wirkungsvoll gegen eine zu hohe Bakteriendichte und gegen die Dominanz pathoge-

ner Bakterienstämme innerhalb eines Wirtes, wodurch eine residente Besiedlung intestinaler meta-

bolischer Nischen ermöglicht wird (Mack und Lebel 2004; Servin 2004). 

2.2 Escherichia coli  

2.2.1 Das Bakterium Escherichia coli 

 Das besterforschte Bakterium verdankt seinen Namen Theodor Escherich (Castellani und 

Chalmers 1919), welcher dieses erstmals 1885 in der deutschen Fachzeitschrift „Fortschritte der Me-

dizin“ beschrieb (Escherich 1988; Escherich 1989). Die Art Escherichia (E.) coli gehört zum Phylum 
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Protobacteria, zur Klasse Gammaproteobacteria, zur Ordnung Enterobacteriales, zur Familie 

Enterobacteriaceae und zur Gattung Escherichia. Es sind gramnegative, fakultativ anaerobe, sporen-

lose, peritrich begeißelte, stäbchenförmige Bakterien mit 2 bis 4 µm Durchmesser. Sie sind Oxidase 

negativ, Katalase positiv und können, bis auf seltene Ausnahmen, Laktose fermentieren. Diese Bakte-

rienart ist geprägt durch eine sehr hohe Anzahl genetisch leicht voneinander abweichender Stämme. 

Es wurden bereits über 700 unterschiedliche Serotypen nachgewiesen (Eisenstein und Zaleznik 

2000). Diese werden durch O-Antigene (Polysaccharid-Seitenketten der Lipopolysaccharide in der 

äußeren Membran), H-Antigene (flagellare Proteine), K-Antigene (Kapselpolysaccharide) und F-

Antigene (Fimbrien) differenziert (Griffin und Tauxe 1991). Ausgehend von der spezifischen Kombi-

nation von O- und H-Antigentypen wird der Serotyp eines Isolates definiert (Kauffmann 1947). Mit 

den Laborderivaten des E. coli K12-Stammes wurden grundlegende Erkenntnisse der Phagengenetik, 

bakterieller Konjugation, Rekombination, Genregulation und Replikation der Chromosomen gewon-

nen (Touchon et al. 2009). Die 4.639.221 Basenpaare (bp) umfassende Sequenz des Kerngenoms von 

E. coli K12 wurde 1997 veröffentlicht (Blattner et al. 1997). Es enthält 4.288 proteinkodierende Gene, 

sieben Gene für rRNA und 83 Gene für tRNA (Knippers 2001).  

Das natürliche Habitat von E. coli ist der untere Intestinaltrakt der Gnathostomata. E. coli 

wurde bereits häufig aus Menschen, Hausschweinen und weiteren domestizierten Tieren isoliert 

(Beutin et al. 1993; Schierack et al. 2007; Schierack et al. 2009; Boisen et al. 2012; Johnson et al. 

2012). Auch aus Wildtieren wie Wiederkäuern oder Vögeln konnten E. coli isoliert werden (Renter et 

al. 2001; Gordon und Cowling 2003). E. coli wurde jedoch auch in Reptilien, Amphibien und Fischen 

nachgewiesen (Souza et al. 1999; Gordon und Cowling 2003). Es wurden Isolate sowohl aus erkrank-

ten als auch aus klinisch gesunden Wirten entnommen. Es ist davon auszugehen, dass gesunde Wir-

te, welche potentiell pathogene E. coli enthalten, als Reservoire und Überträger pathogener Stämme 

einzustufen sind. Die Verbreitung dieser pathogenen Stämme kann über Wasser, jedoch auch über 

Faeces oder kontaminierte Lebensmittel erfolgen. Aufgrund dessen gilt E. coli als Indikator für fäkale 

Verunreinigungen in Lebensmitteln, Trink- und Badewasser (Bundesamt für Verbraucherschutz und 

Lebensmittelsicherheit: www.bvl.bund.de). Der Nachweis von E. coli im Boden, in Sedimenten und 

Gewässern zeigt dessen ubiquitäre Verbreitung außerhalb der Wirtsorganismen (Hartl und 

Dykhuizen 1984; Higgins et al. 2007; Ishii et al. 2007a; Walk et al. 2007). 

2.2.2 Escherichia coli und virulenzassoziierte Gene  

Die Kolonisation und Infektion eines Wirtes durch E. coli wird durch Virulenzfaktoren, welche 

von virulenzassoziierten Genen (VAGs) kodiert werden, vermittelt (Johnson 1991; Kaper et al. 2004). 

VAGs sind sehr häufig Teil des flexiblen bakteriellen Genpools, bestehend aus Plasmiden, Phagen und 
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Pathogenitätsinseln (Hacker und Kaper 2000), was die Übertragung genetischer Information zwi-

schen einzelnen Bakterien fördert (Touchon et al. 2009). Daraus resultiert eine sehr effiziente 

Genomplastizität (Ahmed et al. 2008). Rearrangements des Genpools erfolgen meist als Reaktion auf 

veränderte Wachstumsbedingungen durch Kolonisation oder Infektion des Wirtes (Hacker und Kaper 

2000; Dobrindt et al. 2002; Touchon et al. 2009) und beeinflussen die Diversität von E. coli-

Populationen. Dies ermöglicht zudem die Entwicklung und Verbreitung pathogener Stämme (Ahmed 

et al. 2008). 

In E. coli wurde bereits eine Reihe von VAGs identifiziert, die in die Kolonisation, Adhäsion, 

Invasion und den Schutz vor der Immunantwort des Wirtes involviert sind (Nataro und Kaper 1998). 

Eine Auswahl verschiedener VAGs mit deren Funktion und Beschreibung ist in Tab. 1 zusammenge-

stellt. VAGs, die in die Pathogenese einer Infektion mit extraintestinal pathogenen E. coli (ExPEC) 

involviert sind, werden als exVAGs bezeichnet. VAGs, die typisch für die Pathogenese einer Infektion 

durch intestinal pathogene E. coli (InPEC) sind, werden als inVAGs bezeichnet. In Isolaten aus er-

krankten Wirten, jedoch auch in Isolaten aus gesunden Wirten wurden inVAGs und exVAGs nachge-

wiesen (Beutin et al. 2003; Nowrouzian et al. 2006; Schierack et al. 2007; Schierack et al. 2008; Mo-

reno et al. 2009; Boisen et al. 2012). Zudem wurde festgestellt, dass intestinale E. coli aus klinisch 

gesunden Wirten in der Lage sind, durch exVAGs extraintestinale Erkrankungen hervorzurufen 

(Ewers et al. 2009a). Es ist allerdings noch nicht verstanden, ob das Intestinum als Reservoir für 

ExPEC einzustufen ist und ob exVAGs in die intestinale Kolonisierung involviert sind. Erste Studien 

weisen tatsächlich auf einen positiven Einfluss von exVAGs, insbesondere von Siderophoren, auf die 

intestinale Kolonisierung durch E. coli hin (Nowrouzian et al. 2006; Schierack et al. 2008; Tenaillon et 

al. 2010). 

2.2.3 Escherichia coli und Adhäsion 

Die erfolgreiche Besiedlung ökologischer Nischen, z.B. des Intestinums oder extraintestinaler 

Organe durch Bakterien ist abhängig von deren initialen Adhäsion an Wirtszellen und schließt die 

Konkurrenzfähigkeit gegenüber anderen Bakterien und dem Immunsystem des Wirtes ein (Pizarro-

Cerdá und Cossart 2006; Jacobi und Malfertheiner 2011; Schierack et al. 2011). Die Adhäsion von E. 

coli und damit die Ausbildung von Adhäsionsmustern ist u.a. von bakteriellen Adhäsionsfaktoren, 

entsprechenden Rezeptoren der Wirtszellen, dem Wachstumsmilieu und der initialen Infektionsdosis 

abhängig (Kenny et al. 1997; Anderson et al. 2007; Yin et al. 2011). Adhäsion ist zudem eine wichtige 

Voraussetzung für pathogene Stämme, welche durch die Interaktion unterschiedlichster Virulenzfak-

toren in der Lage sind, die Stoffwechselfunktionen des Wirtes zu ihren Gunsten zu manipulieren und 
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für ihr Wachstum und ihre Verbreitung auf oder in den Zellen des Wirtes auszunutzen (Pizarro-Cerdá 

und Cossart 2006).  

Tab. 1: Virulenzassoziierte Gene (VAGs) von E. coli unterteilt in exVAGs (typisch für extraintestinal pathogene 
E. coli) und inVAGs (typisch für intestinal pathogene E. coli) mit deren Funktion.  
  Gene Funktion Beschreibung 

ex
V

A
G

s 

afa/dra Adhesin Central region of Afimbrial/Dr antigen-specific adhesin operons (AFA, Dr, F1845) 

csgA Adhesin Curlin sigma S-dependent growth 

fimC Adhesin Type 1 fimbriae (D-mannose-specific adhesin), chaperone 

hra Adhesin Heat-resistant agglutinin 

mat Adhesin Meningitis-associated and temperatureregulated fimbriae 

papC Adhesin pyelonephritis-associated fimbria, chaperone 

sfa/foc Adhesin Central region of S fimbriae (sialic acid-specific) and F1C fimbriae operons 

tsh Adhesin Temperature-sensitive haemagglutinin 

ibeA Invasin Invasion of brain endothelium 

tia Invasin Toxigenic invasion locus in ETEC strains 

chuA Siderophor Heme receptor gene (E. coli haem utilisation) 

fyuA Siderophor Ferric yersinia uptake (yersiniabactin receptor) 

ireA Siderophor Iron-responsive element (catecholate siderophore receptor) 

iroN Siderophor Catecholate siderophore (salmochelin) receptor 

irp2 Siderophor Iron-repressible protein (yersiniabactin synthesis) 

iucD Siderophor Aerobactin synthesis 

iutA Siderophor Ferric aerobactin receptor (iron uptake/transport) 

sitchr Siderophor Salmonella iron transport system gene 

sitep Siderophor Salmonella iron transport system gene 

malX Sonstiges Pathogenicity-associated island marker CFT073 

pic Sonstiges Serin protease autotransporter 

cvi/cva Protectin Structural genes of colicin V operon (microcin ColV) 

iss Protectin Increased serum survival 

ompA Protectin Outer membrane protein A 

traT Protectin Transfer protein / Surface exclusion, serum survival 

astA Toxin heat-stable cytotoxin associated with enteroaggregative E. coli (EAEC) 

cnf1/2 Toxin Cytotoxic necrotising factor 1 and 2 

hlyA Toxin α-Haemolysin 

sat Toxin Secreted autotransporter toxin 

vat Toxin Vacuolating autotransporter toxin 

in
V

A
G

s 

daaD Adhesin Afa/Dr adhesin F1845 

eaeA Adhesin Membran protein Intimin  

faeG Adhesin F4 fimbrial adhesin / K88 

fanA Adhesin biogenesis of K99 fimbriae 

fasA Adhesin F6 fimbrial adhesin / 987P 

fedA Adhesin F18 fimbrial adhesin 

fimF41a Adhesin F41 fimbrial adhesin 

ipaH Invasin Invasion plasmid antigen H 

eltB  Toxin heat-labile toxin 1b subunit 

est1 Toxin heat-stable toxin 1 

est2 Toxin heat-stable toxin 2 

stx1 Toxin Shiga toxin 1 

stx2/stx2e Toxin Shiga toxin 2 / Shiga toxin 2e 

aggR Sonstiges transcriptional regulator protein 

 
Notwendig hierfür sind spezielle Proteine, sogenannte Adhäsine, welche am Ende 

filamentöser Oberflächenstrukturen (Fimbrien), oder direkt in der Bakterienmembran verankert sind 

(nicht fimbriale Adhäsine). Sie können spezifisch an bestimmte Wirtszellrezeptoren, z.B. 

Glykoproteine, Glykolipide oder andere Carbohydrate binden (Hultgren et al. 1991; Pizarro-Cerdá 
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und Cossart 2006). Die Expression unterschiedlicher Adhäsine mit deren Affinität zu bestimmten 

Wirtszellrezeptoren führt zur Gewebe- und Wirtsspezifität von Bakterien (Hultgren et al. 1991; Pizar-

ro-Cerdá und Cossart 2006). Bekannte Virulenz- und Adhäsionsfaktoren werden im Abs. 2.3 be-

schrieben. 

2.3 Pathogene Escherichia coli 

E. coli ist der häufigste Erreger bakterieller Infektionen des Menschen (Kayser et al. 2010). 

Eine strikte Differenzierung pathogener und nicht pathogener E. coli ist jedoch aufgrund der schnel-

len Adaption des bakteriellen Phänotyps an veränderte Umweltbedingungen schwierig (Pallen und 

Wren 2007). Neben den überwiegend kommensalen Stämmen im Intestinaltrakt von Säugern und 

Vögeln treten pathogene Stämme auf, die Verursacher eines breiten Spektrums von harmlosen bis 

lebensbedrohenden Infektionen wie Diarrhö, Harnwegsinfekten, Septikämien oder Meningitiden sind 

(Nataro und Kaper 1998; Russo und Johnson 2003). Die Übertragung erfolgt in der Regel durch kon-

taminierte Lebensmittel, Trinkwasser oder Oberflächenwasser (Oralinfektion), aber auch durch Au-

toinfektion oder die Übertragung von Mensch zu Mensch, Mensch zu Tier, Tier zu Mensch oder Tier 

zu Tier (Tröpfchen- und Schmierinfektion). In Abhängigkeit des Vorkommens spezifischer VAGs resul-

tieren spezifische Infektionsmechanismen und Adhäsionsmuster, was zur Definition von E. coli-

Pathotypen führte (Kaper et al. 2004). Eine stetig steigende Anzahl an Gruppierungen zeigt die hohe 

Diversifizierung dieses Krankheitserregers. Entsprechend des Infektionsortes werden intestinal pa-

thogene E. coli (InPEC) und extraintestinal pathogene E. coli (ExPEC) unterschieden (Nataro und Ka-

per 1998; Russo und Johnson 2000). Im Folgenden werden die wichtigsten Pathotypen beschrieben. 

2.3.1 Intestinal pathogene Escherichia coli 

 Enteropathogene E. coli (EPEC). EPEC verursachen Säuglingsenteritis, die besonders in Ent-

wicklungsländern noch heute zur Säuglingssterblichkeit führt (Nataro und Kaper 1998; Clarke 2001). 

Symptome einer EPEC-Infektion sind wässrige Diarrhö, teilweise begleitet von Erbrechen und Fieber 

(Trabulsi et al. 2002; Thapar und Sanderson 2004). In der Tierzucht gehören EPEC zu den hauptsäch-

lich wässrige Diarrhö verursachenden pathogenen E. coli (Zhu et al. 1994). 

EPEC können über das Adhäsin Intimin charakterisiert werden. Die Sequenz des Intimin ko-

dierenden inVAGs eaeA ist auf der sogenannten locus of enterocyte effacement (LEE)-Pathogenitäts-

insel lokalisiert. Auf diesem Fragment sind alle für den Anheftungsvorgang relevanten Gene kodiert, 

z.B. Gene des Typ-III-Sekretionssystems. Intimin-induzierte Adhäsion führt über komplexe Reakti-

onsmechanismen zur Proliferation und Polymerisation filamentösen Aktins der Epithelzellen 

(Knutton et al. 1989; Donnenberg und Kaper 1992; Nataro und Kaper 1998). Es kommt zur Ausbil-
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dung sogenannter attaching and effacing-Läsionen (A/E-Läsionen)(Moon et al. 1983). Auf Basis der 

Modell-Zelllinie HEp-2 wurden Adhäsionsassays zur Diagnose von EPEC entwickelt, welche aufgrund 

der Bildung der A/E-Läsionen und Mikrokolonien detektiert wurden. Basierend auf verschiedenen 

Intimin-Subtypen wurden Gewebe- und Wirtstropismen der EPEC beschrieben (Phillips et al. 2000; 

Reece et al. 2001; Fitzhenry et al. 2002; Torres et al. 2005; Mundy et al. 2007). Zusätzlich sind EPEC 

in der Lage, tight junctions aufzulösen und die Barrierefunktion des Darmepithels und die 

Bürstensaummikrovilli zu zerstören. Dadurch kommt es zum Verlust der resorptiven Oberflächen im 

Darm und folgend zu Diarrhö (Nataro und Kaper 1998; Celli et al. 2000; Frankel und Phillips 2008). 

EPEC werden in Abhängigkeit des EPEC Adherence Factor Plasmids (pEAF) (Tobe et al. 1999) 

in typische EPEC (pEAF+, tEPEC) und atypische EPEC (pEAF-, aEPEC) differenziert (Kaper et al. 2004). 

Auf dem EAF-Plasmid sind die Sequenzen der Gene für Virulenzfaktoren, beispielsweise der TypIV-

Fimbrien wie bundle-forming pili (BFP), lokalisiert (Giron et al. 1991; Donnenberg und Kaper 1992). 

BFP sind für die initiale Adhäsion der EPEC durch direkte Interaktion mit der Wirtszelle verantwort-

lich. Sie bewirken die Autoaggregation der Bakterien und damit die Ausbildung von Mikrokolonien 

(Tobe und Sasakawa 2001). Typische EPEC sind in vitro in der Lage, nach bereits drei Stunden kom-

pakte Mikrokolonien (localized adherence: LA) auf Epithelzellen auszubilden (Donnenberg und Kaper 

1992). Das Fehlen des pEAF resultiert in vitro in der Formierung lockerer Mikrokolonien (localized 

adherence-like: LAL) auf HeLa- und HEp-2-Zellen (Trabulsi et al. 2002). Neben der Formierung von 

Mikrokolonien wurden sowohl Adhäsionsmuster wie diffuse Adhäsion (diffus adherence: DA) als 

auch aggregative Adhäsion von aEPEC auf HeLa-Zellen detektiert (Hernandes et al. 2006). 

Enterohämorrhagische E. coli (EHEC) und Shigatoxin-produzierende E. coli (STEC). Neben 

wässriger und leicht blutiger Diarrhö sind EHEC die Ursache hämorrhagischer Colitis (HC). Bei 5% der 

EHEC-Infektionen kommt es zur Ausbildung des hämolytisch-urämischen Syndroms (HUS) (Karch et 

al. 2005; Kayser et al. 2010). Vor allem immungeschwächte Patienten wie Kleinkinder und ältere 

Menschen sind unter diesen 5% der schweren Krankheitsverläufe (Nataro und Kaper 1998; Noris und 

Remuzzi 2005; Yoon und Hovde 2008). Bereits eine sehr niedrige Infektionsdosis von 10 bis 100 Erre-

gern kann zur Erkrankung des Wirtes führen (Nataro und Kaper 1998). Der Infektionsmechanismus 

der STEC erfolgt durch Freisetzen von Toxinen, welche eukaryotische Zellen schädigen (Kolling und 

Matthews 1999; Yokoyama et al. 2000; Kesty et al. 2004). Shigatoxine sind in der Lage, Epithelzellen 

zu passieren und Endothelzellen zu zerstören (Erwert et al. 2003; Schüller 2011). 

STEC exprimieren ein oder mehrere Toxine der Stx-Familie, welche von den VAGs stx1 

und/oder stx2 kodiert werden. EHEC, deren Pathogenität im Vergleich zu STEC wesentlich ausgepräg-

ter ist, bilden eine LEE (Intimin)-positive A/E-Läsionen verursachende Subgruppe der STEC. In EHEC 
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können die VAGs stx1 und/oder stx2 und eaeA nachgewiesen werden (Schmidt 2010). Analysen zeig-

ten, dass vor allem Stx2a, c und d mit HC und HUS assoziiert sind (Nataro und Kaper 1998; Boerlin et 

al. 1999; Friedrich et al. 2002). Stx2e ist vornehmlich mit der Infektion von Schweinen assoziiert 

(Weinstein et al. 1988; Sonntag et al. 2005). 

Enteroaggregative E. coli (EAEC). EAEC bilden eine heterogene Gruppe, die sowohl pathoge-

ne als auch nichtpathogene Stämme enthält. Eine Infektion mit EAEC ist sowohl mit akuter oder 

chronischer Diarrhö besonders von Kindern in Entwicklungsländern als auch mit immunsupprimier-

ten Erwachsenen assoziiert. EAEC-Infektionen zählen mit zu den häufigsten Ursachen von Reise-

Diarrhö. Auch lebensmittelbedingte Krankheitsausbrüche in Industrieländern wurden auf EAEC zu-

rückgeführt (Harrington et al. 2006). Die Bezeichnung „enteroaggregativ“ erfolgte in Abhängigkeit 

des charakteristischen „backsteinartigen“ Adhäsionsmusters der Bakterien auf HEp-2-Zellen 

(aggregative adherence: AA)(Nataro et al. 1987). Das charakteristische Regulatorprotein der EAEC ist 

AggR, kodiert vom pAA-plasmidkodierten inVAG aggR (Dudley et al. 2006). 

Enterotoxische E. coli (ETEC). Eine Infektion mit ETEC beginnt meist plötzlich mit wässrig-

blutiger Diarrhö, Übelkeit, Erbrechen und Bauchschmerzen und zeigt im Verlauf der Infektion chole-

raähnliche Symptome. Besonders Säuglinge und Kleinkinder in Entwicklungsländern, aber auch Rei-

sende sind betroffen (Ramzan 2001; Davidson et al. 2002). Die Infektion verläuft weltweit in vielen 

Fällen letal. ETEC sind zudem bedeutende Erreger wässriger Diarrhö bei Rindern und Schweinen, 

wobei besonders Jungtiere betroffen sind (Nagy und Fekete 2005). 

ETEC werden durch Virulenzfaktoren für hitzeempfindliche Enterotoxine (heatlabile 

enterotoxins: LT), die von Genen der elt-Gruppe kodiert werden und/oder hitzestabile Enterotoxine 

(heatstable enterotoxins: ST), die von Genen der est-Gruppe kodiert werden, charakterisiert (Levine 

1987; Kaper et al. 2004). Es wird in Abhängigkeit der Struktur und des Wirkmechanismus jeweils zwi-

schen zwei Klassen der LT- und ST- Proteine unterschieden. Sowohl ST1 als auch LT1 sind mit Infekti-

onen in Menschen und Tieren assoziiert. ST2 und LT2 sind hingegen vornehmlich mit Infektionen von 

Tieren (ST2 hauptsächlich in Schweinen) assoziiert (Sears und Kaper 1996).  

Diffus adhärente E. coli (DAEC). Die Rolle der DAEC bei intestinalen Infektionen ist umstritten, 

da sie sowohl aus Patienten als auch aus gesunden Probanden isoliert wurden (Nataro und Kaper 

1998; Servin 2005; Kayser et al. 2010). Meist wurden DAEC jedoch aus an Diarrhö erkrankten Klein-

kindern isoliert (Le Bouguénec und Servin 2006). Die Definition von DAEC erfolgte über deren typi-

sches diffuses Adhäsionsmuster auf HEp-2- oder HeLa-Zellen (Nataro und Kaper 1998; Servin 2005). 

Zudem sind DAEC durch die nahezu homologen Afa/Dr/F1845-Adhäsine oder den Adhäsionsfaktor 



 
Einleitung 

14 
 

AIDA-I charakterisiert (Servin 2005; Vidal et al. 2005). In 75% der isolierten DAEC ist das 

Fimbrienadhäsin F1845 kodierende inVAG daaD nachweisbar (Kaper et al. 2004), welches neben der 

Analyse des Adhäsionsmusters zur molekularen Charakterisierung der DAEC genutzt wird (Vidal et al. 

2005). Zur Verdeutlichung der Klassen der DAEC dient Tab. 2. Typische Afa/Dr-DAEC exprimieren 

keine EPEC-typischen Virulenzfaktoren, wohingegen in einer Subklasse der atypischen DAEC homolo-

ge Sequenzen des EPEC-typischen LEE-Plasmids mit Genen für die Ausbildung von A/E-Läsionen 

nachgewiesen wurden (Servin 2005). In Tieren (Kälber, Schweine und Geflügel) wurden bisher nur 

DAEC der atypischen Subklasse 1 mit AfaE-VII (bovines Adhesin) und AfaE-VIII (humanes und tieri-

sches Adhesin) nachgewiesen (Lalioui et al. 1999; Gerardin et al. 2000; Girardeau et al. 2003). F1845-

Fimbrien enthaltende DAEC, bzw. DA-EPEC wurden bisher nur aus Menschen isoliert.  

Tab. 2: Einteilung der DAEC in Subklassen nach Adhäsionsfaktoren und Rezeptoren (nach Servin 2005). In-
nerhalb dieser Arbeit wurden DAEC anhand des inVAGs daaD für den Adhäsionsfaktor F1845 und des exVAGs 
afa/dra für Afa/Dr-Adhäsionsfaktoren charakterisiert.  

Typische DAEC 
vorwiegend Auslöser von Harnwegsinfekten 

Atypische DAEC 
vorwiegend Auslöser von Diarrhö bei Kindern 

Adhäsionsfaktoren 
AfaE-I, AfaE-II, AfaE-III, AfaE-V, Dr, Dr-II, F1845, NFA-I 

Adhäsionsfaktor 
AIDA-I 

Afa/Dr DAF Subklasse  Afa/Dr CEA Subklasse  Subklasse 1 Subklasse 2 (DA-EPEC)  

Rezeptor: 
human decay-
accelerating factor (DAF, 
CD55) 

Rezeptor: 
carcinoembryonic anti-
gen related cellular ad-
hesion molecules (CEA, 
CEACAMs) 

Expression von 
AfaE-VII, AfaE-VIII, AAF-I, 
AAF-II, AAF-III;  
binden nicht an huma-
nem DAF 

Expression von Afa/Dr 
oder anderen diffuse 
Adhesion induzierenden 
Adhesinen;  
enthalten LEE-
Pathogenitätsinseln  

 
Enteroinvasive E. coli (EIEC). Dieser E. coli-Pathotyp unterscheidet sich nur anhand weniger 

biochemischer Tests von Shigellen. Essenzielle Virulenzfaktoren, wie z.B. das plasmidkodierte Ipa 

(invasion plasmid antigen, inVAG ipaH), sind in beiden Erregern enthalten (Kaper et al. 2004). Der 

infektiöse enteroinvasive Phänotyp ruft ähnliche Symptome wie die einer Shigelleninfektion hervor 

(Nataro und Kaper 1998; Sansonetti 2006). EIEC-Infektionen beginnen mit wässriger Diarrhö, 

krampfartigen Leibschmerzen, begleitet von Fieber und Schüttelfrost. Im weiteren Verlauf dringen 

die Erreger über M-Zellen in die Epithelzellen des Intestinaltraktes ein, lysieren die endozytotische 

Vakuole (Mounier et al. 1992), um sich intrazellulär zu vermehren und weitere Zellen zu kolonisieren 

(Goldberg und Sansonetti 1993). Eine Infektion geht in ruhrähnliche Diarrhö mit Blut, Mukus und 

Leukozyten im Stuhl über (Nataro und Kaper 1998). 

2.3.2 Extrainstestinal pathogene Escherichia coli  

Eine eindeutige Zuordnung spezifischer molekulare Marker zu den einzelnen ExPEC-Gruppen 

war bisher nicht möglich. Es wurden uropathogene E. coli (UPEC), Neugeborenen-Meningitis verursa-

chende E. coli (NMEC) und aviär pathogene E. coli (APEC) beschrieben. Eine Beschränkung von 
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ExPEC-Infektionen auf diese Bereiche besteht allerdings nicht, da auch Infektionen wie Pneumonien, 

Wundinfektionen und vertebrale Osteomyelitis assoziiert mit Abszessen des Epiduralraumes und der 

Muskeln Musculus iliacus und M. psoas auf E. coli zurückgeführt wurden (Johnson und Russo 2002). 

Die Vermehrung und Verbreitung der Bakterien im Blutstrom führt zur Sepsis. ExPEC verfügen über 

eine sehr hohe genetische Diversität mit einer erheblichen Varianz virulenzassoziierter Faktoren, wie 

Adhäsinen, Invasinen, Toxinen, Siderophoren, Lipopolysacchariden, Polysaccharidkapseln und 

Invasinen (Nataro und Kaper 1998; Belanger et al. 2011). ExPEC sind zumeist kommensale E. coli des 

Intestinaltraktes, die erst nach Besiedlung extraintestinaler Areale pathogen wirken (Abe et al. 2008). 

Von Infektionen sind nicht nur Menschen, sondern auch Zuchttiere wie Rinder, Schweine und Geflü-

gel, sowie Haustiere, z.B. Hunde und Katzen, betroffen (Smith et al. 2007; Belanger et al. 2011). 

Uropathogene E. coli (UPEC). Zwischen 70 bis 80% der akuten und 30 bis 40% der chronischen 

Infektionen der unteren Harnwege (Urethritis, Zystitis, Urothrozystitis), des Nierenbeckens und der 

Niere (Pyelonephritis) sind die Folge einer Infektion mit E. coli (Kayser et al. 2010). Die Translokation 

der im Intestinaltrakt angesiedelten potentiellen UPEC erfolgt über komplexe Mechanismen, welche 

durch eine hohe Anzahl virulenzassoziierter Faktoren vermittelt wird (Tab. 1). 

Es wird davon ausgegangen, dass eine Infektion die Adhäsion der UPEC an Uro-Epithelzellen 

voraussetzt. Diese wird im unteren Harnwegsabschnitt, bzw. zu Beginn der Infektion, zumeist von 

Typ1-Fimbrien (fim) und im Verlauf der Infektion in der Harnblase von P-Fimbrien (pap) vermittelt 

(Snyder et al. 2005). Typ1-Fimbrien sind filamentöse Oberflächenstrukturen, die mit der äußeren 

Membran der Bakterien verankert sind. Diese Proteine wurden in über 95% aller intestinalen und 

extaintestinalen E. coli-Isolate und auch in anderen Enterobacteriaceae nachgewiesen (Belanger et 

al. 2011). Sie vermitteln die Adhäsion kommensaler E. coli an Epithelzellen des Darmes (Hendrickson 

et al. 1999). Typ1-Fimbrien wurde zudem eine Schlüsselrolle bei der initialen Etablierung von Harn-

wegsinfekten zugeschrieben. Während das Adhäsin dieser Fimbrien (FimH) kommensaler E. coli mit 

hoher Affinität an Trimannosereste bindet, zeigen uropathogene E. coli (UPEC) eine höhere Affinität 

zu Monomannoseresten (Zhou et al. 2001), was besonders für die unteren Harnwege (Blase und 

Harnleiter) relevant ist (Martinez et al. 2000). 

Pyelonephritis-assoziierte (P)-Fimbrien sind zumeist spezifisch mit durch UPEC induzierten In-

fektionen assoziiert (Connell et al. 1993; Lane und Mobley 2007; Kayser et al. 2010). Sie binden nicht 

nur an das P-Blutgruppenantigen (Belanger et al. 2011), sondern auch spezifisch an 

Globotriaosylceramid (Gb3)-Rezeptoren, die sowohl auf Zellen der oberen Harnwege (Harnleiter, 

Niere), als auch auf bestimmten humanen intestinalen Epithelzellen und Zelllinien präsentiert wer-

den (Kuehn et al. 1992; Schüller 2011). 
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S- (sfa) und F1C- (foc) Fimbrien sind in der äußeren Bakterienmembran verankerte filamentöse 

Oberflächenstrukturen. S-Fimbrien zeigen morphologische Ähnlichkeit zu Typ1- und P-Fimbrien 

(Korhonen et al. 1984). Die homologen Sequenzbereiche von S- und F1C-Fimbrien werden häufig 

gekoppelt nachgewiesen (exVAGs sfa/foc). Die Antigene der S- und F1C-Fimbrien differieren jedoch 

bezüglich deren Rezeptorspezifität (Ott et al. 1988). S-Fimbrien sind mit Neuraminsäure 

(Sialylgalactoside) assoziiert (Antao et al. 2009). Sie adhärieren an humanen Blasen- und Nierenepi-

thelzellen. Es wurde zudem auch eine Affinität zu neuronalen Endothelzellen, zu Colon- und 

Ileumenterozyten nachgewiesen (zusammengefasst in (Antao et al. 2009). Dies lässt auf deren Asso-

ziation zu NMEC schließen. F1C-Fimbrien sind mit Galactosylceramid enthaltenden Glykolipiden as-

soziiert (Virkola et al. 1988; Antao et al. 2009) und wurden in 14 bis 38% der UPEC detektiert. Es 

wurde ein Einfluss auf die Biofilmformation und somit die Kolonisation und Persistenz sowohl in in-

testinalen Arealen als auch im Urinaltrakt nachgewiesen (Snyder et al. 2005; Lasaro et al. 2009; Han-

cock et al. 2011).  

Prävalenzstudien afimbrialer Adhäsine der Afa/Dr/F1845-Gruppe, typisch für DAEC, detektier-

ten diese ebenfalls in UPEC (6,1-12,6%), jedoch auch in APEC (1,3-8,2%) und NMEC (3,8-25,6%) 

(Ewers et al. 2007; Johnson et al. 2008). 

Mittels Siderophoren sind UPEC in der Lage, den Eisenvorrat des Wirtes zu nutzen. Häufig 

nachgewiesene Gene für Siderophore sind iutA, iro, chu, fyuA, sit oder ent. Zudem können UPEC 

durch die Expression von Toxinen umfangreiche Gewebeschäden hervorrufen, wodurch es zur 

Nährstoffaquisition und zur Verbreitung der Bakterien kommt. Zusätzlich bewirken UPEC dadurch die 

Deaktivierung der Immunzellen des Wirtes. Besonders hervorzuheben sind in diesem Zusammen-

hang die Toxine α-Hämolysin (hly), der zytotoxisch-nekrotisierende Faktor Cnf1 (cnf1), das Serin-

Protease Autotransporter Toxin Sat (sat) und das vacuolating autotransporter toxin Vat (vat) (Smith 

et al. 2008; Wiles et al. 2008a). Auch K1-Kapselantigene, weitere Adhäsine, Invasine, 

Lipopolysaccharide und Polysaccharidkapseln sind in die Pathogenese der UPEC involviert (Abe et al. 

2008). Zudem wurde festgestellt, dass UPEC nicht das Typ-III-Sekretionssystem nutzen, sondern oft 

Typ-I- und Typ-V-Sekretionssysteme (Henderson et al. 2004). 

Neugeborenen-Meningitis verursachende E. coli (NMEC). NMEC sind kommensal im 

Intestinaltrakt siedelnde E. coli, welche mittels komplexer Mechanismen zur Translokation über den 

Blutstrom, zum Passieren der Blut-Hirn-Schranke und zum Eindringen in das Zentralnervensystem in 

der Lage sind. Dort angekommen verursachen sie Ödeme, meningeale Entzündungen und Pleozytose 

der Cerebrospinalflüssigkeit. Die Infektionsrate von Neugeborenen mit NMEC liegt bei 1:2.000-4.000 

Kindern. Bis zu 40% der mit NMEC infizierten Neugeborenen erliegen einer Infektion (Bonacorsi und 
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Bingen 2005). Überlebende haben zumeist schwere neurologische Folgeerscheinungen (Croxen und 

Finlay 2010). Die Übertragung der NMEC erfolgt während der Entbindung von der Mutter auf das 

Kind. Die Vermehrung der Bakterien im Blutstrom des Kindes führt zur Sepsis. 

NMEC schützt sich vor der Immunantwort des Wirtes durch die Expression 

antiphagozytotischer Kapseln, Serumresistenz, Invasion und Vermehrung in Makrophagen und 

Monozyten sowie Freisetzung von Toxinen (Croxen und Finlay 2010). K1-Kapselantigene, Homo-

polymere der N-Acetylneuraminsäure (neuC), werden in etwa 80% der NMEC synthetisiert und tra-

gen hauptsächlich zur Protektion der NMEC im Wirt bei (Kim et al. 1992). In intestinalen E. coli wurde 

das exVAG neuC lediglich in 20 bis 40% der Isolate nachgewiesen. Die Adhäsion der NMEC an die 

microvaskularen Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke wird durch FimH und OmpA vermittelt 

(Prasadarao 2002; Khan et al. 2007). Die Invasion der Bakterien erfolgt u.a. mit Hilfe der Proteine Ibe, 

FimH, OmpA und Cnf1 (Kim 2008). Auch S-Fimbrien wurden sehr häufig in meningitis- und 

sepsisassoziierten E. coli-Isolaten detektiert (Ott et al. 1986). 

Aviär pathogene E. coli (APEC). APEC verursachen in Vögeln das Krankheitsbild der 

Colibazillose, wobei am häufigsten Infektionen des Respirationstraktes auftreten. Durch die Verbrei-

tung des Erregers über die Blutbahn kommt es im weiteren Verlauf der Infektion zu Septikämien und 

zum Befall der inneren Organe, des Bauchfells, der Eileiter, Hirnhäute und Gelenke (Janßen et al. 

2001; Ewers et al. 2007). APEC Infektionen verursachen weltweit erhebliche wirtschaftliche Verluste 

in der Geflügelindustrie (Ewers et al. 2007). Ein hohes zoonotisches Risiko besteht durch die Übertra-

gung von APEC über kontaminiertes Geflügelfleisch (Johnson und Russo 2005; Rodriguez-Siek et al. 

2005; Ewers et al. 2007). In APEC wurde eine Vielfalt an VAGs nachgewiesen, welche auch in anderen 

ExPEC enthalten sind. Unterschiede zu NMEC und UPEC wurden in der höheren Prävalenz der ex-

VAGs tsh, iucD und iroN, cvi/cva, iss und traT analysiert (Johnson und Russo 2002; Johnson et al. 

2006; Ewers et al. 2007). Im Gegensatz zu NMEC und UPEC wurde Cnf1 in APEC signifikant seltener 

nachgewiesen (Rodriguez-Siek et al. 2005; Ewers et al. 2007; Johnson et al. 2008). 

2.4 Hämolytische Escherichia coli 

In E. coli wurden α-, β- und γ-Hämolysine differenziert (Smith 1963; Walton und Smith 1969). 

Die α- und β-Hämolyse bewirkt die Ausbildung eines transparenten Hofes um eine entsprechende 

Bakterienkolonie auf Blutagarplatten. Das γ-Hämolysin ist nicht in der Lage, humane und Kaninchen-

erythrozyten zu hämolysieren, zerstört jedoch Erythrozyten anderer Spezies. Das Toxin α-Hämolysin 

wird vom exVAG hlyA kodiert. Untersuchungen zur Funktionalität des α-Hämolysins zeigten, dass 

dessen Wirkung nicht auf Erythrozyten beschränkt ist, sondern dass dieses weitere Zellen wie z.B. 
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Lymphozyten und Fibroblasten lysieren kann. α-Hämolysin wirkt demnach zytotoxisch (Cavalieri et al. 

1984; Madigan et al. 2006). Es ist in der Lage, Poren, sogenannte focal leaks, in den Membranen 

verschiedener Säugerzellen auszubilden (Welch 1991). Troeger et al. postulierten in diesem Zusam-

menhang eine Begünstigung der Translokation von α-Hämolysin-positiven Bakterien, insbesondere 

von ExPEC, in extraintestinale Areale und die Blutbahn (Troeger et al. 2007). Die focal leaks wurden 

zudem auch als mögliche Anheftungsstellen für E. coli diskutiert. Anhaftende Bakterien könnten wei-

tere Bakterien anlocken und so deren Kolonisation stimulieren (Schierack 2010). Zudem wurde Hä-

molyse mit erhöhter Prävalenz von VAGs und Pathogenität assoziiert (Frydendahl 2002). 

Die Diskussion über die Funktion des α-Hämolysins als Virulenzfaktor und als Kolonisations-

faktor wird recht kontrovers geführt. So gibt es Studien, die hämolytische Aktivität von Isolaten aus 

gesunden Menschen oder Schweinen nachwiesen, wodurch das Vorliegen des Hämolysin-Operons 

keinen Rückschluss auf Pathogenität zuließe (Nowrouzian et al. 2003; Chapman et al. 2006; Schierack 

et al. 2006; Schierack et al. 2008). Auch wurde in einer Studie an gnotobiotischen Schweinen nach 

Inaktivierung des α-Hämolysins eines ETEC keine Verringerung dessen Inzidenz einer Septikämie 

nachgewiesen (Moxley et al. 1998). Auch Connell et al. konnten in ihrer Studie keinen signifikanten 

Einfluss des Hämolysins auf akute Harnwegsinfektionen nachweisen (Connell et al. 1993). Zudem 

wurde in verschiedenen Tiermodellen die Assoziation der Hämolysinproduktion mit erhöhter Koloni-

sation der Harnwege beschrieben (Johnson 1991). Dem gegenüber ist allgemein anerkannt, dass die 

Hämolyse ein Merkmal fast aller Diarrhö verursachenden E. coli ist (Nagy und Fekete 1999). Hämoly-

tische Isolate wurden häufig aus Exkrementen an Diarrhö erkrankter Menschen, Zucht- und Wildtiere 

isoliert (Johnson 1991; Ewers et al. 2009b). Es wurde experimentell gezeigt, dass hämolytische 

Stämme stärker letal auf Hühnerembryos, Mäuse und Ratten wirkten (Johnson 1991). Zudem zer-

störte das α-Hämolysin Epithelzellen des Urinaltraktes in Mäusen und führte zu Entzündungen, Nek-

rosen und Zellhyperplasien im Kaninchenmodell (O'Hanley et al. 1991; Elliott et al. 1998; Smith et al. 

2008). Auffällig jedoch ist der Nachweis des α-Hämolysins in ca. 50% der UPEC, wobei hier wiederum 

die Expression mit der Ausprägung von Infektionen des Urinaltraktes assoziiert war (Johnson 1991). 

Die vielfältige Wirkung von α-Hämolysin vermittelt den Verdacht einer Dosis-Wirkungs-Abhängigkeit 

dieses Toxins. Es ist nicht geklärt, welche Toxindosis für die Lyse von Zielzellen während des Verlaufs 

einer akuten Infektion nötig ist (Wiles et al. 2008b). Jedoch wurden für sublytische Konzentrationen 

des Toxins Einflüsse auf zellphysiologisch relevante Vorgänge des Wirtes beschrieben (Wiles et al. 

2008a; Wiles et al. 2008b; Dhakal und Mulvey 2012). 
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2.5 Methoden zur Typisierung von Bakterien 

Während des letzten Jahrzehnts wurden die Methoden der molekularen Biologie zur Analyse 

und zum Vergleich bakterieller Isolate durch technologische Fortschritte wesentlich verbessert, wo-

bei als neueste Methode die vollständige Sequenzierung der Stämme zur Verfügung steht (Margulies 

et al. 2005). Da die Sequenzierung kompletter Genome momentan noch keine praktikable Lösung für 

die Analyse großer Mengen an Isolaten darstellt, werden in den meisten Studien mehrere verschie-

dene klassische Methoden kombiniert. Die Basis der Analysen ist nach wie vor die Bakterienkultur 

auf Selektivnährböden und die darauf folgende makroskopische Charakterisierung anhand biochemi-

scher Reaktionen. Es folgen zumeist Methoden wie die Bestimmung des Serotyps (Kauffmann 1947) 

und der phylogenetischen Gruppierung (Clermont et al. 2000), Multilocussequenztypisierung (MLST) 

(Wirth et al. 2006) oder Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) (Tenover et al. 1995; Ribot et al. 2006). 

Weitere Methoden sind die Analyse von single nucleotide Polymorphismen (SNP), Restriktions-

Fragment-Längen-Polymorphismen (RFLP) oder randomly amplified polymorphic DNA Analysis 

(RAPD) (Power 1996; Chansiripornchai et al. 2001). Der Multilocusenzymelektrophorese (MLEE) wird 

die geringste Differenzierungseffizienz zugeschrieben (Selander et al. 1986; Stanley und Wilson 2003; 

Wirth et al. 2006). Plasmide und Gene können neben dem Nachweis durch mPCRs mittels Mikroarray 

charakterisiert werden (Bekal et al. 2003; Garrido et al. 2006; Hamelin et al. 2007). Ein Überblick 

über die Methoden wurde 2011 als Buchbeitrag veröffentlicht (Frömmel et al. 2011).  

Für die schnelle und simultane Detektion unterschiedlicher Parameter werden bioanalytische 

Technologien entwickelt, die diesem hohen Anspruch spezifisch und sensitiv gerecht werden. Mit 

Lab-on-Chip-Systemen ist es heute bereits möglich, zeitnahe und schnelle Multiparameteranalysen 

klinischer Parameter auf kleinstem Raum unabhängig von aufwändigen und kostenintensiven Labor-

analysen durchzuführen (Bier und Schumacher 2011; Schumacher et al. 2012). In der Hochschule 

Lausitz wurde mit der VideoScan-Technologie eine vielseitig einsetzbare Plattform für die Multipa-

rameterdiagnostik auf der Basis der Fluoreszenzmikroskopie entwickelt. Diese Technologie vereint 

kommerziell erhältliche Standardhardwarekomponenten mit einer modular aufgebauten Software. 

Die Technologie erlaubt die Identifizierung und Quantifizierung von Biomolekülen sowohl in Lösung 

als auch gekoppelt an Mikropartikel (Frömmel et al. 2011; Grossmann et al. 2011; Rödiger et al. 

2011; Frömmel et al. 2013b). Außerdem sind mittels spezieller Bildverarbeitungsfunktionen High 

Content Screenings von Autoimmunantikörpern auf immobilisierten Zellen (Hiemann et al. 2009) 

sowie Screenings zur Ermittlung der Adhäsionsrate und der Zytotoxizität von Bakterien auf Epithel-

zelllinien möglich (Frömmel et al. 2013a; Frömmel et al. 2013b). 
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2.6 Zielstellung 

Ziel meiner Arbeit war die Etablierung von Screeningmethoden zur umfassenden Charakteri-

sierung von E. coli-Populationen. Dies beinhaltete die Entwicklung von:  

1) mikropartikelbasierten Multiplex-PCR-Assays zur genotypischen Beschreibung von E. coli. 

Angewendet wurden die Assays zum Nachweis von 44 virulenzassoziierten Genen (VAGs) und zur 

Charakterisierung der Phylogenie von 398 E. coli-Isolaten aus 13 Wildsäuger- und 5 Wildvogelarten 

sowie aus gesunden und harnwegserkrankten Menschen und Hausschweinen.  

2) zellkulturbasierten Adhäsionsassays einschließlich neuer Färbeprotokolle zur Beschreibung 

von Adhäsionsmustern und zur Quantifizierung adhärenter Bakterien auf fünf Zelllinien (humane 

Colonepithelzellen Caco-2, humane Harnblasenepithelzellen 5637, humane Kehlkopfepithelzellen 

HEp-2, porcine Jejunumepithelzellen IPEC-J2, porcine Nierenepithelzellen PK-15) und  

3) zellkulturbasierten Assays zur Beschreibung der Zytotoxizität des E. coli-α-Hämolysins ge-

genüber humanen Colonepithelzellen LoVo sowie 5637-, IPEC-J2- und PK-15-Zellen. 

Die Screeningmethoden sollten es ermöglichen, einen Überblick über das Vorkommen, die 

Verbreitung und der Reservoire pathogener E. coli zu erhalten. Weiterin sollten Aussagen zur wirts-, 

zell- oder gewebespezifischen Adhäsion kommensaler und pathogener E. coli einen Überblick über 

die damit verbundene Ausprägung von Besiedlungs- und Infektionsmustern verschaffen. In diesem 

Zusammenhang war es wichtig, den Einfluss von exVAGs auf die Adhäsion und damit die Kolonisie-

rung des Intestinums zu untersuchen und zu analysieren, ob bestimmte exVAGs oder inVAGs mit 

erhöhter Adhäsion assoziiert sind. Ebenso sollte die biologische Aktivität des E. coli-α-Hämolysins 

genauer charakterisiert werden. Letztendlich sollten Unterschiede zwischen kommensalen und pa-

thogenen E. coli und ein mögliches Zoonosepotential pathogener Isolate identifiziert werden. 
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3. Material 

3.1 Bakterienstämme 

Tab. 3: E. coli-Isolate. Nicht hämolytische (H-) und hämolytische (H+) Isolate aus Mensch, Hausschwein und 
Wildtierarten und deren Quelle. Alle Isolate gehören zur Stammsammlung von Prof. Peter Schierack. UTI: 
urinary tract infection. 

Arten Anzahl Isolate H- Anzahl Isolate H+ 

Homo sapiens Mensch, gesund 19 
(a,b)

 13 
(a,b)

 
Homo sapiens Mensch, UTI 20 

(c)
 13 

(c)
 

Sus scrofa domestica Hausschwein, gesund 22 
(d)

 13 
(d)

 
Sus scrofa domestica Hausschwein, UTI 15 

(e)
 -- 

Wildtiere Säuger 

Capreolus capreolus  Reh 23 
(f,g)

 8 
(f,g)

 
Erinaceus europaeus  Braunbrustigel 22 

(f)
 -- 

Lepus europaeus  Feldhase 8 
(f)

 -- 
Lutra lutra  Fischotter 7 

(f)
 -- 

Martes sp.  Marder 19 
(f)

 6 
(f)

 
Meles meles  Dachs 7 

(f)
 -- 

Mus musculus  Hausmaus 9 
(f)

 -- 
Oryctolagus cuniculus  Wildkaninchen 6 

(f)
 -- 

Procyon lotor  Waschbär 22 
(f)

 10 
(f)

 
Rattus norvegicus  Wanderratte 4 

(f)
 -- 

Sciurus vulgaris  Eichhörnchen 17 
(f)

 -- 
Sus scrofa  Wildschwein 22 

(f,g)
 -- 

Vulpes vulpes  Rotfuchs 21 
(f)

 5 
(f)

 

Wildtiere Vögel 

Accipiter nisus  Sperber 13 
(f)

 -- 
Anas platyrhynchos Stockente -- 13 

(h)
 

Asio otus  Waldohreule 5 
(f)

 -- 
Buteo buteo  Mäusebussard 14 

(f)
 -- 

Turdus merula  Amsel 22 
(f)

 -- 
(a)

Isolate wurden von Thomas Wex, Otto-von-Guericke Universität Magdeburg zur Verfügung gestellt. 
(b)

Isolate 
wurden von Peter Schierack von Menschen aus dem Arbeitsumfeld gesammelt. 

(c)
Isolate wurden aus Urinpro-

ben von Patienten mit Harnwegsinfekten im Lausitzer Seenland Klinikum GmbH Hoyerswerda 2009 von Steffen 
Vogel isoliert. 

(d)
Isolate wurden von Peter Schierack in 18 verschiedenen Schweinemastanlagen im Osten 

Deutschlands zwischen 2009 und 2010 gesammelt. 
(e)

Isolate wurden von Per Klemm, Technische Universität 
Dänemark in Lyngby, aus Urinproben von Schweinen mit Pyelonephritis in einer Tierklinik gesammelt. 

(f)
Isolate 

wurden zwischen 2007 und 2011 in der Lausitz gesammelt: a) von Peter Schierack von verunfallten Tieren, b) 
vom Senckenberg Museum Görlitz und c) vom Museum der Westlausitz Kamenz. 

(g)
Isolate wurden von Peter 

Schierack von erjagten Tieren während der Jagdsaisons im Forst Casel/Drebkau zwischen 2007 und 2010 ge-
sammelt. 

(h)
Isolate wurden von Peter Schierack in den Wintern 2007/2008 bis 2010/2011 an der Schwarzen 

Elster in Hoyerswerda gesammelt. 
 
Tab. 4: E. coli-Stämme als Kontrollen für Adhäsionsassays auf den Zelllinien Caco-2, 5637, IPEC-J2 (Nissle 
1917, 4305, 4308) und PK-15 (WS4408, WS28). 

Bezeichnung Beschreibung (nachgewiesene Gene) Herkunft Quelle 

Nissle 1917 sfa/foc, pic, sitchr, ompA, iroN, vat, iucD, iutA, mat, 
fyuA, sat, fimC, irp2, chuA 

Mensch Mutaflor®; Ardeypharm, 
Herdecke; Nissle, 1918 

4305 traT, ompA, astA, mat, csgA, fimC, yjaA Schwein  Frauendorf, Deutschland 
4308 ompA, iucD, malX, csgA, fimC, yjaA Schwein  Frauendorf, Deutschland 
WS4408 sfa/foc, hra, traT, ompA, iroN, sitep, tsh, iucD papC, 

iss, iutA, mat, fyuA, csgA, fimC, irp2, TSPE4C2 
Wildschwein  Weissenberg, Deutsch-

land 
WS28 sfa/foc, pic, sitchr, ompA, malX, fimC, irp2, chuA, 

yjaA, TSPE4C2 
Wildschwein Nochten, Deutschland 
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Tab. 5: Kontrollstämme für PCRs. Alle Stämme sind E. coli mit der Ausnahme von Stamm 1/38 (Shigella 
dysenteriae). 

Bezeichnung Beschreibung (nachgewiesene Gene) Wirt Quelle 

IMT1200 cnf1/2, iutA, mat, fyuA, sat, malX, csgA, fimC, 
irp2, ireA, tia 

Mensch IHYT, Universität Gießen  

IMT2470 ibeA, traT, sitchr, ompA, iroN, sitep, vat, tsh, 
iucD, cvi/cva, papC, iss, astA, fimC, irp2, ireA, 
tia 

Huhn Lohmann Tierzucht, Cuxhaven 
(Ewers et al. 2007) 

P2664 hlyA, sfa/foc, pic, hra, chuA, yjaA, TSPE4C2 Schwein IHYT, Universität Gießen 
P5554 hlyA, cnf1/2, mat, fyuA, malX, csgA Schwein IHYT, Universität Gießen 
P6372 hlyA, iucD Schwein IHYT, Universität Gießen 
P6530 hlyA, sitchr, ompA, iroN Schwein IHYT, Universität Gießen 
P7465 hlyA, ibeA, sitchr, ompA, iroN Schwein IHYT, Universität Gießen 
IMT7920 hlyA, afa/dra, sfa/foc, pic, hra, daaD Mensch NFSTC-Michigan State University 
IMT9267 cnf1/2, mat, fyuA, malX, csgA Mensch IMIB, Universität Würzburg 
IMT0019 fedA, est2, est1a, stx2e Schwein IMIB, Universität Würzburg 
IMT0204 est1a, fanA, fimF41 Rind IHYT, Universität Gießen 
Abbotstown est1a, est2, eltB1p, faeG, fasA Schwein IHYT, Universität Gießen 
P232 stx1, stx2 Schwein IHYT, Universität Gießen 
P860 hlyA, chuA, yjaA, TSPE4C2 Schwein IHYT, Universität Gießen 
5260 aggR Mensch Hameln Labor Hildesheim, Hameln 
5283 eaeA, bfp Mensch Hameln Labor Hildesheim, Hameln 
1/38  ipaH Mensch MPI für Infektionsbiologie, Berlin 

 

3.2 Oligonukleotide 

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen BioTeZ Berlin-Buch GmbH und Eurofins MWG Operon 

Ebersberg bezogen. Die DNA-Sequenzen der PCR-Primer und Oligonukleotidsonden, Referenzen und 

PCR-Programme sind in Tab. 6 entsprechend ihrer Verwendung in mPCR-Assays aufgelistet.  

Tab. 6: Sequenzen der Oligonukleotide, PCR-Fragmentlänge, Accession-Nr., Quelle und PCR-Programme.  
Gene Primer- und Sondensequenzen 5´-3´; f: vorwärts; r: 

rückwärts (5´-Cy5); p: Sonde (5´-Aminohexyl + 10T) 
Fragment- 
länge (bp) 

Accession Quelle 

mPCR 1     3 min bei 94°C; 40 Zyklen je 30 s bei 94°C, 30 s bei 52°C, 1 min bei 72°C; 5 min bei 72°C 

afa/dra f TAAGGAAGTGAAGGAGCGTG 210 FM955460.1 (Ewers et al. 2007) 

 r CCGCCCTGAAGAAGTATCAC (Frömmel et al. 2013b) 

  p TAAGTGGCGGGCTGACAGAT (Frömmel et al. 2013b) 

sfa/foc f CGGAGAACTGGGTGCATCTTA 189 CP000247.1 (Ewers et al. 2007) 

 r ACGCATGTGCTTCATCATG (Frömmel et al. 2013b) 

  p GGCAGATATAATGCCATTTAATTAAGGCTG (Frömmel et al. 2013b) 

pic f ACTGGATCTTAAGGCTCAGG 168 AF097644.1 (Ewers et al. 2007) 

 r TTCCCCCACAGAGTGTTAC (Frömmel et al. 2013b) 

  p ATATTCTGAAATCTGCCAGC (Frömmel et al. 2013b) 

hra f GTAACTCACACTGCTGTCACCT 139 CP000247.1 (Ewers et al. 2007) 

 r CGAATCGTTGTCACGTTCAG (Frömmel et al. 2013b) 

  p GGTTACGTCATAGCGGACAC (Frömmel et al. 2013b) 

hlyA f GTCCATTGCCGATAAGTTT 120 AE014075.1 (Ewers et al. 2007) 

 r ATAGCTCCTGTTTCTTTGTG (Frömmel et al. 2013b) 

  p TGGTGACAGTTTACTTGCTGC (Frömmel et al. 2013b) 

mPCR 2     3 min bei 94°C; 35 Zyklen je 30 s bei 94°C, 30 s bei 53°C, 1 min bei 72°C; 5 min bei 72°C 

sitep f CCAGGGGCAGTCACTAAATG 190 CP001856.1 (Frömmel et al. 2013b) 

 r TACGGCAGTGAGAGCAGAGA (Frömmel et al. 2013b) 

  p AGCACCGCCGGACATCAGCGC (Frömmel et al. 2013b) 

ompA f GGTGTTGCCAGTAACCGG 177 CP002797.2 (Ewers et al. 2007) 

 r GACGGTTCCGTAGTTGTTCTG (Frömmel et al. 2013b) 

  p ATAAGCGTCAGAACCGATGC (Frömmel et al. 2013b) 
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Gene Primer- und Sondensequenzen 5´-3´; f: vorwärts; r: 
rückwärts (5´-Cy5); p: Sonde (5´-Aminohexyl + 10T) 

Fragment- 
länge (bp) 

Accession Quelle 

iroN f ATCCTCTGGTCGCTAACTG 167 CP002212.1 (Ewers et al. 2007) 

 r TTTTTAATATCCTCGCTGGTAA (Frömmel et al. 2013b) 

  p CAGCAGCCGGGCGTGTCGGT (Frömmel et al. 2013b) 

sitchr f GCCGGTTGTACGTTCTTCAT 140 CP002212.1 (Frömmel et al. 2013b) 

 r ATCAGGCTTGCCACATCC (Frömmel et al. 2013b) 

  p CGGTTTTGATCCGCGAGCTTG (Frömmel et al. 2013b) 

traT f GTGGTGCGATGAGCACAG 124 JN232517.1 (Ewers et al. 2007) 

 r TCAGACGTGTTTTTGATCTGC (Frömmel et al. 2013b) 

  p CGCCAGCGAACGCACGGTAT (Frömmel et al. 2013b) 

ibeA f TGGAACCCGCTCGTAATATAC 113 CP002167.1 (Ewers et al. 2007) 

 r AGTAGCTGCGCCTTCACG (Frömmel et al. 2013b) 

  p TGCCGCAGCAATGAGTGCCGC (Frömmel et al. 2013b) 

mPCR 3     3 min bei 94°C; 40 Zyklen je 30 s bei 94°C, 30 s bei 52°C, 1 min bei 72°C; 5 min bei 72°C 

vat f GTGTCAGAACGGAATTGTC 230 CP000468 (Ewers et al. 2007) 

 r GGGTATCTGTATCATGGCAAG (Frömmel et al. 2013b) 

  p CCGGGGTTGCTTTATTTGAGAAATTAATATTTCCC (Frömmel et al. 2013b) 

tsh f TGGTGCAATGCCCATTTATGG 215 DQ381420 (Frömmel et al. 2013b) 

 r CTTCCGATGTTCTGAACGT (Ewers et al. 2007) 

  p TAATGAAGACAATGATGCCC (Frömmel et al. 2013b) 

iucD f CCTGATCCAGATGATGCTC 193 CP002797 (Ewers et al. 2007) 

 r CTGGATGAGCAGAAAATGACA (Frömmel et al. 2013b) 

  p TGGTCAGTAAAGAATCGGCAGTGATGCC (Frömmel et al. 2013b) 

cvi/cva f CGCAGCATAGTTCCATGCT 172 CP000836 (Ewers et al. 2007) 

 r GCAATTTGTTGCAGGAGGA (Frömmel et al. 2013b) 

  p TCATATATTGCACCTCCAGCCACACCCC (Frömmel et al. 2013b) 

papC f GCTCCATGGTCATATAGTTTCG 155 CP002797.2 (Frömmel et al. 2013b) 

 r TGATATCACGCAGTCAGTAGC (Ewers et al. 2007) 

  p ACGTTCTCTCTCCCTCAATACG (Frömmel et al. 2013b) 

iss f GGACAAGAGAAAACTGTTGATGC 129 FJ824853.1 (Frömmel et al. 2013b) 

 r CAGCGGAGTATAGATGCCA (Ewers et al. 2007) 

  p CCAGTTATGCATCGTGCATATGG (Frömmel et al. 2013b) 

astA f TGCCATCAACACAGTATATCC 116 FN554767.1 (Ewers et al. 2007a) 

 r TCAGGTCGCGAGTGACGGC (Ewers et al. 2007) 

  p CCAGTTATGCATCGTGCATATGG (Frömmel et al. 2013b) 

mPCR 4     3 min bei 94°C; 40 Zyklen je 30 s bei 94°C, 30 s bei 52°C, 1 min bei 72°C; 5 min bei 72°C 

cnf1/2 f CTTTACAATATTGACATGCTG 446 CP001162.1 (Ewers et al. 2004) 

 r TCGTTATAAAATCAAACAGTG (Ewers et al. 2004) 

  p GATCCCCATACTGGAAGCAATAATCCCC (Frömmel et al. 2013b) 

iutA f GGCTGGACATCATGGGAACTGG 300 CU928164.2 (Chapman et al. 2006) 

 r CGTCGGGAACGGGTAGAATCG (Chapman et al. 2006) 

  p CTTTTCTGGGACAGGAGCTG (Frömmel et al. 2013b) 

mat f TATACGCTGGACTGAGTCGTG 257 AF325731.1 (Ewers et al. 2007) 

 r GCCTGGAGTTTACTGAACCAA (Frömmel et al. 2013b) 

  p GCAGAGGCCAAGCTGTACTC (Frömmel et al. 2013b) 

fyuA f GCGACGGGAAGCGATGACTTA 243 CU928163.2 (Schubert et al. 1998) 

 r GTATTTCCCACTCAGGGTCTGG (Frömmel et al. 2013b) 

  p CCGTAAGCTGTCGATCAGCGATGG (Frömmel et al. 2013b) 

sat f GTTCACAAATGGGGGAAATG 220 CU928164.2 (Frömmel et al. 2013b) 

 r TTGAACATTCAGAGTACCGGG (Ewers et al. 2007) 

  p GTAAACTGGAATGCATTGTATTCCAGTG (Frömmel et al. 2013b) 

malX f ACACTTAGCAGAGCAATGGG 200 AE014075.1 (Frömmel et al. 2013b) 

 r TTGAACGGTATCTGTATGCC (Frömmel et al. 2013b) 

  p TTAGTCCATTAATACTTTGGTACGAA (Frömmel et al. 2013b) 

csgA f GCTGCGTTACGATGGAAAGT 118 CP001637.1 (Frömmel et al. 2013b) 

 r GATAACAGCGTATTTACGTGGG (Frömmel et al. 2013b) 

  p CTCACCCGCGCGTTGTATTTTTCTTTTTTAGTTCATACC (Frömmel et al. 2013b) 
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Gene Primer- und Sondensequenzen 5´-3´; f: vorwärts; r: 
rückwärts (5´-Cy5); p: Sonde (5´-Aminohexyl + 10T) 

Fragment- 
länge (bp) 

Accession Quelle 

mPCR 5     3 min für 94°C; 35 Zyklen je 30 s bei 94°C, 30 s bei 57°C, 1 min bei 72°C; 5 min bei 72°C 

fimC f GTTTTATCGTGACGCCACCT 402-8 CP000468 (Frömmel et al. 2013b) 

 r TTCCTGCATCAGAAGGCAAT (Frömmel et al. 2013b) 

  p ACAGAGTTGAATGCCGGAACTCGG (Frömmel et al. 2013b) 

irp2 f GCCATCAGGAGGAAGAATGA 353-7 CP000468 (Frömmel et al. 2013b) 

 r GGCGTACTTTCGGTCATGTT (Frömmel et al. 2013b) 

  p CGGAAGAAGAAACGCCGCCC (Frömmel et al. 2013b) 

ireA f GTTTCAGGTCCCTGTTTCCA 237 CP000468 (Frömmel et al. 2013b) 

 r ATGCAGCAACGGATTCTCTC (Frömmel et al. 2013b) 

  p CATGATTATCGAGACGCAGTCCTCCAG (Frömmel et al. 2013b) 

tia f CGAGTAATGCAACGCAGAAA 113 CP000468 (Frömmel et al. 2013b) 

 r CATGGGTGTCTGTTGGACTG (Frömmel et al. 2013b) 

  p GTATATGTTGCCTTATGATGTATCCGTGC (Frömmel et al. 2013b) 

mPCR 6     3 min für 94°C; 35 Zyklen je 60 s bei 94°C, 60 s bei 55°C, 90 s bei 72°C; 5 min bei 72°C 

stx2e f GGAGCGTTTTGACCATCTTC 247 M21534.1 (Frömmel et al. 2013b) 

 r CGCCAGATATGATGAAACCA (Frömmel et al. 2013b) 

  p CAAATCAGTCGTCACTCACT (Frömmel et al. 2013b) 

fasA f CTGCCAAGTCATTTGCAGTT 225  M35257.1 (Frömmel et al. 2013b) 

 r AATCCGCCATTTGATACCAC (Frömmel et al. 2013b) 

  p GCTGTGGAAATTGGTACTGA (Frömmel et al. 2013b) 

eltB1p f TTCGGAATATCGCAACACAC 214 M17873.1 (Frömmel et al. 2013b) 

 r TGGTCTCGGTCAGATATGT (Casey und Bosworth 
2009) 

  p GCCATTGAAAGGATGAAGGAC (Frömmel et al. 2013b) 

fimF41a f CAAAAGCTGAAATGGCTGGT 200 M21788.1 (Frömmel et al. 2013b) 

 r GACCCGCAACATCCTTATTT (Frömmel et al. 2013b) 

  p GGTGTTTCTGCAGGTAGTAC (Frömmel et al. 2013b) 

faeG f ACCAATGGTGGAACCAAACT 173 M35954.1 (Frömmel et al. 2013b) 

 r TTCACCATCAGGGTTTCTGA (Frömmel et al. 2013b) 

  p TGAAGGAGCTTCTGTAGTAC (Frömmel et al. 2013b) 

fedA f TGCTTCCTTGTCCACTAAAACA 157 M61713.1 (Frömmel et al. 2013b) 

 r TGCTATTCGACGCCTTAACC (Frömmel et al. 2013b) 

  p AAACCGTGAACGGTAAAACAC (Frömmel et al. 2013b) 

est1 f CAACTGAATCACTTGACTCTTC 147 V00612.1 (Frömmel et al. 2013b) 

 r CAGCACAGGCAGGATTACAA (Frömmel et al. 2013b) 

  p GAACAACACATTTTACTGCTGT (Frömmel et al. 2013b) 

est2 f CTATTGCTACAAATGCCTATGC 126 M35586.1 (Frömmel et al. 2013b) 

 r CTCCAGCAGTACCATCTCTA (Casey und Bosworth 
2009) 

  p GACAAATAGCCAAGGAAAGTTG (Frömmel et al. 2013b) 

fanA f TTGTTCAGGGAGAAACTTGGTT 110 X05797.1 (Frömmel et al. 2013b) 

 r AGGGCGTAAATACCCCTAGAA (Frömmel et al. 2013b) 

  p GTGGAGTTATCAAGTATACGTAG (Frömmel et al. 2013b) 

mPCR 7     3 min für 94°C; 35 Zyklen je 60 s bei 94°C, 60 s bei 55°C, 90 s bei 72°C; 5 min bei 72°C 

ipaH f GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC 619 M32063 (Guion et al. 2008) 

 r GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC  (Guion et al. 2008) 

  p CCATGGCATGCTGTACTGAA (Frömmel et al. 2013b) 

daaD f TGAACGGGAGTATAAGGAAGATG 371 AY525531.1 (Guion et al. 2008) 

 r GTCCGCCATCACATCAAAA (Guion et al. 2008) 

  p GGAAGGGGGTGTCGAGGCCCGGT (Frömmel et al. 2013b) 

eltB f TCTCTATGTGCATACGGAGC 322 EU113252.1 (Guion et al. 2008) 

 r CCATACTGATTGCCGCAAT (Guion et al. 2008) 

  p GGAATAATAAAACCCCCAATTC (Frömmel et al. 2013b) 

eaeA f CCTGGTTACAACATTATGGAACG 287 AJ308550.1 (Frömmel et al. 2013b) 

 r TGAAATAGTCTCGCCAGTATTCG (Frömmel et al. 2013b) 

  p GGGCTATAACGTCTTCATTGATC (Frömmel et al. 2013b) 
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Gene Primer- und Sondensequenzen 5´-3´; f: vorwärts; r: 
rückwärts (5´-Cy5); p: Sonde (5´-Aminohexyl + 10T) 

Fragment- 
länge (bp) 

Accession Quelle 

stx2 f GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 255 FN252459 (Guion et al. 2008) 

 r TCGCCAGTTATCTGACATTCTG (Guion et al. 2008) 

  p CGCCGTGAATGAAGAGAGTCAA (Frömmel et al. 2013b) 

aggR f CGTAAGCCGGGTATGAAAGA 188 Z32523.1 (Frömmel et al. 2013b) 

 r GCCAGTTCAGAAGCAGGAAC (Frömmel et al. 2013b) 

  p CTGGAAGGAACTCTCAATGCTG (Frömmel et al. 2013b) 

est1 f TTTCCCCTCTTTTAGTCAGTCAA 159 siehe Guion 
et al. 2008 

(Guion et al. 2008) 

 r GCAGGATTACAACACAATTCACAGCAG (Guion et al. 2008) 

  p TCAGAAAATATGAACAACACATTT (Frömmel et al. 2013b) 

stx1 f CTGGATTTAATGTCGCATAGTG 150 HM367099.1 (Guion et al. 2008) 

 r AGAACGCCCACTGAGATCATC (Guion et al. 2008) 

  p CAGAGGGGATTTCGTACAACAC (Frömmel et al. 2013b) 

est2 f CTATTGCTACAAATGCCTATGC 126 M35586.1 (Frömmel et al. 2013b) 

 r CTCCAGCAGTACCATCTCTA (Casey und Bosworth 
2009) 

  p GACAAATAGCCAAGGAAAGTTG (Frömmel et al. 2013b) 

mPCR 8 ECOR  3 min für 94°C; 30 Zyklen je 30 s bei 94°C, 30 s bei 56,5°C, 1 min bei 72°C; 5 min bei 72°C 

chuA f TGCCGCCAGTACCAAAGACA 121 CP002797.2 (Clermont et al. 2000) 

 r TTCAGCATTACTGTATGGCAGTG (Frömmel et al. 2013b) 

  p GGAGATCACTCCACCCAGCG (Frömmel et al. 2013b) 

yjaA f CTGCCTTCAGTAACCAGCG 106 CP002797.2 (Frömmel et al. 2013b) 

 r AAAGAATGCCAGGTTGAACG (Frömmel et al. 2013b) 

  p GCAAGATCTTGTTCTGCAACTC (Frömmel et al. 2013b) 

TSPE4C2 f GAGTAATGTCGGGGCATTCA 90 CP002212 (Clermont et al. 2000) 

 r GAGACAGAAACGCGGGTAGA (Frömmel et al. 2013b) 

  p CAAGTTCGATAGTCTGAATA (Frömmel et al. 2013b) 

Einzel-PCR zum Nachweis des pEAF-Plasmids in EPECs nach Franke et al. 1994       

pEAF f CAGGGTAAAAGAAAGATGATAA 397 X76137.1 (Franke et al. 1994) 
  r TATGGGGACCATGTATTATCA     (Franke et al. 1994) 

 

3.3 Zelllinien  

Tab. 7: Zelllinien, deren Ursprung, Gewebeart und Anwendung innerhalb dieser Arbeit. 

Zelllinie Ursprungsorganismus Gewebe Anwendung 

Caco-2 Mensch Colonepithel (Dickdarm) Adhäsionsassay 
LoVo Mensch Colonepithel (Dickdarm) Zytotoxizitätsassay 
5637 Mensch Harnblasenepithel Adhäsions- und Zytotoxizitätsassay 
HEp-2 Mensch Kehlkopfepithel EPEC und DAEC Adhäsionsassay 
IPEC-J2 Schwein Jejunumepithel (Dünndarm) Adhäsions- und Zytotoxizitätsassay 
PK-15 Schwein Nierenepithel Adhäsions- und Zytotoxizitätsassay 

 

3.4 Lösungen und Medien  

Sofern nicht anders angegeben, wurden die in Tab. 8 aufgelisteten Standardpuffer und Lö-

sungen mit ddH2O hergestellt. PCR-Puffer, PBS und die Stammlösungen wurden für 20 min bei 121°C 

autoklaviert. Für die Kultivierung der Zelllinien wurden dem Zellkulturmedium Antibiotika (Penicil-

lin/Streptomycin) zugegeben. Für die Durchführung der Adhäsions- und Zytotoxizitätsassays wurde 

antibiotikafreies Medium verwendet, welches ansonsten der in Tab. 9 aufgelisteten Zusammenset-

zung entsprach. Sämtliche Medien für die Zellkultur wurden von der Firma Biochrom (Deutschland) 

bezogen. Nähr- und Selektivmedien für die Bakterienkulturen sind in Tab. 10 aufgeführt. 
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Tab. 8: Standardpuffer und Lösungen.  

Puffer / Lösung  Zusammensetzung 

10xPCR-Puffer 160 mM (NH4)2SO4, 670 mM Tris-HCL (pH 8,8 bei 25°C), 0,1% Tween 20 
10xPCR-Puffer mit Mg

2+
 10xPCR-Puffer, 34 mM MgCl2x6H2O 

1xPBS 1 g/L (7 mM) NaH2PO4xH20, 7,6 g/L (46 mM) Na2HPO4, 9 g/L (154 mM) NaCl, pH 7,5 
1xPBS-Tween 0,02% Tween 20 in 1xPBS 

1xTBE 10,8 g/L Tris, 5,5 g/L Borsäure, 0,75 g/L EDTA, pH 7,0  
DAPI-Lösung 50 μg/mL  
EDC-Lösung 122,5 mg/mL in Methylimidazol-Lösung 
EDTA-Stammlösung 0,5 M, pH 8,0  
Kollagenlösung 2 M Essigsäure, 50 µg/µL Kollagen 

Ladepuffer 50% Glyzerin, 100 mM EDTA, 1 mM TRIS-HCL, 0,025% Bromphenolblau 
Methylimidazollösung 0,1 M Methylimidazol, pH 7,0 
Paraformaldehydlösung 4%  
Propidiumiodidlösung 10 μg/mL  
TRIS-HCL-Stammlösung 10 mM, pH 8,0  

 
Tab. 9: Zellkulturmedien. 

Zelllinie Medium 500mL-Flasche  
Fetal Bovine 
Serum (FBS)  

L-Glutamin 
(200mM)  

Penicillin/ 
Streptomycin  Na-Pyruvat 

Caco-2, LoVo DMEM/Ham`s F12 1:1 final 10% final 2mM 1%  --- 
PK-15, IPEC-J2, HEp-2 DMEM/Ham`s F12 1:1 final 5% final 2mM 1%  --- 
5637 RPMI 1640 final 10% final 2mM 1% 1mM 

 
Tab. 10: Nähr- und Selektivmedien für Bakterienkulturen. 

Medium  Zusammensetzung 

LB-Medium  10 g/L Trypton, 10 g/L NaCl, 5 g/L Hefeextrakt, pH 7,5 
CHROMagar™ Orientation  33 g/L CHROM Agar Orientation als Fertigpulver (Mast Diagnostics, UK) 
Gassneragar 47,7 g/L Wasserblau-Metachromgelb-Agar als Fertigpulver (Sifin, Deutschland) 
Blutagar gebrauchsfertige Agarplatten (Biomerieux, Deutschland) 
API 20 E® Biomerieux, Deutschland 

 

3.5 Enzyme, Farbstoffe, Größenmarker, Chemikalien 

Tab. 11: Enzyme, Farbstoffe, Größenmarker, Chemikalien. 

Enzyme Bezugsquelle 

BioTherm
TM

DNA-Polymerase Rapidozym GmbH, Deutschland 
(10x) Trypsin (1:250)/EDTA-Lösung (0,5%/0,2%) Biochrom AG, Deutschland 

Farbstoffe  

4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) AppliChem GmbH, Deutschland 
Propidiumiodid AppliChem GmbH, Deutschland 
Trypanblau Carl Roth GmbH & Co.KG, Deutschland 

Größenmarker Bezugsquelle 

50 bp-DNA-Leiter (ready to use) Carl Roth GmbH & Co.KG, Deutschland 
20 bp-DNA-Leiter (ready to use) Carl Roth GmbH & Co.KG, Deutschland 

Chemikalien  

(NH4)2SO4 AppliChem GmbH, Deutschland 
10x BioTherm Puffer ohne MgCl2 Rapidozym GmbH, Deutschland  
1-Methylimidazol   Sigma Aldrich, Deutschland  
Agarose NEEO Ultra-Qualität ROTI®GAROSE Carl Roth GmbH & Co.KG, Deutschland  

Albumin Fraktion V Carl Roth GmbH & Co.KG, Deutschland  
Borsäure  AppliChem GmbH, Deutschland 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth GmbH & Co.KG, Deutschland 
dNTP Mix: 10 mM dATP,dCTP, dGTP, 20 mM dUTP Jena Bioscience, Deutschland  
EDTA  Carl Roth GmbH & Co.KG, Deutschland  
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Chemikalien                           Fortsetzung Bezugsquelle 

Essigsäure Carl Roth GmbH & Co.KG, Deutschland 
Ethidiumbromid  Carl Roth GmbH & Co.KG, Deutschland  
FBS (500ml) Standard PAA, Deutschland 
Hefeextrakt AppliChem GmbH, Deutschland 

Heringsperma-DNA Sigma Aldrich, Deutschland 
Isopropanol  VWR, Deutschland  
Kollagen Becton, Dickinson und Company, Deutschland 
L-Glutamin (200 mM) Biochrom AG, Deutschland 

MgCl2 (50 mM) Rapidozym GmbH, Deutschland  
MgCl2x6H2O AppliChem GmbH, Deutschland 
Mineralöl für die Mikrobiologie Carl Roth GmbH & Co.KG, Deutschland 
EDC Sigma Aldrich, Deutschland 
Na2HPO4  Carl Roth GmbH & Co.KG, Deutschland  

NaH2PO4xH20  Carl Roth GmbH & Co.KG, Deutschland  
Na-Pyruvat (100 mM) Biochrom AG, Deutschland 
Natriumchlorid Carl Roth GmbH & Co.KG, Deutschland 
Paraformaldehyd Carl Roth GmbH & Co.KG, Deutschland 
Penicillin/Streptomycin, 10.000 U/ml, 10.000 µg/ml  Biochrom AG, Deutschland 

Poly-L-Lysin-Hydrobromid MW 30.000-70.000 Sigma Aldrich, Deutschland 
Tris-HCl AppliChem GmbH, Deutschland 
Triton X-100 AppliChem GmbH, Deutschland 
Tween 20 Carl Roth GmbH & Co.KG, Deutschland 
Trypton AppliChem GmbH, Deutschland 

 

3.6 Verbrauchsmaterial und Kits 

Tab. 12: Verbrauchsmaterial und Kits. 

Verbrauchsmaterial Bezugsquelle 

Cryo 1°C Freezing Container “Mr. Frosty” Nalgene Labware, Deutschland 
96-Well-Platten Nunclon 

TM
 ∆ Surface  Nunc A/S, Dänemark 

NucleoLink
TM 

Strips Nunc A/S, Dänemark 
Zellkulturflaschen (25 cm

2
/ 75 cm

2
/ 175cm²) TPP, Schweiz 

serologische Pipetten Biochrom AG, Deutschland 
Falcon-Tubes (15mL/ 50mL) Biochrom AG, Deutschland 
Einmalküvetten Carl Roth GmbH & Co.KG, Deutschland 

1,5 mL Reaktionsgefäße Carl Roth GmbH & Co.KG, Deutschland 
PCR-Gefäße Brand, Deutschland 
Petrischalen Sarstedt AG & Co, Deutschland 
Pipettenspitzen für Zellkultur   nerbe plus GmbH, Deutschland 
Pipettenspitzen für PCR Ratiolab, Deutschland 
Objektträger (Menzel-Gläser)  Thermo Fisher Scientific, Deutschland 

Kits Bezugsquelle 

QIAGEN Plasmid Mini Kit Qiagen, Deutschland 
QIAGEN Plasmid Midi Kit Qiagen, Deutschland 
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Deutschland 
QIAamp DNA Mini Kit Qiagen, Deutschland 

 

3.7 Geräte 

Tab. 13: Geräte für allgemeine Laborarbeit und für die Mikroskopie. 

Gerät Bezugsquelle 

Analysewaage LE 5201  Atilon Satorius, Deutschland 
Feinwaage Atilon Satorius, Deutschland 
Geldokumentationssystem BioDoc Analyzer  Biometra, Deutschland 
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Gerät                                       Fortsetzung Bezugsquelle 

BioPhotometer plus Eppendorf, Deutschland 
Electrophoresis Power supply MP-300V Major Science, USA 
Inkubator (Zellkulturen)  Binder, Deutschland 
Inkubator UFB 500 (Bakterienkulturen) Memmert, Deutschland  
Mastercycler epgradient  Eppendorf, Deutschland 
Minitron Rührgerät Infors AG, Schweiz 

NanoDrop ND1000 Spektrophotometer NanoDrop, Thermo Scientific, Deutschland 
Pipetten, Mehrkanalpipetten Eppendorf, Deutschland 
Seven Easy pH-Meter Mettler Toledo, Schweiz 
Thermomixer comfort  Eppendorf, Deutschland 
Vortex Genius 3 IKA®, Deutschland 
Vakuumpumpe BVC 21 NT Vacuubrand, Deutschland 
Wasserbad TW12  Julabo Labortechnik GmbH, Deutschland 

Biofuge fresco 17 Rotor 75003424 Heraeus, Deutschland 
Biofuge fresco Rotor #3328  Heraeus, Deutschland 
Centrifuge 5804R Rotor A-2-DWP  Eppendorf, Deutschland 
MiniSpin plus Rotor F-45-12-11 Eppendorf, Deutschland 
Multifuge 1 S-R Rotor 75002000  Heraeus, Deutschland 
Multifuge 1 S-R Rotor F-55-16-5-PCR Heraeus, Deutschland 

Mikroskopiekomponenten Bezugsquelle 

Fluoreszenzmikroskop IX-81 Olympus Corporation, Japan  
Kamera: Kappa DX2HC (mit Sony ICX285AL CCD-Chip) KAPPA opto-electronics GmbH, Deutschland 
Kamera: Kappa DX2H (mit Sony ICX285AL CCD-Chip) KAPPA opto-electronics GmbH, Deutschland 
Kamera: Kappa DX4C-285 (mit Sony ICX285AL CCD-Chip) KAPPA opto-electronics GmbH, Deutschland 
Kamera: Kappa PS4C-285 (mit Sony ICX285AL CCD-Chip)  KAPPA opto-electronics GmbH, Deutschland 
Scan Stage IM 120x100 Märzhäuser Wetzlar GmbH & Co.KG, Deutschland 
PrecisExcite LED 400nm und 490nm  CoolLED, UK 

DA/FI-A Filtersatz  Semrock, USA 
Xenonlampe (75W) Olympus Corporation, Japan 
Halogenlampe (12 V, 100 W)  Olympus Corporation, Japan 
Durchlichtbeleuchtungssäule IX2-Ill 100 Olympus Corporation, Japan 
Kondensor, motorisiert, IX2-LWUCDA2 Olympus Corporation, Japan 
10x-Objektiv: UPlanFLN/10x/0.30 Ph1/∞/-/FN26.5 Olympus Corporation, Japan 
20x-Objektiv: LUCPlanFLN/20x/0.45 Ph1/∞/0-2/FN22 Olympus Corporation, Japan 
60x-Objektiv: LCPlanFI/60x/0.7 Ph2 Olympus Corporation, Japan 
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4. Methoden 

4.1 Mikrobiologische Methoden  

4.1.1 Anzucht und Isolierung von Escherichia coli  

Von achtzehn verschiedenen Wildtierarten wurden in der Lausitz in den Jahren 2007 bis 2011 

mit sterilen Wattestäbchen Kotproben aus dem Rektum (Säugetiere) bzw. aus der Kloake (Vögel) 

entnommen. Die Wildtiere waren vorwiegend Unfallopfer, deren Verwesungsprozess noch nicht 

begonnen hatte. Weitere Bezugsquellen sind in Tab. 3 angegeben. Die Isolate wurden in der Stamm-

sammlung von Prof. Peter Schierack konserviert. 

Zur Identifikation der Isolate als E. coli wurden die Proben auf CHROMagar-

Orientierungsplatten ausgestrichen (Merlino et al. 1996). Nach Inkubation der Agarplatten über 

Nacht bei 37°C erfolgte die farbliche Differenzierung von E. coli (pink) anhand der Umwandlung ver-

schiedener im Agar enthaltener chromogener Substanzen durch spezifische Enzyme von E. coli. Pink 

gefärbte Kolonien wurden auf Gassner-Agar, ein Metachromgelb enthaltendes Selektivmedium für 

gramnegative Bakterien, übertragen. Die Bestätigung von E. coli erfolgte, wenn pink gefärbte Kolo-

nien auf Gassner-Agar Laktose verwerten konnten, was durch einen Farbumschlag der Kolonien nach 

blau/grün ersichtlich wurde (Ewers et al. 2009b; Guenther et al. 2009; Schierack et al. 2009; Frömmel 

et al. 2013b). Eine Kolonie pro Probe wurde daraufhin zweimal auf CHROMagar-Orientierung subkul-

tiviert, um eine Reinkultur zu erhalten. Die exakte Klassifizierung von sieben Isolaten, welche weder 

mittels Selektivagar noch mittels PCR-Analysen (Abs. 4.3.3) eindeutig als E. coli identifiziert werden 

konnten, erfolgte zusätzlich mittels API 20 E® Test. Die Hämolyse durch E. coli-Isolate wurde auf 

Blutagarplatten (LB-Agar versetzt mit 5% Schafblut) ermittelt. Die Isolate wurden auf diesem Agar 

fraktioniert ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. Die Befähigung von Isolaten zur Hämo-

lyse wurde durch die Bildung einer transparenten Zone um die jeweilige Bakterienkolonie ersichtlich.  

4.1.2 Konservierung und Kultivierung der Escherichia coli-Isolate 

Zur Cryokonservierung der E. coli-Isolate wurde eine Kolonie einer auf CHROMagar-

Orientierung über Nacht gewachsenen Subkultur in 700 µL LB-Medium überimpft und bei 180 rpm 

und 37°C für 5-8 h inkubiert. Von der Bakterienkultur wurden 600 mL entnommen und mit 150 µL 

80% Glycerin vermischt und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.  

Zur Anzucht der Bakterien im Flüssigmedium wurden diese aus der -80°C-Cryokultur auf 

CHROMagar-Orientierungsplatten ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. Jeweils eine 

Kolonie wurde in 1 mL LB-Medium überimpft und bei 180 rpm und 37°C über Nacht angezogen.  
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4.2 Molekularbiologische Methoden  

4.2.1 Isolierung von DNA 

4.2.1.1 Lyse von Escherichia coli zur Gewinnung von Gesamt-DNA 

Eine Bakterienkolonie des entsprechenden Isolates wurde in 1 mL LB-Medium bei 180 rpm 

und 37°C über Nacht inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Zentrifugation für 5 min bei 4°C und 8.000 

rpm. Nach Verwerfen des Überstandes wurde das Bakterienpellet in 300 µL ddH2O resuspendiert 

und für 10 min bei 99°C inkubiert. Unmittelbar danach erfolgte die Abkühlung der Lösung für 15 min 

auf Eis. Anschließend wurde 10 min bei 4°C und 13.000 rpm zentrifugiert, um Proteine und Zell-

bruchstücke von der DNA zu trennen. Der Überstand wurde bei -20°C bis zur weiteren Verwendung 

gelagert. Die Lysate enthielten ca. 230 ng DNA/µL. 

4.2.1.2 Isolierung bakterieller DNA  

Eine Bakterienkolonie wurde in 3 mL LB-Medium bei 180 rpm und 37°C über Nacht inkubiert. 

Die Kultur wurde bei 13.000 rpm für 2 min zentrifugiert. Aus dem Bakterienpellet wurde die chromo-

somale DNA mit dem QIAamp DNA Mini Kit entsprechend des dazugehörigen Protokolls isoliert. 

Plasmide wurden mit dem Qiagen Plasmid Mini oder Midi Kit entsprechend der dazugehörigen Pro-

tokolle isoliert. Die Elution der DNA erfolgte in 20 bzw. 50 μL ddH2O. 

4.2.2 Konzentrationsbestimmung von DNA  

Die Quantifizierung der DNA-Konzentrationen erfolgte mittels NanoDrop ND1000 

Spectrophotometer. Die DNA-Konzentration einer Lösung (ng/µL) wurde durch Absorptionsmessung 

bei der Wellenlänge λ=260 nm bestimmt. 

4.2.3 Polymerase-Kettenreaktion und Agarosegelelektrophorese  

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde zur Amplifikation spezifischer DNA-Abschnitte 

eingesetzt. Die Annealingtemperatur wurde der DNA-Sequenz der Primer entsprechend angepasst. 

Die Elongationszeit variierte je nach Länge des zu erwartenden PCR-Produktes. Es wurde dafür eine 

Synthesegeschwindigkeit der BioThermTMDNA-Polymerase von 1.000 bp/min angenommen. PCR-

Programme sind in Tab. 6, Reaktionsansätze in Tab. 14 aufgelistet.  

Die Detektion der Amplifikate erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese (AGE), mit der es 

möglich ist, geladene Moleküle in einem elektrischen Feld gemäß ihrer Größe und dreidimensionalen 

Struktur zu trennen. Die Agarosekonzentration der Gele betrug zwischen 1% und 3% entsprechend 

der Größe der aufzutrennenden DNA-Fragmente.  
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4.3 Arbeiten mit Mikropartikeln 

4.3.1 Kopplung von Oligonukleotidsonden an Mikropartikel mit Methylimidazol 

Genspezifische Oligonukleotidsonden wurden jeweils an definierte Mikropartikelpopulatio-

nen gekoppelt. Die Kopplung erfolgte in 0,2 mL Tubes, die vor der Reaktion mit 250 µL 0,02% PBS-

Tween gewaschen wurden. 50 µL frisch hergestellter 0,1 M Methylimidazol (MI)-Puffer (pH 7,0) wur-

de in die gewaschenen Tubes vorgelegt. Die in ddH2O bei 4°C gelagerten Mikropartikel wurden hin-

zugegeben (250.000 Stück) und für 3 min bei 3.700 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Der 

Überstand wurde verworfen. Nach Zugabe von 100 µL MI-Puffer und 250 pmol der entsprechenden 

Oligonukleotidsonde erfolgte die Zugabe von 25 µL einer frisch hergestellten 122,5 mg/mL EDC-

Lösung (1-Ethyl-3-(3-dimethylamino-propyl)carbodiimid) in 0,1 M MI (pH 7,0). Im Anschluss wurde 

das Reaktionsgemisch gevortext und bei 50°C für mindestens 2 h bei 1.000 rpm im Thermoschüttler 

unter Lichtabschluss inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Tubes zweimal für 3 min bei 3.700 

rpm und Raumtemperatur zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet in 200 µL 0,02% 

PBS-Tween durch starkes Vortexen resuspendiert. Nach Entfernung des Überstandes wurden die mit 

Oligonukleotidsonden beladenen Mikropartikel in 50 µL 0,02% PBS-Tween durch starkes Vortexen 

resuspendiert und die jeweils getrennt gekoppelten Mikropartikelpopulationen einer Multiplex-PCR 

(mPCR) (Tab. 6) in Eppendorf-Tubes zusammengeführt und bei 4°C gelagert (Frömmel et al. 2013b).  

4.3.2 Immobilisierung von Mikropartikeln  

Mit Oligonukleotidsonden gekoppelte Mikropartikel wurden vor der Durchführung von 

mPCRs am Boden von 96-Well-NucleoLink® Messplatten immobilisiert (Frömmel et al. 2011; Rödiger 

et al. 2012b). Als Crosslinker zwischen Mikropartikeln und Plastikwellboden wurde die Aminosäure L-

Lysin (PLL) eingesetzt (Huang et al. 1983; Taylor et al. 2003). NucleoLink®-Wells wurden mit 40 µL 

einer PLL-Lösung von 14 ng/mL in 1xPBS für 2 h bei 40°C inkubiert. Nach Verwerfen des Überstandes 

wurden die Wells mit 100 μL 1xPBS für 5 min bei Raumtemperatur gewaschen und anschließend mit 

40 µL 1xPBS und der Suspension der mit Oligonukleotidsonden gekoppelten Mikropartikel gefüllt. 

Die Wells wurden unter Lichtabschluss bei Raumtemperatur getrocknet (Frömmel et al. 2011). 

4.3.3 Mikropartikelbasierte Multiplex-PCR 

Zur Vorbereitung auf die mPCRs wurden die immobilisierten Mikropartikel zweimal mit 100 

µL ddH2O, daraufhin einmal mit 1xPCR-Puffer ohne MgCl2 und abschließend mit 1xPCR-Puffer mit 

MgCl2 gewaschen. Nach der Umpufferung wurde der PCR-Mastermix (Reaktionsansätze in Tab. 14) in 

die Wells pipettiert, das Lysat hinzugegeben und mit 20 µL Mineralöl überschichtet. Die mPCRs (Tab. 

6) erfolgten im Mastercycler epgradient. Während der PCR-Reaktion erfolgte die Markierung des zur 
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Oligonukleotidsonde komplementären DNA-Stranges mittels des entsprechenden CyTM5-

fluoreszenzmarkierten Primers. Im Anschluss an die PCR hybridisierte der markierte DNA-Strang an 

die entsprechende Oligonukelotidsonde am Mikropartikel. 

Tab. 14: Reaktionsansätze für Standard-Einzel-PCRs und die mPCRs des MPMA. 

   exVAGs inVAGs 
Reaktionsansätze Standard-Einzel-PCR mPCR 1 bis 5, mPCR 8 (ECOR) mPCR 6 und 7 

Hitzelysat (Template-DNA) 50 ng 3 µL 3 µL 
10 x Puffer  2 µL 2 μl 2 μl 
MgCl2 (50 mM) 2 µL 2 μl 2 μl 
dNTP-Mix+dUTP (je 2 mM)  2 µL 2 μl 2 μl 
Primer vorwärts (100 pmol) 10 pmol jeweils 10 pmol jeweils 10 pmol 
Primer rückwärts (100 pmol) 10 pmol jeweils 10 pmol jeweils 10 pmol 
ddH2O  x µL x μl x μl 
BioTherm

TM
DNA-Polymerase  1 U 1 U 2 U 

Gesamt 20 µL 20 µL 20 µL 

 
Die mPCRs wurden im 96-Well-Plattenformat durchgeführt. Auf jeder 96-Well-Platte wurden 

acht Negativkontrollen (6 x Heringsperma-DNA und 2 x ddH2O) sowie acht Kavitäten für Positivkon-

trollen (Tab. 5) mitgeführt. Zusätzlich enthielt jede Kavität zwei Mikropartikelpopulationen (a und b) 

als intra-Well-Negativkontrollen. An diese wurde a) keine Oligonukleotidsonde und b) eine unspezifi-

sche Oligonukleotidsonde (für das humane Protein SERCA2, DNA-Sequenz: 5´-Aminohexyl + 10T + 

GTCACTCCACTTCCTGATCC) gekoppelt. Pro 96-Well-Platte konnten 80 verschiedene E. coli-Stämme 

mit einer mPCR untersucht werden. 

4.3.4 Auswertung des Multiplex-PCR-Mikropartikel-Assays 

Da aufgrund unterschiedlicher GC-Gehalte, differierender Länge und Sekundärstrukturbil-

dung der Oligonukleotidsonden und Amplifikate die Hybridisierungseffizienz und somit die resultie-

rende Fluoreszenzintensität für jedes Gen unterschiedlich war, musste für jedes Gen und für jede 

PCR der Schwellwert zur Definition von positiv und negativ ermittelt werden.  

 
Abb. 1: Schema für die Ermittlung der Schwellwerte des MPMA. 
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Für jedes Gen standen nach der Durchführung des gesamten Screenings sowohl die Daten 

der 398 untersuchten E. coli-Isolate als auch der Negativ- und Positivkontrollen von fünf 96-Well-

Platten der acht mPCRs in Doppelbestimmung (z.T. auch Dreifachbestimmung) zur Verfügung. Zur 

Etablierung des Auswertungsverfahrens wurde die vergleichende Analyse mittels AGE durchgeführt. 

Die Bewertung erfolgte nach dem in Abb. 1 aufgezeichneten Schema. Der Negativ-Schwellwert be-

schreibt den um 50% erhöhten höchsten Wert der gesamten intra- und inter-Well-Negativkontrollen 

für das untersuchte Gen auf einer 96-Well-Platte (Max-Wert negativ). Der Positiv-Schwellwert be-

schreibt den um 20% abgesenkten niedrigsten Wert aller Positivkontrollen pro Gen auf einer 96-

Well-Platte (Min-Wert positiv). Werte zwischen Positiv- und Negativ-Schwellwert (fragwürdige Er-

gebnisse) wurden im Anschluss noch einmal mittels AGE bzw. Einzel-PCRs verifiziert.  

4.4 Zellbiologische Methoden 

4.4.1 Kultivierung von Zelllinien 

Alle Zelllinien wurden in 25 bzw. 75 cm2 Zellkulturflaschen in einer Atmosphäre von 5% CO2 

und 37°C kultiviert und zweimal pro Woche subkultiviert. Nach Entfernen des verbrauchten Zellkul-

turmediums und einem Waschschritt mit 1xPBS wurden 1 bis 2 mL einer Trypsin/EDTA-Lösung (10 

mg/mL) zugegeben, um während der etwa fünf- bis fünfzehnminütigen Inkubation bei 37°C die Zell-

Matrix-Verbindung aufzubrechen. Die somit vom Boden der Zellkulturflasche abgelösten Zellen wur-

den nach Zugabe von 10 mL frischem Zellkulturmedium der Zellkulturflasche entnommen und in ein 

15 mL Falcon überführt. Zur Ermittlung der Zellanzahl (Abs. 4.4.3) wurde 1 mL der Suspension ent-

nommen. Die verbliebene Suspension wurde bei 1.000 rpm für 3 min bei Raumtemperatur zentrifu-

giert. Nach Entfernung des Überstandes wurden die Zellen in frischem Zellkulturmedium in einer 

Konzentration entsprechend der weiteren Verwendung resuspendiert und in neue Zellkulturflaschen 

oder auf 96-Well-Zellkulturplatten ausgesät. 

4.4.2 Konservieren und Auftauen von Zellen 

Die Zelllinien wurden in flüssigem Stickstoff konserviert. In Vorbereitung der 

Cryokonservierung erfolgte die Kultivierung der Zellen in 150 cm² Zellkulturflaschen. Nach 

Trypsinieren und Waschen (Abs. 4.4.1) der Zellen wurden diese in 10 mL Zellkulturmedium mit 20% 

Serum und 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) suspendiert und je 1 mL in Cryotubes überführt. Um ein 

schonendes Einfrieren zu gewährleisten, wurden die Cryotubes für eine Woche in einem Freezing 

Container „Mr. Frosty“ bei -80°C aufbewahrt, um sie danach in flüssigen Stickstoff umzulagern.  

Zur Rekultivierung der Zellen wurden diese direkt nach der Entnahme aus flüssigem Stickstoff 

im Wasserbad bei 37°C erwärmt. Die Zellsuspension wurde in eine 25 cm2 Zellkulturflasche mit 6 mL 
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37°C warmen Zellkulturmedium ausgesät. Nach 24 h Inkubation unter Standardbedingungen (Abs. 

4.4.1) erfolgte ein Mediumwechsel zur Entfernung des DMSO und abgestorbener Zellen.  

4.4.3 Zellanzahlbestimmung  

Die nach der Trypsinierung (Abs. 4.4.1) entnommene Zellsuspension (1 mL) wurde nach 

Zentrifugation mit 1xPBS gewaschen und mit 9 mL 1xPBS versetzt. Ein Aliquot dieser Zellsuspension 

wurde 1:10 mit Trypanblau versetzt und mittels Lichtmikroskop in einer Neubauer-Zählkammer ge-

zählt. Die Anzahl der lebenden, nicht gefärbten Zellen von vier Großquadraten wurde gemittelt und 

mit dem Kammerfaktor (1x104 Zellen) und dem Verdünnungsfaktor 10 multipliziert, um die Anzahl 

der Zellen pro mL zu ermitteln. 

4.4.4 Adhäsionsassay  

Adhäsionsassays wurden in Anlehnung an Schierack et al. 2011 durchgeführt (Schierack et al. 

2011). Die Zellen der Zelllinien Caco-2, IPEC-J2, 5637 und PK-15 wurden in 96-Well-Zellkulturplatten 

ausgesät und bis zur Ausbildung eines konfluenten Monolayers unter Standardbedingungen (Abs. 

4.4.1) inkubiert. Unmittelbar vor der Inokulation mit Bakterien wurde das Zellkulturmedium vorsich-

tig entfernt, der Zellmonolayer einmal mit 1xPBS gewaschen und mit 100 mL antibiotikafreiem fri-

schen Zellkulturmedium überschichtet.  

Die zu untersuchenden E. coli-Isolate wurden über Nacht in 1 mL LB-Medium bis zu einer 

OD600 zwischen 0,8 und 1,2 vermehrt, was einer Konzentration von 3x108 Bakterien/mL/OD600 ent-

spricht. Die Zellmonolayer wurden mit einer Infektionsrate von 62.500 Bakterien/mm2 inokuliert. 

Basierend auf der Anzahl der IPEC-J2-Zellen pro Well erfolgten die Berechnungen der Multiplizität 

der Infektion (MOI) von 100:1 Bakterium pro Zelle (Tab. 16). Die MOI wurde in antibiotikafreiem 

Zellkulturmedium eingestellt. Jeweils bereits vorbereitete Zellkulturplatten wurden nun mit 50 µL 

der Bakteriensuspension versetzt und unter Standardbedingungen (Abs. 4.4.1) 4 h inkubiert. Danach 

erfolgten drei Waschschritte mit 1xPBS zur Entfernung nichtadhärenter E. coli. Anschließend erfolgte 

die Fixierung mit 4% PFA in ddH2O und Lagerung bei 4°C bis zur weiteren Bearbeitung, jedoch min-

destens über Nacht. Nach der Fixierung wurden die Wells vorsichtig dreimal mit 1xPBS gewaschen 

und mit Propidiumiodid (50 µL einer Lösung von 10 µg/mL in ddH2O) für 15 min gefärbt. Nach drei 

weiteren Waschschritten mit 1xPBS wurden die Zellen zur Messung mit 100 µL 1xPBS überschichtet 

(Frömmel et al. 2013b). 

Alle Ansätze wurden in Dreifachbestimmung durchgeführt und mindestens dreimal wieder-

holt. Pro Platte wurden 27 Isolate untersucht. Auf den Zellkulturplatten wurden jeweils sechs Kavitä-

ten ohne Bakterien zur Bestimmung des Leerwertes und jeweils drei Stämme als Adhäsionskontrolle 
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mitgeführt (Tab. 4). Die Detektion erfolgte wie in Abs. 4.5.2.6 beschrieben. Die Einstufung der Adhä-

sionsfähigkeit wurde in Abhängigkeit der Anzahl adhärenter Bakterien/mm2 vorgenommen (Tab. 15). 

Wurden weniger als 1.000 Bakterien/mm², d.h. dem Leerwert entsprechende Messwerte, detektiert, 

galt dies als nicht adhärent. 

Tab. 15: Einstufung der Adhäsionsrate in Abhängigkeit der Anzahl adhärenter Bakterien pro mm
2
. 

Anzahl adhärenter E. coli pro mm
2
 Einstufung der Adhäsionsrate  

< 1.000 nicht adhärent (-) 
1.000 bis 4.999 schwach adhärent (+) 
5.000 bis 9.999 mittel adhärent (++) 
> 10.000 stark adhärent (+++) 

 

4.4.5 EPEC-Adhäsionsassay 

Um die Mikrokoloniebildung der EPEC zu prüfen, wurden Adhäsionsassays mit eaeA+ Isolaten 

mit einer Gesamtinkubationszeit von 6 h auf den Zelllinien IPEC-J2, 5637, PK-15 und HEp-2 entspre-

chend Abs. 4.4.4 durchgeführt. Nach 3 h Inkubation wurde ein Mediumwechsel durchgeführt. Die 

Detektion erfolgte entsprechend Abs. 4.5.2.7. 

4.4.6 Zytotoxizitätsassay 

Dieser Assay diente zur Ermittlung der Zytotoxizität hämolytischer E. coli auf den Zelllinien 

LoVo, IPEC-J2, 5637 und PK-15. Die Durchführung erfolgte entsprechend Abs. 4.4.4. Gemessen wurde 

jedoch jeweils zu zwei verschiedenen Zeitpunkten im Abstand von zwei Stunden (LoVo: 3 und 5 h; 

5637, IPEC-J2, PK-15: jeweils 4 und 6 h Inkubation). Zusätzlich erfolgte eine Färbung mit DAPI (50 µL 

einer Lösung von 50 µg/mL in ddH2O) für 30 Sekunden, gefolgt von drei weiteren Waschschritten mit 

1xPBS. Alle Ansätze wurden in Doppelbestimmung durchgeführt und dreimal wiederholt. Die Detek-

tion erfolgte wie in Abs. 4.5.3.2 beschrieben. Acht Kavitäten pro 96-Well-Platte wurden ohne Bakte-

rien inkubiert (Leerwert). Der Mittelwert der resultierenden Messwerte diente als Referenzwert zur 

Berechnung der prozentualen Werte der einzelnen Isolate pro 96-Well-Platte. Ausgewertet wurde 

die zum Leerwert referenzierte zerstörte Fläche des Monolayers. Ein Wert von 50% bedeutet dem-

nach, dass die Hälfte des Monolayers im Vergleich zum Leerwert durch die Bakterien zerstört wurde. 

4.5 Mikroskopische Methoden 

4.5.1 Phasenkontrastmikroskopie 

Die Phasenkontrastmikroskopie ist ein optisches Kontrastverfahren, bei dem Unterschiede in 

der Dichte von Strukturen dargestellt werden. Dabei werden Objekte mit höherer Dichte dunkler als 

Objekte mit geringerer Dichte abgebildet. Für Phasenkontrastaufnahmen wurde ein inverses Fluo-

reszenzmikroskop (Olympus IX81) mit einer Durchlichtbeleuchtungssäule (Olympus IX2-Ill 100) und 
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motorisiertem Kondensor mit Phasenringblende (Olympus IX2-LWUCDA2) verwendet. Als Lichtquelle 

diente eine Halogenlampe (12 V, 100 W). Genutzte Objektive sind in Tab. 13 aufgelistet. 

4.5.2 VideoScan-Fluoreszenzmikroskopie 

4.5.2.1 Fluoreszenz-Imaging-Technologie 

VideoScan ist eine an der Hochschule Lausitz in Kooperation mit Industriepartnern entwickel-

te und 2008 patentierte (Lehmann et al. 2008) universelle Technologieplattform zur automatisierten 

hochselektiven, bildbasierten Multifluoreszenzdetektion. Das fluoreszenzoptische bildgebende 

Messsystem besteht aus der Steuer- und Auswertesoftware FastFluoScan und kommerziell verfügba-

ren Hardwarekomponenten. Die Software verfügt über eine Hardwareabstraktionsschicht und kann 

mit Geräten verschiedener Hersteller zusammenarbeiten. Die Komponenten des Systems sind ein 

handelsübliches, motorisiertes, inverses Fluoreszenzmikroskop mit mindestens drei Fluoreszenzka-

nälen, ein motorisierter Kreuztisch sowie eine digitale Graustufenkamera. An der Hochschule Lausitz 

wurden für die Messungen ein Olympus IX81-Mikroskop mit einer Xenon- oder LED-Lampe als Licht-

quelle und der Objektträgertisch ScanStage IM 120x100 der Märzhäuser Wetzlar GmbH & Co KG 

eingesetzt. Die verwendeten Kameras DX2HC, DX2H, DX4C-285 und PS4C-285 waren mit dem CCD-

chip Sony ICX285AL ausgestattet (Tab. 13). Die Auswertungssoftware erlaubte durch ihr modulares 

Design die Adaption an unterschiedliche Fragestellungen. Die Messungen wurden durch die Software 

vollautomatisch gesteuert, wodurch keine Nutzerinteraktionen erforderlich waren (Rödiger et al. 

2012b).  

4.5.2.2 Analyse fluoreszenzkodierter Mikropartikel 

Eine Anwendung der VideoScan-Technologie bestand in der Erfassung und Analyse fluores-

zenzkodierter Mikropartikel. Die eingesetzten 6 bis 20 μm großen thermotoleranten, auf der Ober-

fläche carboxylierten Mikropartikel aus Polymethylmethacrylat waren durch ein spezifisches Mi-

schungsverhältnis von zwei Fluoreszenzfarbstoffen (Farbe 1: Anregung 420-480 nm / Emission 485-

540 nm, Farbe 2: Anregung 515-540 nm / Emission 535-570 nm) definiert (PolyAn GmbH, Deutsch-

land), wodurch eine Abgrenzung unterschiedlicher Mikropartikelpopulationen und demnach multi-

parametrische Messungen ermöglicht wurden (Abb. 2). Zur Messung befanden sich die Mikropartikel 

auf dem Boden einer transparenten Mikrotiterplatte. Die Messung wurde mit einem Objektiv mit 10-

facher Vergrößerung durchgeführt. Nach einer automatischen Positionierung der Kavität erfolgte die 

automatische Fokussierung auf die Mikropartikel in der Mitte der Kavität. Mit zwei Fluoreszenzkanä-

len wurden die Kodierungsfarbstoffe erfasst (Kodierungskanäle). Mittels digitaler Bildverarbeitung 

wurden die Mikropartikelpopulationen anhand des dekadisch logarithmierten Verhältnisses der Sig-
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nalintensitäten jedes einzeln liegenden Mikropartikels einer so genannten Populationsidentifikati-

onszahl (PopID) zugeordnet. Anhand dieser PopID und der ermittelten Größe konnte jedes Mikropar-

tikel seiner Population zugeordnet werden. Die Wahrscheinlichkeit einer Zuordnung zu einer fal-

schen Population betrug bei diesem Verfahren deutlich weniger als 1%. Die Software war in der Lage, 

Artefakte, wie agglomerierte Mikropartikel, Verunreinigungen oder Luftblasen automatisch zu er-

kennen und ohne Einfluss auf die Messung auszuschließen (Rödiger et al. 2012b; Frömmel et al. 

2013b). 

 
 

Abb. 2: Klassifizierung von 18 Mikropartikelpopulationen anhand des Durchmessers der Mikropar-
tikel und des Verhältnisses der Signalintensitäten der beiden Kodierungsfarbstoffe (PopID). 
 

4.5.2.3 Detektion der Amplifikate des MPMA 

Nach erfolgreicher Hybridisierung eines CyTM5-markierten DNA-Stranges an dessen komple-

mentäre Oligonukleotidsonde (Abs. 4.3) befand sich nun an der Oberfläche der entsprechenden 

Mikropartikel mit dem markierten Amplifikat ein dritter Fluoreszenzfarbstoff, welcher durch eine 

ringförmige Fluoreszenz detektierbar und quantifizierbar wurde. Um Messungen auf unterschiedli-

chen Geräten oder zu unterschiedlichen Zeitpunkten miteinander vergleichen zu können, wurde die 

Intensität der absoluten Ringfluoreszenz zu den Fluoreszenzintensitäten der beiden Kodierungsfarb-

stoffe ins Verhältnis gesetzt und somit die referenzierte mittlere Fluoreszenzintensität (refMFI) be-

rechnet. Die Referenzierung der Ringfluoreszenz auf ein Mikropartikelkodierungssignal kompensierte 

unterschiedliche Beleuchtungsintensitäten und Gerätedrifts vollständig. Eine validierte Aussage über 

die Messergebnisse war mit der Mindestanzahl an Mikropartikeln von n=20 möglich. Die Belich-

tungszeit zur Detektion des Ligandensignals konnte so gewählt werden, dass auch extrem schwache 

Signale präzise gemessen werden konnten. Die Software passte die Belichtungszeit für die Messung 
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der Ligandenfluoreszenz für jedes Mikropartikel dynamisch an. Dabei wurde ein großer Dynamikbe-

reich von 100 dB (1:100.000) erreicht. Die VideoScan-Technologie hat zudem den Vorteil, dass durch 

die hardware- und zeitpunktunabhängige Vergleichbarkeit der Messung und das Vorhandensein der 

Mikropartikel in der Mikrotiterplatte Mehrfachmessungen, z.B. für die Messung von Kinetiken, mög-

lich sind (Rödiger et al. 2012b; Frömmel et al. 2013b). 

4.5.2.4 Analyse von Epithelzellen 

Eine weitere Anwendung der VideoScan-Technologie bestand in der Erfassung und Analyse 

fluoreszenzgefärbter eukaryotischer Zellen. Die in 96-Well-Platten kultivierten, mit PI gefärbten konf-

luenten Monolayer wurden nach der automatischen Positionierung der Kavität mit 20-facher Ver-

größerung fokussiert, um Bilder aufzunehmen. Für diese Messung war nur ein Fluoreszenzfilter (Ex: 

532-557nm, Em: 570-640nm) nötig. Jedes Bild wurde in 108 quadratische Bereiche (12x9) mit jeweils 

37 µm Seitenlänge unterteilt. Ein Bereich galt als überbelichtet, wenn dessen Helligkeit, d.h. der mitt-

lere Grauwert des Feldes, über einem Schwellwert lag. In diesen Bereichen lag eine hohe unspezifi-

sche Hintergrundfärbung vor, die aus inhomogenem dreidimensionalen Zellwachstum bzw. einer 

begrenzten Tiefenschärfe des Objektives (5 µm) resultierte. Lag der numerische Wert der Tiefen-

schärfe eines Feldes unterhalb einer definierten Schwelle, wurden die Felder als unscharf definiert. 

Defekte Monolayer wurden durch die Schärfe definiert. Der Schwellwert für die Schärfe wurde ein-

mal empirisch für jede Zelllinie bestimmt und blieb bei allen Messungen konstant. Überbelichtete, 

leere oder unscharfe Bildbereiche bzw. Bereiche ohne Zellmonolayer sowie daran angrenzende Be-

reiche wurden von der weiteren Bearbeitung automatisch ausgeschlossen (Frömmel et al. 2013b). 

4.5.2.5 Bestimmung der Anzahl von Epithelzellen pro Fläche 

Mittels Fluoreszenzmikroskopie wurde die Anzahl der Zellen pro mm2, bzw. pro Kavität er-

mittelt. Konfluente Zellmonolayer wurden nach der Fixierung mit DAPI fluoreszenzgefärbt (Abs. 

4.4.6). Von jeder Kavität erfolgte eine Aufnahme mit dem 10x-Objektiv, womit eine Bildgröße von 

899,6 x 670,8 µm (0,603 mm²) erfasst wurde. Die DAPI-gefärbten Zellkerne auf diesen Aufnahmen 

wurden gezählt und deren Anzahl pro mm2 und pro Well (A = 30,2 mm² bei einem Welldurchmesser 

von 6,2 mm) kalkuliert. Die Anzahl der Zellen eines konfluenten Monolayers der verschiedenen Zell-

linien pro mm² ist in Tab. 16 aufgelistet. 

Tab 16: Anzahl der Zellen konfluenter Monolayer pro Well einer 96-Well-Platte. 

Zelllinie Anzahl Zellen pro mm² Anzahl Zellen pro Well (gerundet) 

Caco2 2.067,74 62.400 
5637 2.702,34 81.600 

IPEC-J2 662,46 20.000 
PK-15 5.271,34 159.100 
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4.5.2.6 Detektion adhärenter Escherichia coli auf Epithelzellen 

PI färbt sowohl DNA und zytoplasmatische Strukturen in nicht lebenden eukaryotischen Zel-

len als auch Bakterien. Bakterien fluoreszieren jedoch wesentlich intensiver. Um die Anzahl adhären-

ter Bakterien bestimmen zu können, wurde ein Bildverarbeitungsalgorithmus entwickelt, der in der 

Lage war, E. coli von dem Zellhintergrund zu differenzieren. Die Breite der stäbchenförmigen E. coli 

beträgt bei einer 20-fachen Vergrößerung drei bis fünf Pixel. Die Länge der Bakterien hängt von de-

ren Lage ab. In den Zellen kommen solche Strukturen kaum vor. Ein nichtlinearer Bildfilter verstärkte 

spezifisch alle Strukturen dieser Dimension und dämpfte alle anderen Bildstrukturen. Nach dieser 

Vorfilterung verblieben in der Aufnahme fast nur noch Bakterien und kleinteilige Störungen vor ho-

mogenem Hintergrund. Auf diesem Zwischenbild konnte eine konventionelle Objekterkennung mit 

dynamisch angepasster Binarisierungsschwelle erfolgen. Aus der Liste der detektierten Objekte wur-

den alle Objekte ausgeschlossen, deren Form, Größe oder Färbungsintensität nicht zu E. coli passten. 

Somit wurden verbliebene Störungen und Artefakte eliminiert. Die verbliebene Anzahl von Objekten 

stellt die Anzahl der E. coli im Bild dar. Um eine statistische Sicherheit zu erreichen, wurden mehrere 

Aufnahmen von einem Well ausgewertet, bis eine vordefinierte Mindestfläche von 0,3 mm² bearbei-

tet war. Um vergleichbare Anzahlen auf unterschiedlichen Zelllinien zu erhalten, wurde die detektier-

te absolute Bakterienanzahl in Bakterien/mm² umgerechnet. Nach der automatischen Positionierung 

der Kavität erfolgte die Fokussierung mit 20-facher Vergrößerung auf die Mitte der Kavität, wobei die 

Messungen auf 96-Well-Platten angepasst wurden. Die Bilder wurden automatisch aufgenommen 

und als Windows Bitmap File (bmp) gespeichert. Die Parameter des Algorithmus konnten für jede der 

zu untersuchenden Zelllinien optimiert werden (Frömmel et al. 2013b). 

4.5.2.7 Detektion der Adhäsionsmuster von Escherichia coli auf Epithelzellen 

Zur Detektion von Adhäsionsmustern wie Mikrokolonien, Ketten oder einer diffusen Vertei-

lung adhärenter Bakterien erfolgte eine visuelle Auswertung der während der Detektion adhärenter 

Bakterien aufgenommenen Bilder (Frömmel et al. 2013a).  

4.5.3 AKLIDES®-Fluoreszenzmikroskopie 

4.5.3.1 Fluoreszenz-Imaging-Technologie 

Das Konzept der AKLIDES®-Imaging-Technologie basierte auf Fokussierungsalgorithmen der 

VideoScan-Technologie (Abs. 4.5.2). AKLIDES® wurde als vollautomatisches Interpretationssystem 

von ANCA IIF Mustern, basierend auf mathematischen Softwarealgorithmen zur Mustererkennung 

entwickelt (Hiemann et al. 2009). Die Hardware der AKLIDES®-Technologie entsprach der des Vi-

deoScan-Systems. Jedoch wurden hier als Lichtquelle 400 nm und 490 nm lichtemittierende Dioden 
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(LED) eingesetzt. Die Software des Interpretationssystems enthielt Module zur Geräteansteuerung, 

zum Autofokus und zur Bildanalyse. DAPI gefärbte Objekte, wie Zellkerne oder Mikropartikel, dienten 

der Fokussierung, Qualitätskontrolle und Objekterkennung. 

4.5.3.2 Analyse der Zytotoxizität von Escherichia coli 

Zur Analyse der Zytotoxizität von E. coli, d.h. zur Auswertung der Zytotoxizitätsassays (Abs. 

4.4.6), wurde die AKLIDES®-Software für diese Anwendung adaptiert. Die Färbung der nach dem 

Zytotoxizitätsassay verbliebenen fixierten Zellen erfolgte im Rahmen dieses Assays sowohl mit DAPI 

als auch mit PI. Die fluoreszierenden Objekte wurden mittels LED-Anregung mit dem entsprechenden 

Filtersatz für die Fluoreszenzfarbstoffe (DA/FI-A) detektiert. Die Aufnahmen und Messungen folgten 

einem iterativen Ablauf. Nach der automatischen Positionierung der Kavität erfolgte eine einmalige 

Grobfokussierung des Präparates in der Mitte der Kavität im DAPI-Kanal mit 10-facher Vergrößerung 

(Olympus semi-apochromat LUCPLFLN 10X, 0,30 NA, W.D. 1,0 mm). Anschließend erfolgte die Fein-

fokussierung i) im DAPI- und ii) im PI/FITC-Kanal mit jeweils anschließender Bildspeicherung als 

Tagged Image File (TIF). Die Analyse der PI/FITC Bilder erfolgte durch Berechnung eines globalen 

Zell/Hintergrund-Schwellwertes anhand des entsprechenden Bildhistogramms, um eine Binarisierung 

des Grauwertbildes zu erstellen. Die Pixel oberhalb des Schwellwertes wurden gezählt. In jeder Kavi-

tät wurden fünf unabhängige Bereiche von jeweils 0,603 mm², im Zentrum beginnend, dann jeweils 

zwei Flächen links und rechts daneben, aufgenommen und zur Analyse herangezogen. Somit ergab 

sich eine Gesamtmessfläche von 3,015 mm². Als finaler Messwert wurde der Median aus den Mess-

werten der fünf Einzelaufnahmen ausgegeben. Dieser entsprach der Prozentzahl des nicht zerstörten 

Zellmonolayers. 

4.6 Statistische Methoden 

P-Werte zur Signifikanz phylogenetischer Gruppen innerhalb der E. coli aus verschiedenen 

Arten wurden mittels Pearson´s Chi-Quadrat Test (SPSS; Version 17.0, Chicago, USA) kalkuliert. Mit-

tels Wilcoxon-Test wurde die Adhäsionsrate der Isolate aus den verschiedenen Arten sowie eine 

Assoziation zwischen dem Auftreten von VAGs und der Adhäsion an Epithelzellen analysiert. Diese 

Analysen erfolgten mittels RKWard, Version 0.57 mit dedizierten R-Packages und der Datenbank 

angepassten Skripts oder RKWard Plugins (Rödiger et al. 2012a). Mittels Fisher´s-exact-Test 

(MedCalc® Version 11.4.2.0) wurde die Häufigkeit von VAGs innerhalb definierter Gruppen vergli-

chen. Mittels Wilcoxon-Test (MedCalc® Version 11.4.2.0) wurden P-Werte zur Signifikanz der Zytoto-

xizität hämolytischer Isolate kalkuliert.  



 
Ergebnisse 

41 
 

5. Ergebnisse 

5.1 Multiplex-PCR-Mikropartikel-Assay 

5.1.1 Prinzip des Multiplex-PCR-Mikropartikel-Assays 

Es wurden Multiplex-PCR-Mikropartikel-Assays (MPMA) zur simultanen Detektion von jeweils 

drei bis neun Genen des Darmbakteriums E. coli entwickelt (Frömmel et al. 2013b). Hierfür wurden 

acht mikropartikelbasierte Multiplex-PCRs (mPCRs) für die Detektion von 30 exVAGs, 14 inVAGs und 

zwei DNA-Sequenzen zur phylogenetischen Einordnung zusammengestellt (Tab. 6). Der MPMA er-

folgte auf der Basis direkter DNA-Hybridisierung (Dunbar 2006), wobei ein DNA-Strang mittels CyTM5-

markiertem Primer markiert wurde. Der markierte DNA-Strang war komplementär zur entsprechen-

den Oligonukleotidsonde, welche an jeweils eine bestimmte Mikropartikelpopulation (PolyAn GmbH, 

Deutschland) gekoppelt wurde (Abs. 4.3.1). Im Anschluss an die PCR hybridisierten die Oligonukleo-

tidsonde und der CyTM5-markierte DNA-Strang. Eine mPCR-Reaktion wurde in einem Well einer 96-

Well-Platte durchgeführt. Das Prinzip des MPMA ist in Abb. 3, die Arbeitsschritte sind in Tab. 17 zu-

sammengefasst. Parameter der in silico Analysen sind Frömmel et al. 2011 zu entnehmen.  

 
Abb. 3: Schematische Darstellung des Multiplex-PCR-Mikropartikel-Assays. Genspezifische Oligonukleotid-
sonden wurden an definierte Mikropartikelpopulationen gekoppelt und auf dem Boden der Kavität immobili-
siert. Anschließend erfolgte die mPCR, wobei jeweils ein Amplifikatstrang mittels fluoreszenzmarkiertem Pri-
mer markiert wurde. Die Hybridisierung der markierten Stränge an die spezifischen Oligonukleotidsonden fand 
direkt im Anschluss an die mPCR statt. Aus einer Hybridisierung resultierte eine Fluoreszenzkorona um die 
Mikropartikel. Reagenzien und nicht hybridisierte Sequenzen wurden danach aus der Kavität entfernt. Abbil-
dung modifiziert nach Frömmel et. al. 2011. 
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Tab. 17: Arbeitsschritte des Multiplex-PCR-Mikropartikel-Assays. Aus Frömmel et al. 2011. 

Probenvorbereitung 
Aufschluss der Bakterien zur Freisetzung von Plasmiden und genomischer DNA. 

Präparation der Mikropartikel 
Kopplung genspezifischer Oligonukleotidsonden an die Mikropartikel: Jede Oligonukleotidsonde wurde an 
eine spezifische Mikropartikelpopulation gekoppelt. Pro mPCR-Ansatz wurden jeweils fünf bis elf Mikroparti-
kelpopulationen eingesetzt. Nach der Kopplung erfolgte das Zusammenführen der Mikropartikel entspre-
chend der mPCRs.  

Immobilisierung der Mikropartikel 
Die mit Oligonukleotidsonden gekoppelten Mikropartikel jeder einzelnen mPCR wurden am Boden einer 96-
Well-Platte fixiert. Die mPCR, die Hybridisierung und die Messung erfolgten in dieser Platte.  

Multiplex-PCR 
Die Amplifikation 46 verschiedener bakterieller Gen-Fragmente erfolgte in acht verschiedenen mPCR-
Ansätzen. Es wurden jeweils drei bis neun Gene innerhalb einer mPCR simultan amplifiziert. Die Markierung 
jeweils eines der DNA-Stränge erfolgte mittels Cy

TM
5-fluoreszenzmarkierter Primer während der mPCR. 

Multiplex-Hybridisierung 
Direkt im Anschluss an die mPCR hybridisierten die fluoreszenzmarkierten Amplifikatstränge mit deren 
homologen genspezifischen Oligonukleotidsonden, welche an Mikropartikel gekoppelt und am Boden der 
Messplatte immobilisiert waren. Nach erfolgter Hybridisierung wurden die nicht hybridisierten Reagenzien 
von den Mikropartikeln gewaschen.  

Messung der Fluoreszenzintensität 
Das Fluoreszenzsignal wurde mittels VideoScan-Technologie detektiert, indem es als Korona um die Mikro-
partikel wahrgenommen wurde. Der Messwert wurde als referenzierte mittlere Fluoreszenzintensität  
(refMFI) ausgegeben.  

 

 
5.1.2 Reproduzierbarkeit des Multiplex-PCR-Mikropartikel-Assays 

Nach der Etablierung des MPMA im Testformat wurde dessen Reproduzierbarkeit anhand 

der Untersuchung zuvor charakterisierter E. coli-Isolate nachgewiesen. Hierbei wurden die Ergebnis-

se der mPCRs sowohl nach Detektion mittels VideoScan als auch mittels Agarosegelelektrophorese 

(AGE), dem Standardnachweisverfahren für PCRs, verglichen. Beispielhaft ist dies in Abb. 4 für drei 

Lysate dargestellt. Diese Abbildung wurde bereits in Rödiger et al. 2012 veröffentlicht (Rödiger et al. 

2012b).  

5.1.3 Semiquantitativer Nachweis der Amplifikate 

Die referenzierte mittlere Fluoreszenzintensität (refMFI) korrelierte mit der Menge des hyb-

ridisierten Amplifikates und erlaubte demzufolge eine relative Aussage über dessen Quantität 

(Frömmel et al. 2011; Rödiger et al. 2012b). Dies wurde mittels MPMA mit definierter Konzentration 

an Template-DNA gezeigt. Beispielhaft wurde dies bereits für die Gene iucD, cvi/cva und papC veröf-

fentlicht (Rödiger et al. 2012b) (Abb.5). Im Bereich unter 5 ng Template-DNA korrelierte die refMFI 
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mit der AGE-Bandenintensität. Mittels AGE war der Nachweis der Amplifikate für Template-

Konzentrationen erst oberhalb 0,83 ng, mittels VideoScan schon oberhalb 0,5 ng möglich. 

 
 

Abb. 4: Reproduzierbarkeit des Multiplex-PCR-Mikropartikel-Assays. Vergleich der Ergebnisse dreier Wieder-
holungen (Run 1-3) der simultanen Amplifikation von 7 exVAGs (Bezeichnung der exVAGs und Fragmentlänge 
(bp) in der Legende; EAST1 entspricht astA). Links: Detektion mittels VideoScan, Rechts: Detektion mittels AGE. 
Als Negativkontrolle wurde eine unspezifische Sonde an Mikropartikel gekoppelt (unspecific probe). Die Repro-
duzierbarkeit wird hier beispielhaft für drei E. coli-Stämme IMT2470 (a), P6372 (b), P6530 (c) gezeigt. Positive 
Ergebnisse mittels VideoScan (refMFI) (weiße Boxen links im Bild) und das Bandenmuster im AGE-Bild entspre-
chen einander. (d): Negativkontrolle ohne Lysat (Neg). Abbildung veröffentlicht in Rödiger et al. 2012b. 
 
 

 
 

Abb. 5: Detektionslimit des Multiplex-PCR-Mikropartikel-Assays. Eine mPCR wurde mittels MPMA mit unter-
schiedlicher Template-DNA-Konzentration (x-Achse) durchgeführt. Die Amplifikate wurden mittels VideoScan 
(oben, refMFI) und AGE (unten, AGE-Bilder) detektiert. Mittels VideoScan erfolgte der Nachweis der Amplifika-
te oberhalb 0,5 ng Template-DNA, mittels AGE oberhalb 0,83 ng. Neg: Negativkontrolle, bei der eine unspezifi-
sche Oligonukleotidsonde an eine Mikropartikelpopulation gekoppelt wurde. Abbildung veröffentlicht in Rödi-
ger et al. 2012b. 
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5.1.4 Lagerung immobilisierter Mikropartikel 

In Vorbereitung auf das Screening der 398 E. coli-Isolate wurde die Lagerfähigkeit der produ-

zierten MPMA-Platten inklusive der Haftung der immobilisierten Mikropartikel am Boden der Kavitä-

ten und der refMFI nach einer Lagerung bei 4°C sowie bei Raumtemperatur über zehn Wochen un-

tersucht. Im Gegensatz zu den bei Raumtemperatur gelagerten Platten kam es auf Platten, die bei 

4°C gelagert wurden zu Mikropartikelverlusten. Die Lagerungstemperatur hatte keinen Einfluss auf 

die refMFI (Abb. 6). Die Ergebnisse dieser Untersuchung bestätigten die Lagerfähigkeit immobilisier-

ter Mikropartikel ohne qualitative und quantitative Einbußen über einen Zeitraum von zehn Wochen 

bei Raumtemperatur. Während der darauffolgenden Screenings wurde die Lagerfähigkeit der immo-

bilisierten Mikropartikel bis über drei Monate nachgewiesen. 

. 
Abb. 6: Einfluss der Lagerungstemperatur auf die Fluoreszenzintensität. Dargestellt ist die refMFI nach MPMA 
mit 7 exVAGs (Legende unten) bei Lagerung der immobilisierten Mikropartikel über 10 Wochen bei 4°C und 
Raumtemperatur (RT). Die exVAGs sind zu jedem Messzeitpunkt unabhängig der Lagerungstemperatur 
detektierbar. Nk unsp S: Negativkontrolle, bei der eine unspezifische Oligonukleotidsonde an eine Mikroparti-
kelpopulation gekoppelt wurde. H2O: Negativkontrolle mit Mikropartikelpopulation ohne Oligonukleotidsonde. 
 

5.2 Virulenzassoziierte Gene des Darmbakteriums Escherichia coli  

5.2.1 Virulenzassoziierte Gene und Phylogenie nicht hämolytischer Escherichia coli 

Es wurden 317 nicht hämolytische Isolate aus Menschen (n=39), 14 Säugetierarten (n=224) 

und vier Vogelarten (n=54) analysiert (Tab. 3)(Frömmel et al. 2013b). Die durchschnittliche Anzahl 

der exVAGs der Isolate aus einer Art ist in Abb. 7 dargestellt. Die Prävalenz der VAGs innerhalb der 

Isolate der einzelnen Arten ist in Tab. 18 zusammengefasst. Jedes der 30 exVAGs wurde in mindes-

tens einem Isolat nachgewiesen. Die höchste Prävalenz wurde für die exVAGs ompA (100%), fimC 

(95%) und csgA (91%) ermittelt. Die niedrigste Prävalenz wurde für die exVAGs afa/dra (0,6%), 

cnf1/2 (0,6%) und sat (2,8%) ermittelt. Es waren einzelne exVAGs in bestimmten Arten hoch präva-

lent, z.B. ireA mit 87% in Isolaten aus Rehen, wurden jedoch in Isolaten anderer Spezies, wie z.B. im 
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Rotfuchs, Braunbrustigel oder Mäusebussard, nicht nachgewiesen (Details in Tab. 18 und Frömmel et 

al. 2013b). 

Tab. 18: Prävalenz der VAGs (%) in nicht hämolytischen und hämolytischen E. coli-Isolaten in Abhängigkeit 
der Art. Nicht nachgewiesene VAGs (fanA, fedA, fasA, faeG, fimF41a, ipaH, eltB1p, aggR) sind nicht in der Ta-
belle aufgeführt.  

 
 

E. coli aus Menschen. In den Isolaten aus dem Urin harnwegserkrankter Menschen (urinary 

tract infection, UTI) wurden alle 30 der in die Analyse einbezogenen exVAGs detektiert, wobei diese 
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Isolate mit 13,3 exVAGs die höchste durchschnittliche Anzahl an exVAGs pro Isolat aufwiesen. In den 

intestinalen Isolaten aus Menschen wurden insgesamt 26 exVAGs detektiert. Hier wurden durch-

schnittlich 9,74 exVAGs pro Isolat nachgewiesen (Abb. 7). Die exVAGs papC und mat wurden in Isola-

ten aus Urin harnwegserkrankter Menschen häufiger als in intestinalen Isolaten nachgewiesen 

(p<0,05). Die exVAGs afa/dra und sat wurden exklusiv in Isolaten aus Menschen nachgewiesen. 

E. coli aus Hausschweinen. In den intestinalen Isolaten von Hausschweinen wurden 25 der 

30 analysierten exVAGs (durchschnittlich 8,27 exVAGs pro Isolat), in den Isolaten aus Urin harnweg-

serkrankter Hausschweine wurden 18 exVAGs (durchschnittlich 8,73 exVAGs pro Isolat) nachgewie-

sen (Abb. 7). Das exVAG sitep wurde in Isolaten aus Urin harnwegserkrankter Hausschweine häufiger 

als in intestinalen Isolaten gesunder Hausschweine nachgewiesen (p<0,05). Das exVAG cnf1/2 wurde 

exklusiv in Isolaten aus Menschen und Urin harnwegserkrankter Hausschweine detektiert.  

E. coli aus Wildtieren. In den Isolaten aus Sperbern wurde von allen Wildtierarten (17 Arten, 

241 Isolate) das größte Spektrum an exVAGs (25 von 30 analysierten exVAGs) detektiert. Die höchste 

durchschnittliche Anzahl an exVAGs pro Isolat wurde jedoch in Isolaten aus Dachsen nachgewiesen 

(10,43 exVAGs). In den Isolaten aus Wildkaninchen wurde das niedrigste Spektrum (9 von 30 exVAGs) 

sowie die niedrigste durchschnittliche Anzahl an exVAGs pro Isolat (5 exVAGs) detektiert (Abb. 7). Die 

exVAGs sfa/foc, ibeA, irp2 (p<0,05), chuA und iroN (p<0,01) sowie tsh und fyuA (p<0,005) wurden in 

Isolaten aus Wildvögeln häufiger als in Isolaten aus Wildsäugern nachgewiesen.  

. 
Abb. 7: exVAGs in nicht hämolytischen E. coli-Isolaten. Es wurde auf 30 exVAGs getestet. Die Balken zeigen 
die durchschnittliche Anzahl exVAGs der Isolate aus einer Art. Die Zahlen in den Quadraten bedeuten, dass von 
den 30 exVAGs die entsprechende Anzahl exVAGs nachgewiesen werden konnten (Spektrum).  
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Phylogenie. Die Isolate gehörten den Phylogruppen B1 (n=109, 34%), D (n=74, 23%), A (n=69, 

22%) und B2 (n=65, 21%) an. Die artspezifische Verteilung der Phylogruppen ist in Tab. 19 aufgelistet. 

Isolate aus Menschen (intestinal und UTI) waren überwiegend B2- (p<0,05), Isolate aus Wildsäugern 

B1- (p<0,05) und Isolate aus Wildvogelarten D-Stämme (p<0,001). Isolate aus gesunden Hausschwei-

nen waren überwiegend A-Stämme (p<0,05). Die Isolate aus Urin harnwegserkrankter Hausschweine 

waren ausschließlich A- und B1-Stämme. Die höchste durchschnittliche Anzahl an exVAGs wurde in 

B2-Stämmen nachgewiesen (13,0 exVAGs/Isolat). Es folgten die Isolate der Gruppe D (8,1 exVAGs), 

B1 (6,5 exVAGs) und A (5,4 exVAGs). Die exVAGs mat, ibeA, fyuA, iroN, irp2, malX, pic und vat wur-

den in B2-Stämmen häufiger nachgewiesen als in A-, B1- und D–Stämmen (p<0,05)(Frömmel et al. 

2013b).  

Tab. 19: Phylogenie der Isolate nicht hämolytischer und hämolytischer E. coli in Abhängigkeit der Art.  

Art 

Nicht hämolytische E. coli   Hämolytische E. coli 

Anzahl 
Isolate 

VAGs 
/Isolat 
(MW) 

Phylogruppe (%)  
Anzahl 
Isolate  

VAGs 
/Isolat 
(MW) 

Phylogruppe (%) 

A B1 B2 D   A B1 B2 D 

Mensch                     

Mensch, intestinal 19 10 37 11 42 11  13 17 0 8 92 0 

Mensch, UTI 20 13 5 25 45 25  13 19 0 0 100 0 

Haustiere Säuger                     

Hausschwein, intestinal 22 8 73 5 5 18  13 11 62 0 38 0 

Hausschwein, UTI 15 9 53 47 0 0              

Wildtiere Säuger                      

Reh 23 10 4 39 17 39   8 16 0 0 100 0 

Braunbrustigel 22 5 27 41 5 27            

Feldhase 8 5 13 75 0 13            

Fischotter 7 7 43 29 14 14            

Marder 19 6 32 16 26 26   6 17 0 0 100 0 

Dachs 7 11 0 57 29 14            

Hausmaus 9 7 0 78 0 22            

Wildkaninchen 6 5 33 17 17 33            

Waschbär 22 7 23 27 23 27   10 16 0 0 100 0 

Wanderratte 4 9 0 50 25 25            

Eichhörnchen 17 10 6 29 47 18            

Wildschwein 22 5 23 50 14 14            

Rotfuchs 21 6 14 57 14 14   5 16 0 20 80 0 

Wildtiere Vögel                  

Sperber 13 9 8 31 31 31               

Stockente            13 16 8 8 85 0 

Waldohreule 5 7 0 20 0 80             

Mäusebussard 14 9 7 29 21 43             

Amsel 22 8 9 36 27 27               

 
 

5.2.2 Virulenzassoziierte Gene und Phylogenie hämolytischer Escherichia coli 

Es wurden 81 hämolytische E. coli-Isolate aus Menschen (n=26), aus fünf Säugetierarten 

(n=42) und aus Stockenten (n=13) analysiert (Tab. 3). Die Prävalenz der einzelnen VAGs innerhalb der 
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Isolate der einzelnen Arten ist in Tab. 18 zusammengefasst. Die durchschnittliche Anzahl der exVAGs 

der Isolate aus einer Art ist in Abb. 8 dargestellt. Außer afa/dra wurden alle der mittels MPMA analy-

sierten 30 exVAGs in mindestens einem Isolat nachgewiesen. Die höchste Prävalenz wurde für die 

Adhäsingene fimC (100%), csgA (98%), mat (96%), hra (85%), papC (77%) und sfa/foc (76%) detek-

tiert. Neben hlyA (100%) waren die Toxingene cnf1/2 (84%) und vat (76%) hoch prävalent. Zudem 

wurde das VAG ompA (100%) in jedem Isolat detektiert.  

E. coli aus Menschen. In den Isolaten aus Menschen (intestinal und UTI) wurde das größte 

Spektrum an exVAGs (29 von 30 analysierten exVAGs) detektiert (Abb. 8). Die exVAGs papC und pic 

wurden in Isolaten aus Urin harnwegserkrankter Menschen häufiger nachgewiesen als in intestinalen 

Isolaten aus Menschen (p<0,05). Die exVAGs tia und sat wurden ausschließlich in Isolaten aus Men-

schen detektiert. 

E. coli aus Hausschweinen. In den intestinalen Isolaten aus Hausschweinen wurden zwar mit 

einem Spektrum von 25 exVAGs vergleichsweise viele exVAGs detektiert, jedoch wiesen die einzel-

nen Isolate aus Hausschweinen mit durchschnittlich 10,5 exVAGs die niedrigste durchschnittliche 

Anzahl an exVAGs pro Isolat auf (Abb. 8).  

E. coli aus Wildtieren. In Isolaten aus Stockenten wurde mit 27 der 30 exVAGs, nach Isolaten 

aus Menschen, das größte Spektrum an exVAGs detektiert (Abb. 8). Das exVAG fyuA wurde in Isola-

ten aus Wildsäugern häufiger detektiert als in Isolaten aus Stockenten (p<0,05).     

 

. 
Abb. 8: exVAGs in hämolytischen E. coli-Isolaten. Es wurde auf 30 exVAGs getestet. Die Balken zeigen die 
durchschnittliche Anzahl exVAGs der Isolate aus einer Art. Die Zahlen in den Quadraten bedeuten, dass von 
den 30 exVAGs die entsprechende Anzahl exVAGs nachgewiesen werden konnten (Spektrum). 
 

Phylogenie. Die Isolate gehörten den Phylogruppen B2 (n=69, 85%), A (n=9, 11%) und B1 

(n=3, 4%) an. D-Stämme wurden nicht detektiert. Die artspezifische Verteilung der Phylogruppen ist 

in Tab. 19 aufgelistet. Isolate aus Menschen, Wildsäugern und Stockenten waren überwiegend B2-

Stämme (p<0,05). Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen humanen intestinalen Isolaten 
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und Isolaten aus Urin harnwegserkankter Menschen. Acht (62%) der intestinalen Isolate aus Haus-

schweinen waren A-Stämme. Wie in nicht hämolytischen Isolaten wurde die höchste durchschnittli-

che Anzahl exVAGs in B2-Stämmen nachgewiesenen (17,4 VAGs/Isolat). Es folgten die Isolate der 

Gruppe B1 (13,7 VAGs) und A (6,3 VAGs). In B2-Stämmen wurden signifikant häufiger als in A- und 

B1-Stämmen die exVAGs hra, sfa/foc, chuA, irp2, traT, vat und malX nachgewiesen (p<0,05). 

5.2.3 Virulenzassoziierte Gene und Escherichia coli-Pathotypen 

Für die Charakterisierung von E. coli wurden neben fünf mPCRs zur Detektion von exVAGs 

zwei mPCRs zum Nachweis von insgesamt 14 inVAGs in den MPMA integriert (Frömmel et al. 2013b). 

Mit folgenden inVAGs ist es möglich, E. coli-Isolate in bestimmte Pathotypen einzuordnen: EPEC 

(eaeA), STEC (stx1 und/oder stx2), EHEC (stx1 und/oder stx2, eaeA), ETEC (eltB und/oder est1 

und/oder est2), DAEC (daaD), EAEC (aggR) und EIEC (ipaH) (Vidal et al. 2005; Guion et al. 2008; 

Croxen und Finlay 2010).  

In den nicht hämolytischen E. coli wurde in 30 Isolaten (9,5%) mindestens ein inVAG mit fol-

gender Prävalenz nachgewiesen: eaeA (4,4%), stx2e (2,8%), stx1 (0,9%), est2 (0,6%), daaD (0,6%) und 

est1 (0,6%). Acht der vierzehn inVAGs (fanA, fedA, fasA, faeG, fimF41a, ipaH, eltB1p, aggR) wurden 

nicht nachgewiesen. Die Kollektion nicht hämolytischer E. coli beinhaltete vierzehn EPEC, zehn STEC, 

vier ETEC und zwei DAEC (Tab. 20). Zwei der EPEC, jeweils aus einem Wildkaninchen und einem 

Braunbrustigel, wurden als tEPEC identifiziert. Atypische EPEC wurden mit jeweils drei Isolaten am 

häufigsten aus Feldhasen und Mardern isoliert. Nicht hämolytische STEC wurden aus Rehen (7 Isolate 

stx2e+, 2 Isolate stx1+/stx2e+) und einem gesunden Menschen (stx1+) isoliert. Die vier ETEC wurden 

jeweils aus einem Hausschwein (est2+), einem Reh, einem Rotfuchs (beide est1+) und einem Men-

schen mit UTI (est2+) isoliert. Jeweils ein Isolat aus gesunden und erkrankten Menschen wurde als 

daaD+ DAEC identifiziert (Frömmel et al. 2013b).  

Tab. 20: Zuordnung der nicht hämolytischen (H-) und hämolytischen (H+) E. coli-Isolate zu Pathotypen. 
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In der Kollektion hämolytischer E. coli wurde in drei Isolaten (3,7%) jeweils das inVAG stx2e 

detektiert. Zwei Isolate entstammten gesunden Hausschweinen, ein weiteres Isolat einer Stockente 

(Tab. 20). Die 13 weiteren inVAGs (fanA, fedA, fasA, faeG, fimF41a, ipaH, eltB1p, aggR, daaD, eaeA, 

est1, est2, stx1) wurden in keinem der hämolytischen Isolate nachgewiesen. 

Insgesamt wurden inVAGs am häufigsten in E. coli-Isolaten aus Rehen (32,3%, 10 von 31 Iso-

laten) und Feldhasen (37,5%, 3 von 8 Isolaten) detektiert. Isolate aus kranken Hausschweinen ent-

hielten keine inVAGs.  

5.2.4 Vergleich hämolytischer und nicht hämolytischer Escherichia coli-Isolate 

VAGs. Die Anzahl der mittels MPMA nachgewiesenen VAGs unterschied sich in Abhängigkeit 

der Fähigkeit zur Hämolyse eines E. coli-Stammes signifikant (p<0,05). Hämolytische E. coli-Isolate 

mit einer durchschnittlichen Anzahl von 18 ± 4,5 nachgewiesenen VAGs enthielten mehr als das 

Doppelte an VAGs im Vergleich zu nicht hämolytischen Isolaten mit durchschnittlich 8 ± 4,18 nach-

gewiesenen VAGs pro Isolat. Die Prävalenz der Toxingene cnf1/2 und vat (p<0,01) sowie der 

Adhäsingene hra, mat, papC, sfa/foc (p<0,01) und fimC (p<0,05) war in hämolytischen Isolaten signi-

fikant höher als in nicht hämolytischen Isolaten. Ein ebenfalls signifikanter Unterschied bestand in 

der Prävalenz der Siderophorgene chuA, fyuA, iroN, irp2, sitchr und ireA sowie der Gene malX und pic 

(p<0,01). Im Gegensatz dazu wurden die exVAGs sitep, astA und tia häufiger in nicht hämolytischen 

Isolaten nachgewiesen (p<0,05). Letztlich wurden in hämolytischen Isolaten signifikant mehr exVAGs 

für Adhäsine, Toxine und Siderophore nachgewiesen (p<0,01)(Tab. 21). Nicht hämolytische Isolate 

enthielten allerdings mehr inVAGs (6 inVAGs) als hämolytische Isolate (1 inVAG) (Tab. 18). 

Tab. 21: Prävalenz der Virulenzfaktorgruppen (%) in hämolytischen und nicht hämolytischen E. coli-Isolaten. 
*signifikant höhere Prävalenz nach Fisher´s-exact-Test p<0,01. 

VAGs Virulenzfaktorgruppe nicht hämolytische Isolate hämolytische Isolate 

exVAGs 

Adhäsine 39,6 77,3* 

Invasine 15,8 23,9 

Toxine 9,8 54,0* 

Protektine 41,8 42,6 

Siderophore 21,6 52,0* 

Sonstige 16,2 57,3* 

 inVAGs gesamt 1,6 0,5 

 
Phylogenie. In der Kollektion der nicht hämolytischen E. coli-Isolate wurde kein signifikanter 

Unterschied der Zugehörigkeit der Isolate zu den vier phylogenetischen Gruppen A, B1, B2 und D 

nachgewiesen. Anders verhielt es sich mit den Isolaten der hämolytischen E. coli. Diese gehörten zu 

83% zur phylogenetischen Gruppe B2 (p<0,05). Isolate der phylogenetischen Gruppen B1 und A wa-

ren jeweils mit unter 11% deutlich unterrepräsentiert. Keines der hämolytischen Isolate gehörte zur 

phylogenetischen Gruppe D. 
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5.3 Adhäsionsassay  

5.3.1 Prinzip des Adhäsionsassays 

Zellbiologische Untersuchungen, beispielsweise zur Anaylse der Interaktion zwischen Bakte-

rien und Zellen oder Geweben (Adhäsions-, Infektions- und Invasionsstudien) werden häufig mit 

Lyseassays durchgeführt (Lee und Falkow 1990; Schierack et al. 2011). Hierbei wird die Anzahl der 

adhärenten bzw. invasiven Bakterien im Anschluss an die Inkubation mit Wirtszellen nach Lysis die-

ser Zellen und nachfolgendem Ausplattieren in mehreren Verdünnungsstufen auf Nähragar durch 

Auszählen der gewachsenen Kolonien bestimmt. Um diese zeitaufwändige Vorgehensweise zu um-

gehen, wurden innerhalb dieser Arbeit Adhäsionsassays entwickelt, die ohne Lyse der Zellen die De-

tektion der Bakterien ermöglichten (Abb. 9)(Frömmel et al. 2013a; Frömmel et al. 2013b).  

 
Abb. 9: Schematische Darstellung des Adhäsionsassays. Nach der Ausbildung konfluenter Monolayer der in 
96-Well-Platten kultivierten Epithelzelllinien wurden diese mit E. coli inokuliert und für eine bestimmte Zeit 
inkubiert. Im Anschluss wurde der Überstand abgenommen. Die Monolayer mit den adhärenten E. coli wurden 
mit 1xPBS gewaschen, mit 4% PFA fixiert und mit PI gefärbt. Die Quantifizierung adhärenter fluoreszenzgefärb-
ter E. coli erfolgte mittels VideoScan. 
 

5.3.2 Fixierung und Fluoreszenzfärbung 

Es wurden Fluoreszenzfärbetechniken etabliert, um eine automatische bildbasierte Auswer-

tung mit der VideoScan-Technologie zu ermöglichen. Die VideoScan-Technologie wurde für die De-

tektion und Quantifikation von an Epithelzellen adhärierenden Bakterien adaptiert (Abs. 4.5.2.6). Für 

die Etablierung des Adhäsionsassayprotokolls wurde die Verwendung der Fixierungsreagenz Para-

formaldehyd (PFA) und der Fluoreszenzfarbstoffe Propidiumiodid (PI) und DAPI getestet. Nach der 

Fixierung der Zellmonolayer mit 4% PFA in 1xPBS und anschließender Färbung mit PI (Abs. 4.4.4) 

zeigten sich in den Bildern fluoreszente und nicht fluoreszente Bereiche. Es musste abgeklärt wer-

den, ob es sich bei den nicht fluoreszenten Bereichen um nicht gefärbte Zellen oder defekte 

Monolayer (keine Epithelzellen vorhanden) handelte. Aus diesem Grund wurden mittels Fluoreszenz- 
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und Phasenkontrast- (PhaKo) Mikroskopie Bilder der Monolayer der Zelllinien Caco-2, IPEC-J2 und 

5637 aufgenommen (Abb. 10:1-3). Da PI nur in tote Zellen eindringen kann, konnte anhand der Auf-

nahmen der konfluenten Monolayer mittels PhaKo gezeigt werden, dass während der Fixierung mit 

4% PFA in 1xPBS nicht alle Zellen abgetötet wurden. 

 
Abb. 10: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Zelllinien Caco-2 (1), IPEC-J2 (2), 5637 (3) und PK-15 (4). 
1-3A: Fixierung mit 4% PFA in 1xPBS, Färbung mit Propidiumiodid (PI), 4A: Fixierung mit 4% PFA in ddH2O, Fär-
bung mit PI, B: Phasenkontrastaufnahme, C: Überlagerung der beiden Aufnahmen. Grün: PI, rot: PhaKo.  
 

Abb. 11: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Zelllinien 5637 (1) und IPEC-J2 (2). Fixierung mit 4% PFA 
in ddH2O, Färbung: erst PI, danach DAPI. A: Färbung mit Propidiumiodid (PI), B: Färbung mit DAPI, C: PhaKo, D: 
Überlagerung der Aufnahmen. Grün: PI, blau: DAPI, rot: PhaKo. 
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Die Fixierung wurde daraufhin mit 4% PFA in ddH2O getestet und ist für die Zelllinien PK-15 

(Abb. 10: 4), 5637 und IPEC-J2 (Abb. 11) dargestellt. Mit PFA in ddH2O wurden alle Zellen abgetötet. 

Die Färbung mit PI verdeutlicht im Vergleich zur DAPI-Färbung, dass PI neben Nukleinsäuren Be-

standteile des Cytoplasmas anfärbt (Abb 11). In Abb. 12 ist die Detektion adhärenter E. coli auf IPEC-

J2 Zellen an einem Beispiel dargestellt. 

 
Abb. 12: Detektion adhärenter E. coli auf IPEC-J2-Zellen. A) Aufnahme der fluoreszenzgefärbten Zellen und 
Bakterien. B) Die Software des VideoScan-Systems identifiziert automatisch die Epithelzellen (grün) und quanti-
fiziert adhärente Bakterien (pink) mit Hilfe eines dafür entwickelten Bildverarbeitungsalgorithmus.  
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5.4 Adhäsion von Escherichia coli auf eukaryotischen Zellen 

5.4.1 Adhäsion nicht hämolytischer Escherichia coli an Epithelzellen 

Hämolytische E. coli zerstören Zellen. Aus diesem Grund wurden nur die Adhäsionseigen-

schaften der 317 nicht hämolytischen Isolate untersucht (Frömmel et al. 2013a; Frömmel et al. 

2013b). Die Adhäsionseigenschaften der E. coli-Isolate variierten erheblich. Die Adhäsionsrate der 

einzelnen Isolate lag zwischen null und 64.766 Bakterien/mm2. Die mit Abstand höchste Adhäsions-

rate zeigte ein Isolat aus einem Reh (auf IPEC-J2: 64.766 Bakterien/mm2, PK-15: 58.031, Caco-2: 

40.473, 5637: 37.966). Insgesamt adhärierten 209 Isolate (66%) an mindestens einer Zelllinie, 108 

(34%) Isolate waren nicht adhärent (<1.000 Bakterien/mm2, Abs. 4.4.4). Die meisten Isolate adhärier-

ten auf Caco-2 (n=156, 49%), gefolgt von IPEC-J2 (n=109, 34%), 5637 (n=93, 29%) und PK-15 (n=77, 

24%) (Abb. 13). Die Isolate adhärierten zelllinienspezifisch (Caco-2: 12%; IPEC-J2: 7%; 5637: 4%; PK-

15: 1%), gewebespezifisch (intestinale Epithelzelllinien: 7%; Uro-Epithelzelllinien: 0,3%) und wirts-

spezifisch (humane Epithelzelllinien: 6%; porcine Epithelzelllinien: 2%). 27% der Isolate (n=85) adhä-

rierten jedoch unspezifisch, d.h. jeweils an allen Zelllinien oder auf mehreren Zelllinien, die keiner 

der anderen Gruppen entsprachen (Abb. 14)(Frömmel et al. 2013b).  

. 
Abb. 13: Anzahl der jeweils nicht (-), schwach (+), mittel (++) und stark (+++) adhärenten E. coli-Isolate auf 
vier Zelllinien. Die Epithelzelllinien Caco-2, 5637, IPEC-J2 und PK-15 wurden mit E. coli-Isolaten über 4 h inku-
biert. Nach Entfernen nicht adhärenter Bakterien durch mehrmaliges Waschen der Zellen erfolgte die automa-
tische Detektion und Quantifizierung adhärenter Bakterien mittels VideoScan.  
 

48% der Isolate (n=151) waren ausschließlich schwach, 1% der Isolate (n=4) ausschließlich 

mittel und 3% der Isolate (n=8) ausschließlich stark adhärent an mindestens einer Zelllinie. Bei-

spielsweise adhärierte ein Isolat aus einem Feldhasen stark an Caco-2- (21.689 Bakterien/mm2), 

IPEC-J2- (23.036 Bakterien/mm2) und PK-15-Zellen (10.116 Bakterien/mm2), es adhärierte jedoch 

nicht an 5637-Zellen. Ein Isolat eines Menschen mit UTI adhärierte an IPEC-J2-Zellen stark (21.060 

Bakterien/mm2), jedoch nicht an Caco-2-, 5637- und PK-15-Zellen. Mit jeweils unterschiedlichen Ad-

häsionsraten (schwach, mittel oder stark) auf mindestens zwei der vier Zelllinien adhärierten 15% 
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der Isolate (n=47). Beispielsweise adhärierte ein intestinales Isolat eines Hausschweins schwach an 

PK-15- (3.681 Bakterien/mm²), mittel an Caco-2- (7.670 Bakterien/mm²), stark an IPEC-J2-Zellen 

(19.321 Bakterien/m²), jedoch nicht an 5637-Zellen. Insgesamt adhärierten 36 (11,4%) Isolate auf 

mindestens einer Zelllinie stark. Jeweils ein Isolat aus einem Reh und einem Eichhörnchen adhärierte 

stark auf allen Zelllinien. Generell war festzustellen, dass die Adhäsionsfähigkeit der Isolate auf hu-

manen sowie auch auf intestinalen Epithelzelllinien deutlich stärker ausgeprägt war.  

. 
Abb. 14: Anzahl der zelllinien-, gewebe-, wirts- und unspezifisch adhärenten E. coli-Isolate. Die meisten Isola-
te (n=108) adhärierten auf keiner Zelllinie. „Andere Gruppen“: Die Isolate adhärierten auf mehreren Zelllinien, 
die keiner der anderen Gruppen entsprachen: 1) Caco-2, 5637, IPEC-J2; 2) Caco-2, 5637, PK-15; 3) Caco-2, IPEC-
J2, PK-15; 4) 5637, IPEC-J2, PK-15; 5) Caco-2, PK-15; 6) 5637, IPEC-J2. 
 

E. coli aus Menschen. Es wurden keine signifkanten Unterschiede bezüglich der Adhäsion 

von intestinalen Isolaten und Isolaten aus Urin harnwegserkrankter Menschen auf humanen Zellli-

nien ermittelt. Vier der 20 Isolate aus Menschen mit UTI (20%) waren jeweils auf mindestens einer 

der Zelllinien stark adhärent. Nach Ausschluss nicht adhärenter Isolate zeigte sich, dass die Isolate 

aus dem Urin harnwegserkrankter Menschen besser an Uro-Epithelzelllinien adhärierten als intesti-

nale Isolate des Menschen (p<0,05). 

E. coli aus Hausschweinen. Es wurden keine signifkanten Unterschiede bezüglich der Adhäsi-

on von intestinalen Isolaten und Isolaten aus dem Urin harnwegserkrankter Hausschweine auf 

porcinen Zelllinien ermittelt. Die meisten stark adhärenten Isolate wurden aus dem Urin harnweg-

serkrankter Hausschweine (4 von 15 Isolaten, 27%) isoliert.  

E. coli aus Wildtieren. In Eichhörnchen wurde mit 16 von 17 Isolaten (94%) der höchste An-

teil adhärenter Isolate innerhalb einer Art nachgewiesen (Abb. 15). Diese Isolate adhärierten ver-
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stärkt auf porcinen Zelllinien, wobei drei dieser Isolate (18%) stark adhärent waren. Isolate aus 

Hausmäusen und Wildschweinen wiesen den jeweils niedrigsten Anteil adhärenter Isolate auf (Abb. 

15). Generell waren die Isolate aus Wildsäugern weniger adhärent als die Isolate aus Vögeln 

(p<0,05). Die Isolate aus Amseln adhärierten stark auf den intestinalen Zelllinien (p<0,05), wobei vier 

der 22 Isolate (18%) stark adhärent auf mindestens einer der Zelllinien waren. 

. 
Abb. 15: Wirtsartspezifisches Adhäsionsverhalten der E. coli-Isolate. Die entsprechende Anzahl der Isolate ist 
als Zahl in den Balken eingefügt. Pfeile: Isolate der entsprechenden Art mit der jeweils höchsten (↑) und nied-
rigsten (↓) Anzahl adhärenter Bakterien/mm². Unterschiedliche Adhäsionsrate: Isolate adhärierten auf min-
destens zwei der Zelllinien unterschiedlich stark (schwach, mittel oder stark). 
 

5.4.2 Assoziation zwischen VAGs, Phylogenie und Adhäsion von Escherichia coli  

VAGs. Um eine Assoziation zwischen VAGs und Adhäsion der E. coli auf einer Zelllinie zu er-

mitteln, wurde die Adhäsionsrate (Median) der jeweils für ein VAG positiven und der für dieses VAG 

negativen Isolate verglichen. Es wurden folgende Kriterien gesetzt: 1) Die Anzahl adhärenter Bakteri-

en musste höher als der Betrag des Hintergrundes mit einem Bakterium pro Epithelzelle, d.h. ent-

sprechend des Leerwertes (1.000 Bakterien/mm²) sein. 2) Die Adhäsionsrate VAG-positiver E. coli-

Isolate musste sich signifikant von der Adhäsionsrate VAG-negativer E. coli-Isolate unterscheiden 

(Frömmel et al. 2013b).  
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Auf Caco-2-Zellen adhärierten Isolate mit den VAGs afa/dra/daaD, tsh, vat, ibeA, fyuA und 

mat (p<0,01) sowie malX, pic und irp2 (p<0,05) mit erhöhter Adhäsionsrate. Auf 5637-Zellen adhä-

rierten Isolate mit den VAGs afa/dra/daaD (p<0,01) mit erhöhter Adhäsionsrate. Auf IPEC-J2-Zellen 

adhärierten Isolate mit den VAGs sfa/foc und vat (p<0,01) sowie papC (p<0,05) mit erhöhter Adhäsi-

onsrate. 

Phylogenie. Generell adhärierten B2-Stämme signifikant stärker als A-, B1- und D-Stämme 

(p<0,05). Die Adhäsionsrate der Isolate in Abhängigkeit deren Phylogenie ist in Tab. 22 zusammenge-

fasst. Die höchste durchschnittliche Adhäsionsrate wurde für B2-Stämme auf IPEC-J2-, gefolgt von 

Caco-2-Zellen detektiert. Die niedrigste Adhäsionsrate wurde für D-Stämme auf PK-15-Zellen und B1-

Stämmen auf 5637-Zellen detektiert.  

Tab. 22: Adhäsionsrate der nicht hämolytischen E. coli-Isolate in Abhängigkeit deren Phylogenie auf vier 
Zelllinien (alle: Mittelwert // Median der Anzahl an Bakterien/mm² aller Isolate der entsprechenden phyloge-
netischen Gruppe; >1.000: Mittelwert // Median der Anzahl an Bakterien/mm² der Isolate der entsprechenden 
phylogenetischen Gruppe mit >1.000 adhärenten Bakterien/mm²). 

Phylogenie 
Caco-2 5637 

alle 
Mittelwert // Median 

>1.000 
Mittelwert // Median 

alle 
Mittelwert // Median 

>1.000 
Mittelwert // Median 

A 1.710 // 613 4.212 // 2.791 1.680 // 508 4.468 // 2.189 
B1 2.899 // 1.107 5.105 // 1.840 957 // 437 3.037 // 1.932 
B2 4.811 // 1.329 7.935 // 2.322 2.144 // 744 4.445 // 1.819 
D 1.610 // 791 3.078 // 1.797 1.290 // 518 3.656 // 1.904 

 
IPEC-J2 PK-15 

A 1.707 // 480 4.584 // 2.430 1.707 // 480 4.584 // 2.430 
B1 2.214 // 570 6.364 // 3.157 2.214 // 570 6.364 // 3.157 
B2 5.671 // 1.058 10.454 // 4.595 5.671 // 1.058 10.454 // 4.595 
D 1.237 // 535 3.533 // 2.266 1.237 // 535 3.533 // 2.266 

 
 
5.4.3 Adhäsionsmuster von Escherichia coli 

Nach visueller Inspektion von ca. 150.000 Bildern wurden vier verschiedene Adhäsionsmus-

ter differenziert (Abb. 16): A) diffus verteilte einzelne Bakterien, B) Mikrokolonien (separierte Aggre-

gationen mit mindestens fünf Bakterien), C) Ketten (mindestens fünf Bakterien) und D) Agglomerate 

tausender Bakterien (Frömmel et al. 2013a). Es wurden Isolate mit zelllinien-, gewebe- und wirtsspe-

zifischer Ausbildung von Adhäsionsmustern detektiert (Tab. 23). Es wurden auch Isolate detektiert, 

welche Adhäsionsmuster auf allen Zelllinien oder auf Zelllinien, die keiner der anderen Zelllinien-

gruppen entsprachen, bildeten (unspezifisch)(Tab. 23). 

Die meisten Isolate (n=191, 60%) adhärierten mit einem bestimmten Adhäsionsmuster, ent-

weder diffus verteilt (n=127, 40%), Mikrokolonien (n=58, 18%) oder Ketten bildend (n=6, 2%), auf 

mindestens einer Zelllinie (Tab. 23). 25 Isolate (8%) bildeten unterschiedliche Adhäsionsmuster auf 
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den einzelnen Zelllinien (Tab. 23 Spalte „Verschiedene Muster“). 90 von 127 diffus verteilt adhären-

ten Isolaten (71%) bildeten dieses Adhäsionsmuster zelllinien-, gewebe- und wirtsspezifisch (Tab. 

23). Diffuse Adhäsion war demnach zu 71% spezifisch. Die Hälfte der Mikrokolonien bildenden Isola-

te (n=29) adhärierten zelllinien-, gewebe- oder wirtsspezifisch (Tab. 23). Mikrokoloniebildung war 

demnach zu 50% spezifisch. Jeweils ein Isolat aus einem Menschen und einem Eichhörnchen bildete 

Agglomerate auf der Zelllinie 5637 (Abb. 16D). Auf den anderen Zelllinen adhärierten diese Isolate 

diffus verteilt, bzw. bildeten Mikrokolonien. Spezifische Adhäsionsmuster der Isolate von Menschen 

auf humanen und von Schweinen auf porcinen Zelllinien konnten nicht detektiert werden. Die Isolate 

zeigten unterschiedliche Adhäsionseigenschaften auf den vier Zelllinien (Tab. 24). 

 
Abb. 16: Adhäsionsmuster der E. coli-Isolate. Fluoreszenzbilder der Epithelzelllinien mit adhärenten Bakterien, 
gefärbt mit PI. A) Ein Isolat eines Hausschweins adhärierte diffus verteilt auf IPEC-J2-Zellen. B) Ein Isolat eines 
Wildhasen bildete Mikrokolonien auf Caco-2-Zellen. C) Ein Isolat eines Wildschweins bildete Ketten auf PK-15-
Zellen. D) Ein Isolat eines Menschen bildete Agglomerate auf 5637-Zellen. Maßstab A-C: 10 µm, D: 100 µm. 
 
Tab. 23: Zelllinien-, gewebe-, wirts- und unspezifische Adhäsionsmusterbildung der E. coli-Isolate. Die Isolate 
adhärierten diffus verteilt (n=127), bildeten Mikrokolonien (n=58), Ketten (n=6) oder adhärierten mit unter-
schiedlichen Mustern auf mehreren Zelllinien (Verschiedene Muster, n=25). Andere Verteilung: Die Isolate 
adhärierten auf mehreren Zelllinien, die keiner der anderen Gruppen entsprachen: 1) Caco-2, 5637, IPEC-J2; 2) 
Caco-2, 5637, PK-15; 3) Caco-2, IPEC-J2, PK-15; 4) 5637, IPEC-J2, PK-15; 5) Caco-2, PK-15; 6) 5637, IPEC-J2.  

Spezifität  Zelllinien 
Diffus  

verteilt Mikro-Kolonien Ketten 
Verschiedene 

Muster 

Zelllinie 

Caco-2 31 6 1   

5637 11       

IPEC-J2 17 3     

PK-15 2       

Gewebe 
Intestinales Epithel (Caco-2, IPEC-J2) 16 9   1 

Uro-Epithel (5637, PK-15) 1       

Wirt 
Human (Caco-2, 5637) 9 8   1 

Porcin (IPEC-J2, PK-15) 3 3     

unspezifisch 
Alle Zelllinien 10 21 3 12 

Andere Verteilung 27 8 2 11 

 

Elf Isolate waren zu wirts- und gewebeunspezifischer Kettenbildung in der Lage. Zur genaue-

ren Untersuchung dieses Adhäsionsmusters wurde analysiert, ob dieses Phänomen durch die Epi-

thelzellen induziert wurde. Es wurde untersucht, ob die Kettenbildung nach Inkubation in i) LB-

Medium, ii) Zellkulturmedium, iii) während der Inkubation mit Zellen in Zellkulturmedium oder iv) 

mit Zellen in LB-Medium auftrat. Die Ergebnisse sind beispielhaft für ein Isolat aus einer Amsel in 

Abb. 17 dargestellt. Während der Inkubation der Isolate über Nacht in LB-Medium erfolgte keine 
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Mikrokolonien 6 4 1 3 6 5 6 2 1 6 2 8 1 4 2 8 65

Ketten 2 3 2 1 1 9

Agglomerate 0

Diffus verteilt 4 7 5 5 5 1 3 5 2 4 3 4 8 1 8 1 3 8 3 7 8 95

Nicht adhärent 9 13 13 9 13 15 2 8 1 6 1 8 1 1 18 14 5 2 4 5 148

Mikrokolonien 2 2 2 1 4 4 1 5 1 1 4 2 4 1 3 1 4 42

Ketten 1 1 2 2 6

Agglomerate 1 1 2

Diffus verteilt 5 5 5 2 2 2 2 2 3 3 3 5 4 2 1 2 2 50
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Mikrokolonien 3 2 3 2 2 6 3 7 2 2 2 2 5 6 1 1 7 56

Ketten 1 2 1 1 5
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Kettenbildung. Nach darauf folgender Inkubation über vier Stunden bei 37 °C in drei Zellkulturmedi-

en (Tab. 9) wurden Ketten sichtbar. Nach Inkubation der Bakterien über vier Stunden auf Epithelzell-

linien sowohl in Zellkulturmedium als auch in LB-Medium wurde wiederum Kettenbildung beobach-

tet (Frömmel et al. 2013a). 

Tab. 24: Adhäsionsmusterbildung von E. coli nach Wirtsarten unterteilt. 

 

 
Abb. 17: Kettenbildung eines E. coli-Isolates einer Amsel. Isolat A) in LB-Medium nach Inkubation über Nacht; 
nach 4 h Inkubation in Zellkulturmedium für die Zelllinien B) Caco-2, C) 5637, D) IPEC-J2/PK-15; nach 4 h Inku-
bation in Zellkulturmedium auf den Zelllinien E) Caco-2, F) 5637, G) PK-15; H) nach 4 h Inkubation mit LB-
Medium auf IPEC-J2-Zellen. A-D) Phasenkontrastmikroskopie. E-H) Fluoreszenzmikroskopie. Maßstab: 10 µm. 
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tEPEC auf 5637

5.4.4 Assoziation zwischen Escherichia coli-Pathotypen und Adhäsionsmustern 

In diesem Abschnitt beschriebene Ergebnisse wurden in Frömmel et al. 2013a zusammenge-

fasst.  

EPEC. Die für EPEC als typisch geltende Mikrokoloniebildung wurde auf den Epithelzellen des 

Intestinal- und Urinaltraktes sowie auf der Modellzelllinie HEp-2 mit den als EPEC (eaeA+) klassifizier-

ten Isolaten untersucht (Abs. 4.4.5). Alle 14 eaeA+ Isolate bildeten jeweils Mikrokolonien auf mindes-

tens zwei Epithelzelllinien. Keines der Isolate bildete Mikrokolonien auf allen Zelllinien. Mit dem 

Nachweis des pEAF wurden zwei der 14 EPEC als tEPEC klassifiziert. Der tEPEC aus einem Braunbrust-

igel bildete Mikrokolonien auf den Zelllinien 5637 und IPEC-J2 (Abb. 18), zerstörte allerdings die 

Zellmonolayer der anderen Zelllinien innerhalb vier Stunden Inkubation. Innerhalb sechs Stunden 

Inkubation wurden auch die Monolayer der 5637- und HEp-2-Zellen zerstört. IPEC-J2-Zellen blieben 

jedoch konfluent. Der zweite tEPEC aus einem Wildkaninchen bildete innerhalb vier Stunden lediglich 

auf PK-15-Zellen Mikrokolonien, während er auf den anderen Zelllinien nicht adhärierte. Innerhalb 

sechs Stunden Inkubation bildete dieses Isolat Mikrokolonien auf den Zelllinien IPEC-J2, PK-15 und 

HEp-2, jedoch nicht auf Caco-2- und 5637-Zellen. Die aEPEC-Isolate wiesen mit einer Ausnahme keine 

Veränderung der Musterbildung über die Zeit auf. Das aEPEC-Isolat aus einem Rotfuchs adhärierte 

innerhalb vier Stunden Inkubation nicht, bildete jedoch innerhalb sechs Stunden Inkubation Mikroko-

lonien auf PK-15-Zellen. Die meisten EPEC bildeten dieses Adhäsionsmuster auf IPEC-J2-Zellen (Abb. 

18). 

. 
Abb. 18: Links: Adhäsionsmuster von vierzehn eaeA

+
 E. coli-Isolaten auf fünf Zelllinien nach 6 h Inkubation. 

Mikrokolonien wurden gebildet: Auf Caco-2 von 10 aEPEC; auf IPEC-J2 von 10 aEPEC und 2 tEPEC; auf 5637 von 
2 aEPEC; auf PK-15 von 2 aEPEC und 1 tEPEC; auf HEp-2 von 7 aEPEC und 1 tEPEC. Rechts: Fluoreszenzmikro-
skopische Aufnahme eines mikrokolonienbildenden tEPEC eines Igels auf 5637-Zellen. Maßstab: 10 µm. 
 

STEC. Fünf der zehn als STEC klassifizierten Isolate adhärierten sehr schwach auf Caco-2-Zellen. 

Ein weiterer STEC adhärierte sehr schwach auf beiden humanen Zelllinien. Diese sechs Isolate adhä-

rierten diffus verteilt (n=3), bildeten Mikrokolonien (n=2) oder Ketten (n=1). Die Shigatoxin-

Proteinexpression wurde mittels ELISA (Beutin et al. 2007) lediglich in drei Isolaten aus Rehen nach-
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gewiesen. Eines dieser Isolate exprimierte Stx1, zwei dieser Isolate exprimierten sowohl Stx1 als auch 

Stx2. Ein Unterschied bezüglich der Adhäsionseigenschaften der shigatoxinexprimierenden und nicht 

exprimierenden Isolate konnte nicht detektiert werden. Generell waren die in dieser Studie isolierten 

nicht hämolytischen STEC nicht bis schwach adhärent ohne spezifisches Adhäsionsmuster. 

ETEC. Von den vier als ETEC klassifizierten Isolaten war ein Isolat aus einem Rotfuchs (est1+) in 

der Lage, auf allen Zelllinien Mikrokolonien zu bilden. Zwei der ETEC, ein Isolat aus einem Reh (est1+) 

und ein weiteres Isolat aus dem Urin eines Patienten mit UTI (est2+), adhärierten auf keiner der Zell-

linien. Ein vierter ETEC wurde aus einem Hausschwein (est2+) isoliert. Dieser adhärierte diffus verteilt 

lediglich auf 5637-Zellen. Für die isolierten ETEC konnte kein konsistentes Adhäsionsmuster nachge-

wiesen werden. 

DAEC. Die zwei jeweils aus einem gesunden und einem harnwegserkrankten Menschen isolier-

ten daaD+ DAEC bildeten das typische diffuse Adhäsionsmuster auf HEp-2-Zellen. Das Isolat aus ei-

nem gesunden Menschen adhärierte zudem diffus auf den humanen Zelllinien. Das Isolat aus dem 

Urin eines Menschen mit UTI adhärierte diffus auf den humanen und IPEC-J2-Zellen.  

5.5 Zytotoxizitätsassay 

5.5.1 Prinzip des Zytotoxizitätsassays 

Das Prinzip des Zytotoxizitätsassays entspricht dem des Adhäsionsassays (Abs. 4.3). Jedoch wurden 

die Epithelzellen neben der Färbung mit PI für die Fokussierung durch die Software während der 

Messung zusäztlich mit DAPI gefärbt (Abs. 4.4.6). Die Detektion und Quantifizierung der Fläche der 

zerstörten Monolayer erfolgte mittels einer für diese Anwendung adaptierten AKLIDES®-Software. 

Die PI gefärbten Zellen wurden fluoreszenzmikroskopisch aufgenommen (Abb. 19 jeweils A und C). 

Von diesen Aufnahmen wurden automatisch Kalkulationsbilder zur Bestimmung der Fläche des 

Monolayers erstellt (Abb. 19 jeweils B und D). 

5.6 Zytotoxizität von Escherichia coli 

5.6.1 Zytotoxizität hämolytischer Escherichia coli auf Epithelzellen 

Zur Untersuchung der Zytotoxizität hämolytischer E. coli (Abs. 4.4.6) wurden die 81 Isolate 

aus sieben Tierarten mittels Zytotoxizitätsassay auf den Zelllinien LoVo, 5637, IPEC-J2 und PK-15 ana-

lysiert. Insgesamt waren 39 (48%) der Isolate in der Lage, durchschnittlich zwischen 75% und 100% 

der Monolayer aller Zelllinien zu zerstören. Die stärkste zytotoxische Wirkung wurde auf der Zelllinie 

LoVo (durchschnittlich 86% zerstörter Monolayer, p<0,0001), gefolgt von IPEC-J2- (63,4%), 5637- 

(62,9%) und PK-15-Zellen (58,8%) detektiert. Im Gegensatz dazu waren sieben (8,6%) Isolate mit 
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durchschnittlich unter 11% zerstörtem Monolayer kaum zytotoxisch auf allen Zelllinien. Dies waren 

aus gesunden und harnwegserkrankten Menschen jeweils zwei Isolate, aus Hausschwein, Waschbär 

und Stockente je ein Isolat.  

Um die Veränderung der Stärke der Zytotoxizität, d.h. der Zerstörung der Monolayer, wäh-

rend längerer Inkubationsdauer zu untersuchen, wurden jeweils zwei Messungen im Abstand von 

zwei Stunden durchgeführt (Tab. 25). Generell war auf allen Zelllinien ein Unterschied der Fläche des 

zerstörten Monolayers zwischen erstem und zweitem Messzeitpunkt ersichtlich. Dies ist beispielhaft 

für ein Isolat aus einem Hausschwein in Abb. 19 dargestellt. Die Zytotoxizität der Isolate änderte sich 

auf den Zelllinien LoVo, IPEC-J2 und PK-15 signifikant über die Zeit (p<0,0001) (Tab. 25). Die Fläche 

des zerstörten Monolayers nahm besonders auf der Zelllinie PK-15 (54%) zu, gefolgt von den Zellli-

nien IPEC-J2 (49%), LoVo (16%) und 5637 (2%).  

 
Abb. 19: Epithelzellen nach Inkubation mit einem hämolytischen E. coli-Isolat aus einem Hausschwein. Die 
Inkubation erfolgte auf den Zelllinien LoVo für 3 h (1AB: 29% zerstörter Monolayer) und 5 h (1CD: 100% zer-
störter Monolayer), auf 5637 für 4 h (2AB: 0%) und 6 h (2CD: 64%), auf IPEC-J2 für 4 h (3AB: 21%) und 6 h 
(3CD: 99%) und PK-15 für 4 h (4AB: 8%) und 6 h (4CD: 68%). A und C: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen 

PI gefärbter Zellen, B und D: Kalkulationsbilder zur Bestimmung der Fläche des Monolayers. Maßstab: 100 µm. 
 

E. coli aus Menschen. Sowohl die Zytotoxizität der intestinalen Isolate aus Menschen 

(p<0,005) als auch der Isolate aus Urin harnwegserkrankter Menschen (p<0,0001) war stärker auf 

intestinalen als auf Uro-Epithelzelllinien. Die intestinalen Isolate zerstörten jedoch signifikant mehr 

Zellen als die Isolate aus Urin harnwegserkrankter Menschen (p<0,01). Der Anteil des zerstörten 

Monolayers stieg nach Inkubation mit humanen intestinalen Isolaten auf den Zelllinien LoVo, IPEC-J2 

und PK-15 zwischen erstem und zweiten Messzeitpunkt signifikant (p<0,001), jedoch nicht auf 5637-

Zellen. Der Anteil des zerstörten Monolayers nach Inkubation mit Isolaten aus Urin harnwegser-

krankter Menschen stieg auf allen Zelllinien signifikant (p<0,001). 
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E. coli aus Hausschweinen. Die Zytotoxizität der intestinalen Isolate aus Hausschweinen war 

stärker auf intestinalen als auf Uro-Epithelzelllinien (p<0,0001). Der Fläche des zerstörten Mono-

layers nach Inkubation mit Isolaten aus Hausschweinen stieg auf allen Zelllinien signifikant (p<0,001).  

E. coli aus Wildtieren. Die Zytotoxizität der Isolate aus Wildtieren war jeweils stärker auf in-

testinalen als auf Uro-Epithelzelllinien (p<0,01) und zudem stärker auf humanen als auf porcinen 

Zelllinien (p<0,0001). Isolate aus Wildtieren zerstörten im Gegensatz zu Isolaten aus Menschen (in-

testinal und UTI) und Hausschweinen durchschnittlich signifikant mehr Zellen (p<0,0001). Der Anteil 

des zerstörten Monolayers nach Inkubation mit Isolaten aus Wildtieren war bereits zum ersten 

Messzeitpunkt auf humanen Zelllinien mit über 82,4% sehr stark und stieg innerhalb weiterer zwei 

Stunden der Inkubation um jeweils höchstens 0,4%. Im Gegensatz dazu stieg der Anteil zerstörten 

Monolayers der porcinen Zelllinien um mindestens 29,4% (Tab. 25).  

Tab. 25: Zytotoxizität hämolytischer E. coli auf vier Zelllinien zu jeweils zwei Messzeitpunkten. 

Art 

Zelllinien LoVo 5637 IPEC-J2 PK-15 

Inkubationszeit 3h 5h 4h 6h 4h 6h 4h 6h 

Anzahl Isolate zerstörter Monolayer (%) 

Mensch, intestinal 13 52,6 83,2 49,6 45,7 43,4 77,4 11,7 68,1 
Mensch, UTI 13 28,8 88,2 14,4 31,2 31,5 77,2 0,3 63,0 

Hausschwein, intestinal 13 67,9 94,9 22,6 40,7 47,5 83,0 26,5 76,1 

Reh 8 99,7 100,0 82,4 78,2 38,1 99,9 53,6 100,0 
Marder 6 99,8 100,0 88,6 83,9 41,4 99,1 36,3 99,6 
Waschbär 10 85,7 86,1 83,8 83,9 52,9 90,1 60,6 90,0 
Rotfuchs 5 99,7 100,0 87,1 85,5 25,1 85,1 18,4 99,8 

Stockente 13 90,3 99,6 65,4 63,5 32,7 90,0 47,0 90,1 

Zusammenfassung aller Isolate (MW) 81 78,1 94,0 61,7 64,1 39,1 87,7 31,8 85,9 

 
Die Zytotoxizität der hämolytischen E. coli wurde sowohl auf intestinalen als auch auf Uro-

Epithelzelllinien humanen und porcinen Ursprungs nachgewiesen. Grundsätzlich waren die Zellmo-

nolayer nach längerer Inkubationszeit stärker geschädigt. Sehr starke Zytotoxizität zeigten die Isolate 

aus Wildtieren, wobei diese bereits zum ersten Messzeitpunkt auf humanen Zelllinien signifikant 

mehr Fläche zerstört hatten als Isolate aus Menschen und Hausschweinen (p<0,0005). Isolate aus 

dem Urin harnwegserkrankter Menschen waren weniger zytotoxisch als humane intestinale Isolate 

(p<0,01).  

5.6.2 Assoziation zwischen VAGs, Phylogenie und Zytotoxizität von Escherichia coli 

VAGs. Um eine Assoziation zwischen den VAGs und der Zytotoxizität der signifikant stärker 

zytotoxischen Isolate der Wildtiere (p<0,0001) im Vergleich zu den Isolaten aus Menschen und aus 

Hausschweinen zu ermitteln, wurde die Prävalenz der VAGs mittels Fischer´s-exact-Test verglichen. 

In den Isolaten aus Wildtieren wurden die exVAGs mat, papC, fyuA, ireA und irp2 häufiger detektiert 

(p<0,05) als in Isolaten aus Menschen und aus Hausschweinen.  
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Phylogenie. Die höchste Zytotoxizität wurde für B2-Stämme ermittelt (durchschnittlich 67% 

zerstörter Monolayer, p<0,001), wobei diese jeweils signifikant stärker zytotoxisch auf humanen 

gegenüber porcinen sowie auf intestinalen gegenüber Uro-Epithelzelllinien (p<0,0001) waren. Die 

Zelllinie LoVo war am anfälligsten (p<0,0001). Der Anteil zerstörten Monolayers war jeweils zum 

zweiten Messzeitpunkt auf den Zelllinien LoVo, IPEC-J2 und PK-15 signifikant höher als zum ersten 

Messzeitpunkt (p<0,0001).  

Die porcinen A-Stämme wiesen signifikant niedrigere Zytotoxizität auf als porcine B2-

Stämme (p<0,001). Die porcinen A-Stämme enthielten durchschnittlich nur 6,4 VAGs. Weder die 

exVAGs papC, sfa/foc, malX, pic, cvi/cva und iss noch exVAGs für Siderophore und Invasine waren in 

den A-Stämmen enthalten. Das einzige in A-Stämmen nachgewiesene Toxingen war hlyA.  
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6. Diskussion 

6.1 Multiplex-PCR-Mikropartikel-Assay als Screeningmethode 

Für die sensitive und spezifische Analyse bestimmter Gene des Bakteriums E. coli wurde ein 

mikropartikelbasierter Multiplex-PCR-Assay (MPMA) entwickelt. Der MPMA beinhaltete acht mPCRs, 

mit denen 30 exVAGs, 14 inVAGs und zwei Sequenzen für die phylogenetische Einordnung von E. coli 

analysiert werden konnten. Die Detektion der Amplifikate des MPMA mittels VideoScan war im Ver-

gleich zur Standarddetektionsmethode für PCRs, der Agarosegelelektrophorese (AGE), sensitiver 

(Rödiger et al. 2012b). Darüber hinaus erlaubte diese Methode eine spezifische Analyse der entspre-

chenden Gene im Multiplex-Format, welche sowohl durch die eingesetzten PCR-Primer als auch 

durch die genspezifischen Oligonukleotidsonden definiert wurde (Frömmel et al. 2011). Die Hybridi-

sierung fluoreszenzmarkierter Amplifikate an entsprechende, an Mikropartikel gekoppelte Oligonuk-

leotidsonden und deren Detektion mittels VideoScan erleichterte die Auswertung der mPCRs im Ver-

gleich zur AGE wesentlich durch den Ausschluss unspezifischer Amplifikate. Der MPMA ist schnell, 

sensitiv und reproduzierbar. Dessen semiautomatisches Handling erlaubt die Analyse vieler Gene 

und vieler Isolate innerhalb kurzer Zeit (Frömmel et al. 2013b).  

Im Gegensatz zu den für Multiplex-Mikropartikel-Assays gebräuchlichen Durchfluss-

zytometertechnologien (Fulton et al. 1997; Wallace et al. 2003; Derveaux et al. 2008) basiert die 

VideoScan-Technologie auf der automatischen Aufnahme und Auswertung zweidimensionaler Bilder. 

Gegenüber der durchflusszytometrischen Messmethode ergeben sich folgende Vorteile: 1) Die Be-

lichtungszeit zur Detektion des Ligandensignals wird dynamisch für jedes Partikel angepasst, so dass 

auch extrem schwache Signale präzise gemessen werden können. Die Messzeit für jeweils einzelne 

Mikropartikel beläuft sich bei Durchflusszytometertechnologien auf einige Mikrosekunden, was den 

Einsatz eines sehr sensitiven Detektors erfordert. 2) Die Mikropartikel können in der Kavität immobi-

lisiert werden, um die Handhabung, z.B. Waschprozesse zu vereinfachen. 3) Mehrfachmessungen 

einer Kavität sind möglich. 4) Artefakte, wie Agglomerate, Staub oder Luftblasen werden automa-

tisch als solche erkannt und verfälschen nicht den Messwert. 5) Die Aufnahme von Bildern erlaubt 

das Nachvollziehen der Messwerte.  

Auch mittels Microarray ist es möglich eine hohe Anzahl an Nukleinsäuresequenzen zu de-

tektieren. Eine häufige Anwendung sind DNA-Expressionsanalysen. Die Herstellung der Microarray-

Matrix ist technisch herausfordernd. Oligonukleotidsonden für die zu analysierenden 

Oligonukleotidsequenzen werden mehrfach auf Trägermaterialien gespottet (mindestens vier Auf-

tragsstellen), um die Messwerte statistisch absichern zu können. Diese Spots variieren häufig signifi-

kant und zeigen geringe Redundanz. Die Auswertung von Microarrays erfolgt anhand der Quantifizie-
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rung der Fluoreszenzintensität der einzelnen Spots in entsprechenden Microarray-Readern. Das 

Screening mehrerer Hundert Isolate ist mittels Microarray nicht praktikabel.  

6.2 Virulenzassoziierte Gene und Phylogenie von Escherichia coli 

Die Übertragung mobiler genetischer Elemente, welche u.a. VAGs sowie Resistenzgene enthal-

ten, trägt als Anpassungsmechanismus zum Ausgleich des hohen selektiven Drucks auf die E. coli-

Populationen innerhalb der Wirte bei. Die Diversifizierung der E. coli in verschiedenen Lebensräumen 

wird durch eine hohe Anzahl an VAGs unterstützt, was in einer besseren Anpassung und Persistenz 

der Stämme in komplexen ökologischen Nischen resultiert (Escobar-Paramo et al. 2006; Antao et al. 

2009). Besonders exVAGs wurden mit der Persistenz von E. coli im Intestinaltrakt von Menschen und 

auch von Ferkeln assoziiert (Wold et al. 1992; Nowrouzian et al. 2006; Schierack et al. 2008; Moreno 

et al. 2009). In diesem Zusammenhang wurden Adhäsine wie S/F1C- (sfa/foc), Typ1- (fimC) und P- 

(papC) Fimbrien, verschiedene afimbriale Adhäsine sowie das temperatursensitive Hämagglutinin 

(tsh) beschrieben (Antao et al. 2009).  

Alle innerhalb dieser Arbeit analysierten Isolate enthielten ExPEC typische exVAGs. Die hohe 

Prävalenz einiger exVAGs wie ompA, fimC and csgA wurde bereits in vielen Studien nachgewiesen 

und in dieser Studie bestätigt. Die von Tenaillon et al. 2010 beschriebene höhere Prävalenz von ex-

VAGs in E. coli-Isolaten aus Menschen im Vergleich zu Isolaten aus anderen Organismen konnte in 

dieser Arbeit bestätigt werden. Hervorzuheben sind diesbezüglich, neben sfa/foc, die exVAGs hra 

(Adhäsin), sat (Toxin), cvi/cva, iss (Protektine), malX (Sonstige) sowie die Siderophorgene iroN, irp2, 

iucD, iutA, sitchr und sitep. Typ1-Fimbrien wurden, wie bereits häufig beschrieben (Belanger et al. 

2011), hoch prävalent in allen E. coli-Isolaten der untersuchten Organismen nachgewiesen. Die mit 

Infektionen im Harnweg assoziierten P-Fimbrien wurden hier in Isolaten aus gesunden und erkrank-

ten Menschen, gesunden Hausschweinen, Fischottern und Dachsen nachgewiesen. Das entspre-

chende exVAG papC kam zusammen mit dem exVAG mat, welches für eine Meningitis-assoziierte 

und temperaturregulierte Fimbrie kodiert, in Isolaten aus Urin harnwegserkrankter Menschen signi-

fikant häufiger vor als in Isolaten aus gesunden Menschen. In Anbetracht des potentiell höheren 

Virulenzpotentials von Isolaten aus erkrankten Wirten ist der Nachweis des toxinkodierenden ex-

VAGs cnf1/2 exklusiv in den Isolaten erkrankter Menschen und Hausschweine ein Hinweis auf die 

Assoziation mit der Infektion des Wirtes.  

Das exVAG tsh wurde neben den exVAGs sfa/foc, ibeA (Invasin) sowie den Siderophorgenen 

chuA, fyuA und iroN häufiger in Isolaten aus Wildvögeln als aus Wildsäugern nachgewiesen. Die ex-

VAGs tsh, fyuA und iroN wurden bereits mit erhöhter Prävalenz in Isolaten aus Vögeln assoziiert 
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(Janßen et al. 2001; Ewers et al. 2007; Mora et al. 2010). Die hohe Prävalenz des exVAGs chuA ist auf 

die Phylogenie der Isolate aus Wildvögeln zurückzuführen. Vogelarten waren überwiegend D-

Stämme, welche durch chuA charakterisiert werden. Im Gegensatz dazu waren Isolate aus Wildsäu-

gern überwiegend B1-Stämme, in denen chuA nicht vorkommt.  

Die hohe Prävalenz bestimmter exVAGs in E. coli-Isolaten aus bestimmten Tierarten, wie z.B. 

ireA und tia in Isolaten aus Rehen, weist auf deren besondere Funktion innerhalb dieser Tierarten 

hin. Die unterschiedliche Prävalenz von exVAGs in bestimmten Tiergruppen ist ein Hinweis darauf, 

dass die Kolonisation bestimmter Wirte durch E. coli mit der Ausprägung jeweils mehrerer verschie-

dener exVAGs assoziiert ist. Die Analyse der Funktion dieser Gene in entsprechenden Tierinfektions-

modellen, d.h. in Wildtierarten mit entsprechender Nahrung und einem definierten Umfeld ist nahe-

zu unmöglich. Ein besseres Verständnis über die unterschiedlichen Funktionen einzelner Virulenzfak-

toren in verschiedenen Wildtierarten kann demnach nur mit weiteren epidemiologischen Studien 

erlangt werden. 

Clermont et al. publizierten im Jahr 2000 eine Triplex-PCR für die Einordnung von E. coli-

Stämmen in die vier phylogenetischen Gruppen A, B1, B2 und D (Clermont et al. 2000). Eine Validie-

rung dieser Methode mittels MLST verdeutlichte die Zuverlässigkeit der PCR für 80 bis 85% der un-

tersuchten E. coli-Stämme (Gordon et al. 2008). Gordon et al. stellten weiterhin fest, dass 96% der 

B1- und 94% der B2-Stämme mittels Clermont-PCR richtig zugeordnet wurden. Die Gruppierung in D- 

und A-Stämme stimmte jedoch in Abhängigkeit der Kombination der drei Sequenzen nur zu 69% (D-

Stämme) und 64% (A-Stämme) überein. Clermont-A-Stämme, in denen keine der drei Sequenzen 

nachgewiesen wurden, konnten mittels MLST sogar nur zu 17% als A-Stämme verifiziert werden. 

Jedoch sind Stämme mit diesem Genotyp bisher relativ selten (4% bis 9%) nachgewiesen worden 

(Higgins et al. 2007; Walk et al. 2007; Gordon et al. 2008). Innerhalb dieser Arbeit trat dieser Fall bei 

36 (9%) Isolaten auf. Gordon et al. unterstützten dennoch den Einsatz der Clermont-PCR in Populati-

onsstudien wie der hier vorliegenden als schnelle, kostengünstige Analysemethode (Gordon et al. 

2008).  

Den Studien von Clermont et al. zufolge gehörten pathogene E. coli zumeist den phylogeneti-

schen Gruppen B2 und D und kommensale Stämme zumeist den Gruppen A und B1 an (Clermont et 

al. 2000). Dies korrelierte zudem mit einer höheren Prävalenz von VAGs in B2- und D-Stämmen 

(Clermont et al. 2000; Escobar-Paramo et al. 2006; White et al. 2011), was innerhalb dieser Arbeit 

bestätigt werden konnte. In B2-Stämmen wurden die meisten VAGs nachgewiesen, gefolgt von D-

Stämmen. Diesbezüglich sind die exVAGs mat (Adhäsin), ibeA (Invasin), fyuA, iroN, irp2 

(Siderophore), malX, pic (sonstige) und vat (Toxin) hervorzuheben, welche signifikant häufiger in 
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nicht hämolytischen B2-Stämmen vertreten waren als in D-, B1- und A–Stämmen, was die Ergebnisse 

anderer Studien bestätigt (Johnson et al. 2002; Ewers et al. 2007; Moreno et al. 2008; Moreno et al. 

2009; Römer et al. 2012). 

Es wurde beschrieben, dass sowohl der Zeitpunkt der Probenahme, das Klima sowie der Status 

der Domestikation, als auch Charakteristika des Wirtes wie dessen Phylogenie, Ernährung, Gewicht 

oder Darmmorphologie im Zusammenhang mit der Phylogenie der isolierten E. coli stehen (Gordon 

und Cowling 2003; Escobar-Paramo et al. 2006). Die von Escobar-Paramo et al. im Jahr 2006 postu-

lierte Dominanz von B2-Stämmen in Menschen und B1-Stämmen in Tieren konnte in dieser Studie 

bestätigt werden. Jedoch wurde in Proben von Menschen innerhalb der letzten zwanzig Jahre in 

Frankreich eine Veränderung der phylogenetischen Zusammensetzung der E. coli beobachtet 

(Tenaillon et al. 2010). Die Häufigkeit von B2-Stämmen stieg von 10% auf 30%, während die der A-

Stämme von 60% auf 30% sank. Andere Studien beschrieben eine Prävalenz von reichlich 40% A-

Stämmen in Isolaten aus Menschen (Duriez et al. 2001; Escobar-Paramo et al. 2006). Die vorliegen-

den Ergebnisse ordnen sich dazwischen ein. Im Gegensatz zu den nicht hämolytischen Isolaten aus 

gesunden Menschen (37% A, 42% B2) wurden sowohl in nicht hämolytischen Isolaten aus dem Urin 

erkrankter Menschen als auch in allen hämolytischen Isolaten signifikant mehr B2- als A-Stämme 

nachgewiesen (Tab. 19).  

Ein wichtiger Faktor der Beeinflussung kommensaler E. coli Populationen ist der Status der 

Domestikation (Escobar-Paramo et al. 2006). Diese Aussage wird durch die hohe Prävalenz der A-

Stämme in Hausschweinen gegenüber der niedrigeren Prävalenz der A-Stämme in Wildschweinen 

unterstützt. Die niedrige Prävalenz von B2-Stämmen in Hausschweinen resultiert aus deren Sensitivi-

tät gegenüber Antibiotika (Skurnik et al. 2008). Da Hausschweine unter erhöhtem antibiotischen 

Druck stehen, führt dies zur Unterdrückung dieser Stämme (Römer et al. 2012).  

Die Ernährung und Darmmorphologie des Wirtes beeinflussen ebenfalls die Struktur kommen-

saler E. coli (Gordon und Cowling 2003). Dies wird bei der Betrachtung der Prävalenz phylogeneti-

scher Gruppen der einzelnen Arten ersichtlich. Die Wildsäugerarten dieser Studie enthielten signifi-

kant mehr B1-Stämme, wohingegen in Vögeln D-Stämme überwogen. Beim Vergleich carnivorer, 

herbivorer und omnivorer Wildtierarten konnte jedoch, im Gegensatz zu anderen Studien (Gordon 

und Cowling 2003), kein Einfluss der Ernährungsweisen auf die Phylogenie der E. coli nachgewiesen 

werden. Dies verdeutlicht die Komplexität der Einflüsse auf die Verteilung phylogenetischer Gruppen 

kommensaler E. coli. Daher kann die Phylogenie von E. coli nur als Teil eines komplexen und multi-

faktoriellen Einflusses auf Struktur und Verteilung kommensaler sowie pathogener E. coli gelten.  
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6.3 Reservoire von Escherichia coli 

6.3.1 Reservoire extraintestinal pathogener Escherichia coli 

Der Darm von Menschen und Tieren gilt allgemein als Reservoir für ExPEC (Yamamoto et al. 

1997; Johnson et al. 2003; Schierack et al. 2008; Katouli 2010; Belanger et al. 2011). ExPEC wurden 

bereits aus Zuchttieren (Geflügel, Rinder, Schweine), Haustieren (Hunde, Katzen, Pferde) und auch 

aus Wildtieren (Ratten und Vögeln) isoliert (Schierack et al. 2008; Johnson et al. 2009b; Ewers et al. 

2010; Guenther et al. 2010a; Sheldon et al. 2010). Ausgehend von einer erhöhten Adaptionsfitness 

der ExPEC an unterschiedliche Habitate aufgrund erhöhter Anzahl an exVAGs, sollten Arten, in denen 

Stämme mit besonders hoher Prävalenz an exVAGs vorkommen, als Reservoire für ExPEC eingestuft 

werden (Katouli 2010). Unter diesem Aspekt muss der Mensch selbst als Hauptreservoir der ExPEC 

gelten, denn in den Isolaten aus Menschen wurde im Mittel die höchste Anzahl an exVAGs nachge-

wiesen. Die Rolle des menschlichen Darmes als Reservoir für UPEC wurde bereits in vielen Studien 

dargestellt, woraus der Infektionsweg als „fecal-perineal-urethral hypothesis“ abgeleitet wurde (Ya-

mamoto et al. 1997). Hinzu kommt, dass UPEC häufig zur phylogenetischen Gruppe B2 zählen 

(Katouli 2010), in welche über 42% der Isolate aus Menschen eingeordnet wurden. In Faeces von 

Hausschweinen wurden innerhalb dieser Arbeit ebenfalls E. coli mit einem hohen Anteil exVAGs de-

tektiert. Dies untermauert die bereits nachgewiesene Korrelation der Prävalenz der exVAGs mit einer 

erfolgreichen Kolonisation des Schweinedarmes (Schierack et al. 2008). UPEC aus Hausschweinen 

enthalten jedoch offensichtlich weniger exVAGs als UPEC aus Menschen (Krag et al. 2009), was in 

dieser Arbeit bestätigt wurde. Wildsäugerarten enthielten Isolate mit unterschiedlicher Menge an 

exVAGs. Die höchste durchschnittliche Anzahl an exVAGs wurde in Isolaten aus Dachs und Reh ermit-

telt. Als eines der wichtigsten Reservoire für ExPEC gilt jedoch der Intestinaltrakt von Vögeln. Be-

schrieben wurde in dieser Funktion besonders Zuchtgeflügel, welches durch Ausscheidungen für die 

Verbreitung von APEC verantwortlich gezeichnet wurde (Johnson et al. 2007; Mora et al. 2009; Mora 

et al. 2010). Zusammenfassend wurde dies als „avian intestinal reservoir hypothesis“ bezeichnet 

(Ewers et al. 2009a). Bei der Betrachtung der Isolate aus Wildvögeln wurde ersichtlich, dass in die-

sem Zusammenhang besonders Sperber und Stockenten hervorzuheben sind.  

Die hohe Prävalenz und die Diversität der exVAGs in den intestinalen Isolaten aus Menschen 

könnten aus der recht flexiblen Ernährungsweise des Menschen im Gegensatz zu einem eher einheit-

lichen Ernährungsverhalten der Wildtierarten resultieren. E. coli haben sich demnach dem veränder-

lichen intestinalen Millieu des Menschen schnell anzupassen, was durch eine erhöhte Prävalenz und 

Diversität an exVAGs unterstützt wird. Eine weitere Hypothese bezüglich der hohen Prävalenz von 

exVAGs in fäkalen Isolaten schreibt der Ess-/Futterhygiene sowie der Umgebungshygiene einen ho-
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hen Einfluss auf die Diversifizierung der E. coli-Isolate zu. Zusammenfassend wurden innerhalb dieser 

Studie neben Menschen und Hausschweinen auch Wildsäuger wie Dachse und Rehe sowie Wildvö-

gel, insbesondere Sperber und Stockenten als Reservoire und potentielle Überträger von ExPEC diffe-

renziert. 

Studien zur Zoonose von ExPEC beschäftigten sich mit dem Vergleich tierischer und humaner 

ExPEC, wobei oftmals eine hohe phylogenetische Verwandtschaft dieser Isolate festgestellt wurde 

(Johnson et al. 2001; Smith et al. 2007; Johnson et al. 2008). Zudem wurde die Übertragung von 

ExPEC nicht nur von Mensch zu Mensch, sondern auch von Tier zu Mensch und von Mensch zu Tier 

nachgewiesen (Smith et al. 2007; Johnson et al. 2009c). Neben der direkten Übertragung, wurden 

kontaminierte Lebensmittel, insbesondere Geflügelfleisch als Infektionsquelle beschrieben (Smith et 

al. 2007). Ein weiterer Übertragungsweg von ExPEC aus tierischen Reservoiren auf den Menschen 

könnte aus der Kontamination der Umwelt durch Gülle oder Kot von Zuchttieren, aber auch von 

Wildtieren resultieren (Duriez et al. 2008; Graham et al. 2008; Guenther et al. 2010b; Guenther et al. 

2010c; Belanger et al. 2011). Auch in aquatischen Ökosystemen wurden ExPEC nachgewiesen 

(Hamelin et al. 2007), wobei Wasservögel zur Kontamination der Gewässer beitrugen (Ewers et al. 

2009b). Es fehlen jedoch exakte Beweise der Übertragung dieser Pathogene über kontaminierte 

Speisen, Umwelt- und Wasserressourcen (Belanger et al. 2011). So wurden die Quellen der meisten 

ambulant erworbenen Infektionen durch ExPEC bisher nicht identifiziert (George und Manges 2010). 

Das zoonotische Potential von ExPEC ist mittlerweile unbestritten, jedoch fehlt aufgrund der hohen 

Diversität dieser Pathogene in unterschiedlichsten Wirten und der Umwelt nach wie vor das exakte 

Verständnis über die Verbreitung von ExPEC (Belanger et al. 2011). Es sind weitere molekular-

epidemiologische Studien von Isolaten der potentiellen Reservoire für ExPEC erforderlich, um Infor-

mationen über das zoonotische Potential der ExPEC und die Infektionsrisiken für Menschen, aber 

auch Zuchttiere, besser beurteilen zu können. Untersuchungen zur Verbreitung von 

Antibiotikaresistenzen sollten unterstützend zu einer genaueren Analyse der Risiken für ExPEC-

Infektionen durchgeführt werden.  

6.3.2 Reservoire intestinal pathogener Escherichia coli 

Die Charakterisierung der Isolate dieser Arbeit als E. coli-Pathotypen erfolgte mittels MPMA 

(mPCR6 und 7) durch die Detektion der für die jeweiligen Pathotypen typischen inVAGs (Vidal et al. 

2005; Guion et al. 2008; Croxen und Finlay 2010). Insgesamt wurden in drei der 81 hämolytischen 

(3,7%) und 30 der 317 nicht hämolytischen Isolate (9,5%) inVAGs nachgewiesen. Dementsprechend 

gehörten über 91% (n=365) der Isolate zur Gruppe der Kommensalen oder waren potentiell ExPEC. 
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Die niedrige Prävalenz der inVAGs kann mit dem Ursprung von 88% der Isolate aus Faeces gesunder 

Individuen begründet werden. Es wurden EPEC, STEC, ETEC und DAEC detektiert (Tab. 20). 

EPEC wurden bisher weltweit vorwiegend aus Menschen und Haustieren isoliert, aEPEC je-

doch wesentlich häufiger als tEPEC (Robins-Browne et al. 2004). Einige Studien berichten vom Nach-

weis von EPEC in Wildtieren wie Vögeln und Wiederkäuern (Ishii et al. 2007b; Kobayashi et al. 2009; 

Bardiau et al. 2010; Oh et al. 2011). In der analysierten E. coli-Kollektion wurden tEPEC aus Wildka-

ninchen und Braunbrustigel und aEPEC aus Marder, Feldhase, Waschbär, Eichhörnchen und Dachs 

isoliert. Die Verbreitung der EPEC in Menschen und Tieren wird durch deren häufigen Nachweis in 

der Umwelt reflektiert (Hatha et al. 2004). So werden immer wieder EPEC in Wasser- und Sediment-

proben nachgewiesen (Lauber et al. 2003; Higgins et al. 2005; Ishii et al. 2007a). Dies unterstützt den 

Sinn der Nutzung von E. coli als Indikatorbakterium zur hygienisch-bakteriologischen Überwachung 

des Trinkwassers als Hinweis auf mögliche Verunreinigung, oder ungenügende Desinfektion des 

Wassers.  

Auch STEC wurden bisher weltweit aus Menschen, Haustieren und Wildtieren isoliert. Als Re-

servoire gelten allerdings hauptsächlich Wiederkäuer (Beutin et al. 1993; Pruimboom-Brees et al. 

2000; Renter et al. 2001; Mainil und Daube 2005; Sanchez et al. 2009; Martínez et al. 2011; 

Obwegeser et al. 2012). In der Kollektion der hämolytischen Isolate dieser Arbeit wurden STEC aus 

zwei gesunden Hausschweinen und einer Stockente isoliert. In der Kollektion der nicht hämolyti-

schen Isolate wurde ein STEC aus einem gesunden Menschen, jedoch neun der zehn STEC aus Rehen 

isoliert. Der Nachweis der STEC in Rehen stützt die Aussage, dass Wildwiederkäuer als Reservoire für 

STEC gelten. Dies ist für den Infektionsschutz von Menschen relevant, da die Übertragung von STEC 

über kontaminiertes Fleisch (zu 75%), Wasser und direkten Kontakt mit kontaminierten Tieren oder 

Schmierinfektionen zwischen Menschen nachgewiesen wurde (Rabatsky-Ehr et al. 2002; Fairbrother 

und Nadeau 2006; Callaway et al. 2009). Die Verbreitung der STEC ist im Gegensatz zu EPEC auf we-

niger Arten begrenzt und ist ein Hinweis auf die Adaption der STEC an deren Wirte (Ishii et al. 

2007b). 

ETEC wurden bisher hauptsächlich aus erkrankten Menschen, Rindern und Schweinen isoliert 

(Nagy und Fekete 1999; Ramzan 2001; Davidson et al. 2002). Studien zum Nachweis von ETEC in 

Wildtieren sind bisher selten. Deshalb erscheint es bemerkenswert, dass die aktuell analysierte E. 

coli-Kollektion ETEC sowohl aus Mensch und Hausschwein, jedoch auch aus einem Reh und einem 

Rotfuchs enthielt. Wie für EPEC und STEC beschrieben, gelten sowohl kontaminierte Speisen als auch 

Wasser prinzipiell als übertragende Medien (Nataro und Kaper 1998).  
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Im Allgemeinen ist die Assoziation der DAEC mit Durchfallerkrankungen weniger ausgeprägt 

als bei anderen E. coli-Pathotypen (Torres et al. 2005; Le Bouguénec und Servin 2006). Zudem schei-

nen F1845-Fimbrien enthaltende potentielle DAEC nur Menschen zu kolonisieren (Nataro und Kaper 

1998; Servin 2005; Kayser et al. 2010). Dieses bestätigend wurde das inVAG daaD in der aktuell un-

tersuchten E. coli-Kollektion lediglich in humanen Isolaten detektiert.  

Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass aufgrund des Nachweises von E. co-

li-Pathotypen im Kot von zehn Wildtierarten, Hausschweinen und Menschen der Darm dieser Arten 

als Reservoir für InPEC eingeordnet werden muss. Innerhalb dieser Arbeit wurden InPEC besonders 

häufig in Rehen und Feldhasen nachgewiesen, wodurch diese Arten als potentielle Reservoire für 

InPEC hervorgehoben werden.  

6.4 Adhäsion von Escherichia coli auf Epithelzellen 

Die zellkulturbasierten Adhäsionsassays erlaubten das Screening der Adhäsionsrate der 317 

nicht hämolytischen E. coli-Isolate auf vier verschiedenen Epithelzelllinien (Frömmel et al. 2013b).  

Das Intestinum warmblütiger Organismen ist das natürliche Habitat von E. coli (Gordon und 

Cowling 2003). Demzufolge bestand die Annahme, dass mehr Isolate an intestinalen Epithelzelllinien 

adhärieren könnten. Tatsächlich adhärierten weitaus mehr Isolate an intestinalen Epithelzelllinien im 

Vergleich zu Uro-Epithelzelllinien. Dies ist auf die Analyse fäkaler Isolate zurückzuführen. Zudem ad-

härierten die Isolate häufiger an humanen als an porcinen Zelllinien. Eine Charakterisierung der Zell-

linien könnte diesbezüglich zu einer Erklärung dieses Phänomens beitragen. Es adhärierten auch 

Isolate aus Faeces von Wildtieren, Menschen und Hausschweinen auf Uro-Epithelzelllinien, wodurch 

die Hypothese gestützt wird, welche das Intestinum als Reservoir für UPEC beschreibt (Schlager et al. 

2002; Anderson et al. 2003; Moreno et al. 2006; Moreno et al. 2008). Es wurden keine signifikanten 

Unterschiede zwischen der Adhäsionsrate der intestinalen Isolate von Menschen und aus dem Urin 

von Menschen auf den humanen Zelllinien Caco-2 und 5637 ermittelt. Auch für die Isolate aus ge-

sunden und kranken Hausschweinen wurden keine signifikanten Unterschiede der Adhäsionsrate auf 

den porcinen Zelllinien IPEC-J2 und PK-15 festgestellt. Zudem impliziert die starke Adhäsionsrate 

einiger fäkaler Isolate auf 5637- und PK-15-Zellen deren potentielle Uropathogenität. Diese Ergebnis-

se unterstützen ebenfalls die Hypothese der Kolonisierung des Intestinaltraktes durch potentielle 

ExPEC (Yamamoto et al. 1997). 

Es besteht ein Zusammenhang zwischen der Prävalenz von VAGs in kommensalen E. coli mit 

erfolgreicher Kolonisation des Intestinaltraktes von Menschen und Tieren (Wold et al. 1992; 

Nowrouzian et al. 2006; Schierack et al. 2008; Moreno et al. 2009). Einige Adhäsine welche durch 
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inVAGs codiert werden (z.B. Intimin) sind  bereits gut erforscht. Johnson et al. publizierten 2009 zu-

dem einen Zusammenhang zwischen der Adhäsion des hitzeempfindlichen E. coli Enterotoxins, wel-

ches vom inVAG elt codiert wird und nicht als Adhäsin gilt (Johnson et al. 2009a). Dadurch wird die 

Multifunktionalität der VAGs verdeutlicht. In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen der 

Prävalenz von VAGs und der Adhäsion an Epithelzellen bestätigt. Die stärksten Adhäsionsraten zeig-

ten B2-Stämme mit deren höchster Prävalenz an VAGs, besonders der exVAGs für Siderophore. 

Siderophore wurden bereits als Kolonisationsfaktoren von E. coli in Schweinen beschrieben (Schie-

rack et al. 2008; Römer et al. 2012). Eisen als Spurenelement ist beteiligt am gesamten Energiestoff-

wechsel sowie auch der Genexpression und der DNA-Synthese. Durch eine hohe Prävalenz verschie-

dener Siderophore sind E. coli zur Anpassung und zum Wachstum in unterschiedlichen Mikrohabita-

ten befähigt (Janßen et al. 2001). Besonders in Umgebungen wie dem Intestinaltrakt, in dem Eisen 

limitiert ist, haben E. coli mit Siderophoren einen Konkurrenzvorteil innerhalb gemischter 

Mikrobengemeinschaften (Schaible und Kaufmann 2004).  

Innerhalb dieser Arbeit konnte ein Einfluss einzelner VAGs auf die Adhäsionsfähigkeit von E. 

coli an Epithelzelllinien ermittelt werden (Frömmel et al. 2013b). Die Prävalenz der exVAGs 

afa/dra/daaD war mit der Adhäsion auf humanen Caco-2- und 5637-Zellen assoziiert. Afa/Dr/F1845 

Adhäsine gelten als charakterisierende Faktoren der DAEC. Die VAGs daaD und afa/dra waren die 

einzigen VAGs, welche ausschließlich in humanen Isolaten detektiert wurden. Diese Isolate wiesen 

mit der starken Adhäsionsfähigkeit auf Caco-2- und 5637-Zellen eine spezifische Affinität zu huma-

nen Zellen auf. Spezifische Bindungsaffinitäten wurden bereits für einen humanen Afa/Dr+ DAEC 

nachgewiesen, welcher zwar an den humanen decay-accelerating factor (DAF, CD55) binden konnte, 

jedoch nicht an DAF von Mäusen, Ratten oder Schweinen (Hudault et al. 2004). 

Der für E. coli Nissle 1917 beschriebene Einfluss der S/F1C-Fimbrien auf die Adhäsion an IPEC-

J2-Zellen wurde in dieser Arbeit bestätigt (Schierack et al. 2011). Isolate, in denen das exVAG sfa/foc 

detektiert wurde, adhärierten zelllinienspezifisch auf IPEC-J2-Zellen. S/F1C-Fimbrien wurden bisher 

weitestgehend mit der Adhäsion an Zellen des Urinaltraktes assoziiert (Bäckhed et al. 2002). Die ad-

härenten sfa/foc+ Isolate waren vorwiegend B2-Stämme, wodurch wiederum die höhere Adhäsions-

fähigkeit der B2-Stämme bestätigt wurde (Römer et al. 2012).  

Das ColicinV-Plasmid assoziierte exVAG tsh (temperature sensitive hemagglutinin) (Provence 

und Curtiss 1994) kodiert für ein Autotransporter-Protein mit Ähnlichkeiten zu einer Subklasse der 

IgA-Protease-Familie (Dozois et al. 2000). Es wurde hoch prävalent in APEC-Stämmen gefunden, wo-

raus ein zoonotisches Risiko für Menschen abgeleitet wurde (Janßen et al. 2001; Ewers et al. 2007; 

Mora et al. 2010). Trotzdem wurde in einer Studie gezeigt, dass tsh nicht für die hohe Virulenz der 
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APEC verantwortlich ist (Tivendale et al. 2004). In Funktionsanalysen wurde neben der 

proteolytischen Aktivität auch ein positiver Einfluss auf die Adhäsion und Kolonisation im Respirati-

onstrakt von Vögeln festgestellt (Kostakioti und Stathopoulos 2004; Kobayashi et al. 2010). Weiterhin 

wurde ein Einfluss auf die Adhäsion an Erythrozyten und isoliertes Hämoglobin und an die Proteine 

der extrazellulären Matrix Fibronektin und ColicinV beschrieben (Kostakioti und Stathopoulos 2004). 

In der vorliegenden Arbeit wurde ein signifikanter zelllinienspezifischer Einfluss des tsh auf die Adhä-

sion an humanen intestinalen Caco-2-Zellen ermittelt. Isolate mit tsh wurden vorwiegend aus Wild-

vögeln, Menschen und Schweinen isoliert. Die hohe Adhäsionsfähigkeit der tsh+-Isolate aus unter-

schiedlichen Arten an humane intestinale Zelllinien impliziert zum Einen dessen Funktion als Koloni-

sationsfaktor im Intestinum und zum Anderen das zoonotische Potential entsprechender Isolate aus 

den verschiedenen Arten, besonders aus Wildvögeln. Durch die Multifunktion des Proteins Tsh so-

wohl als Adhäsionsfaktor für humane intestinale Epithelzelllinien als auch als Proteolytikum wird die 

Komplexität der Wirkmechanismen von exVAGs und damit auch von ExPEC, deren Übertragung, Ver-

breitung, Pathogenese und Zoonose im Allgemeinen deutlich.  

Es wurden weitere VAGs differenziert, welche mit einer höheren Adhäsionsrate auf einer je-

weils spezifischen Zelllinie assoziiert waren (Frömmel et al. 2013b). Dies waren die exVAGs pic (39 

Isolate mit diesem exVAG), ibeA (57), vat (55), tsh (31), mat (257), fyuA (94), malX (62), irp2 (94) und 

papC (12). Die Assoziation jedes dieser exVAGs mit der Adhäsion zumeist auf einer bestimmten Zell-

linie wird durch die Anzahl der Isolate untermauert. Die Ergebnisse implizieren einen Kolonisations-

vorteil von E. coli-Isolaten mit einer Vielzahl an exVAGs. Dies wird an der hohen Anzahl an VAGs er-

sichtlich, welche mit der Adhäsion auf Caco-2-Zellen assoziiert sind. In Expressions- und Funktions-

analysen dieser VAGs und der entsprechenden Proteine muss die Funktion dieser exVAGs als Adhäsi-

ne verifiziert werden. 

6.5 Adhäsionsmuster 

6.5.1 Adhäsionsmuster kommensaler Escherichia coli 

Die Definition intestinaler E. coli-Pathotypen erfolgt neben dem Nachweis bestimmter VAGs 

(Vidal et al. 2005; Guion et al. 2008; Croxen und Finlay 2010) durch spezifische Adhäsionsmuster, die 

auf HEp-2 und HeLa-Zellen charakterisiert und definiert wurden (Nataro und Kaper 1998). Jedoch nur 

wenige Untersuchungen beschreiben wirtszell- und gewebespezifische Adhäsionsmuster kommensa-

ler und potentiell pathogener E. coli aus gesunden Wirten auf intestinalen Epithelzelllinien (Sonntag 

et al. 2005). Die meisten der 317 nicht hämolytischen Isolate adhärierten unterschiedlich stark und 

mit unterschiedlichen Adhäsionsmustern auf den Epithelzelllinien (Frömmel et al. 2013a). Einige 

Isolate jedoch waren in der Lage, ein bestimmtes Adhäsionsmuster auf allen Zelllinien auszubilden. 
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Dies impliziert ein reiches Spektrum an Adhäsin-Rezeptor-Interaktionen der verschiedenen E. coli in 

den Mikrohabitaten sowohl des Intestinaltraktes als auch des Urinaltraktes.  

Diffus verteilt adhärierende Isolate wurden unter den nicht hämolytischen Isolaten häufiger 

detektiert als mikrokolonienbildende Isolate. Interessanterweise zeigte sich, dass die Ausbildung des 

diffusen Adhäsionsmusters größtenteils spezifisch gegenüber den eingesetzten Zelllinien war. Dieses 

für DAEC typische Adhäsionsmuster wurde auch von anderen E. coli-Stämmen ausgebildet (Servin 

2005). Innerhalb dieser Studie adhärierten weitere 146 daaD--Isolate diffus. Dies könnte auf eine 

homogene Verteilung von Wirtszellrezeptoren auf der Oberfläche der Wirtszelle, eine Vielfalt von 

bakteriellen Adhäsinen, jedoch auch auf die Ausprägung eines bestimmten stark affinen Adhäsins 

zurückzuführen sein. Der häufige Nachweis diffuser Adhäsion kann zudem aus der Vereinzelung initi-

al mikrokolonienbildender Isolate resultieren. Das Phänomen der Auflösung von Mikrokolonien wur-

de bereits für BFP-exprimierende EPEC nachgewiesen (Knutton et al. 1999; Tobe und Sasakawa 

2001). EPEC sind dafür bekannt, Mikrokolonien zu bilden. Dies konnte auch für die 14 eaeA+-(Intimin) 

Isolate gezeigt werden. Jedoch wurde auch dieses Adhäsionsmuster von weiteren 67 eaeA--Isolaten 

gebildet, wobei mit den eingesetzten eaeA-Primern alle bekannten Intimintypen (α, α1, α2, β, β1, β2, 

β2B, γ1, γ2, δ, ε, ε1, ε2, ζ, η1, η2, θ, ι1, ι2, κ, λ, µ B, ν B, ν R, ξ B, ξ R, ο) erfasst wurden. Im Gegensatz 

zum diffusen Adhäsionsmuster war die Bildung von Mikrokolonien wesentlich weniger spezifisch 

gegenüber den eingesetzten Zelllinien. Dies lässt vermuten, dass die Ausbildung von Mikrokolonien 

weniger in Abhängigkeit bestimmter Rezeptoren oder Reaktionen der Wirtszellen erfolgt, sondern 

eher einen Vorgang der Interaktion der Bakterien miteinander darstellt. Die Adhäsion und die Bil-

dung von Mikrokolonien solcher eaeA--E. coli sollte in kommenden Studien weiter untersucht und 

mit der für EPEC typischen Bildung von Mikrokolonien verglichen werden.  

Zwei Isolate lagerten sich zu ausgedehnten Agglomeraten auf 5637-Zellen zusammen (Abb. 

16D). Dieses Muster unterschied sich klar von aggregativer Adhäsion und entsprach am ehesten ei-

nem Biofilm. Die Gründe für die massive Agglomeration zweier Isolate auf dieser einen Zelllinie sind 

unklar. Sicherlich haben diese Isolate ein hohes Potential zur Bildung von Biofilmen. Wie in Mikroko-

lonien haben Bakterien in Biofilmen eine erhöhte Resistenz gegen Biozide und Antibiotika sowie ge-

gen das Immunsystem des Wirtes (Donlan und Costerton 2002; Anderson et al. 2003; Anderson et al. 

2004; Beloin et al. 2008; Leung et al. 2012). Mikrokolonien bilden die initiale Struktur von Biofilmen, 

die sehr deutlich zur Persistenz bakterieller Infektionen beitragen (Donlan und Costerton 2002). Dies 

wurde besonders im Zusammenhang mit Infektionen des Urinaltraktes beschrieben (Anderson et al. 

2003; Justice et al. 2004). 
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Ein weiteres Adhäsionsmuster der nicht hämolytischen E. coli war die Kettenbildung, zu wel-

cher elf der Isolate in der Lage waren. E. coli Kettenbildung wurde ursprünglich von Gioppo et al. 

2000 publiziert (Gioppo et al. 2000). Eine spätere Studie von Vejborg und Klemm 2009 konnte zei-

gen, dass E. coli diese Ketten aus eindeutig getrennten, miteinander interagierenden Bakterien bilde-

ten. Kettenbildung ist demnach nicht auf eine fehlende Separation nach der Zellteilung zurückzufüh-

ren. Zudem wurde die Unabhängigkeit der Kettenbildung von Wachstumsmedien, inklusive LB-

Medium, und Substraten festgestellt (Vejborg und Klemm 2009). Isolate der vorliegenden Studie 

bildeten im LB-Medium allerdings keine Ketten. Kettenbildung erfolgte sowohl in Zellkulturmedien 

als auch auf Epithelzellen in Anwesenheit von LB- oder Zellkulturmedien. Zudem wurde die Ausbil-

dung längerer Ketten nach Inkubation mit Epithelzellen ersichtlich. Dies deutet auf einen Einfluss der 

Epithelzellen auf die E. coli-Kettenbildung hin. Genaue Mechanismen der Kettenbildung sowie der 

Einfluss auf die Kolonisierung sollte in weiteren Studien untersucht werden.  

6.5.2 Adhäsionsmuster pathogener Escherichia coli 

Die Adhäsionsmuster der 30 potentiell pathogenen Isolate der aktuellen Kollektion nicht hä-

molytischer E. coli wurden mittels Adhäsionsassay auf humanen und porcinen Zelllinien untersucht 

(Frömmel et al. 2013a). Die Adhäsionsmuster potentieller EPEC und DAEC wurden zusätzlich auf der 

Modellzelllinie HEp-2 verifiziert. Im Folgenden werden die Adhäsionsmuster dieser Pathogene disku-

tiert.  

EPEC: Alle 14 Intimin-positiven Isolate der vorliegenden Studie bildeten Mikrokolonien auf 

mindestens zwei Zelllinien. Somit wurden diese Isolate sowohl phänotypisch als auch genotypisch als 

EPEC identifiziert. Einige der EPEC bildeten Mikrokolonien sowohl auf intestinalen als auch auf Uro-

Epithelzelllinien. Mikrokoloniebildung wurde sowohl nach vier als auch nach sechs Stunden Inkubati-

on nachgewiesen. EPEC-Mikrokoloniebildung auf Uro-Epithelzelllinien wurde bisher noch nicht be-

schrieben. Der Einfluss der Mikrokoloniebildung der EPEC auf Infektionen des Urinaltraktes sollte in 

weiteren Studien geprüft werden. Gewebe- und Wirtstropismen wurden für EPEC in Abhängigkeit 

der Ausprägung unterschiedlicher Intimin-Subtypen differenziert (Phillips et al. 2000; Reece et al. 

2001; Fitzhenry et al. 2002; Mundy et al. 2007). Der Nachweis der gewebespezifischen Mikrokolo-

niebildung einiger EPEC Isolate auf intestinalen Zelllinien stützt diese Aussage.  

Es wurde beschrieben, dass aEPEC nicht zwingend auf HEp-2-Zellen adhärierten (Scaletsky et 

al. 2010). Adhärierten aEPEC jedoch mit einem spezifischen Adhäsionsmuster auf HEp-2-Zellen, 

konnte dies auch auf anderen Zelllinien wie Caco-2, T84 und HT29 reproduziert werden (Rocha et al. 

2011). Im Gegensatz dazu war die Mikrokoloniebildung auf beiden eingesetzten intestinalen Zellli-
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nien in dieser Arbeit lediglich für die Hälfte der auf HEp-2-Zellen mikrokolonienbildenden 

aEPEC/tEPEC reproduzierbar. Auf IPEC-J2-Zellen wurden von den isolierten EPEC häufiger Mikrokolo-

nien gebildet als auf HEp-2-Zellen. Durch den Nachweis höherer Adhäsionsraten wurde die Zelllinie 

IPEC-J2 bereits für die Analyse der Adhäsion und Pathogenese porciner EHEC und ETEC vorgeschla-

gen (Koh et al. 2008; Yin et al. 2011). Die Verwendung der Zelllinie IPEC-J2 ist nach der vorliegenden 

Analyse auch als Alternative zu HEp-2-Zellen zur Differenzierung des EPEC-Adhäsionsphänotyps zu 

empfehlen.  

STEC: Die Adhäsionsrate der STEC war auf allen getesteten Zelllinien sehr niedrig, womit der 

für STEC postulierte nichtadhäsive Infektionsmechanismus bestätigt wurde (Kolling und Matthews 

1999; Yokoyama et al. 2000). Von den zehn mittels Adhäsionsassay untersuchten STEC adhärierten 

sechs Isolate lediglich schwach auf Caco-2-Zellen. Dies unterstützt jedoch die Hypothese der Wirts-

spezifität der STEC (Sonntag et al. 2005). In besagter Studie wurde beobachtet, dass STEC aus Men-

schen zwar auf humanen, jedoch nicht auf porcinen intestinalen Zellen adhärierten. Die Adhäsion der 

sechs STEC auf Caco-2-Zellen lässt erkennen, dass STEC eher eine Kolonisierung und Infektion in 

Menschen, jedoch nicht in Schweinen hervorrufen könnten.  

ETEC: In der analysierten E. coli-Kollektion wurden vier ETEC mit der Ausbildung völlig unter-

schiedlicher Adhäsionsmuster detektiert. Aufgrund dessen kann eine Diskussion über die Adhäsi-

onsmusterbildung der ETEC innerhalb dieser Arbeit keine substantiellen Aussagen und Erkenntnisse 

ergeben. 

DAEC: Die zwei humanen daaD+-Isolate dieser Studie bildeten das für DAEC typische diffuse 

Adhäsionsmuster sowohl auf HEp-2-Zellen als auch jeweils auf den beiden anderen humanen Zellli-

nien. Somit wurden diese Isolate sowohl phänotypisch als auch genotypisch als DAEC identifiziert. 

Das Isolat aus dem Urin eines harnwegserkrankten Menschen bildete dieses Adhäsionsmuster au-

ßerdem auf IPEC-J2-Zellen. Der Nachweis diffuser Adhäsion auf HEp-2-Zellen ist jedoch nicht spezi-

fisch für DAEC. Sowohl kommensale als auch pathogene E. coli, z.B. DA-EPEC bildeten diesen Phäno-

typ aus, obwohl sie keinen der für DAEC typischen Adhäsionsfaktoren enthielten (Servin 2005).  

6.6 Adhäsion in Abhängigkeit der Wirtsarten der Escherichia coli-Isolate 

Die Ausprägung  bestimmter Spezifitäten von Bakterien, wie Adhäsion an bestimmten Zellen 

oder in bestimmten Wirten ist prinzipiell für Bakterien nicht sinnvoll, da sie ihren potentiellen Le-

bensraum dadurch begrenzen würden. In der Ausprägung entsprechender Adhäsions- und Kolonisa-

tionsfaktoren in unterschiedlichen Habitaten liegt der große Vorteil von Bakterien mit Genen, die 

sowohl zur Nährstoffakquise, zu bakterieller Interferenz als auch zu kompetitiver Exklusion führen 
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(Antao et al. 2009). Demgegenüber wurde jedoch z.B. für Shigella-Stämme und für E. coli-B2-Stämme 

der Serogruppe O81 eine Spezifität gegenüber Menschen festgestellt (Clermont et al. 2008). 

Innerhalb dieser Studie wurde ersichtlich, dass E. coli-Isolate aus einigen Arten in der Lage wa-

ren, besonders stark und spezifisch zu adhärieren (Frömmel et al. 2013b). So war der Anteil adhären-

ter Isolate aus Eichhörnchen im Vergleich zu Isolaten aus anderen Arten sehr hoch, wobei diese be-

sonders stark wirtsspezifisch auf porcinen Zelllinien adhärierten. Weiterhin wurde ersichtlich, dass 

Isolate aus Amseln stark gewebespezifisch auf intestinalen Zelllinien adhärierten. Im Gegensatz dazu 

waren Isolate aus Wildschweinen und Hausmäusen nicht adhärent. Es wurde innerhalb dieser Arbeit 

allerdings auch ersichtlich, dass die Adhäsion an Uro-Epithelzellen nicht zwingend als Voraussetzung 

für eine Infektion angesehen werden muss, da 35% der Isolate aus Menschen mit UTI und 40% der 

Isolate aus Hausschweinen mit UTI an keiner der Zelllinien adhärierten. In Infektionsstudien mit EPEC 

wurde bereits festgestellt, dass eine EPEC-Adhäsion in vitro keinen Rückschluss auf die Pathogenität 

der Stämme in vivo zu erlauben scheint (Robins-Browne et al. 1994). In vivo sind Epithelzellen des 

Intestinaltraktes mit Mukus überschichtet, wodurch die Bedingungen für die Adhäsion von Bakterien 

anders als in Zellkulturen sind. Die Untersuchung der Adhäsion von E. coli auf unterschiedlichen Zell-

linien gibt demnach lediglich Hinweise auf Zusammenhänge und Spezifika der Isolate aus unter-

schiedlichen Wirten und einer Assoziation mit den nachgewiesenen VAGs. 

6.7 Zytotoxizität von Escherichia coli 

Generell wurden in hämolytischen Isolaten signifikant mehr exVAGs für Adhäsine, Toxine und 

Siderophore nachgewiesen als in nicht hämolytischen Isolaten. Mit Ausnahme des exVAGs tsh, wel-

ches lediglich in Isolaten aus Menschen, Hausschweinen und einer Stockente enthalten war, wurden 

die weiteren sechs exVAGs für Adhäsine (csgA, fimC, hra, mat, papC, sfa/foc) mit einer Prävalenz von 

über 76% nachgewiesen. Die fimbrienkodierenden exVAGs papC und sfa/foc wurden bereits sowohl 

mit UPEC Infektionen als auch mit erhöhter Persistenz in intestinalen Arealen assoziiert (Snyder et al. 

2005; Lane und Mobley 2007; Antao et al. 2009). In dieser Arbeit wurden neben hlyA die exVAGs vat 

und cnf1/2 ebenfalls mit einer Prävalenz von über 76% detektiert. Das exVAG vat wurde bereits in 

verschiedenen Studien in 70% der hämolytischen Isolate nachgewiesen (Smith et al. 2008; Wiles et 

al. 2008b). Die drei Toxine gelten als UPEC-assoziiert. Die Coexpression von Cnf1/2 und α-Hämolysin 

wurde bereits nachgewiesen (Landraud et al. 2003). Cnf1 induziert u.a. die Apoptose von Blasenepi-

thelzellen, was den bakteriellen Zugriff auf tiefer liegende Gewebe fördert (Mills et al. 2000). In Ab-

hängigkeit des Cnf1 wurde die Induktion apoptotischer Vorgänge auch in 5637-Zellen nachgewiesen 

(Mills et al. 2000). Infektionen eines 5637-Monolayers sowohl mit einem hlyA+cnf1+UPEC als auch 

mit einer cnf-defizienten Mutante (hlyA+cnf-) führten bereits nach zwei Stunden zur Reduktion des 
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Monolayers um über 50% (Smith et al. 2006). Ähnliche Effekte wurden auf HeLa- und T24-Zellen 

sowie auf humanen neutrophilen Granulozyten, Thrombozyten und im Ratteninfektionsmodell be-

schrieben (De Rycke et al. 1996; Island et al. 1998; Russo et al. 2005; Kraemer et al. 2012). Zytotoxi-

sche Effekte konnten innerhalb dieser Arbeit auf allen Epithelzelllinien nachgewiesen werden. Inte-

ressant war die Tatsache, dass 62% der hämolytischen Isolate aus Hausschweinen der vorliegenden 

Arbeit A-Stämme waren. Diese wiesen neben einer sehr niedrigen durchschnittlichen Anzahl an 

VAGs pro Isolat eine signifikant niedrigere Zytotoxiziät als die porcinen B2-Stämme auf. In allen hä-

molytischen A-Stämmen wurde kein cnf1/2 nachgewiesen. In der Studie von Smith et al. 2006 wurde 

gezeigt, dass durch eine hlyA defiziente Mutante des hlyA+cnf1+UPEC nach zwei Stunden Inkubation 

keine zytotoxischen Effekte an 5637-Zellen auftraten (Smith et al. 2006), worauf hlyA für die Zytoto-

xizität verantwortlich gezeichnet wurde. Innerhalb dieser Arbeit konnte demnach bestätigt werden, 

dass hlyA zytotoxische Effekte auslöst. Enthielten hämolytische Isolate zudem das exVAG cnf1/2 tra-

ten zytotoxische Effekte deutlich verstärkt auf. 

Die Wirkung des α-Hämolysins und des Cnf1 ist zeitabhängig (Smith et al. 2008). Das 

membranzerstörende α-Hämolysin wird zu Beginn einer Infektion sezerniert und zeigt zeitnah eine 

zytotoxische Wirkung. Diese lässt im Verlauf der Infektion nach, was aus der Neutralisierung des 

Toxins durch Antikörper des Wirtes resultieren könnte (Seetharama et al. 1988). Jedoch ist dieser 

Vorgang für in vitro Zellkulturassays irrelevant. Im Gegensatz dazu scheint Cnf1 als intrazellular wir-

kendes Toxin langsamer zu wirken, jedoch konstant sezerniert zu werden (Smith et al. 2008). Die 

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine Steigerung der zytotoxischen Wirkung bei steigender 

Inkubationszeit. Dies kann auf die längere Wirkungsdauer, aber auch auf die steigende Konzentration 

der Bakterien und somit der Konzentration des α-Hämolysins während längerer Inkubationszeit zu-

rückzuführen sein. Eine besonders hohe Steigerung von über 46% zerstörten Monolayers zwischen 

vier und sechs Stunden Inkubation wurde auf porcinen Zelllinien gemessen. Auf humanen Zelllinien 

trat die Wirkung schneller ein und steigerte sich über die Zeit um bis zu 16%. Um die Ursachen des-

sen zu verstehen, bedarf es weiterer Analysen, die eine genauere Charakterisierung der Eigenschaf-

ten der Epithelzellen einschließen müssen. 

Die Prävalenz der exVAGs für Siderophore war in den hämolytischen Isolaten signifikant hö-

her als in nicht hämolytischen Isolaten. Es wurden fünf exVAGs für Siderophore (chuA, fyuA, iroN, 

irp2, sitchr) mit einer Prävalenz von über 70% detektiert. Die exVAGs chuA, fyuA, iroN und sitchr 

wurden bereits mit UPEC und APEC assoziiert (Johnson und Russo 2002; Johnson et al. 2006; Ewers 

et al. 2007). Aufgrund der hohen Prävalenz des exVAGs irp2 (90%) in den hier untersuchten Isolaten 

ist davon auszugehen, dass auch dieses exVAG zur Fitness hämolytischer Isolate beiträgt. Die hohe 
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Prävalenz der Adhäsine, Toxine und Siderophore ist demnach wesentlich für eine effiziente Nähr-

stoffakquisition und Adaption an unterschiedliche Gewebe (Antao et al. 2009). Das hoch prävalente 

Vorkommen der für ExPEC typischen exVAGs in hämolytischen Isolaten ist ein Indiz für eine hohe 

potentielle extraintestinale Pathogenität dieser Isolate, was zudem durch die Zytotoxizität gegen-

über den Uro-Epithelzelllinien unterstützt wird. 

Die Zytotoxizität wurde häufig für Zellen und Gewebe des Urinaltraktes beschrieben (Smith 

et al. 2008). Jedoch wurde innerhalb dieser Arbeit nachgewiesen, dass hämolytische E. coli-Isolate 

auch erhebliche Zytotoxizität gegenüber intestinalen Zelllinien, besonders LoVo, hervorriefen. Be-

sonders zytotoxisch verhielten sich Isolate aus Wildtieren auf humanen Zelllinen, wobei diese bereits 

nach dem ersten Messzeitpunkt nahezu ihre volle zytotoxische Wirkung entfaltet hatten. Beim Ver-

gleich der Prävalenz der VAGs in den hämolytischen Isolaten aus Wildtieren mit den hämolytischen 

Isolaten aus Menschen und Schweinen fiel die erhöhte Prävalenz der Adhäsingene mat und papC 

sowie der Siderophorgene fyuA, ireA und irp2 auf. Bereits 1971 wurde in einer Studie von Smith und 

Linggood die zytotoxische Wirkung eines hämolytischen Stammes an der Mukosa sowohl von der 

Konzentration des α-Hämolysins als auch in Abhängigkeit von der Adhäsionsfähigkeit eines entspre-

chenden Stammes beschrieben (Smith und Linggood 1971). Die  hohe Zytotoxizität der Isolate der 

Wildtiere könnte demnach mit der hohen Prävalenz von Adhäsingenen wie mat und papC in 

Coexpression mit den Toxingenen hlyA, cnf1/2 und vat assoziiert sein. In Kombination mit den hoch 

prävalenten Siderophorgenen fyuA, ireA und irp2 erlangten diese Isolate womöglich ihre hohe Fit-

ness mit zytotoxischen Folgen, besonders schnell gegenüber humanen Epithelzelllinien. Für ein bes-

seres Verständnis der Rolle dieser exVAGs bezüglich der Zytotoxizität sollten Genexpressions- und 

Proteinfunktionsanalysen durchgeführt werden. 

Mobley et al. berichteten 1990 von Isolaten aus Menschen mit Pyelonephritis, welche im 

Vergleich zu fäkalen Kontrollstämmen erhöhte Zytotoxizität aufwiesen (Mobley et al. 1990). Im Ge-

gensatz dazu zeigten in dieser Arbeit Isolate aus Menschen mit UTI im Vergleich zu humanen intesti-

nalen Isolaten signifikant niedrigere Zytotoxizität, obwohl in Isolaten aus Urin die Prävalenz der ex-

VAGs papC und pic signifikant höher war. Unterschiedlich war auch die Zytotoxizität in Abhängigkeit 

der Inkubationszeit. Die Isolate aus Menschen mit UTI hatten zum ersten Messzeitpunkt auf allen 

Zelllinien wesentlich weniger Zellen zerstört als die fäkalen humanen Isolate. Offensichtlich konnten 

die Zelllinien der zytotoxischen Wirkung der Isolate aus dem Urin sowohl stärker als auch länger ent-

gegenwirken. Die Zytotoxizität aller intestinalen Isolate sowohl auf intestinalen Zelllinien des Men-

schen und des Schweins, aber auch auf humanen und porcinen Uro-Epithelzelllinien untermauert die 

Beobachtung des erhöhten Infektionsrisikos durch hämolytische E. coli (Mobley et al. 1990; Smith et 
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al. 2008). Die hohe Zytotoxizität gerade der Isolate aus Wildtieren gegenüber humanen Zelllinien 

zeigt das Risiko zoonotischer Infektionen durch entsprechende E. coli-Stämme. Zudem wurde mit 

dem Nachweis der Zytotoxizität auf Uro-Epithelzelllinien deren hohes Potential, extraintestinale In-

fekte hervorzurufen, verdeutlicht. Diese Ergebnisse stärken die „fecal-perineal-urethral hypothesis“ 

(Yamamoto et al. 1997; Abe et al. 2008). 

6.8 Schlussfolgerung und Ausblick 

Screeningverfahren sind auf zuvor festgelegte Kriterien ausgerichtete, orientierende Vo-

rauswahltests. Unter definierten Testbedingungen werden systematisch umfassende Analysen mit 

einer großen Probenanzahl durchgeführt. Die Ausrichtung der Screeningtests auf die Lösung exakter 

Fragestellungen ermöglicht Analysen von Strukturen oder Substanzen, die in nachfolgenden Tests 

auf ihre Funktionalität genauer untersucht werden müssen. Statistische Sicherheit wird bei 

Screeningverfahren durch eine zufällige Auswahl der Proben und eine sehr große Probenanzahl er-

reicht. Die Ergebnisse können durch die Auswahl der Analyseparameter und der Proben beeinflusst 

werden. Mit Screeningverfahren können zudem falsch negative und auch falsch positive Ergebnisse 

nicht ausgeschlossen werden. Positive Ergebnisse eines Screenings bedeuten nicht automatisch eine 

Funktionalität oder Potenz des entsprechenden Parameters.  

Für diese Arbeit bedeutet dies, dass die Ergebnisse und deren Assoziationen von der Auswahl 

sowohl der analysierten Gene als auch der E. coli-Isolate abhängig sind. Definierte teilautomatisierte 

Testbedingungen mit einem großen Testvolumen (96-Well-Platten) und computergestützten Detek-

tionsverfahren (VideoScan) sicherten die Vergleichbarkeit der Ergebnisse untereinander. Um gesi-

cherte statistische Aussagen zu erhalten, wurde eine große Anzahl von E. coli-Isolaten aus jeweils 

einer Wirtsart untersucht. Jedoch ist es unmöglich die Probenahme von E. coli-Isolaten, besonders 

aus Wildtieren, bezüglich des Zeitpunktes, des Lebensraumes und des Gesundheitszustandes zu 

standardisieren und zu reproduzieren.  

Mit den in dieser Arbeit etablierten Screeningmethoden wurde eine Anzahl von 398 E. coli-

Isolaten auf das Vorhandensein von 44 VAGs und zwei Sequenzen für die Phylogenie von E. coli, auf 

ihre Adhäsionsfähigkeit an den Zelllinien Caco-2, 5637, IPEC-J2, PK-15 sowie ihrer Toxizität gegen-

über den Zelllinien LoVo, 5637, IPEC-J2, PK-15 getestet. Die Adhäsionsmusterbildung der als EPEC 

und DAEC differenzierten E. coli-Isolate wurde zusätzlich auf der Modell-Zelllinie HEp-2 analysiert. 

Die Ergebnisse geben eine Übersicht über:  
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a) die Prävalenz von VAGs in E. coli-Isolaten bestimmter Wirtsarten und damit von Reservoiren po-

tentiell pathogener E. coli,  

b) die Adhäsionsraten und Adhäsionsmuster der E. coli-Isolate auf verschiedenen Zelllinien,  

c) mit der Adhäsion auf bestimmten Zelllinien assoziierte VAGs,  

d) die Toxizität hämolytischer E. coli-Isolate gegenüber verschiedenen Zelllinien.  

Die Expression der detektierten VAGs wurde mit diesen Assays nicht analysiert. Die Ergebnis-

se der drei Screeningverfahren bilden die Basis für weiterführende Analysen einzelner Parameter, 

Isolate und Beobachtungen. Für die mittels MPMA und statistischen Analysen gefilterten adhäsions-

assoziierten VAGs sind nachfolgend Genexpressionsstudien erforderlich. Diese Analysen können mit 

Real-time-PCR-Assays realisiert werden. Im Anschluss daran sind die entsprechenden Proteine hin-

sichtlich ihrer Expression und Funktionalität zu analysieren. Adhäsionstests mit E. coli, in denen die 

adhäsionsassoziierten VAGs deletiert sind, zeigen die Auswirkung auf die Adhäsionsfähigkeit im Ver-

gleich zum entsprechenden E. coli-Wildtyp. Nach erfolgreicher in vitro Selektion von Adhäsionsfakto-

ren verhelfen in vivo-Analysen in Modellorganismen zu einer Verifizierung deren Funktion. Parallel 

besteht die Möglichkeit des Screenings weiterer E. coli-Gene um einen umfassenderen Pool an po-

tentiell mit der Kolonisierung des Intestinums assoziierten Gene anzulegen. So kann der Einfluss von 

VAGs, insbesondere von exVAGs, auf die Besiedlung und damit die Adhäsion von E. coli an Epithelzel-

len des Darmtraktes, jedoch auch des Harntraktes in Menschen und Hausschweinen schrittweise 

besser verstanden werden. 
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8. Anhang 

8.1 Abkürzungen 

A Adenin 
AA aggregative Adhäsion 
AAF aggregative Adhäsionsfimbrien 
AGE Agarosegelelektrophorese 
BFB bundle forming pilus 
bp Basenpaar 
C Cytosin 
CEA human carcinoembryonic antigens 
CEACAM carcinoembryonic antigen related cellular adhesion molecules  
DAEC diffus adhärierende Escherichia coli 
DAF human decay-accelerating factor  
ddH2O bidestilliertes Wasser 
EAEC enteroaggregative Escherichia coli 
EAF Adhärenz Faktor Plasmid (EPEC) 
EHEC enterohämorrhagische Escherichia coli 
EIEC enteroinvasive Escherichia coli 
ELISA Enzym-linked Immunosorbent Assay 
EPEC enteropathogene Escherichia coli 
ETEC enterotoxische Escherichia coli 
exVAG virulenzassoziiertes Gen in Assoziation zu extraintestinaler Pathogenität 
G Guanin 
h Stunde 
HC Hämorrhagische Colitis 
HUS hämorrhagisch-urämisches Syndrom 
IHYT Institut für Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere 
IMIB Institut für molekulare Infektionsbiologie 
IMT Institut für Mikrobiologie und Tierseuchen der Freien Universität Berlin 
inVAG virulenzassoziiertes Gen in Assoziation zu intestinaler Pathogenität 
LB Luria Bertani-Medium 
min Minunte 
MOI Multiplizität der Infektion 
MPMA Multiplex-PCR-Mikropartikel-Assay 
MW Mittelwert 
NFSTC National Food Safety and Toxicology Center-Michigan State University 
PAI Pathogenitätsinsel 
rpm round per minute 
STEC shigatoxinproduzierende Escherichia coli 
T Thymin 
Tm Schmelztemperatur 

 

8.2 Tabellen 

Tab. 1 Virulenzassoziierte Gene (VAGs) von E. coli ........................................................................................ 10 

Tab. 2 Einteilung der DAEC in Subklassen nach Adhäsionsfaktoren und Rezeptoren .................................... 14 

Tab. 3  E. coli-Isolate........................................................................................................................................ 21 

Tab. 4 E. coli-Stämme als Kontrollen für Adhäsionsassays ............................................................................. 21 

Tab. 5 Kontrollstämme für PCRs..................................................................................................................... 22 

Tab. 6  Sequenzen der Oligonukleotide, PCR-Fragmentlänge, Accession-Nr., Quelle und PCR-Programme .. 22 

Tab. 7 Zelllinien, deren Ursprung, Gewebeart und Anwendung innerhalb dieser Arbeit .............................. 25 



 
Anhang 

99 
 

Tab. 8 Standardpuffer und Lösungen ............................................................................................................. 26 

Tab. 9 Zellkulturmedien ................................................................................................................................. 26 

Tab. 10 Nähr- und Selektivmedien für Bakterienkulturen ............................................................................... 26 

Tab. 11 Enzyme, Farbstoffe, Größenmarker, Chemikalien .............................................................................. 26 

Tab. 12 Verbrauchsmaterial und Kits ............................................................................................................... 27 

Tab. 13 Geräte für allgemeine Laborarbeit und für die Mikroskopie............................................................... 27 

Tab. 14  Reaktionsansätze für Standard-Einzel-PCRs und die mPCRs des MPMA............................................. 32 

Tab. 15  Einstufung der Adhäsionsrate in Abhängigkeit der Anzahl adhärenter Stämme pro mm² ................. 35 

Tab. 16 Anzahl der Zellen konfluenter Monolayer pro Well einer 96-Well-Platte ........................................... 38 

Tab. 17  Arbeitsschritte des Multiplex-PCR-Mikropartikel-Assays .................................................................... 42 

Tab. 18  Prävalenz der VAGs in nicht hämolytischen und hämolytischen Isolaten in Abhängigkeit der Art ..... 45 

Tab. 19  Phylogenie der Isolate nicht hämolytischer und hämolytischer E. coli in Abhängigkeit der Art ......... 47 

Tab. 20  Zuordnung der nicht hämolytischen und hämolytischen E. coli-Isolate zu Pathotypen ..................... 49 

Tab. 21  Prävalenz der Virulenzfaktorgruppen in hämolytischen und nicht hämolytischen E. coli-Isolaten .... 50 

Tab. 22 Adhäsionsrate der nicht hämolytischen E. coli in Abhängigkeit der Phylogenie auf vier Zelllinien .... 57 

Tab. 23 Zelllinien-, gewebe-, wirts- und unspezifische Adhäsionsmusterbildung der E. coli-Isolate ............... 58 

Tab. 24 Adhäsionsmusterbildung von E. coli nach Wirtsarten unterteilt......................................................... 59 

Tab. 25 Zytotoxizität hämolytischer E. coli auf vier Zelllinien zu jeweils zwei Messzeitpunkten ..................... 63 

 

8.3 Abbildungen 

Abb. 1 Schema für die Ermittlung der Schwellwerte des MPMA ................................................................... 32 

Abb. 2  Klassifizierung von 18 Mikropartikelpopulationen .............................................................................. 37 

Abb. 3 Schematische Darstellung des Multiplex-PCR-Mikropartikel-Assays .................................................. 41 

Abb. 4 Reproduzierbarkeit des Multiplex-PCR-Mikropartikel-Assays............................................................. 43 

Abb. 5 Detektionslimit des Multiplex-PCR-Mikropartikel-Assays ................................................................... 43 

Abb. 6  Einfluss der Lagerungstemperatur auf die Fluoreszenzintensität ....................................................... 44 

Abb. 7 eVAGs in nicht hämolytischen E. coli-Isolaten ..................................................................................... 46 

Abb. 8  eVAGs in hämolytischen E. coli-Isolaten .............................................................................................. 48 

Abb. 9 Schematische Darstellung des Adhäsionsassays ................................................................................  51 

Abb. 10 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Zelllinien Caco-2, 5637, IPEC-J2 und PK-15 .................  52 

Abb. 11 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Zelllinien 5637 und IPEC-J2 ........................................... 52 

Abb. 12 Detektion adhärenter E. coli-Isolate auf IPEC-J2-Zellen ...................................................................... 53 

Abb. 13 Anzahl der jeweils nicht, schwach, mittel und stark adhärenten E. coli-Isolate auf vier Zelllinien ..... 54 

Abb. 14 Anzahl der zelllinien-, gewebe-, wirts- und unspezifisch adhärenten E. coli-Isolate ........................... 55 

Abb. 15 Wirtsartspezifisches Adhäsionsverhalten der E. coli-Isolate ............................................................... 56 

Abb. 16 Adhäsionsmuster der E. coli-Isolate .................................................................................................... 57 

Abb. 17 Kettenbildung eines E. coli-Isolates einer Amsel ................................................................................. 59 

Abb. 18 Adhäsionsmuster von vierzehn eaeA
+
 E. coli-Isolaten ......................................................................... 60 

Abb. 19 Epithelzellen nach Inkubation mit einem hämolytischen E. coli-Isolat aus einem Hausschwein ........ 62 



 
Anhang 

100 
 

Danksagung                     

Die vorliegende Arbeit wurde in der InnoProfile-Nachwuchsforschergruppe „Neue Technolo-

gien für die molekulare Diagnostik“ in der Fakultät für Naturwissenschaften der Hochschule Lausitz 

(FH) in Senftenberg angefertigt. Ich bedanke mich bei Prof. Dr. Peter Schierack für die Bereitstellung 

des Themas dieser Dissertation und der Möglichkeit zur Arbeit am Institut. Weiterhin bedanke ich 

mich bei Prof. Dr. Frank F. Bier vom Fraunhofer IBMT für die externe Betreuung. Ich profitierte von 

der regelmäßigen Anfertigung der Quartalsberichte die mir halfen, meine Arbeit zu strukturieren.  

Besonderer Dank gilt der gesamten Arbeitsgruppe sowie dem weiteren Arbeitsumfeld für die 

wissenschaftliche Beratung und die Anteilnahme während der gesamten Zeit der Promotionsarbeit. 

Hervorzuheben sind diesbezüglich die Informatiker Alexander Böhm und Jörg Nitschke. Sie entwi-

ckelten die Basissoftware, welche die Grundlage der gesamten Messungen und Ergebnisse dieser 

Arbeit ist. Ohne ihr Engagement, ihre schnelle Umsetzung von Ideen, ihre hilfreichen Anregungen, ihr 

Verständnis und die kritischen Diskussionen wäre diese Arbeit nicht möglich gewesen. Ich bedanke 

mich bei Stefan Rödiger für die Einführung in die Arbeit mit Mikropartikeln und besonders für seine 

Unterstützung bei der statistischen Auswertung der umfangreichen Datensätze, die während dieser 

Arbeit erstellt wurden. Jörg Weinreich danke ich sehr für die freundliche Unterstützung bei der tägli-

chen Laborarbeit. Ingo Berger danke ich für angenehme Gespräche, seine Hilfe bei der Datenstruktu-

rierung und die Erstellung vieler Graphiken, die meine Veröffentlichungen und Poster zieren. Mein 

Dank gilt zudem Dr. Rico Hiemann für die Adaption der AKLIDES®-Technologie zur Detektion von 

Zellmonolayern. Hugo Mildenberger danke ich für das Erstellen der Datenbank und Diskussionen 

über Statistik. Dr. Stefanie Barth danke ich für die unkomplizierte Unterstützung bei der statistischen 

Auswertung der Phylogenie.   

Für die Mitarbeit beim Erstellen der Publikationen sowie der Korrektur der Dissertations-

schrift bedanke ich mich bei Prof. Dr. Peter Schierack. Bei allen meinen Kollegen bedanke ich mich 

für regelmäßige Korrekturen, konstruktive Kritik und Anregungen bezüglich meiner praktischen Ar-

beiten, meiner Vorträge, meiner Manuskripte und Poster. Für die kritische, anregende und sorgfälti-

ge fachliche Kontrolle dieser Dissertationsschrift bedanke ich mich ganz besonders bei meinen Studi-

enfreundinnen Anne Rother und Carmen Sperlich. Ihre Diskussionen halfen mir außerordentlich, 

Stringenz in die schriftliche Arbeit zu bringen. Meiner Schwägerin Antje Böhme danke ich für die 

Korrektur der Rechtschreibung, der Grammatik und der Kommasetzung dieser Dissertationsschrift.  

Ich danke meinem besten Freund für die unermüdliche Unterstützung und Motivation. Da-

raus habe ich Mut, Kraft und Selbstvertrauen geschöpft. Der größte Dank gilt jedoch meiner Mutter, 

die immer auf jede erdenkliche Weise hinter mir steht. 



 
Anhang 

101 
 

Eidesstattliche Erklärung 

 

Hiermit versichere ich, dass ich die vorliegende Dissertation selbständig und ohne fremde Hilfe und 

nur unter Verwendung der angegebenen Hilfsmittel und Quellen angefertigt habe. 

Ferner versichere ich, dass ich die vorliegende Arbeit noch an keiner anderen Universität eingereicht 

habe, um ein Promotionsverfahren eröffnen zu lassen. 

 

 

 

 

Ulrike Frömmel 

Dresden, April 2013              


	Titel
	Impressum

	Inhalt
	1. Zusammenfassung
	2. Einleitung
	2.1 Intestinale Mikrobiota
	2.2 Escherichia coli
	2.2.1 Das Bakterium Escherichia coli
	2.2.2 Escherichia coli und virulenzassoziierte Gene
	2.2.3 Escherichia coli und Adhäsion

	2.3 Pathogene Escherichia coli
	2.3.1 Intestinal pathogene Escherichia coli
	2.3.2 Extrainstestinal pathogene Escherichia coli

	2.4 Hämolytische Escherichia coli
	2.5 Methoden zur Typisierung von Bakterien
	2.6 Zielstellung

	3. Material
	3.1 Bakterienstämme
	3.2 Oligonukleotide
	3.3 Zelllinien
	3.4 Lösungen und Medien
	3.5 Enzyme, Farbstoffe, Größenmarker, Chemikalien
	3.6 Verbrauchsmaterial und Kits
	3.7 Geräte

	4. Methoden
	4.1 Mikrobiologische Methoden
	4.1.1 Anzucht und Isolierung von Escherichia coli
	4.1.2 Konservierung und Kultivierung der Escherichia coli-Isolate

	4.2 Molekularbiologische Methoden
	4.2.1 Isolierung von DNA
	4.2.1.1 Lyse von Escherichia coli zur Gewinnung von Gesamt-DNA
	4.2.1.2 Isolierung bakterieller DNA

	4.2.2 Konzentrationsbestimmung von DNA
	4.2.3 Polymerase-Kettenreaktion und Agarosegelelektrophorese

	4.3 Arbeiten mit Mikropartikeln
	4.3.1 Kopplung von Oligonukleotidsonden an Mikropartikel mit Methylimidazol
	4.3.2 Immobilisierung von Mikropartikeln
	4.3.3 Mikropartikelbasierte Multiplex-PCR
	4.3.4 Auswertung des Multiplex-PCR-Mikropartikel-Assays

	4.4 Zellbiologische Methoden
	4.4.1 Kultivierung von Zelllinien
	4.4.2 Konservieren und Auftauen von Zellen
	4.4.3 Zellanzahlbestimmung
	4.4.4 Adhäsionsassay
	4.4.5 EPEC-Adhäsionsassay
	4.4.6 Zytotoxizitätsassay

	4.5 Mikroskopische Methoden
	4.5.1 Phasenkontrastmikroskopie
	4.5.2 VideoScan-Fluoreszenzmikroskopie
	4.5.2.1 Fluoreszenz-Imaging-Technologie
	4.5.2.2 Analyse fluoreszenzkodierter Mikropartikel
	4.5.2.3 Detektion der Amplifikate des MPMA
	4.5.2.4 Analyse von Epithelzellen
	4.5.2.5 Bestimmung der Anzahl von Epithelzellen pro Fläche
	4.5.2.6 Detektion adhärenter Escherichia coli auf Epithelzellen
	4.5.2.7 Detektion der Adhäsionsmuster von Escherichia coli auf Epithelzellen

	4.5.3 AKLIDES®-Fluoreszenzmikroskopie
	4.5.3.1 Fluoreszenz-Imaging-Technologie
	4.5.3.2 Analyse der Zytotoxizität von Escherichia coli


	4.6 Statistische Methoden

	5. Ergebnisse
	5.1 Multiplex-PCR-Mikropartikel-Assay
	5.1.1 Prinzip des Multiplex-PCR-Mikropartikel-Assays
	5.1.2 Reproduzierbarkeit des Multiplex-PCR-Mikropartikel-Assays
	5.1.3 Semiquantitativer Nachweis der Amplifikate
	5.1.4 Lagerung immobilisierter Mikropartikel

	5.2 Virulenzassoziierte Gene des Darmbakteriums Escherichia coli
	5.2.1 Virulenzassoziierte Gene und Phylogenie nicht hämolytischer Escherichia coli
	5.2.2 Virulenzassoziierte Gene und Phylogenie hämolytischer Escherichia coli
	5.2.3 Virulenzassoziierte Gene und Escherichia coli-Pathotypen
	5.2.4 Vergleich hämolytischer und nicht hämolytischer Escherichia coli-Isolate

	5.3 Adhäsionsassay
	5.3.1 Prinzip des Adhäsionsassays
	5.3.2 Fixierung und Fluoreszenzfärbung

	5.4 Adhäsion von Escherichia coli auf eukaryotischen Zellen
	5.4.1 Adhäsion nicht hämolytischer Escherichia coli an Epithelzellen
	5.4.2 Assoziation zwischen VAGs, Phylogenie und Adhäsion von Escherichia coli
	5.4.3 Adhäsionsmuster von Escherichia coli
	5.4.4 Assoziation zwischen Escherichia coli-Pathotypen und Adhäsionsmustern

	5.5 Zytotoxizitätsassay
	5.5.1 Prinzip des Zytotoxizitätsassays

	5.6 Zytotoxizität von Escherichia coli
	5.6.1 Zytotoxizität hämolytischer Escherichia coli auf Epithelzellen
	5.6.2 Assoziation zwischen VAGs, Phylogenie und Zytotoxizität von Escherichia coli


	6. Diskussion
	6.1 Multiplex-PCR-Mikropartikel-Assay als Screeningmethode
	6.2 Virulenzassoziierte Gene und Phylogenie von Escherichia coli
	6.3 Reservoire von Escherichia coli
	6.3.1 Reservoire extraintestinal pathogener Escherichia coli
	6.3.2 Reservoire intestinal pathogener Escherichia coli

	6.4 Adhäsion von Escherichia coli auf Epithelzellen
	6.5 Adhäsionsmuster
	6.5.1 Adhäsionsmuster kommensaler Escherichia coli
	6.5.2 Adhäsionsmuster pathogener Escherichia coli

	6.6 Adhäsion in Abhängigkeit der Wirtsarten der Escherichia coli-Isolate
	6.7 Zytotoxizität von Escherichia coli
	6.8 Schlussfolgerung und Ausblick

	7. Literatur
	8. Anhang
	8.1 Abkürzungen
	8.2 Tabellen
	8.3 Abbildungen
	Danksagung
	Eidesstattliche Erklärung




