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Zusammenfassung

Stenotrophomonas maltophilia 1ist eine ubiquitdr verbreitete und &duBerst vielseitige
Bakterienspezies. Als opportunistisches Pathogen ist das Bakterium in der Lage bei
immungeschwichten Patienten schwere Infektionen hervorzurufen. Faktoren, die zur Virulenz
von S. maltophilia beitragen, wurden bislang nur wenig untersucht.

Um das Virulenzpotential der Spezies S. maltophilia zu charakterisieren, wurde die genetische
und physiologische Mikrodiversitit von S. maltophilia im Zusammenhang mit klinisch
relevanten Faktoren untersucht. Kandidaten fiir neue Virulenzgene wurden in diesem
Zusammenhang beschrieben und weitergehend untersucht.

Eine Genotypisierung der Spezies wurde mittels rep-PCR Fingerprinting und einer
Sequenzanalyse des gyrB-Gens durchgefiihrt. Die Basis dafiir war eine S. maltophilia
Stammsammlung von 167 Isolaten aus dem klinischen Milieu sowie natiirlichen Boden-
Wasser- und Flusssedimentproben, entnommen aus unterschiedlichen Gewéssern in der
ndheren Umgebung von Karlsruhe. Es war moglich, die Isolate mittels rep-PCR in 12
genetische Subgruppen zu unterteilen und anhand der Sequenzierung des gyrB-Gens 10
genetische Gruppen zu unterscheiden, welche groBtenteils bestimmten Okotypen zugeordnet
werden konnten. An einer exemplarischen Auswahl von Isolaten aus den jeweiligen Gruppen
wurde das Potential zur Produktion virulenzrelevanter Sekundidrmetabolite, die Motilitdt und
das Potential zur Biofilmbildung untersucht. Fast alle S. maltophilia Isolate waren in der
Lage, Sekundédrmetabolite wie Proteasen, Hadmolysin und Siderophore zu produzieren.
Hinsichtlich ihrer Motilitdt und Biofilmbildung konnten deutliche Unterschiede aufgezeigt
werden, die aber nicht mit bestimmten Genotypen korrelierten. Das Virulenzpotential wurde
in einem Amobenmodell mit Dictyostelium discoideum und Acanthamoeba castellanii
evaluiert. Eine erhohte Virulenz gegeniiber D. discoideum konnte bei zwei genetischen
Gruppen beobachtet werden, aber nur eine dieser Gruppen zeigte auch Virulenz gegeniiber
A. castellanii. Diese teilweise abweichenden Ergebnisse in der Virulenz und die Tatsache,
dass Stimme die bereits als virulent getestet wurden im Amobenmodell als nicht virulent
eingestuft wurden, zeigten die Grenzen dieses Virulenznachweises auf. Eine weitergehende
Analyse von Virulenzfaktoren benétigt ein komplexeres Modell, das vergleichbar mit dem
Menschen als Wirt ist.

Anhand des Genomvergleichs von fiinf S. maltophilia Stimmen konnten potentielle Virulenz-
und Antibiotikaresistenzgene identifiziert werden. Es zeigte sich, dass alle S. maltophilia
Isolate ein vergleichbar hohes Potential fiir Antibiotikaresistenzen besal3en. Ebenso wiesen

alle Isolate das gleiche genetische Grundpotential zur Ausprdgung von Virulenzfaktoren auf.
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Die dargestellte genetische Charakterisierung von Virulenzdeterminanten kann in Zukunft als
Ausgangspunkt fiir die Erstellung von Klonbanken genutzt werden.

Als Kandidaten fiir neue Virulenzgene wurden ein Typ-6-Sekretionssystem sowie Gene fiir
zwel Proteine der RTX (repeats in toxin)-Familie ndher charakterisiert. Der Vergleich
konservierter Doménen legt die Vermutung nahe, dass es sich bei den RTX-Proteinen um ein
Hamolysin und eine Protease, die das Hamolysin aktiviert, handelt. Ihre Genexpression
konnte in verschiedenen Medien, die Nahrstoffe aus Serum, Blut oder Urin zur Verfligung
stellten, nachgewiesen werden. Das Vorkommen der RTX-Gene konnte nur bei einem
S. maltophilia Tsolat nachgewiesen werden, daher konnten sie als Ursache der Virulenz
gegenliber Amdben ausgeschlossen werden. Ein Vorkommen des Typ-6-Sekretionssystems
konnte bei 16 % der untersuchten S. maltophilia Isolate nachgewiesen werden. Diese waren
aber nur zum Teil virulent gegeniiber Amoben und kamen daher in diesem Modell nicht als
allgemein giiltiger Virulenzfaktor in Frage.

Mit der vorliegenden Arbeit konnte eine Basis fiir die taxonomische Eingliederung von
S. maltophilia in verschiedene Subgruppen geschaffen werden. Eine Bestandsaufnahme
genetischer und physiologischer Faktoren, die zur Antibiotikaresistenz und Virulenz der
Bakterienspezies fithren konnen, kann als Grundlage fiir weitergehende Untersuchungen

verwendet werden.
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Abstract

Stenotrophomonas maltophilia is a highly versatile species, which is ubiquitously distributed
in the environment. As an opportunistic pathogen, the bacterium is capable to cause severe
infections in immunocompromised patients. Factors, influencing the virulence of
S. maltophilia have been rarely described so far.

To characterize the virulence potential of S. maltophilia, the genetic and physiologic
microdiversity was described in the context of clinically relevant factors. Moreover,
candidates for novel virulence genes were described and further analyzed.

The intraspecies diversity of S. maltophilia was elucidated by means of two different
genotyping methods, rep-PCR fingerprinting and gyrB-gene sequencing. A strain collection of
167 isolates from clinical and environmental specimen (soil, freshwater and sediments from
different surface water sources around Karlsruhe) was analyzed. Rep-PCR fingerprinting
revealed 12 genetic subgroups, while gyrB-gene sequencing distinguished 10 subgroups. Both
typing methods revealed a similar group composition, with some of the groups representing
different ecotypes.

The potential for the production of virulence associated secondary metabolites, the motility
properties and the potential for biofilm formation were analyzed on a subset of 51 isolates,
representative for the genetic groups. Nearly all S. maltophilia strains were able to produce
secondary metabolites, such as proteases, hemolysins and siderophores. However, they
showed significant differences in motility and biofilm formation, which did not correlate with
the genotype.

The virulence potential of S. maltophilia was tested in an amoeba model with Dictyostelium
discoideum and Acanthamoeba castellanii as hosts. Increased virulence towards
D. discoideum was detected for two S. maltophilia genogroups, whereas only one group
showed virulence towards A. castellanii. Several strains, involved in human infections, did
not show any virulence against amoeba. These discrepancies revealed the limits of this model.
Further analysis of virulence factors will need more complex models, which better resemble
infections in a human host.

Based on the genome comparison of five S. maltophilia strains, it was possible to identify
potential virulence and antibiotic resistance genes. A high potential for antibiotic resistance
was revealed for all strains. Likewise, all strains showed an equal potential for virulence. The
presented genetic characterization of virulence determinants could be used as basis for the

creation of clone banks to further analyze the impact of these factors.
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As candidates for novel virulence genes of S. maltophilia, a type-6-secretion system and two
RTX (repeats in toxin)-family proteins were characterized in more detail. A comparison of
conserved domains suggests the RTX proteins being a hemolysin and a protease which
activates the hemolysin. Their gene expression was shown in different media, containing
nutrients from serum, blood or urine. Occurrence of the RTX-genes was shown only for one
single S. maltophilia strain. Thus, they could not be attributed to the virulence mechanism
towards amoeba. The type-6-secretion system was ascertained in 16 % of the tested strains.
As only some of these strains were virulent for the amoebae, they could not be accounted as a
major virulence factor for amoeba, either.

The present study created a basis for the taxonomic classification of subtypes of
S. maltophilia. The evaluation of genetic and physiologic factors that lead to the antibiotic

resistances and virulence of S. maltophilia could be used as a basis for further studies.
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1 Einleitung

Bakterien, die geographisch ubiquitir verbreitet sind und verschiedenste Habitate einnehmen,
besitzen hdufig eine hohe Diversitdt innerhalb der Spezies. Diese physiologische und
genetische Diversitdt nahe verwandter Bakterienstimme wird unter dem Begriff
Mikrodiversitit zusammengefasst. Sie ist darauf zurlickzufiihren, dass sich Bakterien an
verschiedenste Okologische (Mikro-)Nischen anpassen konnen. Es kann zur Akquise oder
dem Verlust von Genen kommen, was letztendlich dazu fiihrt, dass ehemals klonal identische
Bakterien sich in ihren genetischen und physiologischen Auspriagungen unterscheiden
(Jaspers & Overmann, 2004; Kassen & Rainey, 2004). Anpassungen an diverse 6kologische
Nischen konnen auch dazu fiihren, dass Bakterien Faktoren adaptieren, die fiir sie nicht nur
einen Uberlebensvorteil in der Umwelt bilden, sondern die auch eine Besiedlung und
Manifestation im menschlichen Wirt ermoglichen und letzen Endes zu Infektionen fithren
konnen (Berg et al., 2005).

Als Erreger von Infektionen sind Bakterien fiir zahlreiche verschiedene Krankheitsbilder
verantwortlich. Es gibt Erreger, die bestimmte Faktoren wie Toxine und Kapseln produzieren,
die sich direkt infektios auf den Wirt auswirken. Bakterien, denen diese Faktoren fehlen,
rufen entsprechend keine Infektionen hervor. Immer wieder kommt es allerdings zu
Erkrankungen durch Bakterien, die iiberall in der Umwelt verbreitet sind, im Normalfall aber
nicht zu Infektionen fithren. Dies passiert meist, wenn der Wirt aufgrund von
Vorerkrankungen ein geschwichtes Immunsystem hat. Um diese fakultativ pathogenen
Erreger zu beschreiben, wurde der Begriff opportunistisches Pathogen gepriagt, d.h. der
Erreger ist in der Lage Substanzen zu produzieren die einem Wirtsorganismus Schaden
zufiigen konnen, 16st aber nur eine Krankheit aus, wenn er die Gelegenheit dazu bekommt
(Casadevall & Pirofski, 2007).

Faktoren, bzw. Gene, die die Virulenz von Bakterien bewirken, lassen sich hinsichtlich ihrer
Funktion unterscheiden. Als ,,wahre* Virulenzgene gelten Toxine und andere Produkte, die
den Wirt unmittelbar schadigen. Entscheidend fiir die Kolonisierung sind Adhésine, Fimbrien
und Invasine, die mit Faktoren zusammenspielen konnen, die das Immunsystem des Wirts
negativ beeinflussen, wie beispielsweise Proteasen und Cytotoxine, die auf Immunzellen
wirken. Hinsichtlich der Virulenz opportunistischer Pathogene sind hiaufig auch weitere Gene
von Bedeutung, die zur Virulenz beitragen. Darunter fallen Genprodukte, die Effektorproteine
aktivieren konnen, Mechanismen, die die Sekretion von Effektorproteinen bewirken,

Produkte, die einen Kolonisationsvorteil oder Konkurrenzvorteil gegeniiber anderen
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Mikroorganismen vermitteln und regulatorische Gene, die die Expression dieser Gene
vermitteln (Wassenaar & Gaastra, 2001).

Verschiedene Gegebenheiten konnen dazu fiihren, dass Menschen eine Immunschwiche
entwickeln. Mukoviszidose (Cystische Fibrose = CF) ist eine angeborene
Stoffwechselerkrankung, die auf eine Mutation des CFTR-Gens, das die Bildung von
Chloridkanélen in der Zellmembran ermdglicht, zuriickzufiihren ist. Defekte im CFTR-Gen
fihren zu einer unzureichenden Bronchienkldrung. Der Mucus (= Schleim) wird
weitestgehend einbehalten und bietet einen geeigneten Néhrboden fiir Bakterien (George et
al., 2009). Immunsuppressive Therapien werden zum Beispiel angewandt, damit Patienten
nach Organtransplantationen das neue Gewebe nicht abstoBen. Die Chemotherapie von
Krebsleiden stort das Immunsystem, ebenso wie eine Erkrankung mit dem humanen
Immundefizienz Virus (HIV), welches mit fortlaufender Erkrankung zu einer Schiadigung des
Immunsystems fiihrt (Corti et al., 2009). Haufig sind es opportunistisch pathogene Bakterien,
die iiberall in der Umgebung vorkommen, die den Patienten besiedeln und eine Infektion
hervorrufen konnen. Daher werden CF-Patienten meist lebenslinglich mit Antibiotika
behandelt, was im spéteren Verlauf der Krankheit hdufig zur Besiedlung der Lungen von CF-
Patienten mit antibiotikaresistenten Bakterienspezies fiihrt.

Von zunehmender Bedeutung als opportunistisch pathogene Erreger sind nicht-fermentative,
gram-negative Bakterien. Diese besitzen neben ihrem pathogenen Potential hdufig multiple
Antibiotikaresistenzen, was sie widerstandsfahiger gegeniiber Desinfektions- und
Hygienemafinahmen macht und dadurch die Behandlung des Patienten erschwert. Zu den in
den letzten Jahren am hiufigsten nachgewiesenen opportunistisch pathogenen
Bakterienspezies zdhlen, neben Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii und
Spezies des Burkholderia cepacia Komplexes, Stenotrophomonas maltophilia (Enoch et al.,
2007).

1.1 Stenotrophomonas — eine Ubersicht

Das heute als Stenotrophomonas maltophilia bekannte y-Proteobakterium wurde 1961 zum
ersten Mal von Hugh und Ryschenkow (1961) entdeckt und als Pseudomonas maltophilia
beschrieben. In dieser Studie wurden Bakterien aus Wasser, Milch, tierischem und
menschlichem Faeces sowie einigen klinischen Proben aus verschiedenen Geweben und

Korperfliissigkeiten isoliert. Alle Isolate wiesen die Besonderheit auf, Maltose statt Glukose
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zu oxidieren, daher wurde der Speziesname maltophilia (= malt, alt-engl.: Malz, philos,
griech.: Freund) gewdhlt. 22 Jahre spéter, basierend auf DNA-rRNA und DNA-DNA
Hybridisierungen sowie physiologischen Charakterisierungsmethoden, wurde Pseudomonas
maltophilia durch Swings et al. (1983) zum Genus Xanthomonas maltophilia transferiert.
Endgiiltig wurde dann von Palleroni und Bradbury (1993) der separate Genus
Stenotrophomonas (Stenos, griech.: schmal, eng; trophos, griech.: der Néhrende; monas,
griech.: eine Einheit) fiir Xanthomonas maltophilia vorgeschlagen. Mit dem Typstamm
ATCC 13637 wurde Stenotrophomonas maltophilia als erste Spezies des Genus festgelegt.
Seitdem wurden besténdig neue Spezies der Gattung Stenotrophomonas zugeordnet. Aktuell
sind S. nitritireducens (Finkman et al. 2000), S. rhizophila (Wolf et al., 2002),
S. acidaminiphila (Assih et al., 2002), S. koreensis (Yang et al., 2006), S. terrae und S. humi
(Heylen, et al., 2007), S. chelatiphaga (Kaparullina et al., 2009), S. daejonensis (Lee et al.,
2010), S. ginsengisoli (Kim et al., 2010), S. panachihumi (Yi et al., 2010) und S. pavanii
(Ramos et al., 2011) bekannt. Die von Drancourt et al. (1997) beschriebene Spezies
Stenotrophomonas africana wurde von Coenye et al. (2004°) als Synonym fiir S. maltophilia
zuriickgestuft. Die als S. dokdonensis beschriebene Spezies (Yoon et al., 2006) wurde von
Lee et al. (2008) als Pseudoxanthomonas dokdonensis reklassifiziert. In einem
phylogenetischen Baum (Abbildung 1), basierend auf 16S rRNA Gen Sequenzen der

Stenotrophomonas spp. sind die Sequenz-Distanzen der Spezies zueinander zu sehen.
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Abb. 1: Phylogenetischer Baum basierend auf den 16S rRNA Sequenzen der Stenotrophomonas Typstimme
(p-Distanz). Pseudoxanthomonas broegbernensis wurde genutzt, um den Baum zu wurzeln. Der Baum wurde
konstruiert unter Benutzung des Neighbour Joining Algorithmus. Bootstrap-Werte iiber 50 %, ausgehend von

1000 Wiederholungen, sind an den Asten angegeben.
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1.2 Morphologische und physiologische Charakteristika von S. maltophilia

S. maltophilia ist ein nicht-fermentierendes gram-negatives Stdbchenbakterium. Es lebt
fakultativ anaerob und ist in der Lage Kohlenhydrate unter anoxischen Bedingungen iiber den
Pentosephosphatweg und den Entner-Doudroff Weg abzubauen. Es bildet keine Sporen aus.
Die Zellen sind meist 0,5 bis 1,5 pm lang und gerade bis leicht gekriimmt. Sie sind beweglich
aufgrund von mehreren polaren Flagellen. Die Bakterien wachsen bei Temperaturen von 5 °C
bis 37 °C, wobei die optimale Wachstumstemperatur bei 30 °C liegt. Sie wachsen auf einem
breiten Spektrum an Medien (u.a. MacConkey, Miiller-Hinton, Blut Agar) und bilden meist
gelbliche, zum Teil braunliche bis graue Kolonien (Abb. 2). Fiir einige Stimme ist bekannt,
dass sie Methionin und/oder Cystein auxotroph sind (Denton & Kerr, 1998; Ny¢ &
Matéjkova, 2010).

Abb. 2: S. maltophilia Stamm 4.1; B-himol ytische Kultur auf Blutagar.
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1.3 Vorkommen und Eigenschaften von S. maltophilia in der Umwelt

S. maltophilia ist ubiquitdr in der Umwelt verbreitet. Haufig findet man sie im Boden, wo sie
insbesondere die Rhizosphére verschiedener Pflanzenarten kolonisieren (Berg et al., 2005).
Ebenso finden die Bakterien weite Verbreitung in Gewidssern wie Fliissen und Seen, in
Brunnen sowie im Abwasser, aber auch in marinen Gewissern (Denton & Kerr, 1998;
Hagstrom et al. 2000). Insbesondere durch die Mdglichkeit der Ubertragung aus der Umwelt
in ein klinisches Milieu wurde S. maltophilia als Trinkwasserkeim beobachtet (Squier et al.
2000). Auch aus zahlreichen Nahrungsmitteln wie tiefgekiihltem Fisch, Milch, Hiihnereiern
und Lammfleisch konnte S. maltophilia isoliert werden (Denton & Kerr, 1998).

Einige S. maltophilia Stimme weisen ein hohes Potential zur biotechnologischen
Nutzbarmachung auf. Sie sind in der Lage, Xenobiotika wie PAHs (polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe), BTEX (Benzol, Toluol, Ethylbenzol, Xylol), p-Nitrophenol
und 4-Chlorphenol abzubauen (Ryan et al., 2009). Dariiber hinaus produziert S. maltophilia
Chitinasen, wodurch sie zum Chitin-Abbau in kontaminierten Boden eingesetzt werden kann
(Krsek & Wellington, 2001). Auf die Produktion von Chitinase ist auch die fungizide
Wirkung von S. maltophilia zuriickzufiihren, was in der industriellen Produktion von
Chitinase oder zum direkten Einsatz von Stenotrophomonas als Biokontrollorganismus

genutzt werden kann (Kobayashi et al., 2002; Khan et al., 2010).

1.4 S. maltophilia als nosokomiales Pathogen

Als opportunistischer Krankheitserreger gewann S. maltophilia in den letzten 15 Jahren
zunehmend an Bedeutung. Insbesondere im Zusammenhang mit im Krankenhaus erworbenen
Infektionen ist S. maltophilia zu einem immer grofleren Problem geworden. Bei Patienten mit
lingeren Krankenhausaufenthalten auf Intensivstationen besteht erhdhte Gefahr, nicht zuletzt,
da Antibiotika-Multiresistenzen eine Behandlung erschweren. Betroffen sind in erster Linie
schwer immungeschddigte Patienten, CF-Patienten oder HIV-Infizierte. AuBerhalb des
Krankenhausmilieus erworbene S. maltophilia Infektionen sind selten, treten aber gelegentlich

auf (Falagas et al., 2009).

Im Rahmen des SENTRY Antimicrobial Surveillance Programms wurden {iber einen

Zeitraum von flinf Jahren (1997-2001) etwa 18.500 nicht-fermentierende gram-negative
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Bakterien aus Krankenhdusern weltweit isoliert und charakterisiert. Dabei wurde
S. maltophilia als dritthdufigster Erreger mit 8 % aller Isolate, nach Pseudomonas aeruginosa
mit 64,5 % und Acinetobacter spp. mit 18,7 %, identifiziert (Jones et al., 2003). In einer
aktuellen Studie von 2010, die das Vorkommen von nicht-fermentierenden, gram-negativen
Bakterien in Krankenhdusern in Frankreich tiber einen Zeitraum von 6 Monaten untersuchte,

gehorte S. maltophilia mit 38 % zu den am hiufigsten vorkommenden Arten (Jacquier et al.,
2011).

Als Kontamination wurde S. maltophilia haufig aus Infusionslosungen, sterilisiertem Wasser,
Desinfektionslosungen und Trinkwasser in Kunststoffflaschen isoliert (Spencer, 1995;
Wilkinson & Kerr, 1998). Infektionswege iiber Katheter, Geréte zur kiinstlichen Beatmung
oder andere invasive Apparaturen werden vermutet. Dabei spielt die Moglichkeit zur
Biofilmbildung auf der Oberflidche dieser Apparaturen eine grof3e Rolle (Passerini de Rossi ef
al., 2007). Ein hoheres Risiko fiir Infektionen wurde nach Langzeittherapie mit
Breitbandantibiotika beobachtet (Paez & Costa, 2008). S. maltophilia besitzt durch seine
intrinsische ~ Antibiotika-Multiresistenz ~ anderen = Bakterienarten  gegeniiber  einen
Kolonisationsvorteil (Graff & Burns, 2002; Apisarnthranarak et al., 2003; Meyer et al., 2006).
Die Dauer der Antibiotikatherapie hat maligeblich Einfluss auf den Ausgang der Krankheit
(Nseir et al., 2006). Mukoviszidose-Patienten, die aufgrund ihrer Anfélligkeit fiir bakterielle
Infektionen hiufig liber lange Zeitrdume hinweg mit Antibiotika behandelt werden, sind daher

eine besonders gefdhrdete Gruppe (Talmaciu et al., 2000).

Zahlreiche Arten von Infektionen wurden fiir S. maltophilia beschrieben. Dabei treten am
hiufigsten Pneumonien, Infektionen des Blutkreislaufs, Harnwegsinfekte und entziindete
Wunden auf. Seltener kommen Infektionen von Haut, Knochen und Gelenken sowie
Entziindungen der Augen, des Gastrointestinaltraktes und des Nervensystems vor (Looney ef
al. 2009). Der Zustand des Patienten vor der Infektion ist meist maB3geblich fiir den Ausgang
bzw. die Schwere der Krankheit (Pacz & Costa, 2008).
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1.5 Diversitiat von S. maltophilia

S. maltophilia zeichnet sich durch eine hohe Diversitdt innerhalb der Spezies aus. Bereits ein
Vergleich der 16S rRNA Gensequenz, welche in der Regel fiir eine Spezieszuordnung
herangezogen wird, zeigt eine Untergliederung in zwei Gruppen. Eine grole Gruppe, erfasst
den Hauptanteil der S. maltophilia Isolate. Eine davon abgegrenzte Gruppe E2, die von
Minkwitz & Berg (2001) beschrieben wurde, beinhaltet nur Umweltisolate (Vgl. Abb. 1 16S
rRNA phylogenetischer Baum). In einer gro3 angelegten Studie charakterisierten Hauben et
al. (1999) iiber 100 Stenotrophomonas lIsolate mittels AFLP (dmplified Fragment Length
Polymorphism)-Fingerprinting. Daraus resultierte eine FEinteilung in 10 verschiedene
genetische Subgruppen. Eine Zuordnung von Stenotrophomonas Isolaten zu vergleichbaren
Gruppen konnte durch Coenye et al. (2004") gezeigt werden. Mittels einer RFLP (Restriktions
Fragment Lingen Polymorphismus) Analyse des gyrB Gens von 191 S. maltophilia Isolaten
iberwiegend klinischen Ursprungs wurde eine Unterteilung in 9 genetische Gruppen
unternommen. Das gyrB-Gen codiert fiir die ATP-Domdne des Enzyms DNA-Gyrase,
welches essentiell fiir die DNA-Replikation ist. Insbesondere lag in dieser Studie das
Augenmerk auf Isolaten von Mukoviszidose-Patienten. Diese waren vorwiegend zwei
Gruppen zuzuordnen. Zwei jiingste Studien am Freiburger Universitdtsklinikum unternahmen
eine genetische Charakterisierung basierend auf MLST (Mulitlocus Sequence Typing). Sie
konnten die von Hauben et al. (1999) charakterisierten Gruppen bestétigen und beschrieben
selber fiinf weitere Gruppen. Diese Zuordnung wurde durch MALDI-TOF (Matrix Associated
Laser Desorption/lonisation - Time of Flight) Analysen an einer Auswahl an Isolaten bestétigt

(Kaiser et al., 2009; Vasileuskaya-Schulz et al., 2011).

Trotzt verschiedener Ansidtze zur genetischen Differenzierung von S. maltophilia gibt es
weiterhin Bedarf an Methoden zur schnellen und kostengiinstigen Identifikation,
Klassifizierung von Subtypen innerhalb der Spezies und Einschitzung ihres
Gefahrenpotentials. Ein Okotyp, der scheinbar kein Potential zur Kolonisation von
menschlichen Wirten aufweist, lie sich nur im Fall der von Minkwitz & Berg (2001)
charakterisierten Gruppe E2 zuordnen. Tendenzen, dass einige Stamme ein verstirktes
Potential besitzen, die Atemwege von Mukoviszidose-Patienten zu kolonisieren und auch

bestimmten genetischen Subgruppen zuzuordnen sind, miissen bestétigt werden.
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1.6 Das Genom von S. maltophilia

Das erste vollstdndig sequenzierte Genom von S. maltophilia wurde von Crossman et al.
(2008) publiziert. Stamm K279a wurde aus einer Blutkultur eines &dlteren ménnlichen
Patienten, der aufgrund einer Krebserkrankung einer Chemotherapie unterzogen wurde,
isoliert. Das Genom besteht aus einem einzelnen zirkuldren Chromosom mit einer Gréf3e von
4.851.126 bp und einem mol % GC-Gehalt von 66,7%. Es zeigte sich, das K279a eine hohe
Kapazitit fiir Resistenzen gegeniiber Antibiotika und Schwermetallen besitzt, was u.a. auf das
Vorkommen von neun verschiedenen RND (resistance nodulation division) Effluxpumpen
zuriickzufiihren ist (vgl. 1.7 Antibiotikaresistenzen). Eine Reihe von Genen fiir Pili, Fimbrien
und Flagellen wurde beschrieben, ebenso wie Sekretionssysteme und extrazellulire Proteine,
die potentiell zur Virulenz des Organismus beitragen (vgl. 1.8 Virulenzfaktoren).

Das zweite vollstindig sequenzierte Genom von S. maltophilia, R551-3, wurde im Rahmen
einer Charakterisierung endophytischer Bakterien bei Pappeln von Taghavi et al. (2008)
publiziert. R551-3 wurde aus der Wurzel der Pappel Populus trichocarpa isoliert. Das Genom
st mit 4.573.969 bp etwas kleiner als das von K279a, der mol % GC Gehalt von 67% ist etwa
gleich. Ein Vergleich der beiden Genome durch Rocco et al. (2009) zeigte eine hohe
Ubereinstimmung. Bei beiden wurden allerdings auch ca. 40 genomische Inseln identifiziert,
die fiir Proteine, welche eine Interaktion mit der Umgebung vermitteln, codieren. Als
Beispiele = widren  Transmembranproteine, = Hidmagglutinine, = Komponenten  von
Sekretionssystemen sowie Effluxpumpen zu nennen.

Im Weiteren steht noch die Genomsequenz von Stenotrophomonas sp. SKA14 als ,,draft-
(engl.: Entwurf, Gerlist) Genom zur Verfiigung. Dabei handelt es sich um ein marines
Bakterium, das im Rahmen einer Diversitdtsbestimmung von marinem Bakterioplankton
isoliert wurde (Hagstrom et al., 2000). Gemil der 16S rRNA Gensequenz ist die Spezies mit
98,8 % Ubereinstimmung S. maltophilia zuzuordnen. In einer Studie, welche die Hiufigkeit
von Virulenzgen-Homologen in marinen Bakterien zeigt, wurden bei SKA14 ein Typ5- und

ein Typ6-Sekretions-System beschrieben (Persson et al., 2009).
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1.7 Antibiotikaresistenzen von S. maltophilia

Ein grofles Problem fiir die Therapie von S. maltophilia ist, dass viele Stimme gegen eine
Reihe verschiedener Antibiotika resistent sind. Dazu gehoren Breitband f-Lactam Antibiotika
wie Carbapeneme und Aminoglycoside, Macrolide, Tetracycline, Chloramphenicol und z.T.
Chinolone. Verschiedene Faktoren und Mechanismen, wie eine geringe Permeabilitit der
Zellmembran, das Vorhandensein von aktiven Effluxpumpen und die Expression von
Enzymen, die Antibiotika inaktivieren konnen, sind verantwortlich fiir diese Vielzahl an
Resistenzen.

Einen groflen Anteil haben dabei die sog. Multidrug Effluxpumpen. Dabei handelt es sich um
aktive Membrantransportsysteme, die liber einen Kationengradienten oder die Hydrolyse von
ATP ein breites Spektrum an antimikrobiellen Substraten und Schwermetallen aus der Zelle
exportieren konnen (Poole, 2004). Zwei Multidrug Effluxpumpen SmeDEF und SmrA
wurden bereits charakterisiert (Alonso & Martinez, 2000 und 2001; Al-Hamad et al., 2009).
Dariiber hinaus wurden im Genom von S. maltophilia K279a sechs weitere potentielle
Effluxtransporter des RND (resistance nodulation division) Typs anhand der Sequenz-
Homologie zu SmeDEF beschrieben, wobei deren tatsdchliche Expression und

Zusammenhang mit Resistenzen gegen Antibiotika noch nachzuweisen ist.

Resistenz gegen B-Lactame wird auf die induzierte Expression der B-Lactamasen L1 und L2
zuriickgefiihrt, die B-Lactame durch Hydrolyse inaktiviert. Bei S. maltophilia liegen diese
sowohl chormosomal als auch plasmidgebunden vor (Avison et al., 2000, 2001 & 2002).
Ferner wurden auch die Aminoglycosidresistenzgene aac(6°)-1z und aph(3 ‘)-Ilc identifiziert.
Dabei codiert das aac(6)-Iz Gen eine 6°-N-Acetyltransferase, die in der Lage ist, viele
klinisch relevante Antibiotika aufler Gentamicin zu modifizieren (Lambert et al., 1999).
Aph(3°)-Ilc, welches bei S. maltophilia K279a nachgewiesen wurde, codiert fiir eine
Aminoglycosid Phosphotransferase, welche Auswirkungen auf die Resistenzen gegen
Neomycin, Butirosin, Paromomycin und Kanamycin zeigt (Okazaki & Avison, 2007). Das
spgM Gen codiert eine Phosphoglucomutase. S. maltophilia Mutanten ohne das spgM Gen
zeigten eine moderate Reduktion der Resistenz gegeniiber Nalidixinsdure, Gentamicin,

Vancomycin und Polymixin B und E (McKay et al., 2003).

Das bei S. maltophilia DA57R identifizierte Resistenzgen mphBM codiert fiir eine Makrolid
Phosphotransferase, die in Zusammenhang mit der Resistenz gegen Erythromycin steht

(Alonso et al., 2000). Das Chinolon-Resistenzgen Smgnr liegt bei verschiedenen
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S. maltophilia Isolaten in verschiedenen Variationen vor. Diese codieren Pentapeptid Repeat
Proteine, die eine Chinolonresistenz auf geringem Level vermitteln, indem sie DNA-Gyrase

und Topoisomerasen vor Inhibition schiitzen (Shimizu et al., 2008; Gordon et al., 2010).

Eines der am hiufigsten angewandten Antibiotika bei diagnostizierter S. maltophilia Infektion
ist ein Trimethoprim/Sulfamethoxazol-Kombipriparat (Co-Trimoxazol oder SXT). In jlingster
Zeit wurden zunehmend SXT-resistente S. maltophilia Stimme dokumentiert. Der Anteil an
resistenten Isolaten wird auf ca. 5 % geschétzt. Resistenzen werden auf ein Zusammenspiel
der Gene sull, sul2 und drfA zuriickgefiihrt. Eine Gefahr ist, dass die Resistenzen
weitergegeben werden konnen, da diese Resistenzgene z.T. auf Plasmiden zu finden sind und
hiufig mit Klasse-1-Integrons ins Chromosom eingebaut werden (Barbolla et al., 2004;

Toleman et al., 2007; Hu et al., 2011).

Die meisten Studien zu Antibiotikaresistenzen von S. maltophilia sind auf klinische Stimme
fokussiert, nur wenige haben bisher klinische und Umweltisolate vergleichend betrachtet
(Berg et al., 1999). Mogliche Zusammenhinge von Antibiotikaresistenzen, dem jeweiligen

Habitat und der Klassifizierung der Bakterien wurden noch nicht weitergehend analysiert.

1.8 Virulenz von S. maltophilia und diese beeinflussende Faktoren

Faktoren, die zur Virulenz von S. maltophilia beitragen, sind noch wenig untersucht. Eine
Reihe mutmaBlicher Virulenzfaktoren sind zwar bekannt, noch ist aber unklar, wie und in
welchem Ausmall sie tatsichlich fiir eine Infektion bei immunschwachen Personen
verantwortlich sind. Ferner ist nur wenig dariiber bekannt, ob sich S. maltophilia Isolate aus
verschiedenen Habitaten in ihren Virulenzeigenschaften unterscheiden, d.h. ob es moglich ist,
Isolate von Mukoviszidose-Patienten und andere Patientenisolate oder Umweltisolate auf

physiologischer Ebene zu differenzieren.

1.8.1 Primiire Adhision und Biofilmbildung

Als ein moglicher Ausgangspunkt fiir die Kolonisation von Patienten mit S. maltophilia wird

eine vorhergehende Kolonisation/Biofilmbildung auf invasiven medizinischen Vorrichtungen,

wie z.B. Kathetern oder Beatmungsgeriten, angenommen. Oft wird in diesem Zusammenhang



1 Einleitung | 12

auch von VAP (ventillator associated pneumonia = mit Beatmungsgeriten verbundene
Pneumonie) und CVC (central venous catheter = zentraler Venen Katheter)-Pneumonie
gesprochen (Weber et al., 2007; Boktour ef al., 2006). Ein verstérktes Potential zur Adhédsion
von S. maltophilia an Glas und Teflon wurde von Jucker ef al. (1996) beschrieben. Sie stellten
fest, dass S. maltophilia im Gegensatz zu den meisten anderen Bakterien bei physiologischem
pH eine leicht positiv geladene Oberfliche haben, was ihnen eine Adhidsion an negativ
geladene Oberflichen erleichtert. Wichtig fiir die Adhésion an Oberflichen sind Flagellen und
Pili. De Oliveira-Garcia et al. (2002) charakterisierten die Expression von einer bis mehreren
polaren Flagellen und Flagellen dhnlichen Strukturen und vermuteten deren Anteil an der
Adhision an Plastikoberflachen. In einer spéteren Studie untersuchten de Oliveria-Garcia et
al. (2003) die Bildung von Fimbrien bei S. maltophilia und zeigten die Beteiligung des
SMF-1 Fimbrins an der Adhésion an abiotischen Oberflichen sowie an Epithelzellen.

In verschiedenen Studien wurde das Biofilmbildungspotential von meist klinischen Isolaten
untersucht. Deutliche Unterschiede bei der Biofilmbildung auf verschiedenen abiotischen
Materialien wurden beobachtet, wobei eine positive Korrelation mit der durch Pili
vermittelten Bewegungsrate ,, Twitching™ und der Biofilmbildung auf Polypropylen bestand
(Passerini de Rossi et al., 2007; Pompilio et al., 2008). Bei der Untersuchung von Adhésion
und Biofilmbildung an bronchialen Zellkulturen zeigte sich, dass S. maltophilia in
verschiedenem Maf} an IB3-1 Bronchialzellen adhérieren kann. Ebenso ist eine Invasion der
Zellen zu einem geringen Anteil (1-5 % der Zellen) moglich. Flagellen sind an der

Zelladhision beteiligt (Pompilio et al., 2008).

1.8.2 Potentielle Virulenzfaktoren

Einige S. maltophilia Staimme sind generell in der Lage, Enzyme und andere extrazelluldre
Komponenten zu produzieren, die Anteil an Virulenzreaktionen hdtten. Welche Stoffe
allerdings unter welchen Bedingungen produziert werden, unterscheidet sich bei
verschiedenen Vertretern der Spezies. Nachgewiesen wurde fiir einige S. maltophilia Isolate
eine Produktion von Hamolysinen, Proteasen, Lipasen und Lecithinasen. Diese Isolate hatten
auch einen cytotoxischen Effekt auf verschiedene Zellkulturen (Figueirédo et al., 2006).
Weitere extrazellullire Substanzen, bei denen vermutet wird, dass sie einen Anteil an der
Virulenz haben, da sie bei anderen bakteriellen Spezies als Virulenzfaktoren gelten, sind EPS

(Exopolysaccharide) und LPS (Lipopolysaccharide) sowie Siderophore (Chibber et al., 2008).
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Ein System zum Signalaustausch zwischen den Zellen hat signifikanten Einfluss auf die
Expression dieser extrazelluldren Substanzen. Bei S. maltophilia liegt ein DSF (diffusible
signal factor)-abhidngiges Signalsystem vor, dhnlich wie es fiir das Pflanzenpathogen
Xanthomonas campestris bekannt ist (Fouhy et al., 2007).

S. maltophilia produziert eine alkaline Serinprotease (StmPrl), bei der bekannt ist, dass sie
beim Menschen Proteine aus Serum und Bindegewebe abbauen kann (Windorst ef al., 2002).
Sowohl das StmPrl, als auch die spiter beschriebenen StmPr2, StmPr3 und StmPr4 Gene,
liegen in verschiedenen Variationen bei Stenotrophomonas vor (Nicoletti et al., 2011;
Ribitsch et al., 2011). Ferner ist das Fimbrin (SMF-1) nicht nur fiir Biofilmbildung und
Zelladhésion, sondern auch fiir Agglutination von Erythrozyten verantwortlich (de Oliveria-
Garcia et al., 2003). Als erstes potentielles Toxin von S. maltophilia wurde ein dem zonula
occludens Toxin von Vibrio cholerae dhnliches Gen (zot) auf einem Phagengenom bei einigen
Isolaten klinischer Herkunft entdeckt (Hagemann ef al., 2006).

Die vollstindige Sequenzierung des S. maltophilia K279a Genoms bestitigte die
vorausgehenden Beobachtungen. Das Gen fiir die extrazellulire Protease StmPrl ist
vorhanden. Pili und Fimbrien, u.a. das Smf-1 fimbriale Operon, wurden nachgewiesen. Ferner
codiert K279a eine nicht-hdimolytische Phospholipase C (PIcN1) ebenso wie Enzyme der
Phospholipase D Familie. Ein tadE &hnlicher Gen-Cluster sowie Typ-IV-Pili, welche hohe
Ahnlichkeiten mit dem ,,Giant Cable Pilus* aufweisen, der als wichtiger Virulenzfaktor von
Burkholderia cepacia gilt, wurden gefunden. Es wurden Himagglutinine der YadA Protein
Familie, wie sie bei Yersinia vorkommen, und filamentése Hamagglutinine, die bei Bordetella
pertussis fir Adhédsion und Verbreitung in den Atemwegen wichtig sind, beschrieben

(Chrossman et al., 2008).

1.8.3 Sekretionssysteme

Einen weiteren wichtigen Anteil an der Virulenz von gram-negativen Bakterien haben die
Sekretionssysteme. Diese konnen neben der generellen Sekretion von Exoproteinen auch
virulente Effektormolekiile wie Proteine, Enzyme oder Toxine aus der Zelle heraus, oder
direkt in das Cytosol einer Wirtszelle hinein transportieren. Ein genereller Sekretionsweg
(Sec) besteht aus einem Membranprotein-Komplex (SecEYGDF) und einer Cytosol-
Komponente (SecA), wobei das Protein als Vorstufe sekretiert wird und erst nach Abspaltung

eines Signalpeptids seine rdaumliche Konformation einnimmt. Daneben gibt es die Twin-
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Arginin Translokation (Tat), bei der vollstindig gefaltete Proteine aus der Zelle exportiert
werden. Diese generellen Sekretionssysteme kommen bei vielen Bakterienspezies vor und
sind nicht nur auf die Sekretion von virulenzrelevanten Proteinen beschriankt. Die Haupttypen
der Sekretionssysteme bei gram-negativen Bakterien werden in die Typen 1 (T1SS) bis 6
(T6SS) unterteilt. S. maltophilia K279a besitzt Gene, die fiir Typ-I, Typ-II, Typ-IV und Typ-
V Sekretionssysteme sowie ein Twin-Arginin Sekretionssystem codieren (Chrossman et al.,
2008). Die Sequenzierung von Stenotrophomonas sp. SKA14 zeigte das Vorhandensein von
Genen fir ein Typ-V und ein Typ-VI Sekretionssystem (Persson et al., 2009). Die
Sekretionssysteme unterscheiden sich in der GroBe und Funktionsweise. Das T1SS besteht
nur aus drei Proteinen, einem dulleren Membranprotein, einem Membranfusionsprotein und
einem ATP-Transporter. Das T2SS und das T5SS funktionieren in einem zweistufigen
System, das vom Sec oder Tat System abhdngig sind. Das T3SS und das T6SS koénnen mit
Hilfe von nadeldhnlichen Proteinstrukturen Effektorproteine in andere Zellen injizieren. Das
T4SS ist homolog zum bakteriellen Konjugationssystem und ist tiber Pilusdhnliche Strukturen
in der Lage DNA und Proteine in andere Zellen zu transportieren (Schlegel, 2007; Backert &
Meyer, 2006, Bleves et al., 2010).

1.9 Virulenzuntersuchungen mit Amoben als Modellorganismen

Zur Untersuchung von bakteriellen Virulenzmechanismen werden in zunehmendem Malle
Modellorganismen attraktiv, die keine Sdugetiere sind. Dabei spielen zum einen ethische
Bedenken eine Rolle, zum anderen haben nicht-Sduger Modellsysteme auch einen erheblichen
Kostenvorteil (Kurz & Ewbank, 2007).

Einer der Organismen, die wegen der leichten Kultivierbarkeit hiufig fiir
Virulenzuntersuchungen herangezogen werden, sind Amoben. Freilebende Amoben kommen
weltweit in vielen Habitaten wie Boden, Wasser und Luft vor, wurden aber z.B. auch aus der
Nasenschleimhaut beim Menschen isoliert. Amoben erndhren sich hauptsdchlich von
Bakterien, Pilzen und Algen durch Phagozytose. Diese wiederum vollzogen ihrerseits
evolutiondre Anpassungen, um sich vor ihren Fressfeinden schiitzen zu konnen. Bei Bakterien
haben sich zwei Arten der Anpassung entwickelt. Einige Spezies sind in der Lage,
Effektorproteine in die Umgebung oder die Amdbenzelle selbst abzugeben, die toxische oder
inhibierende Wirkung auf die Amoben haben, um so nicht phagozytiert zu werden. Beispiele

dafiir sind P. aeruginosa, Vibrio cholerae oder Burkholderia spp. Andere Bakterien wiederum
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sind fahig, im Inneren der Amobenzelle zu iiberleben, zu wachsen und letztendlich die Zelle
wieder zu verlassen, wie Legionella spp. und Mycobacterium spp. (Greub & Raoult, 2004;
Steinert, 2011).

Wahrscheinlich ist, dass Mechanismen, die eigentlich zum Schutz und Uberleben vor
Amoben beitragen, auch bei Kontakt mit einem menschlichen Wirt eine Immunantwort
auslosen und somit zur Virulenzdeterminante werden konnen. Nicht zuletzt haben sich z.B.
die humanen Makrophagen aus Amodbenvorfahren entwickelt. Dies ist bei der Amobe
Dictyostelium discoideum nachzuverfolgen, deren vollstindig vorliegende Genomsequenz in
groflen Teilen konservierte Regionen mit den humanen Makrophagen gemein hat, was auf
einen gemeinsamen Vorfahren schlieBen ldsst. Virulenzmechanismen, die auf Amdben
wirken, verhelfen den Bakterien somit auch zum Schutz vor Phagozytose durch Makrophagen

(Matz & Kjelleberg, 2005; Hilbi et al., 2007; Cosson & Soldati, 2008).

1.9.1 Die Modellamdbe — Dictyostelium discoideum

Dictyostelium discoideum lebt vorwiegend im Boden und zdhlt zu den zelluldren
Schleimpilzen. Sein Lebenszyklus unterteilt sich in zwei Phasen: In der ersten Phase leben die
Zellen in amoboider Form als Einzelzellen, die sich durch Zellteilung vermehren und
Bodenbakterien als Nahrungsquelle nutzen. In der zweiten Phase, die durch Néhrstoffmangel
eingeleitet wird, sammeln sich die einzelnen Zellen auf ein chemotaxisches Signal hin (cAMP
vermittelt), um einen multizelluliren Korper auszubilden, an dessen Ende ein Fruchtkdrper
mit Sporen gebildet wird. Unter giinstigeren Bedingungen keimen daraus wieder neue
Amoben aus. Die Amoben haben auBlerdem eine sehr geringe Temperaturtoleranz. Das
Wachstum in der freien Zellphase findet nur in einem Temperaturrahmen von 20 — 25 °C statt

(Watts & Ashworth, 1970).
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Abb. 3: Lebenszyklus von Dictyostelium discoideum. Im vegetativen Lebenszyklus, der den grofiten Teil des
Lebens der Amobe einnimmt, erndhrt sich D. discoideum von Bodenbakterien und vermehrt sich durch
Zellteilung. Unter Nahrungsmangel wird der sog. ,,soziale® Zyklus eingeleitet. Im sozialen Zyklus aggregieren
tausende Amdben zu einem multizellularen Korper, der sich in Richtung einer Lichtquelle bewegt. Die Zellen
bilden einen Fruchtkdrper aus, an dessen Kopfende sich ein Sporenkorper, der Sporen freisetzt, befindet. Im
sexuellen Zyklus, der unter guten Nahrstoffbedingungen im Dunkeln stattfindet, aggregieren cAMP und
Pheromon-Signal bedingt zwei haploide Zellen zu einer Zygote. Andere Zellen, die durch diese Signale
angelockt werden, formen eine Zellulosewand um die Zellen und dienen der Zygote anschliefend als Nahrung
(Quelle: David Brown & Joan E. Strassmann iiber DictyBase.org).

Zur Untersuchung von bakterieller Virulenz wird das freie, amoboide Zellstadium von
D. discoideum genutzt. Mittels des sog. ,,Plate-killing”“-Versuchs (Vgl. Kapitel 3.1.4) ist es
moglich, das Virulenzpotential von Bakterien zu charakterisieren und zu quantifizieren.
D. discoideum wird vorwiegend in Pathogenititsuntersuchungen eingesetzt, da sie durch ihr
verhdltnismaBig kleines (34 kb), vollstindig sequenziertes, haploides Genom fiir genetische
Manipulationen zugédnglich ist (Froquet et al. 2009). D. discoideum wurde bereits erfolgreich
eingesetzt, um Infektionswege von P. aeruginosa (Pukatzki et al., 2002; Cosson et al., 2002),
Aeromonas (Froquet et al., 2007), V. cholerae (Pukatzki et al., 2006) und anderen Bakterien
(Greub & Raoult, 2004) aufzuschliisseln.

Durch Virulenzuntersuchungen von S. maltophilia mit D. discoideum wurde nachgewiesen,

dass eine Mutante des S. maltophilia Stamms D457R, welche eine Uberexpression der
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SmeDEF Effluxpumpe aufweist, geringere Virulenz im Amobenmodell besitzt (Alonso et al.,

2004).

1.9.2 Die Modellamobe — Acanthamoeba castellanii

Acanthamoeba castellanii ist eine freilebende Amdbe, die am haufigsten im SiiBwasser und
Boden vorkommt. Ebenso wurde sie aus dem menschlichen Nasen- und Rachenraum isoliert.
A. castellanii ist der einzige, opportunistisch pathogene Vertreter seiner Gattung und kann
Ausloser flir Keratitis und in selteneren Fallen auch Meningitis sein. Der Lebenszyklus von
A. castellanii besteht aus einer Wachstums- und Zellteilungsphase (Trophozoiten-Stadium)
und einer darauffolgenden, oder bei Nahrstoffmangel eingeleiteten Differenzierungsphase, der

Encystierung (Weismann, 1976; Marciano-Cabral & Cabral, 2003).

L2 h
L

REIFE ZYSTE

Abb. 4: Schematisches Diagramm des Wachstums und Differenzierungszyklus von Acanthamoeba castellanii.
Der Lebenszyklus von A. castellanii besteht aus zwei Phasen. In der Trophozoiten Phase erndhren sich die
Ambdben von Bakterien, Algen und Hefe in ihrer Umgebung und vermehren sich durch Zellteilung. Unter
Nahrungsmangel kann sich die Amobe encystieren. Bei der Excystierung kann die Amdbe die durch kleine
Offnungen in der Zysten-Wand, sog. Ostiole, die Zyste verlassen und wieder das Trophozoiten Stadium
beginnen (Quelle: Weismann, 1979; Nachdruck genehmigt).
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Ahnlich wie bei D. discoideum kann das Trophozoiten-Stadium genutzt werden, um
Virulenzmechanismen von Bakterien zu untersuchen. A. castellanii hat dabei den groBen
Vorteil, bei Temperaturen bis zu 37 °C wachsen zu kdnnen. Als Modellorganismus zur
Untersuchung der Virulenz von P. aeruginosa (Fenner et al., 2006) und Mycobacterium

kansaii (Goy et al., 2007) wurden Acanthamoeba spp. bereits erfolgreich eingesetzt.

A. castellanii wurde noch nicht fiir Virulenztests mit S. maltophilia eingesetzt. Vergleichende
Untersuchungen mit zwei verschiedenen Amoben-Modellorganismen sind bislang noch nicht

bekannt.

1.10 Next Generation Sequencing erlaubt Vergleiche des Kern- und Pangenoms von

S. maltophilia

Die Sequenzierung des Genoms von S. maltophilia K279a bestitigte das Vorhandensein von
potentiellen Virulenzgenen, die zum Beispiel fiir Proteasen, Himolysine und verschiedene
Sekretionssysteme codierten (Chrossman et al., 2008). Ein Vergleich mit dem sequenzierten
Umweltstamm R551-3 zeigte auch deutliche Unterschiede im akzessorischen Genom. So
wiesen beide sog. genomische Inseln (GEIls) auf, die verschiedene Proteine produzieren, die
fiir eine Anpassung an bzw. eine Interaktion mit der Umgebung wichtig sind (Rocco et al.,
2009). Durch Zugang zu mehreren genetischen Profilen der Spezies S. maltophilia,
insbesondere auch von Stimmen mit unterschiedlichem Virulenzpotential kann ein breiteres
Licht auf das genetische Potential dieser Spezies fallen. Von Interesse ist ein Vergleich des
Kern-Genoms, das allen S. maltophilia Stammen gemein ist, im Gegensatz zum
akzessorischen Genom, das sich fiir die verschiedenen Stimme unterscheidet. Dieses birgt das
Potential fiir Anpassungen an die verschiedenen Habitate, in denen S. maltophilia sich
entwickeln kann, wobei damit auch eine Verbreitung von Resistenz- und Virulenzgenen
einhergehen kann.

In den letzten 20 Jahren war die Sanger-Methode der Standard fiir DNA-Sequenzierung. Seit
2005 das erste kommerzielle Hochdurchsatz-Sequenziersystem, das 454 System von Roche,
auf den Markt kam, gibt es stetig anwachsende Fortschritte sowohl in der Qualitdt der
Sequenzierprodukte, als auch im Preis-Leistungsverhiltnis, das diese Technologien fiir eine
breite Masse an Anwendern zugidnglich macht. Alle Sequenziertechnologien haben eine

Gemeinsamkeit: es erfolgt massive Parallelsequenzierung von einzelnen DNA-Molekiilen
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oder klonal amplifizierten DNA-Molekiilen, die in einer Flusszelle raumlich voneinander
getrennt sind. Dabei werden Millionen kurzer Sequenzabschnitte sog. reads generiert. Mittels
einer computerbasierten Strukturanalyse konnen diese zu lidngeren Sequenzabschnitten,
contigs, zusammengesetzt werden. Im Idealfall geht dieses sog. ,,Assembling™ bis hin zu
einem vollstdndigen Chromosom.

Derzeit werden drei Methoden am héufigsten genutzt. Die 454 Technologie von Roche
benutzt das Prinzip der Ol-Emulsions-PCR in Kombination mit der Pyrosequenzier-Methode.
Das Illumina/Solexa System repliziert kurze DN A-Stiicke iiber die sog. bridge Amplifikation
und benutzt reversible Terminatoren, die mittels einer Fluoreszenz-Farbreaktion nachweisbar
sind. Das SOLiID (Supported Oligonucleotide Ligation and Detection)-System von Applied-
Biosystems erzeugt ebenfalls kurze reads basierend auf Ligation (Shendure & Ji, 2008;
Voelkerding et al., 2009). Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Illumina/Solexa

Technologie verwendet wurde, wird diese im folgenden Abschnitt genauer beschrieben.

1.10.1 Die Illumina/Solexa Technologie

Das Prinzip der Illumina/Solexa Sequenziertechnik basiert darauf, dass wihrend der DNA-
Synthese von kurzen Fragmenten eine Farbreaktion der mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markierten Terminator-Nukleotide aufgezeichnet wird. Zunichst wird die Ziel DNA in Stiicke
von mehreren 100 bp Lénge fragmentiert und repariert, so dass DNA-Fragmente mit 5°-
phosphoryilierten stumpfen Enden entstehen. Diese stumpfen Enden werden dann mit einem
3¢-Uberhang Nukleotid A versehen, damit diese an einen Adapter mit 3¢ T-Uberhang addiert
werden konnen. Die Adapter wiederum sind komplementér zu Ankermolekiilen in der
FlieBzelle, welche in hoher Dichte die Oberfliche bedecken. Die DNA-Fragmente mit dem
Ankermolekiil werden durch Hybridisierung an den Anker gebunden. Die Amplifikation der
DNA erfolgt durch die sog. ,,Briicken*-bridge Amplifikation. Dabei wird das bereits an einem
Ende ligierte DNA-Molekiil an einen benachbarten Anker ligiert. Die Adaptersequenzen
dienen auch als Primerbindestellen. Durch anschlieBende Denaturierung entstehen Cluster
von ca. 1000 Kopien einzelstringiger DNA, sog. polonies (abgeleitet von polymerase
colonies). Im niachsten Schritt kann mittels einer Kamera das Assemblieren jedes Nukleotids
nachverfolgt werden, da fiir jedes der vier Nukleotide ein in einer anderen Farbe

fluoreszenzmarkierter Terminator eingesetzt wird. Da es moglich ist, die Terminatoren nach
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jedem Schritt zu entblocken und den Fluoreszenzfarbstoff abzuspalten, konnen die Zyklen

ohne Unterbrechung aneinandergereiht werden.
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Abb. 5: Illumina Genome Analyzer Sequenzierung: Schematische Darstellung der Prozesse (Abgewandelt nach
Voelkerding et al., 2009; Nachdruck genehmigt). Fragmentierte DNA wird an Adapter ligiert, die an
Ankermolekiile binden. Vervielfiltigung in groBere Cluster erfolgt durch Briickenamplifikation der an zwei
Ankermolekiilen gebundenen DNA. Die Sequenzierung mittels Fluoreszenzreaktion der Nukleotid-Terminatoren
wird aufgezeichnet. Vor dem nichsten Zyklus werden Blockierung und Fluoreszenzmarker abgespalten.
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Wihrend beim ,,Single-Read Sequencing™ nur ein Primer flir die Amplifikation verwendet
wird, sind es beim ,,Paired-end Sequencing ein Vorwirts- und ein Riickwérts-Primer, die das
DNA-Fragment amplifizieren. Diese Methode hat den Vorteil, dass so zusétzliche
Positionsinformationen fiir die einzelnen Basen gewonnen werden, was ein spéteres
Alignment vereinfacht. Ein Problem ist, das mit ansteigender Lédnge der reads die
Genauigkeit der Methode sinkt, daher ist nur eine Amplifikation von kurzen Sequenzen
(aktueller Standard ca. 70-100 bp) moglich (Shendure & Ji, 2008; Ansorge et al., 2009;
Voelkerding et al., 2009).

Das Umschreiben der Bilddaten in Sequenzdaten, das sog. base calling, umfasst die
Lokalisierung der Cluster in einer Bildserie und die Konvertierung dieser Bilder in Sequenzen
unter Beriicksichtigung von Hintergrundsignalen, Storungen und Qualitdtsverlusten. Meist

wird dazu eine Plattform spezifische Software benutzt.

1.10.2 Computerbasierte Verarbeitung und Auswertung von Next Generation

Sequencing Datensitzen

Eine der Schwierigkeiten im Umgang mit den immensen produzierten Datensétzen ist die
Zusammensetzung der kurzen reads zu sinnvollen Einheiten. Im Idealfall konnen gesamte
Chromosomen zusammengefiigt werden. Die eigentliche sequenzierte Basenzahl ist um ein
Vielfaches hoher als die des gesamten Genoms. Durch Uberlappen der einzelnen reads kann
das Genom rekonstruiert werden. Dabei wird zwischen (i) Referenz basiertem Genom
Assembly und (i1) de novo Assembly unterschieden. (i) Wenn ein geeignetes Referenzgenom
zur Verfiigung steht, d.h. bereits Sequenzen derselben Spezies oder einer nahe verwandten
bzw. genetisch dhnlichen vorliegen, ist ein sog. reference mapping mdéglich. Dabei wird die
Assemblierung der reads an der Referenz ausgerichtet. Beispiele fiir Programme sind Mosaik
Assembler (http://bioinformatics.bc.edu/marthlab/Mosaik) oder MUMmer (Kurtz et al.,
2004). (ii) Eine andere Methode ist ein de novo Genom Assembly. Die kurzen reads werden
zu lingeren contigs assembliert. Im Idealfall entspricht ein contig einem Chromosom. Das
wird aber meist aufgrund von repetitiven Sequenzen, die an verschiedenen Stellen des
Genoms vorkommen, erschwert. Daher miissen mittels Sanger-Sequenzierung die Liicken
geschlossen werden. Einige Beispiele fiir nicht kommerzielle de novo Assembly Programme
sind SSAKE (Warren et al., 2007), AbySS (Simpson et al., 2009) und Velvet (Zerbino et al.,
2008). Eine weitere Moglichkeit ist die Kombination der Methoden. Dabei werden nach
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einem de novo Assembly die contigs auf ein Referenzgenom gemappt. Die jeweils benotigte
Software z.B. MCM (Mauve Contig Mover) steht frei im Internet erhéltlich zur Verfiigung
(Rissman et al., 2009).

Um die Rohsequenzen in auswertbare Informationen umzuwandeln, ist eine funktionelle
Annotation der Gene notwendig. Dazu muss zunichst eine Genvorhersage getroffen werden.
Die darauf basierenden hypothetischen Gene, bzw. deren Aminosduresequenzen, werden dann
mit Proteindatenbanken abgeglichen. Letztlich werden basierend auf Sequenzhomologien die
Gene annotiert (Stothard & Wishard, 2006).

Verschiedene Computerprogramme bieten vollstindig automatische Annotationssoftware,
z.B. BASys (Van Domselaar et al., 2005) an. Andere iiberlassen problematische Fille dem
Benutzter zur manuellen Annotation, z.B. SWISS-PROT (Gattiker et al., 2003). Die meisten
Systeme generieren eine automatische Annotation, die manuelle Bearbeitung erlaubt, wie

GenDB (Meyer et al., 2003) oder PUMA2 (Maltsev et al., 2006).



1 Einleitung | 23

1.11 Aufgabenstellung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte zundchst eine umfassende, repridsentative
Stammsammlung von S. maltophilia Isolaten aus dem klinischen Milieu sowie verschiedenen
Umweltumgebungen gesammelt werden. Basierend auf dieser Stammsammlung sollten
Methoden entwickelt werden, mit Hilfe derer die Einteilung der Stimme entsprechend ihrer

genetischen und physiologischen Eigenschaften moglich ist.

Die zentralen Fragestellungen hierbei waren:

1. Wie divers ist die Spezies S. maltophilia wirklich?
2. Existieren bestimmte Subspezies oder Okotypen?
3. Bestehen Unterschiede in der Pathogenitét?

4. Falls ja, was ist deren genetische Grundlage?

Zu diesem Zweck wurden verschiedene Methoden zu Genotypisierung angewandt (rep-PCR
Fingerprinting und gyrB-Gen Sequenzvergleich) und mit anderen Genotypisierungsmethoden
verglichen. Anhand der genetischen Differenzierung erfolgte eine weitere Auswahl von
Stammen, die charakteristisch fiir die definierten Subgruppen sind. Verschiedene Virulenz-
eigenschaften (extrazellulire Sekundidrmetabolite, Motilitdt und Biofilmbildung) und das
Antibiotikaresistenz-Potential wurden in verschiedenen experimentellen Ansétzen getestet.
Eine zentrale Rolle spielte dabei die Untersuchung der Virulenz der Isolate gegeniiber
Amoben, als Modell fiir die Immunabwehr, die im menschlichen Kdrper durch Makrophagen
erfolgt.

Eine zentrale Frage war, ob sich die physiologischen Eigenschaften von S. maltophilia mit
entsprechenden genetischen Gruppierungen oder Okotypen in Zusammenhang bringen lassen.
Um den genetischen Voraussetzungen der Virulenz von S. maltophilia auf den Grund zu
gehen, wurden, basierend auf den Ergebnissen der Virulenzversuche, ein nicht virulenter
Umweltstamm und ein virulenter klinischer Stamm vollstindig sequenziert. Durch einen
Genomvergleich sollten Kandidaten fiir mogliche Virulenzgene von S. maltophilia ermittelt
und untersucht werden. Um die tatsdchliche Expression einiger dieser Gene nachzuweisen,
wurde abschlieBend die Genexpression anhand der reversen Transkription der RNA zu
cDNA, mit spezifischen Primern nachgewiesen.

Eine schematische Darstellung des Arbeitsablaufes ist in Abbildung 6 gezeigt.
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Abb. 6: Schematische Ubersicht des Arbeitsablaufes: Klinische Isolate aus dem Stidtischen Klini kum Karlsruhe,
Umweltisolate aus Karlsruhe und Umgebung sowie Referenzisolate aus vorangegangenen Studien zur Diversitéit
von S. maltophilia wurden eingesetzt. Rep-PCR Fingerprinting wurde mit allen 167 Isolaten durchgefiihrt. Fiir
eine Auswahl von 98 Isolaten wurde eine weitere Genotypisierung anhand der Sequenz des gyrB-Gens
durchgefiihrt. Daraus resultierte eine Finteilung in verschiedene genetische Subgruppen. Reprisentativ fiir diese
genetischen Gruppen wurden 51 Isolate ausgewihlt, bei denen physiologische Merkmale wie Biofilmbildung,
Sekretion extrazelluldrer Proteine, Virulenz und Antibiotikaresistenz untersucht wurden. Basierend auf den
Virulenzversuchen wurden flir die vollstindige Sequenzierung des Bakteriengenoms, zwei S. maltophilia
Stimme ausgewahlt. Diese waren RAS, als nicht-virulenter Stamm und SKK35 als virulenter Stamm. Anhand
des Vergleichs mit den bereits bekannten Sequenzen der S. maltophilia Staimme K279a, R551-3 und SKA14
wurden neue Kandidaten fiir potentielle Virulenzgene identifiziert. Die S. maltophilia Stammsammlung wurde
auf das weitere Vorkommen dieser Gene hin gescreent. Genexpression in verschiedenen Medien wurde
nachgewiesen.
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2 Material

2.1 Bakterien- und Amobenisolate

Zum Zweck der genetischen und physiologischen Charakterisierung von S. maltophilia wurde
eine Stammsammlung von 167 S. maltophilia Isolaten zusammengestellt. Isolate anderer
Bakterienspezies wurden als Referenz hinzugezogen. Anhand von Co-Kultur Experimenten
mit Amoben als Modellorganismen wurden Virulenztests mit S. maltophilia Isolaten

durchgefiihrt.

2.1.1 Bakterienisolate

Eine Auflistung der S. maltophilia Isolate, die im Rahmen der vorliegenden Studie untersucht
wurden, ist in Tabelle 1 gegeben. Angegeben sind der Name des Stamms, die Isolationsquelle
und die Literaturangabe, wenn es sich um Referenzstimme handelt, die bereits in der Literatur
beschrieben wurden.

Tab. 1: Die im Rahmen dieser Studie untersuchten S. maltophilia Isolate. Isolate die neu aus der Umwelt isoliert
wurden, sind grau unterlegt. Als SKK1-56 klassifizierte Stimme wurden vom Stadtischen Klinikum in Karlsruhe
zur Verfligung gestellt und wurden im Zeitraum von einem Jahr (2007-2008) dort isoliert.

Isolat Quelle Referenz Isolat Quelle Referenz
DSM Oropharyngeal Region eines Palleroni and SKK28 Urin

50170 Krebspatienten Bradbury 1993 SKK29 Atemwegstrakt
SKK1 Wundabstrich SKK30 Urin

SKK2 Urin SKK31 Wundabstrich
SKK3 Atemwegstrakt SKK32 Atemwegstrakt
SKK4 Atemwegstrakt SKK33 Atemwe gstrakt
SKK5 Atemwegstrakt SKK34 Urin

SKK6 Venenkatheter SKK35  Geschwiir Abstrich
SKK9 Urin SKK36 Wundabstrich
SKK10 Wundabstrich SKK37 Atemwe gstrakt
SKK11 humane Blutkultur SKK38 Urin

SKK12  Wundabstrich SKK39 Kontaktlinse
SKK13 Urin SKK40 Atemwegstrakt
SKK 14 Atemwegstrakt SKK41 Wundabstrich
SKK16  Atemwegstrakt SKK42  Atemwegstrakt
SKK17 Urin SKK44 Bindehaut Abstrich
SKK18 Wundabstrich SKK45 Atemwegstrakt
SKK 19 Atemwegstrakt SKK46 Geschwiir Abstrich
SKK20 Atemwegstrakt SKK47 Geschwiir Abstrich
SKK21 Atemwegstrakt SKK49 Atemwegstrakt
SKK22  Atemwegstrakt SKK50  Atemwegstrakt
SKK23 Wundabstrich SKKS51 Atemwe gstrakt
SKK25 Urin SKK52 Atemwegstrakt

SKK27 Cervix Abstrich Fortsetzung auf der néchsten Seite
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Isolat Quelle Referenz Isolat Quelle Referenz

SKKS53 Atemwegstrakt c20 Mensch Minkwitz und

SKK54 Wundabstrich Berg, 2001

SKKS55 Atemwegstrakt c21 Mensch Minkwitz und

SKK56 Waundabstrich Be‘rg, 2901

K279a Blut eines Krebspatienten Crossman et €22 Mensch Minkwitz und
al.2008 Berg, 2001

673 Atemwegstrakt Kaiser et al. c23 Mensch Minkwitz und
2008 Berg, 2001

674 Atemwegstrakt Kaiser et al. c24 Mensch Minkwitz und
2008 Berg, 2001

675 Atemwegstrakt Kaiser et al. c25 Mensch Minkwitz und
2008 Berg, 2001

676 Atemwegstrakt Kaiser et al. LMG Sputum Hauben et. al
2008 10853 1999

677 Atemwegstrakt Kaiser et dl LMG Bindehautentziindung Hauben et. al
2008 10873 1999

680 Atemwegstrakt Kaiser et al LMG humane Blutkultur Hauben et. al
2008 10874 1999

681 Atemwegstrakt Kaiser et al. LMG Bein, Eiter Haubenet. al
2008 10991 1999

682 Atemwegstrakt Kaisor et al. LMG Bein, Geschwiir Hauben et. al
2008 10996 1999

683 Atemwegstrakt Kaiser et al LMG humane Blutkultur Hauben et. al
2008 11114 1999

685 Atemwegstrakt Kaiser et al. LMG Reisfeld Hauben et. al
2008 10879 1999

686 Atemwegstrakt Kaiser ef al. el Brackwasser Minkwitz und
2008 Berg, 2001

cl Mensch Minkwitz und e2 Brackwasser Minkwitz und
Berg, 2001 Berg, 2001

c2 Mensch Minkwitz und e4 Rhizosphire von Raps Minkwitz und
Berg, 2001 Berg, 2001

c3 Mensch Minkwitz und e7 Rhizosphire von Raps Minkwitz und
Berg, 2001 Berg, 2001

c4 Mensch Minkwitz und e8 Rhizosphére von Raps Minkwitz und
Berg, 2001 Berg, 2001

c5 Mensch Minkwitz und el3 Rhizosphire von Raps Minkwitz und
Berg, 2001 Berg, 2001

c6 Mensch Minkwitz und el9 Geocaulosphire, Kartoffel Minkwitz und
Berg, 2001 Berg, 2001

c7 Mensch Minkwitz und €20 Rhizosphire, Kartoffel Minkwitz und
Berg, 2001 Berg, 2001

c8 Mensch Minkwitz und €2l Kliranlage Minkwitz und
Berg, 2001 Berg, 2001

9 Mensch Minkwitz und €22 Klaranlage Minkwitz und
Berg, 2001 Berg, 2001

cl0 Mensch Minkwitz und e23 Augentropfen Minkwitz und
Berg, 2001 Berg, 2001

cll Mensch Minkwitz und GR3 Klirschlamm
Berg, 2001 GR4 Kldrschlamm

cl2 Mensch Minkwitz und GR5 Klarschlamm
Berg, 2001 GR6 Klarschlamm

cl3 Mensch Minkwitz und GS1 Klarschlamm
Berg, 2001 GS2 Klirschlamm

cl4 Mensch Minkwitz und GS3 Klirschlamm
Be.rg, 2901 GS5 Klarschlamm

°s Mensch I}\;mk“z/g(z) lund GS6 Klarschlamm

erg, .
GS7 Klarschla

clé Mensch Minkwitz und “rsc mm
Berg, 2001 GS8 Klarschlamm

clg Mensch Minkwitz und GS9 Klirschlamm
Berg, 2001 KS3 Kldrschlamm

cl9 Mensch Minkwitz und KS8 Kldrschlamm

Berg, 2001

Fortsetzung auf der ndchsten Seite
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Isolat Quelle Referenz Isolat Quelle Referenz
KS13 Klarschlamm NS2-6 Umwelt Minkwitz und
KS14 Klirschlamm Berg, 2001
KA24 Klirschlamm NS68 Umwelt Minkwitz und
KA41 Klirschlamm Befg, 2901
KA42 Klirschlamm NS296 Umwelt g’lmk\legg 1und
= erg,
ﬁi“ Eﬁranzge iE Eui 1.4 SiiBwasser Sediment
R “ 4.1 SiiBwasser Sediment
HA22 Kliranlage Ablauf .
NATG Khirankee Ablauf 4G SiiBwasser Sediment
NATS K]ﬁran]age Ab]auf 5.7 StiBwasser Sediment
e 2 5.8 StiBwasser Sediment
NA20 Klaranlage Ablauf _
5F17 StiBwasser Sediment
NB2 Klarschlamm _
NBI2 Khrsohia 6.7 StiBwasser Sediment
RAS K]ﬁrsc o ml:b]a F 6F2 StBwasser Sediment
.ran = e 7.4 StBwasser Sediment
RA9 Klaranlage Ablauf -
RATO Khrankee Ablauf 7.5 StBwasser Sediment
RBIG K]ﬁranh ]ag © . 7E StBwasser Sediment
"rsc o 7F StBwasser Sediment
B4 Klarschlamm _ _
B6 Klirschia 8.1 StBwasser Sediment
2 K];rsch]amm 8.5 StBwasser Sediment
"rsc o 8.6 StBwasser Sediment
F11 Klarschlamm — :
- 8E SiiBwasser Sediment
X434 Leitungswasser = _
X743 Lot 8F StBwasser Sediment
X968 I_cl ungswasser 8al StiBwasser Sediment
R551.3 P ﬂltungswassa:)r Ponil - 7 VUN PAH-kontaminierter Boden,
) .anzcngewe % opuims aghaviet al. 10010 verlassenes Fabrik gelinde
trichocarpa 2009
SKA14 Meer Hagstromet al.
2000
NSI1-5 Umwelt Minkwitz und
Berg, 2001

Neben S. maltophilia wurden auch die folgenden Bakterienspezies als Referenzisolate

eingesetzt:

Escherichia coli (ATCC 25922)

Klebsiella aerogenes

Pseudomonas aeruginosa (ATTC 27853)

Pseudomonas aeruginosa

Pseudoxanthomonas broegbernensis

Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

Stenotrophomonas acidaminiphila

Stenotrophomonas humi

Stenotrophomonas nitritireducens

Stenotrophomonas koreensis

Stenotrophomonas rhizophila

DSM 1103
DSM 2026
DSM 1117

PA14

DSM 12573
DSM 1104

DSM 13117
DSM 18929
DSM 12575
DSM 17805
DSM 14405
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e Stenotrophomonas sp. DSM 2408
e Stenotrophomonas terrae DSM 18941

o  Xanthomonas campestris pv. campestris ~ DSM 3586

2.1.2 Amoben
Als Modellorganismen zur Untersuchung der Virulenz von S. maltophilia wurden die beiden

Amobenstimme Dictyostelium discoideum Ax2 und Acanthamoeba castellanii DSM 30234

eingesetzt.

2.2 Nihrmedien und Puffer

Alle Ndhrmedien sind, wenn nicht anders angegeben, auf das Volumen von 1 1 bezogen und

mit deionisiertem Wasser (dH,O) angesetzt.

2.2.1 Allgemeine Nihrmedien

Die fiir die allgemeine Anzucht und Stammbhaltung der Bakterien und Amoben genutzten
Néhrmedien sind in Tabelle 2 aufgelistet.

Tab. 2: Liste der Verwendeten allgemeinen Nahrmedien, entweder als Fertignihrmedien oder nach Rezept.

Feststoff- oder Fliissigme dium Zusamme nsetzung

Néhrbouillon 5 g Pepton (Merck, Darmstadt, Deutschland), 3 g Fleischextrakt
(Merck), 50 g NaCl (Merck)

DEV-Néhragar Fertigndhrmedium (Merck)

Miiller-Hinton-Bouillon Fertigndhrmedium (Merck)

Miiller-Hinton-Bouillon I1 Kationen angepasst
Fertigndhrmedium (Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

Miiller-Hinton- A gar Fertigndhrmedium (Merck)

LB-Medium Fertigndhrmedium (Roth)

(Luria-Bertani)

BHI-Medium (Brain heart infusion) 1:4 mit dH,O verdiinnt; Fertigndhrmedium (Merck)

10 x M9-Salze 60 g NaH,PQO,4, 30 g KH,PO,, 5 gNaCl, 10 g NH,Cl

Fortsetzung auf der néchsten Seite
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Feststoff- oder Fliissigme dium Zusamme nsetzung

M9-Agar 20 g Agar-Agar wurden auf 850 ml mit dH,O aufgefiillt. Nach dem
Autoklavieren wurden 100 ml 10x M9-Salze, 10 ml 100 mM MgSO,
(Merck), 10 ml 10 mM CacCl, (Merck), 10 ml 2 M D-Glucose
(Merck), und 10 ml (5 mg/ml) D-/L-Methionin (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland) hinzugegeben.

HL5-Medium 5 g Trypton (Beckton Dickinson), 5 g Pepton (Merck), 5 g
Hefeextrakt (Merck), 1,2 g KH,PO4 (Merck) und 0,35 g Na,HPO,
(Merck)

Mit dH,O wurde auf 950 ml aufgefiillt;

nach dem Autoklavieren wurden 50 ml (2 M) D-Glucose (Merck)
und 300 pl Streptomycinsulfat (Roth) (Stammldsung: 300 mg/ml)

hinzugefiigt.
PYG-Medium 20 g Pepton (Merck), 1 g Hefeextrakt (Merck), 1 g Natrium Citrat
(Peptone yeast extract glucose) (Sigma-Aldrich)

Mit dH,O wurde auf 8§70 ml aufgefiillt und autoklaviert; separat
autoklaviert bzw. sterilfiltriert und anschliefend zugegeben wurden:
10 ml 0,4 M MgSO, (Merck), 10 ml 0,25 M Na,HPO,4 (Merck), 10
ml 0,25 M KH,PO, (Merck), 50 ml 0,005 M (NH)4Fell(SO,),
(Sigma-Aldrich), 50 ml 2 M D-Glucose (Merck) und 300 pg
Streptomycinsulfat (Roth) (Stammlésung: 300 mg/ml).

Sorensen-Agar 8 g KH,PO, (Merck), 1.16 g Na,HPO,4 (Merck), 20 g Agar-Agar
(Merck)

2.2.2 Selektivnidhrmedien

XMSM (Xanthomonas maltophilia selective medium)-Agar, nach Juhnke und des Jardin,
(1989), wurde zur Isolierung von S. maltophilia aus Umweltproben benutzt. Dieser
Néhrboden enthélt per Liter 10 g Maltose (Roth), 5 g Trypton (Merck), 4 ml Bromthymolblau
2 % (Merck) und 15 g Agar-Agar (Merck). Mit NaOH (Merck) wurde der pH auf 7,1
eingestellt. Nach Abkiihlen des Agars auf ca. 50 °C wurden die folgenden Antibiotika
zugegeben: 100 pg/ml Cycloheximid, 50 ng/ml Nyastin, 50 pg/ml Cephalexin, 25 pg/ml
Bacitracin, 25 pg/ml Penicillin G, 10 pg/ml Novobiocin, 30 pg/ml Neomycinsulfat und
1 pg/ml Tobramycin.
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2.2.3 Testnahrmedien

Die Untersuchung physiologischer Parameter erfolgte auf den in Tabelle 3 dargestellten

Testnhdhrboden.

Tab. 3: Liste der verwendeten Testmedien; die Angaben beziehen sich auf 1 Liter Medium.

Test-Agar Zusamme nsetzung

Swimming-Agar 10 g Trypton (Merck), 5 g NaCl (Merck), 3 g Agar-Agar (Merck)

Twitching-Agar 10 g TSB (Tryptic Soy Broth — Beckton Dickinson), 10 g Agar-Agar (Merck)
CAS-Agar 60,5 mg CAS (Sigma-Aldrich) in 50 ml H,O und 10 ml Fe(II)-Losung (1 mM FeCl;
(Chrom-Azurol-S) (Sigma-Aldrich), 10 mM HCIl) mit 72,9 mg CTAB (Cetyltrimethyl-

ammoniumbromid) (Sigma-Aldrich) in 40 ml H,O wurden unter Rithren vermischt.
Separat autoklaviert wurden 30,24 g Pipes, 100 ml 10x M9 Salze, und 15 g Agar-
Agar. Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 6,8 eingestellt.

Protease-Test-Agar 38 g Miiller-Hinton-Agar (Merck) und 60 g Magermilchpulver (Merck) in jeweils
500 ml dH,O wurden einzeln autoklaviert und nach dem autoklavieren vermischt.
Blut- Agar Fertigplatten mit 65ml/1 Hammelblut (Merck)

2.2.4 Puffer und Losungen

Als Wasch- oder Elektrophoresepuffer verwendete Losungen sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Tab. 4: Liste der verwendeten Puffer und Losungen.

Losung Zusamme nsetzung

PBS-Puffer 8 g NaCl (Merck), 0,2 g KCl (Merck), 1,44 g
Na,HPO, (Merck), 0,24 g KH,PO,4 (Merck),

in 800 ml deion. Wasser geldst, pH mit HCI auf 7,4
eingestellt, auf 1 1 aufgefiillt und autoklaviert

KCl-Waschpuffer (0,85 % w/v) 8,5 g KCl (Merck) in 1 1 dH,0 geldst

NaCl-Waschpuffer (0,9 % w/v) 9 g NaCl (Merck) in 1 1 dH,O geldst

TE-Puffer (1x) 1,21 g Tris und 0,38 g EDTA 11 dH,O gelost
(Ethylendiamintetraacetic acid) (Riedl-deHaen)

TAE (Tris-Acetat-EDTA) -Puffer (100 x) 484,4 g4 M Tris-Base (Sigma-Aldrich), 82,0 g1 M

Natriumacetat (Merck) und 37,2 g (0,1 M) EDTA
(Riedl-deHaen, Seeltze, Deutschland) wurden
eingewogen, 500 ml dH20O zugegeben und ca. 100 ml
Eisessig (Sigma-Aldrich) hinzugefiigt bis zum Losen,
der pH 8.0 wurde eingestellt, auf 1 L mit dH20
aufgefiillt und autoklaviert.

TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA) -Puffer (1x) 53,9 g Tris-Base (Sigma-Aldrich), 27,5 g Borsédure
(Merck) und 2,3 g EDTA (Riedl-deHaen) wurden in
1 1 dH,0O geldst, der pH auf 8,2 eingestellt und die
Losung anschlieBend auf ein Volumen von 5 1
aufgefiillt.
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Zur Herstellung von Antibiotikaldsungen wurden die folgenden Antibiotika in Pulverform

verwendet: Cycloheximid, Nyastin, Cephalexin, Bacitracin, Penicillin G, Novobiocin,

Neomycinsulfat, Tobramycin, Vancomycin (Roth), Gentamicin (Roth), Tetracyclin (Roth),

Norfloxacin (Sigma-Aldrich), Trimethoprim (Sigma-Aldrich) und Sulfamethoxazol (Sigma-

Aldrich). Zur Bestimmung von Antibiogrammen nach der Plattendiffusionsmethode wurden

die in Tabelle 5 aufgefiihrten Antibiotikapldttchen verwendet.

Tab. 5: Antibiotikaplittchen (Beckton Dickinson, BLL™ Sensi-Disc™ Susceptibility Test Discs).

Imipenem IMP | 10 pg
Penicillin P 10 pug
Ampicillin AM Sug
Kanamycin K 30 ug
Neomycin N 30 ug
Chloramphenicol C 30 ug
Gentamicin GM 10 ng
Ofloxacin OFX | Spg
Norfloxacin NOR | 10 pug
Triple-Sulfa SSS 0,25 pg
Trimethoprim/Sulfamethoxazol | SXT | 23,75/1,25 pg
Vancomycin VAN | 30 pg
Tetracyclin TET | 30 pg
Ciprofloxacin CIP Sug
Erythromycin E 15 pg
Novobiocin NB 30 ug

2.4 Chemikalien

e DL-Methionin (Sigma-Aldrich)
e Natriumhydroxid (Merck)

e HCI37 % (Merck)

e FEisessig (Sigma-Aldrich)

e Kiristallviolett (Merck)

. Roti®-Phenol/Chloroform/Isoamylalkoho1(Roth)

e Roti®- Chloroform (Roth)
e Ethanol 99,8 % (Roth)
e Isopropanol 99,5 % (Roth)
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e Ethidiumbromid (Merck)

e  QA-Agarose TM Multipurpose (MP Biomedicals, Heidelberg, Deutschland)
e Bromthymolblau (Merck)

e QGlycerin 85 % (Merck)

e Natriumacetat (Merck)

e [-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich)

e Lysozym aus Hiihnereiweif3 (Sigma-Aldrich)

2.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Fiir den Reaktionsansatz zur Polymerasekettenreaktion wurden Reagenzien verschiedener
Hersteller verwendet. Die Sequenzen der Oligonukleotidprimer sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.
Die genaue Zusammensetzung jedes PCR-Reaktionsansatzes ist in Kapitel 3.2.2 beschrieben.

Verwendet wurden:

e 10x PCR-Puffer mit 15 mM MgCl, (QIAGEN, Hilden, Deutschland)
e 10x PCR-Puffer (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland)
e 25 mM MgCl, (Fermentas)

e dNTP Set, 100 mM Losungen (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Amersham Bioscience,
Freiburg, Deutschland)

e dNTP Set, 100 mM Losungen (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Fermentas)

e Vorwirts- und Riickwérts-Primer s. Tabelle 6 (Eurofins, MWG Operon, Ebersberg,
Deutschland)

e HotStar-TagTMPolymerase (5 units/ul, QIAGEN)
TrueStart Hot Start Taq Polymerase (5 units/ul, Fermentas)

e LiChroSolv PCR-Wasser (Merck)

e Probenpuffer (Beschickungspuffer): 2 ml EDTA (50 mM) pH 8.0, 0,4 g (20%) Ficoll
(Sigma), 5 mg (0,25%) Bromphenolblau (Sigma), 5 mg (0,25%) Xylen-Cyanol (Sigma)

e Lingenstandard 100 bp-Ladder XIV (Roche)

e DMSO (Dimethylsulfoxid) 95 % (Sigma)
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Tab. 6: Liste der fir PCR-Reaktionen verwendeten Oligonukleotide (Eurofins MWG Operon, Ebersberg,

Deutschland).
Primer-Name Ziel-Gen | Sequenz Referenz
SM1f 16S- 5’-GTT GGG AAA GAA ATC CAG C-3° Whitby et al., 2000
rRNA
SM4 23S- 5’-TTA AGC TTG CCA CGA ACA G-¥’ Whitby et al., 2000
rRNA
SMgroupE2-for | 16S- 5’-TGC AGT GGA AAC TGG ACA-3° Adamek et al.,
rRNA 2011
SMgroupE2-rev | 16S- 5’-CCA TGG ATG TTC CTC CC-3° Adamek et al.,
rRNA 2011
BoxAlR repetitive | 5’-CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G-3’ | Versalovic et al.,
Sequenz 1994
(GTG)s repetitive | 5°-GTG GTG GTG GTG GTG-3’ Versalovic et al.,
Sequenz 1994
UP-1 gyrB 3> GAA GTC ATC ATG ACCGTT CTG CAY | Yamamoto und
GCN GGN GGN AARTTY GA -3’ Harayama, 1995
UP-2r gyrB 5’- AGC AGG GTA CGG ATG TGC GAG Yamamoto und
CCRTCN ACRTCN GCRTCN GTC AT -3’ | Harayama, 1995
UP-1S gyrB 5’-GAA GTC ATC ATG ACC GTT CTG CA- | Yamamoto und
3 Harayama, 1995
UP-2S gyrB 5’-AGC AGG GTA CGG ATGTGC GAG CC- | Yamamoto und
3 Harayama,1995
fipA-forw frpA 5’-GAT TTC AACTTC GAC AAC GAC A-3° | Adamek (unv.)
fipA-rev frpA 5’-CAT AGA ACG CTT CGA AGA TCG-3’ Adamek (unv.)
fipA_gapl forw | frpA 5’-ACA ACA CCT ACC GGA TCG AG-3’ Adamek (unv.)
fipA_gapl rev | frpA 5’-CCA GTG CCT GGA AAC CATT-3’ Adamek (unv.)
frpA_gap2-forw | frpA 5’-GGA CGA TCT CTA CGG CTA CG-3’ Adamek (unv.)
fipA_gap2-rev | frpA 5’-GAA CCC GTA CAC GTC ATT GC-¥’ Adamek (unv.)
fipC-forw frpC 5’-CTA TGT GGT GGA CAA CAG CAA C-3’ | Adamek (unv.)
fipC-rev frpC 5’-GAG ACG GTT GTT GCC TGA AT-3’ Adamek (unv.)
fipC_gapl forw | fipC 5’-GGA AGT GCG GCA GTT GAT-3’ Adamek (unv.)
fipC_gapl rev | fipC 5’-CAG GAC AAC GAG AGC CAA GTA T-3’ | Adamek (unv.)
hepl forw hep 5’-CTTTCCTCT CGATTGACACCAT-¥ Adamek (unv.)
hepl rev hep 5’-GTA GTT CGG GAT GTT CTT GGT T-3° Adamek (unv.)

2.6 Kommerzelle Reaktions-Kits

e QIAGEN Genomic DNA Kit (QIAGEN)
e Qlamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN)
e Qlamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN)
e RNeasy Mini Kit (QIAGEN)

e RNA-Protect Cell Reagent (QIAGEN)

e Sequenzier-Kit (incl. Premix): BigDye® Terminator v 1.1 Cycle Sequencing Kit

(Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland)
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e TagMan Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems): Enthélt 10x TagMan
RT Puffer, 25 mM MgCl,, desoxyNTPs Mix, RNase Inhibitor, Random Hexamer
Primer 2,5 mM, MultiScribe

2.7 Gerite und Materialien

Geriite
e Autoklav Dampfsterilisator (Varioklav)
e Lumi-Imager TITM (Roche Diagnostics Mannheim)
e Magnetriihrer MR 3001 (Heidolph)
e pH-Meter 776 Calimatic (Knick)
e Analysen-Waage Laboratory LC 220 S (Satorius)
e Waage BL 3100 (Satorius)
e Zentrifuge Biofuge Pico (Heraeus, Thermo Scientific )
e Zentrifuge 5403 (Eppendorf)
e Vortexgerdt: Vortex Mixer Stuart (Bibby Sterlin)
e Thermocycler Gene Amp®PCR-System 9700 (Applied Biosystems)
e Sterilbank (Holten Lamin Air)
e Elektrophoresekammer (Renner)
e Elektrophoresenetzgerit (Biorad)
e Brutschrinke 23°C und 30°C (Memmert)
e Schiittler Unimax 2010 (Heidolph) mit Inkubatorhaube Certomat®H (Braun Biotech
International)
e Thermomixer compact (Eppendorf)
e Photometer Aquamate (Thermo Sectronis)
e Mikrotiterplatten-Lesegerdt (Thermo Labsystems Multiskan)
e Mikrotiterplatten-Lesegerit (Tecan Infinite F200 Pro)
e Mikroskop Axioplan 2 (Zeiss)
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Materialien

e Duran-Flaschen 250, 500, 1000 ml (Schott)

e Research® Pipetten 10 pl, 100 pl, 1000 pl, 5 ml, 10 ml (Eppendorf) mit
entsprechenden Pipettenspitzen (Eppendorf)

e Reaktionsgefile 0,2 ml 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (Eppendorf)

e Zentrifugen-Rohrchen, 15 und 50 ml (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)

e Einmal-Kiivetten 1,5 ml halbmikro (Brand)

e Petrischalen steril mit Nocken (90 mm Durchmesser; Sarstedt)

e Zellkulturflaschen (50 ml, 25 cm?; Greiner, Frickenhausen, Deutschland)

2.8 Computer Software und Datenbanken

e BioNumerics 5.0 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium)

e MEGA4: Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) software version 4.0
(Tamura et al., 2007; http://www.megasoftware.net/)

e Chromas Lite Version 2.01 (www.technelysium.com.au)

e EMBL - European Molecular Biology Laboratory

e Nucleotide Sequence Database (http://www.ebi.ac.uk/embl/)

e NCBI - National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

o KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (http://www.genome.jp/kegg/)

e Axio Vision Microscope Software (Zeiss)

e Velvet (Zerbino ef al., 2008)

e GenDB (Meyer et al., 2003)

e Mauve — Multiple Genome Alignment Software (http://gel.ahabs.wisc.edu/mauve/)

¢ BRIG - Blast Ring Image Generator (http://sourceforge.net/projects/brig/)



3 Methoden | 36

3 Methoden

3.1 Mikrobiologische Methoden

Die im Folgenden aufgefiihrten mikrobiologischen Methoden wurden zur Isolierung, Anzucht

und physiologischen Charakterisierung von Bakterien und Amoben angewandt.

3.1.1 Isolierung von S. maltophilia aus Umweltproben

Neue S. maltophilia Isolate aus Umweltproben wurden mit Hilfe zweier selektiver Methoden

gewonnen.

Isolierung mittels XMSM Selektiv-Agar

Die selektive Isolierung von S. maltophilia aus Boden- und Sedimentproben erfolgte iiber die
Resistenzen, die das Bakterium gegeniiber verschiedenen Antibiotika aufweist. Hierzu
wurden 2,5 g des zu beprobenden Ausgangsmaterials, d. h. Kldrschlamm, Boden oder
Sedimentproben, in 25 ml 0,85 % KCI suspendiert. AnschlieBend erfolgte eine Sedimentation
fiir ca. 10 Minuten, wobei der resultierende Uberstand fiir eine Verdiinnungsreihe verwendet
wurde. Von 107, 107 und 107 Verdiinnungen wurden jeweils 100 pl auf XMSM
(Xanthomonas maltophilia selective medium) Agar ausplattiert. Kolonien konnten nach 3-4
Tagen rekultiviert und mittels einer spezifischen PCR Methode iiberpriift werden, bei der die
Primer an eine flr S. maltophilia spezitische 16S-23S intergenische Region binden (Juhnke

und Des Jardin, 1989).

Isolierung auf Miiller-Hinton Agar mit Imipenem

Eine alternative Isolationsmethode fiir S. maltophilia aus Umweltproben wurde nach Bollet et
al. (1995) durchgefiihrt. Die Selektion erfolgt hierbei iiber die Methionin-Auxotrophie von
S. maltophilia und die Resistenz gegeniiber Imipenem. Die zu untersuchende Boden-,
Sediment- oder Kldrschlammprobe wurde iiber Nacht in 10 ml Ndhrboullion mit 0,5 mg DL-

Methionin bei 30 °C inkubiert. Aus der angewachsenen Bakteriensuspension wurden je 100
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ul auf Miiller-Hinton-A gar ausplattiert. Jeweils vier Imipenem-getriankte Pliattchen (BD Sensi-
disc 10 pg) wurden sofort im Anschluss auf die Platte gelegt. Nach ca. 18 Stunden Wachstum
bei 30 °C konnte man deutlich die Bildung von Hemmhofen im Bakterienrasen erkennen.
Winzige Kolonien, die innerhalb dieser Hemmhofe wuchsen wurden auf Nihragar rekultiviert
und unter Vorbehalt als S. maltophilia eingestuft. Mittels der spezifischen PCR-Methode (vgl.
3.2.2) wurde iiberpriift, ob es sich bei den so isolierten Reinkulturen um S. maltophilia

handelte.

3.1.2 Anzucht und Stammhaltungsbedingungen

Anzucht der Bakterien

Die generelle Anzucht der Bakterien auf Festmedium erfolgte auf DEV-Nidhragar {iber 18 bis
24 Stunden bei 30 °C. Die Anzucht als Fliissigkultur erfolgte in 5 ml LB-Medium tiber 18 bis
24 Stunden, bei 30 °C, im Schiittler bei ca. 70 rpm, in 15 ml Reaktionsrohrchen. Wenn es fiir
die anschlieBenden Versuche erforderlich war, wurden die Inkubationszeiten, die Temperatur

und das Medium variiert.

Stammhaltung der Bakterien

Kurzzeitige Lagerung, iiber 2 bis 3 Wochen, erfolgte auf DEV-Nihragarplatten bei ca. 4 °C
im Kiihlschrank.

Langzeitlagerung der Bakterienstimme wurde durch Glycerin-Stock Kulturen bei -80 °C
gewihrleistet. Dabei wurde eine Bakterienkolonie in 0,5 ml Nahrbouillon aufgenommen, mit

0,5 ml Glycerin 85 % iiberschichtet und sofort eingefroren.

Anzucht der Amoben

D. discoideum Zellen wurden axenisch in 5 ml HL5-Medium bei einer Temperatur von 22,5

°C angezogen. A. castellanii Zellen wurden bei 30 °C in 5 ml PYG-Medium angezogen. Die

Kultivierung erfolgte in 50 ml Zellkulturflaschen, wobei die Zellen zwei Mal wdchentlich
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rekultiviert wurden um zu gewihrleisten, dass diese eine Zelldichte von 4 x 10° Zellen pro ml
nicht iiberschritten, da diese sie sonst zu sporulieren (D. discoideum) bzw. zu encystieren

(A. castellanii) begonnen hétten.

Stammhaltung der Amoben

Zur lingerfristigen Lagerung von D. discoideum wurden Sporen gewonnen. Dazu wurde eine
Zellsuspension auf eine Dichte von ca. 1 x 10° Zellen per ml eingestellt. 200 pl dieser
Suspension wurden auf Sorensen-Agar-Platten ausplattiert und bei 22,5 °C fiir mindestens
drei Tage inkubiert. Die mit dem bloBen Auge sichtbaren Fruchtkoérper, welche an ihrem Ende
die Sporen tragen, wurden mit 2 ml HL5-Medium von den Agarplatten gewaschen. Die
Sporen wurden bei -20 °C in HL5-Medium verwabhrt.

A. castellanii Zellen wurden gemill dem Protokoll von Axelsson-Olsson et al. (2009) bei 4-8
°C im Kiihlschrank gelagert. Dazu wurden die Zellen wie beschrieben in Zellkulturflaschen
angezogen bis eine zusammenhédngende Zellschicht an der Oberfliche der Flasche zu sehen
war. Die Flaschen wurden fiir 10 Minuten bei -20 °C gekiihlt um zu bewirken, dass sich die
Trophozoiten vom Boden der Flasche losen. AnschlieBend wurden 1 ml Aliquots der

Zellsuspension im Kiihlschrank gelagert.

Anzuchtbedingungen fiir die spitere RNA-Isolierung

Um eine Genexpression in verschiedenen Medien nachzuweisen wurde der Stamm
S. maltophilia SKK35 zunichst in einer Vorkultur iber Nacht in LB-Medium angezogen. Die
Zellsuspension wurde fiir 5 Minuten bei 9000 rpm abzentrifugiert, anschlieBend einmal mit
M9-Medium gewaschen und dann im frischen Testmedium resuspendiert. So erhielt man eine
ausreichend hohe Zellzahl. Nach 4 Stunden Wachstum bei 30 °C konnte die RNA der
Bakterienkultur in der exponentiellen Wachstumsphase isoliert werden. Die dabei
eingesetzten Medien waren: M9-Medium, M9-Medium mit 10 % FKS (fotales Kéilberserum),
M9 mit 0,2 uM FeSO4, M9-Medium mit 5 % einer humanen Blutkultur, AUM (artificial
urine medium — kinstliches Urin Medium) und LB-Medium. Des Weiteren wurde die
Genexpression in Co-Kultur mit Amdben untersucht. Hierzu wurden die Bakterien im

Verhiltnis von 1x10° Amdben zu 1x10° Bakterien pro Ansatz in 8 ml M9-Medium in
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Zellkulturflaschen angezogen. Dabei wurden die Kulturen mit A4. castellanii bei 30 °C
bebriitet und die Kulturen mit D. discoideum bei 22,5 °C. Die Inkubationszeit betrug hier

jeweils 24 Stunden.

3.1.3 Physiologische Charakterisierung der Bakterienisolate

An einer Auswahl von 51 reprédsentativen S. maltophilia Isolaten wurden physiologische
Eigenschaften von klinischer Relevanz untersucht. Dazu gehorten Biofilmbildung, Sekretion
von Siderophoren, Hé&molysinen und Proteasen sowie die Bestimmung von

Antibiotikaresistenzen.

Aufnahme einer Wachstumskurve

Um einen Uberblick iiber das Wachstumsverhalten der S. maltophilia Isolate, die fiir die
weiteren physiologischen Tests ausgesucht wurden, zu bekommen, wurde eine
Wachstumskurve aufgenommen. Die photometrische Vermessung der Kultur bei 600 nm
erfolgte dabei in 96-well Mikrotiterplatten im Tecan Infinite F200 Pro Mikrotiterplatten-
Lesegerit, wobei die Werte fiir jeden Stamm achtfach bestimmt wurden. Als Negativkontrolle
diente das bloBe LB-Medium. Die optische Dichte der Startkultur wurde auf 0,1 angesetzt.
Die Inkubation erfolgte unter schiitteln bei 30 °C iiber 24 Stunden, und entsprach somit den

am haufigsten genutzten Bedingungen zur Anzucht von S. maltophilia.

Charakterisierung des Potentials zur Biofilmbildung

Eine Quantifizierung des Biofilmbildungspotentials von S. maltophilia wurde durch Anfarben
eines 24 Stunden alten Biofilms in Polystyrol Mikrotiterplatten erreicht. Hierzu wurden
S. maltophilia Einzelkolonien iiber Nacht in BHI-Medium 1:4 angezogen. Zum Einsatz im
Versuch wurde die Optische Dichte bei 600 nm in BHI 1:4 auf 0,1 eingestellt und jeweils
100 pl dieser Suspension wurden in sterile 96-well Polystyrol-Mikrotiterplatten tiberfiihrt. Die
Platten wurden unter leichtem Schiitteln bei 30 °C fiir 24 Stunden inkubiert. Fiir jeden
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S. maltophilia Stamm wurde der Versuch jeweils mindestens drei Mal durchgefiihrt, wobei

pro Versuchsdurchlauf jeder Stamm achtfach bestimmt wurde.

Nach der Bebriitung wurden die planktonischen Zellen aus den Vertiefungen der
Mikrotiterplatte entfernt und in einem Verhéltnis von 1:10 in BHI 1:4 verdiinnt um die
optische Dichte im Mikrotiterplatten-Lesegerit bei 595 nm zu bestimmen.

Die noch in der Mikrotiterplatte anheftenden Biofilm-Zellen wurden mit 25 ml einer
Kristallviolettlosung 0,5 % (w/v) angefirbt. Die Inkubationszeit betrug 15 Minuten.
Anschlieend wurde das iiberschiissige Kristallviolett vorsichtig mit einer Pipette entfernt und
die Biofilme wurden drei Mal mit PBS-Puffer gewaschen. Das im Biofilm gebundene
Kristallviolett wurde {iber 10 Minuten in 200 pl Ethanol abs. gelost. Diese Losung wurde im
Verhiltnis 1:10 in einer neuen Mikrotiterplatte in Ethanol abs. verdiinnt und die optische

Dichte bei 595 nm im Mikrotiterplatten-Lesegerit bestimmt.

Beweglichkeit durch Pili — Twitching

Die Beweglichkeit der verschiedenen S. maltophilia Stimme durch Pili ldsst sich durch
Kriechbewegungen, das sog. ,,Twitching” im Zwischenraum der Petrischale und einer
Agarschicht beobachten. Die Twitching-Agarplatten, bestehend aus 1 % TSB und 1 % Agar
(w/v) per Liter H,O, wurden sehr diinn gegossen. Als Vorkultur wurde ein
Vereinzelungsausstrich des zu testenden S. maltophilia Stammes hergestellt. Davon wurde
eine 24 Stunden alte Einzelkolonie mit Hilfe einer sterilen Pipettenspitze entnommen und
durch den Twitching-Agar bis zum Boden der Petrischale gestochen. Nach 24 Stunden
Inkubationszeit bei 30 °C wurde der Agar vorsichtig entfernt. Der Boden der Petrischale
wurde mit einer Kristallviolett-Losung 0,1 % (w/v) angefarbt um die Twitching-Zone sichtbar
zu machen. Die Kristallviolett-Losung wurde nach 15 Minuten Inkubationszeit bei
Raumtemperatur durch dreimaliges Spililen mit deionisiertem Wasser entfernt. Der
Durchmesser der angefdrbten zirkuldren trilben Zone wurde als Mal} fiir die Beweglichkeit

durch Twitching bestimmt (Di Bonaventura et al., 2007).
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Beweglichkeit durch Flagellen — Schwimmen

Durch Flagellen erzeugte Bewegung von Bakterien ldsst sich auf einem sog. Schwimm-Agar
nachweisen. Da diese Platten durch ihren nur geringen Agar-Anteil sehr fliissig sind, kdnnen
sich Bakterienkolonien auf der Oberfliche sozusagen schwimmend ausbreiten. Der
Durchmesser dieser Schwimm-Zone wurde als Mal} fiir die Beweglichkeit bestimmt. Die
Schwimm-Platten, bestehend aus 1 % Trypton, 0,5 % NaCl und 0,3 % Agar (w/v) per Liter,
wurden mit der Pipette auf ein genaues Volumen von 25 ml gegossen, unter der
Sterilwerkbank fiir 15 Minuten offen getrocknet und im Anschluss sofort verwendet. Dabei
wurde eine Einzelkolonie eines 24 Stunden alten Vereinzelungsausstrichs verwendet um die
neue Platte zu beimpfen. Die Kolonie wurde mit einer sterilen Pipettenspitze auf die
Oberflache des Schwimm-Agars iiberfiihrt. Die Platten wurden mit dem Deckel zur Oberseite
fiir 24 Stunden bei 30 °C inkubiert. Danach wurde der Durchmesser der Zone in der die
Bakterien schwimmen konnten dokumentiert. Als Referenz wurde zusétzlich immer der
S. maltophilia Stamm K279a mit dem zu testenden Stamm auf die Platte aufgebracht (Di

Bonaventura et al., 2007).

Sekretion von Siderophoren

Um die Produktion von Siderophoren durch Bakterien nachzuweisen wurden CAS
(Chromazurol S)-Agarplatten verwendet. Der hierbei benutzte Indikator ist ein blau geféarbter
Komplex aus Chromazurol S, Eisen(IIl) und CTAB. Liegen Siderophore vor, 16sen diese das
Eisen(IIT) aus dem Komplex, was mit einer Farbidnderung einhergeht. Die Zusammensetzung
des Agars ist von der Methode von Schwyn et al. (1987) abgeleitet. Fiir 1 1 Agar wurden
60,5 mg CAS in 50 ml H,O und 10 ml Fe(Ill)-Losung (1 mM FeCl;, 10 mM HCI) mit
72,9 mg CTAB in 40 ml H,O unter Riihren vermischt, wobei eine tiefblaue Losung entsteht.
Einzeln autoklaviert wurde zunéchst eine Mischung aus 30,24 g Pipes, 100 ml 10x MM9
Salzen, und 15 g Agar. Mit NaOH wurde der pH-Wert auf 6,8 eingestellt. Nach dem
Autoklavieren wurden 10 ml einer 20 %igen Glucose-Losung und 30 ml einer 10 %igen
Losung Caseinhydrolysat (beides sterilfiltriert) hinzugegeben.

Da S. maltophilia auf diesen Platten nur geringes Wachstum zeigte, wurde als Grundlage fiir
den Agar ein Ndhragar (5 g Pepton, 3 g Fleischextrakt, 15 g Agar) verwendet und nach dem

autoklavieren mit der separat autoklavierten blauen Indikatorldsung vermischt. Auf die CAS-
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Agarplatten wurden verschiedene S. maltophilia Stimme ausgestrichen und ca. 48 Stunden

bei 30 °C bebriitet.

Sekretion von Héimolysinen

Um die verschiedenen S. maltophilia Isolate auf die Sekretion von Hémolysin hin zu
untersuchen, wurden Einzelkolonien der zu testenden Stimme auf Blut-Agar (mit 65 ml/l
Hammelblut) ausgestrichen. Nach 24, 48, 72, und 96 Stunden Inkubation bei 30 °C wurden

die Platten auf die Bildung einer klaren Himlolyse-Zone um die Bakterien herum untersucht.

Sekretion von Proteasen

Zur Ermittlung der Protease Aktivitdit von S. maltophilia wurden die zu testenden
Bakterienstimme zundchst als Fliissigkultur in Miiller-Hinton-Bouillon {iber Nacht
angezogen. Das verwendete Testmedium war Miiller-Hinton-Agar, der mit 30 g
Magermilchpulver pro 1 1 Agar angereichert wurde. Der Agar und die Magermilch-Ldsung
wurden getrennt voneinander fiir 15 Minuten bei 121 °C autoklaviert. Die Die Vorkultur
wurde fiir 20 Minuten bei 13.000 rpm abzentrifugiert und 1 ul des Uberstands wurden auf die
Magermilch-Agar Platte pipettiert. Nach kurzem Antrocknen der Platte unter der
Sterilwerkbank wurde die Platte bei 30 °C inkubiert. Die Bildung einer Hydrolyse-Zone um

die Bakterien herum wurde nach 72 Stunden dokumentiert.

Bestimmung der Antibiotikaresistenz - Plattendiffusions-Test

Als Vorversuch, zur Auswahl der Antibiotika bei denen die MHK (minimale
Hemmkonzentration) ermittelt werden sollte, wurde fiir 41 zufillig ausgewdhlte
S. maltophilia Stimme ein Antibiogramm mittels Plattendiffusionstest erstellt. Hierzu wurden
die Teststimme, nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden bei 30 °C in Nahrbouillon, auf
Miiller-Hinton Agar ausplattiert. Auf diese Platten wurden jeweils mit verschiedenen
Antibiotika versetzte Filterpldttchen (BD Sensi-disc) gelegt. Die Platten wurden eine weitere

Stunde bei Zimmertemperatur und anschlieBend bei 30 °C bebriitet. Nach 24 Stunden lieen



3 Methoden | 43

sich um einige der Antibiotikapldttchen Hemmhofe erkennen, deren Durchmesser (in mm)
gemessen wurde. Die eingesetzten Antibiotika waren: Penicillin 10 pg, Ampicillin 5 pg,
Kanamycin 30 pg, Neomycin 30 pg, Chloramphenicol 30 pg, Gentamicin 10 pg, Ofloxacin
5 png, Norfloxacin 10 pg, Triple-Sulfa 0,25 pg, Trimethoprim/Sulfamethoxazol 23,75/1,25 pg,
Vancomycin 30 pg, Tetracyclin 30 pg, Ciprofloxacin 5 pg, Erythromycin 15 pg und
Novobiocin 30 pg. Wenn sich um ein Antibiotikapldttchen herum ein klarer Hemmbhof, ohne
Wachstum von Bakterien, erkennen lie3, wurde der Stamm als sensibel eingestuft. Wenn ein
Hemmhof mit vermindertem Bakterienwachstum erkennbar war wurde eine intermedidre
Resistenz angenommen. Wenn sich kein Hemmhof erkennen liel, wurde der Stamm als

resistent eingestuft.

Bestimmung der Antibiotikaresistenz - Mikrobouillon-Verdiinnung

Fiinf Antibiotika, die im Plattendiffusions-Test Unterschiede in der Resistenz/Sensibilitdt bei
den Verschiedenen S. maltophilia Stimmen aufwiesen, wurden fiir die Bestimmung der MHK
ausgewahlt. Diese waren: Vancomycin, Norfloxacin, Gentamicin, Tetracyclin und Co-
Trimoxazol (Trimethoprim/Sulfamethoxazol). Es wurden jeweils Verdiinnungsreihen im
Verhiéltnis 1:1 mit Miiller-Hinton Bouillon II gemil3 den Vorgaben des CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) angelegt. Die Antibiotika-Verdiinnungen wurden in einer
96well-Mikrotiterplatte vorgelegt und so gewéhlt, dass nach Zugabe von 100 pl der
Bakteriensuspension eine Antibiotika-Endkonzentration von 512 ug/ml, 256 pg/ml,
128 ug/ml, usw. bis hin zu 0,25 pg/ml und 0,125 pg/ml erreicht wurde. Im Fall der
Antibiotika-Kombination Co-Trimoxazol wurde Trimethoprim im Verhdltnis 1:20 mit
Sulfamethoxazol angesetzt, so dass die niedrigste eingesetzte Konzentration 0,125 pg/ml
Trimethoprim mit 2,375 pg/ml Sulfamethoxazol war. Als Positivkontrolle fiir das Wachstum
der Bakterien ohne Antibiotika wurde jeweils eine Kavitét nur mit 100 pl Medium beschickt.

Eine Fliissigkultur der zu testenden S. maltophilia Isolate wurde in Miiller-Hinton-Bouillon II
iiber Nacht angezogen. Diese wurde im Verhéltnis 1:5 verdiinnt um eine Endkonzentration
von ca. 5 x 10* Zellen per ml zu erhalten. Die notwendige Verdiinnungsstufe wurde durch
Vorversuche ermittelt. Die tatsdchliche Zellzahl wurde durch anschlieBendes Ausplattieren
und Auszdhlen der Kolonien bestdtigt. 100 pl der Bakteriensuspension wurden zu den
Antibiotika in die Mikrotiterplatte gegeben. Die Platten wurden fiir 18 Stunden bei 30 °C

inkubiert. Die MHK wurde dokumentiert als diejenige Konzentration, bei der mit dem blo3en
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Auge kein Wachstum der Bakterien mehr erkennbar war. Als Kontrollstimme wurden immer
E. coli ATTC 25922, S. aureus ATTC 25923 und P. aeruginosa ATTC 27853 mitgefiihrt.

Die durch das NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards) festgelegten
Grenzwerte zur Einschitzung von Resistenz und Sensibilitdt variieren, abhdngig von der
Bakterienspezies und dem getesteten Antibiotikum. Grenzwerte fiir die Resistenz und
Sensibilitdt von P. aeruginosa liegen z.B. zwischen 1-64 pg/ml (sensibel) und 2-128 pg/ml
(resistent), abhidngig vom getesteten Antibiotikum (Hanberger et al., 1999). Zur vereinfachten
Interpretation wurden fiir die untersuchten S. maltophilia Isolate folgende Grenzwerte

festgelegt: resistent > 64 pg/ml, intermediér 31-8 pg/ml und sensibel <4 pg/ml.

3.1.4 Virulenztests am Amobenmodell

Um das Virulenzpotential der verschiedenen S. maltophilia Stimme zu ermitteln wurde ein
Plattentest mit Amdben als Wirtsorganismen, abgewandelt nach Pukatzki et al. (2002),
durchgefiihrt. Dazu wurden die beiden Bodenamében D. discoideum und A.castellanii
eingesetzt. Bakterien und Amdben wurden in Co-Kultur auf Agarplatten angezogen, wobei
jeweils 5 ul PBS-Puffer mit einer definierten Anzahl an Amdben als Tropfen auf einen
Bakterienrasen tliberfiihrt wurden.

Der zu testende Bakterienstamm wurde zuniichst als Ubernachtkultur in LB-Medium bei
30 °C inkubiert. Um eine vergleichbare Bakteriendichte als Ausgangsgrofle zu erhalten wurde
die optische Dichte der Kultur bei 600 nm auf 1,6 bis 1,8 eingestellt. Jeweils 1 ml dieser
Suspension wurde auf einer M9-Agar Platte ausplattiert. Im Anschluss wurden die Platten fiir
3 Stunden offen unter der Sterilwerkbank getrocknet.

Die Amdben wurden wie in 3.1.2 beschrieben angezogen. Abgesehen vom Anzuchtmedium,
der Wachstumstemperatur und der Inkubationsdauer unterschied sich die Behandlung der
beiden Amoben nicht. Die Zellen wurden einmal mit PBS-Puffer gewaschen, jeweils bei
1.600 rpm fiir 10 Minuten abzentrifugiert und anschlieBend in PBS-Puffer resuspendiert.
Damit sich die Amdben gut von der Oberfliche losen lieBen, wurden sie wihrend der
gesamten Durchfithrungszeit auf Eis gelagert. Eine Ausgangszellzahl von ca. 2.000.000
Amoben per ml wurde mittels einer Neubauer-Zahlkammer eingestellt, um eine Zellzahl von
ca. 10.000 Amoben pro 5 ul zu erhalten. Diese wurde in 11 weiteren Verdiinnungsschritten
im Verhiéltnis 1:1 verdiinnt, so dass die finale Konzentration der Amoben pro 5 pl Tropfen,

die auf den Bakterienrasen aufgebracht wurde, etwa 10.000, 5.000, 2.500, 1.250, 625, 312,
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156, 78, 39, 19, 9 und 5 Amoben entsprach. Nach kurzem Antrocknen wurden die Platten mit
A. castellanii bei 30 °C fiir 3 Tage inkubiert, und die mit D. discoideum bei 22,5 °C fiir 5
Tage inkubiert. Als Mal} fiir die Virulenz der Bakterien wurde jeweils dokumentiert bei
welcher Amobenkonzentration deutlich sichtbare Plaquebildung zu erkennen war. Pro
Bakterienstamm wurde jeder Versuch mindestens als Dreifachbestimmung mit D. discoideum
und als Dreifachbestimmung mit A. castellanii durchgefiihrt. Bei jedem Versuchsansatz
wurden jeweils Pseudomonas aeruginosa PAl14 als Negativkontrolle und Klebsiella

aerogenes DSM 2026 als Positivkontrolle fiir das Wachstum der Amoben mit getestet.

3.2 Molekularbiologische Methoden

Die hier aufgefiihrten molekularbiologischen Methoden umfassen die Isolierung von DNA
und RNA, Protokolle fiir PCR-Reaktionen, reverse Transkription und Sequenzierung nach

dem Sanger-Prinzip.

3.2.1 Zellaufschluss, RNA- und DNA-Isolierung

Hitzedenaturierte Zellextrakte

Bakterielle Biomasse, die von frisch bewachsenen Agarplatten geerntet wurde, wurde
zweimal mit 0,85 % KCI1 gewaschen, bei 13.000 rpm fiir 5 Minuten abzentrifugiert und in
PCR-Wasser resuspendiert. Die wiéssrige Zellsuspension wurde fiir 10 Minuten bei 95 °C
erhitzt um die Bakterien zu lysieren. Durch erneute Zentrifugation wurden die Zelltriimmer
pelletiert. Der Uberstand wurde als Template in PCR-Reaktionen eingesetzt. Die Lagerung
der Template DNA erfolgte bis zu 4 Monate bei -20 °C.

Phenol-Chloroform Extraktion

Die frisch geerntete bakterielle Biomasse aus dem oben beschriebenen Ansatz wurde in

0,85 % KCI suspendiert. Durch Zentrifugation, bei 13.000 rpm fiir 5 Minuten, wurde die

Zellsuspension einmal gewaschen und in 380 pl TE Puffer resuspendiert. Zu dieser
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Zellsuspension wurden 20 ul 10 % SDS zugegeben und die Probe wurde fiir 1 Stunde bei 37
°C inkubiert. Im Anschluss wurde die Losung mit 70 ul 5 M NaCl und 60 pl 10 % CTAB/0,7
M NacCl versetzt und fiir weitere 10 Minuten bei 65 °C inkubiert. Die Extraktion der DNA
erfolgte in 3 Schritten, mit (i) je 1 Volumen Chloroform, (ii) 1 Volumen Phenol-Chloroform
1:1 und (ii1)) wiederum 1 Volumen Chloroform. Die Trennung der Phasen erfolgte durch
Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir jeweils 5 Minuten, wobei fiir die aufeinanderfolgenden
Extraktionsschritte jeweils die nach der Zentrifugation entstandene obere Phase verwendet
wurde. Im abschlieBenden Schritt wurde die isolierte DNA mit 0,6 Vol. Isopropanol gefallt

und mit 70 % Ethanol gewaschen.

DNA-Extraktion mit kommerziell erhiltlichen Kits (QIAGEN)

Die Isolierung von DNA fiir die Genomsequenzierung erfolgte mit dem QIAamp DNA Blood
Mini Kit der Fa. QIAGEN. Dazu wurde jeweils eine Ubernachtkultur von S. maltophilia
SKK35 und RA8 in LB-Medium bei 30 °C angezogen. 2 ml der Kultur wurden
abzentrifugiert und das Pellet wurde zur DNA Isolierung verwendet. Um die Zellen zu
lysieren wurde das Zellpellet mit 180 pl Puffer ATL und 20 pl Proteinase K bei 56 °C fiir 3
Stunden inkubiert. Fiir eine RNA freie DNA-Probe wurde die Losung mit 4 pul RNase A
(100 mg/ml) fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Losung
mit 200 pul AL Puffer versetzt und bei 70 °C fiir 10 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von
200 pl Ethanol abs. wurde die QIAamp Spin Séule mit dem Lysat beladen und fiir 1 Minute
bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde dabei verworfen. Zum Waschen wurden
je 500 pl Puffer AW1 im ersten und Puffer AW2 im zweiten Schritt auf die Sdule gegeben
und abzentrifugiert. Die DNA-Elution erfolgte in zwei weiteren Schritten, wobei jeweils 25 pl

Puffer AE auf die Sdule gegeben und nach 5 Minuten Inkubation abzentrifugiert wurde.

Ethanolpriizipitation der isolierten DNA

Die isolierte bzw. aufzureinigende DNA wurde, bezogen auf ein Volumen von 10 pl, mit 2 pl
3M Natriumacetat, 50 pl Ethanol abs. und 10 pl ddH,O versetzt. AnschlieBend wurde die
Reaktionsmischung fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zentrifugation bei

13.000 x g fiir 20 Minuten wurde die DNA pelletiert, nach vorsichtigem Abnehmen des
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Uberstands wurde dieser verworfen und das Pellet wurde mit einer 70 %igen Ethanol-Lésung
gewaschen. Nach Zentrifugation bei 13.000 x g fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur wurde
wiederum der Uberstand verworfen wihrend das Pellet bei gedffnetem ReaktionsgefiB fiir ca.
30 Minuten unter der Sterilwerkbank getrocknet wurde um die Ethanolreste zu entfernen.
AnschlieBend wurde das Pellet im gewlinschten Volumen ddH,O bzw. TE-Puffer

aufgenommen.

RNA-Isolierung mittels RNeasy Kit (QIAGEN)

Da RNA durch die ubiquitdr verbreiteten Ribonukleasen (RNasen) sehr leicht abbaubar ist,
mussten VorkehrungsmafBnahmen getroffen werden, um ein RNase-freies Arbeitsmillieu zu
schaffen. Dazu gehorte die Verwendung RNase freier Reaktionslosungen und
Verbrauchsmaterialien, sowie die Reinigung wiederverwendbarer Gefalle mit 0,5 %iger SDS-
(Natriumdodecylsulsfat)-Losung.

Zur RNA Extraktion wurde der RNeasy Kit der Fa. QTAGEN verwendet. Die RNA wurde aus
Bakterienkulturen in Fliissigmedium in ihrer exponentiellen Wachstumsphase isoliert. Zur
Stabilisierung der RNA wurde 1 ml der Bakterienkultur mit 2 ml RNA-Protect Ldosung
(QIAGEN) vermischt. RNA-Protect beinhaltet Tetradecyl-trimethyl-ammoniumoxalat,
welches Nukleasen und die Gen-Transkription inhibiert. Die Suspension wurde fiir 5 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde sie bei 10.000 x g fiir 10 Minuten
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, verworfen und das Bakterien-Pellet fiir die
weiteren Arbeitsschritte verwendet.

Der Zellaufschluss der gramnegativen Bakterienzellen erfolgte mittels einer Lysozym-Losung
(400 pg/ml Lysozym in TE-Puffer). Das Pellet wurde in 100 ul der Lysozymlosung
resuspendiert und fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Zu dem Zellaufschluss wurden 350 pl RLT-Puffer mit B-Mercaptoethanol (10 ul B-ME/ml
RLT-Puffer) hinzugefiigt. Der Puffer enthidlt das chaotrope Salz Guanidinisothiocyanat,
welches Wasserstoff-briickenbindungen spaltet und somit einen denaturierenden Effekt hat,
der die zelluliren RNasen inaktiviert. B-Mercaptoethanol hat ebenfalls inhibierende Wirkung
auf RNasen, durch Inaktivierung der proteinstabilisierenden Disulfidbriicken. Dieser Ansatz
wurde mit 250 pl Ethalnol (99 %) versetzt und auf die Spin-Siule gegeben. Die selektiven
Adsorptionseigenschaften der Silicagel-Membran der Spin-Sdule ermoglichen die Extraktion

von RNA-Molekiilen, die langer als 200 Nukleotide sind.
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RNA-freie DNase wurde eingesetzt um die Probe von DNA aufzureinigen. Pro Ansatz
wurden 10 pl einer DNase Stammlosung in 70 pl RDD-Puffer (QIAGEN) verwendet. Die
Inkubation erfolgte fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur. Der Extrakt wurde mit jeweils
350 pl Puffer RW1 (15 s bei 10.000 rpm), und zweimal mit 500 pl RPE-Puffer (15 s und 2
min bei 10.000 rpm) gewaschen. AnschlieBend wurde die RNA in zwei Schritten in 50 pl
RNase freiem Wasser eluiert. Die RNA wurde jeweils fiir 5 Min geldst und fiir 15 s bei
10.000 rpm abzentrifugiert. Die Lagerung der RNA bis zur weiteren Verwendung erfolgte bei
-80°C.

Optische Vermessung von DNA und RNA

Die optische Vermessung der extrahierten RNA bzw. DNA erfolgte mittels des NanoDrop-
Photometers (Peqlab). Die Vermessung beruht darauf, dass RNA und DNA ihr
Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von 260 nm haben. Eine optische Dichte von 1
entspricht einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml bzw. einer DNA-Konzentration von
50 pg/ml. Mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes berechnet sich aus der Extinktion bei
260 nm die RNA- bzw. DNA-Konzentration gemif der Formel 3.1.

3.1)
E,eo - 40 - Verdiinnungsfaktor = RNA[ug/ml]

E,co - 50 - Verdiinnungsfaktor = DNA[ug/ml]

Das Absorptionsmaximum von Proteinen liegt bei 280 nm, daher wird auch immer die
Extinktion bei 280 nm bestimmt. Liegt der Quotient der Messergebnisse OD;0/OD2sg
zwischen 1,8 und 2,2 handelt es sich um besonders reine DNA bzw. RNA. Ist der Quotient

unter 1,6 sollte eine weitere Aufreinigung in Erwédgung gezogen werden.
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Reverse Transkription

Die Reverse Transkription (RT), d.h. das Umschreiben der isolierten RNA in komplementére
DNA (cDNA) wird mit Hilfe des aus Retroviren gewonnenen Enzyms Reverse Transkriptase
durchgefiihrt. Die Reverse Transkriptase besitzt auBerdem Exoribonuclease-Aktivitét, d.h. sie
baut die RNA ab, die mit der DNA hybridisiert ist, nicht aber die einzelstringige RNA. So
entsteht einzelstrdngige cDNA, die durch die Reverse Transkriptase in doppelstrangige cDNA
vervollstandigt wird.

Mit Hilfe des NanoDrop Photometers wurde die RNA-Konzentration jeder Probe bestimmt.
Pro 25 pl RT-Ansatz wurden, wenn mdglich 1000 ng RNA eingesetzt. Nach Zugabe der
individuell errechneten Menge RNA wurde der Ansatz mit RNase freiem Wasser auf ein
Volumen von 25 pul aufgefiillt. Die Reverse Transkriptionsreaktion erfolgte im Thermocycler

unter den in Tabelle 7 dargestellten Bedingungen.

Tab. 7: Temperaturprogramm der Reversen-Transkription.

Reagenz (Applied Biosystems) Menge pro 25 pl Zeitdauer (Min) Temperatur (°C)
10 x RT Puffer 2,5 u 1110 25

MgClh 5,5 ul 2|30 48

dNTP 5l 35 95
Random-Hexamer Primer (2,5mM) | 1,25 ul 4| o 4

RNase Inhibitor 0,5 ul

MultiScribe 0,63 pl

Ziel-RNA 1000 ng

3.2.2 Polymerasekettenreaktionen

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient zur in vitro Amplifikation einer Ziel-DNA. Dabei
wird zunédchst die doppelstringige Template-DNA bei einer hohen Temperatur dentaturiert.
Ein anschlieBendes Senken der Temperatur ermoglicht das Annealing: ein
Oligonukleotidprimer kann an die Template-DNA binden. Dann wird die Temperatur wieder
auf das Temperaturoptimum der eingesetzten DNA-Polymerase erhoht, so dass diese an das
3‘- Ende des Primers binden und den DNA-Strang in 5> 3° Richtung verldngern kann. Mit
Hilfe eines Thermocyclers und einer thermostabilen DNA-Polymerase ist es moglich mehrere
dieser Zyklen hintereinander zu reihen, wodurch es zu einer exponentiellen Anreicherung der
Ziel-DNA kommt. Die Sequenzen der eingesetzten Primer sind in Kapitel 2.5 in Tabelle 6

aufgefiihrt.
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PCR Nachweis von S. maltophilia

Der Nachweis fir S. maltophilia erfolgte durch PCR-Amplifikation der 16S-23S
intergenischen Region. Die dabei eingesetzten Primer banden an Sequenzabschnitte der
Region, die spezifisch fiir S. maltophilia ist. Bei den isolierten Reinkulturen wurden mittels
Hitzedenaturierung (siehe 3.2.1.) die Zellen aufgeschlossen und die Extrakte wurden direkt
als Template in der PCR-Reaktion eingesetzt. Der Primer SM1f, der an der 441 Position des
16S rRNA Gens bindet, und der Primer SM4, der an Position 594 des 23S rRNA Gens bindet,
wurden dabei eingesetzt. Tabelle 8 zeigt die bei der PCR Reaktion benutzten Bedingungen

und Konzentrationen der einzelnen Agenzien.

Tab. 8: PCR-Bedingungen SM1{/SM4.

Reagenz Menge pro 25 pl Zeitdauer (Min) Temperatur (°C)

10x Puffer (Fermentas) 2,5 ul 1. 5 95

MgCl, (Fermentas) 2,5 mM 2. 0,5% 95 *

dNTP (Fermentas) 0,2 mM 3. 1* 55 *

Primer (UP-1) 0,2 yM 4. 2% 72%

Primer (UP-2) 0,2 yM S. 5 72

Taq-Polymerase (Fermentas) | 0,5U 6. 0 4

Ziel- DNA 1 puL * Die Schritte 2.-4. werden in 35 Zyklen wiederholt

Zusdtzlich wurden alle neu gewonnenen Isolate auf ihre Zugehdrigkeit zur 16S rRNA
Subgruppe E2 hin untersucht. Das hierzu verwendete neu entwickelte Primersystem

beinhaltete die Primer SMgroupE2-for und SMgroupE2-rev. Die genauen Bedingungen der

PCR sind in Tabelle 9 dargestellt.

Tab. 9: PCR-Bedingungen SMgroupE2.

Reagenz Menge pro 25 pl Zeitdauer (Min) Temperatur (°C)

10x Puffer (Fermentas) 2,5 ul 1. 5 95

MgCl, (Fermentas) 2,5 mM 2. 0,5% 95 *

dNTP (Fermentas) 0,2 mM 3. 0,5% 52 %

Primer (SMgroup E2- for) 0,2 yM 4. 0,5* 72%

Primer (SMgroupE2-rev) 0,2 M 5. 5 72

Taq-Polymerase (Fermentas) | 0,5U 6. 0 4

Ziel- DNA 1 puL * Die Schritte 2.-4. werden in 30 Zyklen wiederholt
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Rep-PCR

Im gesamten Bakteriengenom verteilt findet man Sequenzen, die sich hédufig wiederholen.
Durch Binden eines spezifischen Primers an diese repetitiven Sequenzen werden verschieden
lange DNA-Fragmente amplifiziert. Da diese, mittels Gelelektrophorese aufgetrennt,
spezifische Bandenmuster entsprechend der Bakterienstimme aufweisen, lassen sich mit
dieser Methode genetische Ahnlichkeiten charakterisieren und vergleichen. Die rep-PCR
Analysen wurden jeweils mit den Primern BoxArl oder (GTG)s gemédfl den Vorgaben von
Versalovic et al. (1994) durchgefiihrt. Das verwendete Protokoll ist in Tabelle 10 dargestellt.
Die Reaktion unterscheidet sich von den Standard PCR-Reaktionen darin, dass nur ein
Vorwirts-Primer eingesetzt wurde. Die Konzentrationen fiir Primer, dNTPs und Polymerase
waren hoher und die Elongination erfolgte bei geringerer Temperatur, iiber eine

vergleichsweise langere Zeit.

Tab. 10: PCR-Bedingungen rep-PCR.

Reagenz Menge pro 25 pl Zeitdauer (Min) Temperatur (°C)

10 x Puffer (Fermentas) 2,5 ul 1. 10 95

MgCl, (Fermentas) 5 mM 2. 0,75% 95 *

dNTP (PeqLabGold) 1 mM 3. 1,5% 50 [BoxAlR]; 47 [(GTG)s] *
DMSO 2,5 ul 4. 8* 65*

Primer (BoxA1R oder (GTG)s) | 5 uM S. 16 65

Taq-Polymerase (Fermentas) 1U 6. o0 4

Ziel- DNA 1 puL * Die Schritte 2.-4. werden in 25 Zyklen wiederholt

PCR-Amplifikation des housekeeping-Gens gyrB

Teile der Sequenz des gyrB Gens (ca. 1200 bp), eines housekeeping Gens welches flir das
Enzym DNA-Gyrase codiert, wurden mittels PCR amplifiziert um abschliefend sequenziert
werden zu konnen. Dabei wurde zundchst das universelle Primerpaar UP-1/UP-2r wie bei
Yamamoto und Harayama, (1995) beschrieben eingesetzt. In einer zweiten PCR-
Amplifikation, bei der das PCR-Produkt der ersten Reaktion als Template-DNA genutzt
wurde, wurden die Primer UP-1S/UP-2S eingesetzt. Mit der modifizierten Sanger-Methode
(vgl. Kapitel 3.3), mit UP-18 als Sequenzier-Primer, konnten 500-700 bp Fragmente vom 5°-
Ende aus sequenziert werden. Die Zusammensetzung des PCR-Reaktionsmix und das

Temperaturprogramm fiir die beiden PCR-Amplifikationen sind in Tabelle 11 dargestellt.
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Tab. 11: Bedingungen der gyrB-Gen Amplifikation in zwei PCR-Schritten.

Reagenz Menge pro 25 pl Zeitdauer (Min) Temperatur (°C)

10 x Puffer (Fermentas) 2,5 ul 1. 5 95

MgCl, (Fermentas) 2,5 mM 2. 1* 95 *

dNTP (Fermentas) 0,25 mM 3. 1* 60 [UP-1/UP-2] 63 [UP-1S/UP-2S]*
(DMSO nur bei UP-1/UP-2) (2,5 ul) 4. 2% 72%

Primer (UP-1 bzw. UP-18S) 0,25 M 5. 5 72

Primer (UP21 bzw. UP-2S) 0,25 M 6. o0 4

Tag-Polymerase 0,5U * Die Schritte 2.-4. werden in 30 Zyklen mit den Primern

Zie: DNA 1 pL

PCR-Amplifikation der potentiellen Virulenzgene fipA, fipC und des hcp-Gens des
Typ6-Sekretionssystems

Durch die Genomsequenzierung von S. maltophilia konnten einige Gene identifiziert werden,
die Kandidaten fiir neue Virulenzgene sind. Die frp4 und frpC Gene codieren fiir Proteine der
RTX-Familie, das hcp-Gen bildet ein kanalférmiges-Protein aus, das essentiell fiir ein
funktionsfdahiges Typ-6-Sekretionssystem ist. Die Primerpaare frpA forw/frpA rev und
fprC_forw/ frpC_rev wurden zum PCR-Nachweis der jeweiligen Zielgene der RTX-Proteine
eingesetzt. Das Primerpaar hcpl forw/hcpl rev diente zum Nachweis des Typ-6-
Sekretionssystems. Die Primersysteme wurden sowohl fiir ein Screening der S. maltophilia
Stammsammlung, als auch fiir den Nachweis der Genexpression durch Amplifikation von
cDNA verwendet.

Da die Sequenzen fiir die Gene frpA und frpC noch unbekannte Teilsequenzen enthielten,
wurden Primer entwickelt, die vor und hinter den unbekannten Zielsequenzen binden, um die
diese Liicken durch Sanger-Sequenzierung schlieBen zu kénnen. Um zwei Liicken im frp4-
Gen zu schlieBen wurden die Primerpaare frpA gapl forw/frpA gapl rev und
frpA_gap2 forw/frpA_gap2 rev eingesetzt. Bei fipC lag ein unbekannter Sequenzabschnitt
vor, dieser wurde durch das Primerpaar frpC_gapl for/frpC _gapl rev amplifiziert.

Die Sequenzen aller Oligonukleotid-Primer sind der Tabelle 6 in Kapitel 2.5 zu entnehmen.
Die Zusammensetzung der PCR-Ansitze, sowie das Temperaturprogramm sind in Tabelle 12

zusammengefasst.
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Tab. 12: Bedingungen der gyrB-Gen Amplifikation in zwei PCR-Schritten.

Reagenz Menge pro 25 pl Ansatz Zeitdauer (Min) Temperatur (°C)
10 x Puffer (Peqlab) | 2,5 ul 1. 0,5 95
dNTP (Peqlab) 0,25 mM 2. 0,5* 95 *
Primer (_forw) 0,75 M 3. 1* 55 [fip A, hep] 50 [frpCl*
Primer (_rev) 0,75 uM 4. 2% 72%
Tag-Polymerase 0,5U 5. 5 72
Template-DNA 1 pL (genomische DNA) 6. o0 4
* Die Schritte 2.-4. werden in 35 Zyklen wiederholt

3.2.3 Gel-Elektrophorese

Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose Gel-Elektrophorese aufgetrennt. Fiir die rep-PCR
Produkte wurde dabei ein 2 %iges Agarose-Gel mit 0,5 x TBE-Puffer als Laufpuffer
verwendet. Bei einer Spannung von 200 V lief die Elektrophorese fiir 150 Minuten fiir die
BoxAIR-PCR und fiir 175 Minuten fiir die (GTG)s-PCR. Fiir alle anderen PCR-Reaktionen
wurde zur Auftrennung ein 0,8 %iges Agarosegel verwendet. Als Laufpuffer wurde 0,5 x
TBE-Puffer oder 1 x TAE-Puffer benutzt. Die Sichtbarmachung der DNA-Banden erfolgte
mit Ethidium-Bromid (2 pg/ml).

3.2.4 Computergestiitzte Datenauswertung der molekularbiologischen Versuche

Die rep-PCR Fingerprint Gel-Bilder wurden mit Hilfe der BioNumerics 5.0 Software
(Applied Maths) normalisiert. An der ersten, jeder sechsten, und der letzen Position im Gel
wurde eine Markerbande aufgetragen, an der die Normalisierung ausgerichtet wurde.
Fragmentgréfen von 150 bp bis 2500 bp wurden fiir BoxA1R-Fingerprints, und von 150 bp
bis 3000 bp fiir (GTG)s-Fingerpints analysiert. Der Schwellenwert fiir ein
Hintergrundrauschen wurde mittels Spektralanalyse fiir jedes Gel mit BioNumerics ermittelt.
Die Clusteranalyse erfolgte mittels des Pearsons Korrelations-Koeffizienten.

GyrB-Gen Sequenzdaten wurden anhand der Elektropherogramm Darstellung mittels
ChromasLite manuell korrigiert. Ein Alignment der Sequenzen wurde mittels MEGA 4 und
dem ClustalW-Algorithmus erstellt. Der phylogenetische Baum wurde mit dem Neighbour-
Joining-Algorithmus erstellt. Bootstrappping Werte, unter Annahme von jeweils 1000

Wiederholungen, wurden ermittelt.
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3.3 Gen-Sequenzierung nach modifiziertem Sanger-Prinzip

Die Sequenzierung bestimmter Gene bzw. Genabschnitte bis zu einer Linge von 500 bp
erfolgte mittels des ABI Prism 310 Sequencers (Applied Biosystems) in Anlehnung an das
von Sanger et al. (1977) begriindete Prinzip. Einem PCR-Ansatz werden zusitzlich
unterschiedlich ~ fluoreszenzmarkierte ddNTPs  (di-Desoxyribo-nukleotidphosphate)
zugegeben, denen am 3°-C-Atom die Hydroxylgruppe fehlt. Wéahrend der PCR-Reaktion
werden neben den dNTPs auch ddNTPs eingebaut, was zu einer sog. Kettenabbruchreaktion
filhrt. Durch das Fehlen der Hydroxylgruppe kann das nichste Nukleotid nicht mehr
angekniipft werden, wodurch verschieden lange DNA-Fragmente mit 3°‘-terminaler
Fluoreszenzmarkierung entstehen.

Mittels Kapillarelektrophorese konnen die Produkte unter denaturierenden Bedingungen ihrer
Linge entsprechend aufgetrennt werden. Die Fluoreszenz wird mittels CCD (charge coupled
device)-Kamera detektiert. Durch die Nukleotid-spezifischen Fluoreszenzsignale wird ein
Elektropherogramm erstellt mit dessen Hilfe die Gen-Sequenz rekonstruiert werden kann.

Zur Entfernung der Primer wurden die PCR-Produkte durch einen ExoSAPit-Verdau
enzymatisch aufgereinigt. 1,5 — 5 ng DNA wurden in 10 ml Sequenzierreaktion eingesetzt
(Tab. 13). Nach der Sequenzierreaktion wurde die DNA mittels Ethanolfillung von
iiberschiissigen ddNTPs aufgereinigt (vgl. 3.2.1).

Tab. 13: Bedingungen fiir die Sequenzierreaktion zur spiteren Analyse auf dem ABI-Prism 310 Sequencer mit
dem BigDye-Terminator Sequencing-Kit.

Reagenz Menge pro 10 pl Zeitdauer Temperatur (°C)
BigDye Terminator Premix 2 ul 1. 5 Min 96
Primer 0,2 pM 2. 10 Sek* 95 *
Verdautes PCR-Produkt 1 3. 5 Sek* XX (Primerspezifisch)*
4. 1 Min* 60*
5. 0 4
* Die Schritte 2.-4. werden in 25 Zyklen wiederholt

Fir die elektrophoretische Auftrennung im ABI 310 Sequencer wurden 6 pl der
aufgereinigten DNA mit 9 pl HiDi-Formamid gemischt und in den Sequencer geladen. Die

Auftrennung erfolgte unter den in folgenden Bedingungen:

»  Modul: P4rapidSeqE.md4 = FEPvoltage 15 kV
= [njection time 10 sec »  Heat plate temperature 50°C
» FElectrophorese voltage 15 kV = Syringe pumping time 240 sec

= Collection time 20 min
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Ausgewertet wurden die Sequenzen mit Hilfe der Chromas Lite Software Version 2.01 und
MEGAA4. Uber die Datenbank NCBI wurden die ausgewerteten Sequenzen mit bekannten

Sequenzen verglichen.

3.4 Genomsequenzierung: Computergestiitzte Datenbearbeitung und Auswertung

Wihrend die Sanger-Sequenzierung immer noch die Methode der Wahl ist, um die Sequenzen
einzelner Gene oder kurzer Genabschnitte zu erhalten, werden fiir die Entschliisselung des
gesamten Genoms eines Bakterium die sog. Next-Generation-Sequencing Techniken
eingesetzt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde fiir zwei S. maltophilia Stimme das
gesamte Genom sequenziert. Die Sequenzierung erfolgte durch die Fa. Baseclear (Leiden,
Niederlande) auf einer Illumina GAIlx Plattform. Zur Probenvorbereitung wurde die DNA
mittels des QIAamp DNA Blood Mini Kit extrahiert. Fiir die Sequenzierung wurde
genomische DNA, 206 ng/ul fiir S. maltophilia SKK35 und 215 ng/ul fiir S. maltophilia RAS,
eingesetzt. 50 bp paired-end reads wurden generiert und im *.fasta sowie im *.fastq
Dateiformat zur Verfiigung gestellt. Die Qualitdt der Basen wurde mit Hilfe des Programms
FastQC tiberpriift. Die abschlieBende Gen-Annotation wurde mittels der GenDB Software, in
Kooperation mit der Universitdt Bielefeld, durchgefiihrt. Die Genomsequenzen werden in der
Datenbank des EBI (European Bioinformatics Institute) unter der Projekt ID: 77885 fiir
SKK35 und der ID: 77887 fiir RAS8 verdffentlicht.

3.4.1 De novo Assembly

Ein de novo Assembly erfolgte fiir beide Genomsequenzen mittels der Velvet Software von
Zerbino et al. (2008). Bei diesem Assembling-Programm wird ein de Bruijn-Graph erstellt,
der basierend auf den Uberlappungen der reads die Sequenzabfolge rekonstruiert. Die 50 bp
reads, die ein Vielfaches der tatsichlichen GroBe des Genoms wiederspiegeln, werden
zundchst in kiirzere Fragmente, sog. k-mere zerlegt. Die k-mer Lange ist ein vom Nutzer zu
wihlender Parameter. Zu jedem k-mer wird das komplementére k-mer ermittelt und aus den
Uberlappungen der k-mere um jeweils 1 Base werden sog. Noden konstruiert, in welcher die

Sequenzinformationen zu einer Basenabfolge zusammengesetzt werden (Abb. 7).
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Abb. 7: Schematische Darstellung eines de Bruijn Graphs. Jede Node (im blauen Rechteck) wird aus einer Reihe
iiberlappender k-mere (in diesem Fall, £ = 5) gebildet. Dargestellt sind die k-mere der Node und ihre revers-
komplementire Sequenz (Quelle: Zerbino et al., 2008; Nachdruck genehmigt).

Noden, fiir die es nur einen moglichen Pfad gibt, werden miteinander verkniipft. Diese
Aneinanderreihung kann nicht immer erfolgen, da repetitive Sequenzen im Genom keine
eindeutige Zuordnung der Pfade erlauben. Das Genom ist daher in sog. contigs untergliedert,
die zusammenhéngende Sequenzabschnitte darstellen, deren Zusammenhang untereinander
aber nicht zu bestimmen ist. Da durch die paired-end reads noch eine zusétzliche Information
zur Position der k-mere zueinander gegeben ist, ist es moglich, die contigs zu grofleren
Einheiten, den scaffolds oder supercontigs, zusammenzufiigen. Diese beinhalten unbekannte
Sequenzen, deren Linge allerdings bekannt ist. In der Gensequenz sind sie durch kurze
Abschnitte mit N gekennzeichnet.

Die fiir den de novo Assembly gewidhlten Parameter sind in Tabelle 14 dargestellt. Es miissen
das Eingangsdatenformat, der Typ der reads, sowie die Insert Linge angegeben werden. Die
sog. ,,hash length* stellt die Linge der k-mer Fragmente dar. Fiir den Assembly beider

Sequenzen wurden die gleichen Parameter gewihlt.

Tab. 14: Fiir den Velvet de novo Assembly gewihlte Parameter.

Datenformat | Datentyp | hash length | insertlength | expected coverage

fastq shortPaired | 39 350 auto
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3.4.2 Funktionelle Gen-Annotation

Um die genetische Information in letztlich auswertbare Daten umzuwandeln, d.h. welche
Gene sind vorhanden und fiir welche Proteine codieren sie, ist die funktionelle Gen-
Annotation notwendig. Zahlreiche computerbasierte Programme zu diesem Zweck, sowohl
kommerziell erhéltliche als auch OpenSource Programme, befinden sich derzeit auf dem
Markt. Allen gemein ist, dass sie zundchst anhand der Gensequenz ORFs (open reading
frames = offene Leserraster) identifizieren und diese dann mit bereits annotierten DNA- bzw.
Aminosduresequenzen abgleichen. Basierend auf diesen Informationen kann dann die
automatische oder manuelle Annotation erfolgen. Da eine vollstindig automatische
Annotation auch fehlerbehaftet sein kann, bieten viele Programme die zusitzliche Option, die
automatische Annotation manuell nachzubearbeiten.

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Genom-Annotationssystem ist GenDB (Meyer et
al., 2003). Das System ist speziell zur Annotation von Prokaryoten-Genomen vorgesehen und
verkniipft die automatisch generierte Annotation mit der Moglichkeit der manuellen
Nachbearbeitung. Das System umfasst mehrere Tools zur Vorhersage von Regionen (ORFs).
Sequenzhomologien werden als Beobachtung durch Abgleich mit der BLAST Datenbank
ermittelt. Zusétzliche Anwendungen ermoglichen das Erkennen von Motiven, Signalpeptiden,
Vorhersagen von a-helicalen transmembran Regionen und weiteren Eigenschaften. Ein
Schema des Annotationsprozesses ist in Abbildung 8 dargestellt. Neben den annotierten
Regionen kann der Anwender noch Informationen zu metabolischen Pfaden und
Zusammenhingen in Abgleich mit den KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes),
COG (Cluster of Orthologous Groups) und GO (Gene Ontology) Datenbanken erhalten.
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Abb. 8: Schematische Darstellung der Genom-Analyse Pipeline von GenDB. Basierend auf der Rohsequenz
werden Regionen vorausgesagt die potentiell Gene darstellen. Beobachtungen durch Abgleich mit BLAST und
anderen Datenbanken fithren zur Vorhersage bestimmter Gene die annotiert werden konnen. Zusitzlich
ermdglichen weitere Tools die Vorhersage von Funktionen der entsprechenden potentiellen Gene (abgewandelt
nach Meyer ef al., 2003).

Vergleich der Genomsequenzen von S. maltophilia

Mit Hilfe der Mauve Genome Alignment Software ist es moglich, Alignments mehrerer
Genomsequenzen zu erhalten (Darling ef al., 2010). Mauve ist in der Lage konservierte
Regionen zu erkennen, und stellt diese als sog. lokale kollineare Blocke (LCBs = local
collinear blocks) visuell verschiedenfarbig dar. Dies ermdglicht es, die Sequenzabschnitte
verschiedener Genome miteinander zu vergleichen, ohne die Position der Region auf dem

Genom zu kennen, wie es bei Sequenzen, die unterteilt in contigs vorliegen, der Fall ist.
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AuBerdem konnen bei vollstindig bekannter Sequenzabfolge homologe Regionen hinsichtlich
einer moglichen Neuordnung der Genabfolge betrachtet werden.

Mauve benutzt eine Anker-Alignment Technik fiir das Genom-Alignment. Dabei werden
grundlegend tibereinstimmende Abschnitte, die sich in der Detailsequenz aber geringfiigig
unterscheiden, als sogenannte seeds (engl.: Samen) genutzt, um einen orthologen Anker zu
bestimmen, und von dort aus das Sequenzalignment zu erweitern. Der Nutzer kann selber
definieren in wieweit die Sequenzabschnitte iibereinstimmen miissen oder, wie in der
vorliegenden Arbeit geschehen, die automatische Voreinstellung von Mauve iibernehmen.
Nachdem die Ankerregionen bestimmt wurden, wird das darauffolgende Alignment mit dem
ClustalW-Algorithmus fiir jeden LCB berechnet. Abbildung 9 zeigt das Alignment der fiinf
S. maltophilia Genomsequenzen. Unter diesen Bedingungen definierte Regionen, die keine,
oder nur eine geringe Sequenzhomologie aufweisen, und dementsprechend als farblose

Regionen in den LCBs zusammengefasst sind, wurden als genomische Inseln (GElIs)

betrachtet.
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Abb. 9: Genom-Alignment mit Mauve. Dargestellt sind (von oben nach unten) S. maltophilia K279a, R551-3,
SKA14, RA8 und SKK35. Verschiedenfarbige Blocke stellen die sog. LCBs (local collinear blocks) dar, die fiir
homologe Sequenzabschnitte stehen, die bei mindestens zwei S. maltophilia Stimmen vorkommen. Nicht farbig
markierte Regionen bilden genomische Inseln (GEIs) die nur bei dem jeweiligen S. maltophilia Stamm aufireten,
exemplarisch ist eine GEI-Region in der Abbildung hervorgehoben.
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Die Anfertigung von Genom-Karten erfolgte mit Hilfe der BRIG (Blast Ring Image
Generator) Software (Alikhan et al., 2011). Dabei wurden die Sequenzdaten mittels des
BLAST-Algorithmus verglichen und fiir SKK35 und fiir RA8 jeweils ein Alignment
konstruiert. Sequenz-Ubereinstimmungen mit dem Ausgangs-Genom wurden in %

ausgedriickt und als Helligkeitsabstufungen dargestellt.

Problematik der Annotation und des Alignments von draft-Genomdaten

Da die Liicken im Genom nicht vollstindig geschlossen werden konnten, wurde fiir SKK35
und RAS das draft-Genom annotiert und die auf supercontigs liegenden Regionen wurden
anhand der Referenzsequenz K279a ausgerichtet. Die einzelnen contigs, sowie contigs die
sich nicht an der Referenz ausrichten lieBen wurden durch die Abfolge von 100x N an den
Sequenzenden  gekennzeichnet und  aneinandergereiht  zusammengefiigt.  Diese
Vorgehensweise hat den Vorteil, dass sich die Genome so viel leichter auf
Ubereinstimmungen oder Unterschiede hin vergleichen lassen. Problematisch wird es in den
Fillen wenn z. B. ein Gen auf zwei contigs verteilt vorliegt. Bei der automatisierten
Annotation wird dieses zweifach annotiert, obwohl keine der Sequenzen vollstindig vorliegt.
Andersherum kann bei der Annotation auch eine Abfolge von NNN — Markierungen an den
Stellen vorliegen, an denen eigentlich ein Stop Codon zu finden wire. Die automatische
Annotationsfunktion fligt in diesem Fall mehrere, eigentlich separate Gene zu einem grof3en
ORF (open reading frame) zusammen. Diese Problematik gilt es im Folgenden beim
Vergleich der genetischen Ausstattung von S. maltophilia SKK35 und RA8 zu

beriicksichtigen.
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4 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 57 verschiedene, bislang noch nicht charakterisierte,
S. maltophilia Stamme aus der Umwelt isoliert. Davon stammen 27 aus Klarschlamm und 9
aus dem Kldranlagenablauf. Weitere 18 Isolate wurden aus Wasser und Sediment von
Nebenarmen des Rheins bei Karlsruhe gewonnen. Drei Isolate wurden aus Leitungswasser
aus dem Stddtischen Klinikum in Karlsruhe gewonnen. Eine Anzahl von 56 S. maltophilia
Patientenisolaten aus dem Stddtischen Klinikum in Karlsruhe wurde iiber den Zeitraum von
einem Jahr gesammelt und zur Verfligung gestellt. Ferner standen als Referenzisolate 10
Typstimme der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) von
einigen Stenotrophomonas Spezies sowie 10 S. maltophilia Stimme der Belgian Coordinated
Culture Collection of Microorganisms (BCCM/LMG) zur Verfiigung. Isolate von
Mukoviszidosepatienten aus dem Universitdtsklintkum in  Freiburg sowie drei
Referenzisolate, fiir welche vollstindige Genomsequenzinformationen verfiigbar sind, wurden
in die Untersuchungen mit einbezogen. Fiir detaillierte Informationen vgl. Tabelle 1 im

Materialteil.

4.1 Genetische Diversitit von S. maltophilia

Um einen Uberblick iiber die genetische Diversitit von S. maltophilia zu erhalten, wurden
zwel verschiedene Methoden angewandt. Rep (repetitive extragenic palindromic)-PCR zielt
auf repetitive Sequenzen, die liber das ganze Genom verteilt sind. Durch Amplifikation der
verschieden langen DNA-Abschnitte zwischen diesen repetitiven Sequenzen erhdlt man
spezifische Fingerprints. Diese, angeordnet in einem Dendrogramm, liefern Hinweise auf
genetische Ahnlichkeiten oder Unterschiede und erlauben die Charakterisierung von
genetischen Gruppen. Das gyrB Gen, ein housekeeping Gen, das fiir eine Gyrase codiert,
zeichnet sich durch eine hohe phylogenetische Auflosung aus. Eine Genotypisierung, auch
von nahe verwandten Isolaten, ldsst sich basierend auf Unterschieden in der

Nukleodidsequenz von housekeeping-Genen erstellen.



4 Ergebnisse | 62

4.1.1 rep-PCR Fingerprinting

Um die genetische Diversitit an einer breiten Auswahl von S. maltophilia Stimmen zu testen,
wurden rep-PCR Fingerprints mit zwei verschiedenen Primersystemen, BoxA1R und (GTG)s
erstellt. Insgesamt wurden 167 Bakterienisolate charakterisiert. Hierunter fielen auch die
Typstimme weiterer Stenotrophomonas-Spezies. S. rhizophila, S. nitritireducens,
S. acidaminiphila, S. terrae, S. humi, S. koreensis sowie die Typstimme von Xanthomonas
campestris pv. campestris und Pseudoxanthomonas broegbernensis, die als Aullengruppen
verwendet wurden. Klonal identische Isolate, d.h. Isolate derselben Herkunft mit identischen
Fingerprints, wurden im Arbeitsprozess aussortiert.

Das Clustering-Verfahren UPGMA (Unweight Pair Group Method with Arithmetic Mean)
mit Pearsons Korrelationskoeffizient wurde verwendet. Mit beiden Primern ermittelte rep-
PCR Fingerprints wurden als ein Datenset analysiert. Hierzu wurde eine Matrix aus den
Mittelwerten der Ahnlichkeitsmatrices fiir die beiden Primer errechnet und in einem einzigen
Dendrogramm, Abbildung 10, dargestellt. Da Cluster, die charakteristische Bandenmuster
aufwiesen, eine Profil-Ahnlichkeit von mindestens r = 45 % besaBen, wurde dieser Wert als
Schwellenwert fiir die Definition von genetischen Gruppen festgelegt. Mit einem Minimum
von drei Stimmen pro Cluster konnten so zwolf verschiedene Gruppen (auf der rechten Seite
von Abbildung 10 zu sehen) unterschieden werden. Die mittlere Profilahnlichkeit zusammen
mit der entsprechenden Standardabweichung ist auf der linken Seite in Abbildung 10 zu
sehen. An jeden Ast des Dendrogramms wurden Fehlerbalken sowie der kophenetische
Korrelationskoeffizient angefiigt.

Die zwolf beschriebenen Gruppen setzten sich zum groften Teil aus klinischen und aus
Umweltisolaten zusammen. In der folgenden Beschreibung sollen nur diejenigen Cluster
hervorgehoben werden, die von besonderer Relevanz fiir die Charakterisierung von
S. maltophilia sind. Die grofite Gruppe war Cluster 7 mit 28 Isolaten. Hier war eine Tendenz
zur Akkumulation von Atemwegsisolaten zu beobachten, denn 13 von 19 klinischen Isolaten
waren aus den Atemwegen von Patienten isoliert. Die Umweltisolate in diesem Cluster waren
iiberwiegend aus Kliarschlamm gewonnen. Die Cluster 3 und 4 bestanden ebenfalls beide aus
klinischen und Umweltisolaten, wobei jeweils der Anteil an klinischen Isolaten iiberwog.
Auch Cluster 3 zeigte einen iiberwiegenden Anteil an Atemwegsisolaten. Cluster 4 dagegen

lieB3 sich nicht auf einen bestimmten Ursprung zuriickfiihren.
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Abb. 10: Dendrogramm basierend auf (GTG)s und BoxA1R Fingerprint Profilen. Die Clusteranalyse erfol gte
mittels UPGMA mit Pearsons Korrelationskoeffizient. Isolate, die zusatzlich mittels gyrB Gen Sequenzierung
charakterisiert wurden, sind in verschiedenen Farben dargestellt, die fiir die Zuordnung zu gyrB
Genotypisierungs-Gruppen stehen. Referenzstimme von vorhergehenden AFLP/MLST Untersuchungen sind
durch entsprechende Symbole gekennzeichnet. Referenzisolate, die zur 16S rRNA Gruppe E2 gehdren, wurden
mit einem schwarzen Punkt gekennzeichnet.

Die drei kleineren Cluster 9, 10 und 12 setzten sich ebenfalls aus beiden Typen, klinischen
und Umweltisolaten, zusammen. Zwei der groBBeren Cluster, namentlich 1 und 11, bestanden
nur aus Umweltisolaten. Auffillig dabei war, dass sich in Cluster 1 {iberwiegend
Klaranlagenisolate fanden (12 von 16 Isolaten). Cluster 11 dagegen bestand {iberwiegend aus
Isolaten von SiiBwassersedimentproben. Dariiber hinaus gab es noch vier kleinere Gruppen,
Cluster 2, 5, 6 und 8, die nur klinische Isolate enthielten.

Zwolf kleine Cluster mit jeweils nur 2 Isolaten waren zu erkennen. Es gab 13 Isolate, die
keiner Gruppe zugeordnet werden konnten. Die AuBBengruppen X. campestris pv. campestris
und P. broegbernensis sowie die Stenotrophomonas sp. Typstamme lieBen sich mit dieser
Methode nicht deutlich von den S. maltophilia Isolaten differenzieren.

150 der 167 Isolate wiesen verschiedene BoxAIR- beziehungsweise (GTG)s-Profile auf.
Dabei zeigten die (GTG)s-Fingerprints zwischen 5 und 21 Banden, die Box-Fingerprints
besallen zwischen 5 und 15 Banden. Das Auftreten bestimmter Bandenkombinationen lie3
sich mit der Eingliederung in bestimmte Cluster verbinden, sog. Signaturbanden.

Fiir die groBeren rep-PCR Gruppen sind diese in den Abbildungen 11 a)-d) dargestellt. Bei
Gruppe 1 (in Abbildung 11a) waren im Fall der (GTG)s-Fingerprints zwei Banden mit
ungefiahr 610 bp und 700 bp Groe maBgeblich. Bei BoxAIR Fingerprints der Gruppe 1
traten zwei spezifische Banden im Bereich von circa 600 bis 620 bp auf. Kennzeichnend fiir
Isolate der Gruppe 3 (in Abbildung 11b) war im Box-Profil eine Kombination von drei
Banden mit circa 270, 320 und 440 bp Lange.

Gruppe 7, die groBte der beschriebenen Gruppen, dargestellt in Abbildung 11c, wurde im
(GTG)s-Profil durch drei Banden von circa 310, 380 und 500 bp Linge charakterisiert. Beim
Box-Profil lag bei allen Isolaten eine kurze Bande von ca. 175 bp vor. Eine markante Bande,
die allerdings nicht bei allen Isolaten der Gruppe 7 vorkam, war auf der Hohe von 1500 bp zu
finden. Diese wiirde noch eine weitere Unterteilung ermdglichen. Das Box Profil von Gruppe
11, dargestellt in Abbildung 11d, lieB sich durch das Auftreten einer meist sehr stark
ausgepragten Bande mit einer Gréf3e von ungefidhr 160 bp charakterisieren. Diese trat, mit
Ausnahme der Stimme e4 und e8, die direkt benachbart zur Gruppe 11 clustern, bei keinem

anderen S. maltophilia Isolat auf.
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Abb. 11: rep-PCR-Fingerprints der vier groten Genogruppen. a) Gruppe 1, b) Gruppe 3, c) Gruppe 7 und d)
Gruppe 11. Oben dargestellt sind jeweils die normalisierten Fingerprints mit (GTG)s-Primern, unten die
Fingerprints mit BoxAIR-Primern. Der Pfeil markiert die Lage und Lidnge der charakteristischen

Signaturbanden.
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Mittels spezifischer Primer konnte fiir alle diese Isolate auch nachgewiesen werden, dass sie
zur von Minkwitz & Berg (2000) beschriebenen Gruppe E2 gehoren. Somit stellte diese
Bande eine Signaturbande fiir E2 Isolate dar. Diese Bande trat lediglich noch bei drei Isolaten

auf, die der Spezies S. rhizophila zugeordnet wurden.

4.1.2 Sequenzanalyse des gyrB Gens

Die Sequenz des gyrB Gens (partiell: 500 bis 700 bp vom 5°-Ende ausgehend) wurde fiir 98
S. maltophilia Isolate ermittelt. Stenotrophomonas sp. Typstdmme, sowie Sequenzdaten von
Xanthomonas sp. und Xylella fastidiosa, die liber die NCBI Datenbank erhéltlich waren,
wurden als AuBlengruppen mit einbezogen. Die Neighbour-Joining-Clusteranalyse miindete in
einem phylogenetischen Baum mit elf Clustern, die drei oder mehr Isolate enthielten. Um
diese von den rep-PCR-Clustern zu unterscheiden, wurden sie mit A-J beziffert (Abb. 12).
Einer dieser Cluster enthielt drei S. rhizophila Isolate und wurde dementsprechend benannt.
Drei weitere Cluster beinhalteten jeweils zwei Isolate. Vier Isolate lieBen sich keiner der
Gruppen zuordnen.

Cluster A bildete mit 22 Isolaten die groffte Gruppe. Sie bestand aus 14 klinischen und 8
Umweltisolaten. Dabei waren zwolf der klinischen Stimme Atemwegsisolate. Vier der acht
Umweltisolate stammten aus Klarschlamm. Der zweitgroBte Cluster war Gruppe E mit zwolf
Isolaten. Zehn davon waren klinische Isolate, am héufigsten aus Urinproben, ansonsten aus
einem Venenkatheter, einem Wundabstrich, dem Atemwegstrakt, sowie zwei humane Isolate,
bei denen die Quelle unbekannt war. Zwei kleinere Cluster, C und G, enthielten nur klinische
Isolate. Zwei groflere Cluster, H und J, enthielten dagegen nur Umweltisolate. Bei Cluster H
stammten die Umweltisolate vorwiegend aus Klarschlammproben, bei Cluster J groBtenteils
aus SiiBwassersediment. Cluster B, D, F und I wiesen eine recht gleichgewichtete Verteilung
zwischen klinischen und Umweltisolaten auf. S. koreensis clusterte mit Stenotrophomonas sp.
2408. Typstamme der anderen Stenotrophomonas-Spezies, Xanthomonaden und Xylella
fastidiosa, welche als AuBlengruppen verwendet wurden, waren deutlich von den

S. maltophilia Isolaten zu unterscheiden.
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Abb. 12: Neigbour-Joining phylogenetischer Baum
basierend auf partiellen gyrB Gen Sequenzen (475
Nukleotid-Positionen) von Stenotrophomonas-
Stimmen mit Xanthomonaden und Xylella
fastidiosa als AuBengruppen. Rechts ist die
Gruppierung der Isolate in der vorangehenden
Genotypisierung mittels rep-PCR angefiigt.
Referenzisolate aus AFLP/MLST-Gruppierungen
aus der Literatur wurden mit verschiedenen
Symbolen gekennzeichnet. Referenzisolate der 16S
rRNA Gruppe E2 wurden mit einem schwarzen
Punkt gekennzeichnet. Spezies-Typstimme sind
durch (T) gekennzeichnet.



4 Ergebnisse | 68

4.1.3 Vergleich der Ergebnisse des rep-PCR Fingerprinting und der gyrB-

Gensequenzanalyse

Beim Vergleich der beiden Genotypisierungsmethoden war bemerkenswert, dass die meisten
rep-PCR Cluster auch bei der gyrB-Gensequenzanalyse wiedergefunden werden konnten (vgl.
Farbcode-Zuordnungen in Abb. 10 und 12). Im Detail bedeutet das, dass alle Isolate aus der
gyrB-Gruppe H in der rep-PCR-Gruppe 1 clusterten, und alle Isolate der Gruppe G in Gruppe
2. Die drei Stimme der rep-Gruppe bildeten keinen Cluster. Isolate der rep-Gruppe 4 waren,
mit einer Ausnahme, in gyrB-Gruppe E zu finden. Lediglich der S. maltophilia Typstamm
DSM 50170 clusterte bei der gyrB-Gruppe A. Aus Gruppe 5 wurden keine Isolate fiir die
Sequenzierung verwendet. Die Stimme aus Gruppe 6 clusterten in der gyrB-Gruppe C. Der
rep-Gruppe 7, dem grofiten Cluster, konnten die meisten Isolate der gyrB-Gruppe A
zugeordnet werden. Isolate aus Gruppe 8, die in einer nur kurzen Distanz zu Gruppe 7 lag,
waren ebenfalls in Gruppe A wiederzufinden. Die rep-Cluster 9 und 10 entsprachen jeweils
den gyrB-Clustern F und D. Cluster 11 beinhaltete alle gryB-Gruppe J Isolate bis auf das
Isolat e4, welches allerdings in direkter Nachbarschaft mit 38% Profildhnlichkeit clusterte.
Alle Stamme aus der rep-Gruppe 12 waren in gyrB Cluster | wiederzufinden.

Zusammenfassend konnte man feststellen, dass die auf der rep-PCR Methode basierende
Genotypisierung weitestgehend mit der gyrB basierten Genotypisierung iibereinstimmte, was

die Aussagefihigkeit dieser Unterteilung unterstreicht.

4.1.4 Vergleich der S. maltophilia Klassifizierung mit der Klassifizierung durch friithere

Studien

Beim Vergleich der Verteilung der Referenzisolate aus verschiedenen Studien zeigte sich eine
hohe Kongruenz der rep-PCR- und gyrB-Gruppen vorhergehenden Genotypiserungsstudien
durch AFLP (amplified fragment lenght polymorphism) (Hauben et al., 1999) und MLST
(multi locus sequence typing) (Kaiser et al., 2009). Bei den gyrB-Gensequenzen war es
moglich, durch die Referenzisolate alle Gruppen, Hauben 1-9 und Kaiser A-E, in
entsprechender Verteilung in den gyrB-Gruppen wiederzufinden. In Abbildung 10 und 12
sind die Referenzisolate aus der AFLP- und der MLST-Untersuchung jeweils mit
entsprechenden Symbolen gekennzeichnet. Eine hohe Korrelation lief sich fiir die MLST-
Gruppe 6 Isolate erkennen, welche alle in Gruppe A clusterten. Die meisten davon konnten

ebenfalls der rep-PCR-Gruppe 7 zugeordnet werden, mit Ausnahme des S. maltophilia
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Typstamms DSM 50170 und dem Stamm 676, welche zur rep-Gruppe 4 gehorten. In den
gyrB-Gruppen B, C, D, F, G, H, I und J waren jeweils Referenzisolate aus den Gruppen 2, 3,
7,4, 1,5, Aund 9 zu finden. Da die Gruppenverteilung der gyrB-Cluster mit der Verteilung
der rep-Gruppen korrelierte, konnten diese auch entsprechend mit den AFLP/MLST-
Gruppierungen in Verbindung gebracht werden. Ausnahmen waren die Isolate aus der AFLP-
Gruppe 2, welche zwar beieinander clusterten, aber nicht mit irgendeinem der anderen Isolate.
Ferner wurden auch Referenzisolate aus einer Genotypisierungsstudie von Minkwitz et al.
(2001) mit einbezogen. Diese clusterten alle in gyrB-Gruppe J beziehungsweise alle in rep-

PCR-Gruppe 11 oder der unmittelbaren Nachbarschaft.

4.2 Physiologische Diversitit von S. maltophilia

Zur Untersuchung der physiologischen Diversitit wurde ein reprisentativer Satz von 51
S. maltophilia Isolaten ausgewihlt. Dabei wurden, wenn moglich, aus jeder genetischen
Subgruppe, gemill den rep-PCR- und den gyrB-Clustern, vier Isolate gewéhlt. Wenn mdéglich
waren es zweli klinische und zwei Umweltisolate. Untersucht wurden physiologische Faktoren
von potentiell klinischer Relevanz wie Biofilmbildung, Motilitdt, Sekretion extrazelluldrer

Komponenten sowie die Virulenz in einem Amobenmodell.

4.2.1 Wachstum von S. maltophilia

Um zunichst einen generellen Uberblick iiber das Wachstumsverhalten von S. maltophilia zu
erhalten, wurden Wachstumskurven aufgenommen. Getestet wurde das Wachstumsverhalten
in LB-Medium bei 30°C, da dies die am hdufigsten genutzte Inkubationstemperatur fiir die
nachfolgenden Versuche war. Es wurden Wachstumskurven fiir die 51 Testisolate ermittelt.
Die mittlere Generationszeit lag bei (Mittelwert & Standardabweichung) 1,59+0,35 Stunden.
Dabei zeigte S. maltophilia Stamm 678 mit 2,54 Stunden die hochste ermittelte
Generationszeit. Ahnliche lange Generationszeiten besaBen auch die Stimme 682 und 683.
Diese sind alle Atemwegsisolate von Mukoviszidosepatienten. S. maltophilia NA20 hatte mit
1,1 Stunde die kiirzeste ermittelte Generationszeit. In Abbildung 13 sind beispielhaft

Wachstumskurven von 7 S. maltophilia Stimmen dargestellt. Aufgetragen ist jeweils der
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Mittelwert aus der achtfach bestimmten ODgyy der Stimme R551-3, SKA14, SKK35, RAS,
678, NA20 und K279a.
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Abb. 13: Wachstumskurven flir 7 S. maltophilia Isolate (R551-3, SKA14, SKK35, RA8, 678, NA20 und K279a)
in LB-Medium. Ermittelt wurde die optische Dichte bei 600 nm (ODg) liber einen Zeitraum von 24 Stunden bei
30°C unter Schiitteln. Aufgetragen ist der Mittelwert einer Achtfachbestimmung. Als Negativkontrolle wurde
LB-Medium ohne Zugabe einer Bakterienkultur vermessen. Als Fehlerbalken ist die Standartabweichung
dargestellt.

4.2.2 Biofilmbildungs-Potential von S. maltophilia

Das Potential zur Biofilmbildung der verschiedenen S. maltophilia Isolate wurde als
Wachstum von Biofilmen in Polystyrol-Mikrotiterplatten mit BHI 1:4 als Medium bestimmit.
Nach 24 Stunden wurde die Menge an Biofilm durch Firbung der Zellen mit Kristallviolett
und anschlieBender photometrischer Quantifizierung bei 595 nm bestimmt. Fiir jeden der 51
Teststimme wurde jeweils der Mittelwert aus mindestens 24 Einzelmessungen bestimmt.

Die verschiedenen S. maltophilia Stimme zeigten deutliche Unterschiede im
Biofilmbildungs-Potential. Dabei reichte das Spektrum der gemessenen ODsos von 0,022 fiir
den niedrigsten bis zu 0,386 fiir den hochsten Wert. Als Vergleichswert fiir einen guten
Biofilmbildner wurde P. aeruginosa PA14 als Referenzstamm verwendet, welcher im Mittel

eine ODsos von 0,443 aufwies. Als Schwellenwert fiir das Hintergrundrauschen der Messung
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wurde der ODc gemdll den Vorgaben von Stephanovic et al. (2007) berechnet. Dieser setzt
sich zusammen aus dem Mittelwert (MW) der Extinktion der Negativkontrolle (nur Medium)

und dem dreifachen Wert der Standardabweichung (SD) der Negativkontrolle.

ODc = MW 0DggsNegativkontrolle + (3xSD Negativkontrolle)

Der ODc-Wert fiir die vorliegenden Ergebnisse betrug 0,072. Eine oberhalb dieses Wertes
vorliegende ODsgs-Messung wurde als Biofilmwachstum bewertet. Die Einteilung in
schwache, moderate und starke Biofilmbildung erfolgte anhand der Vielfachen des ODc-
Werts. Von den 51 untersuchten S. maltophilia Staimmen bildeten 15 keinen Biofilm. Der
groBBere Teil der Isolate zeigte ein schwaches Biofilmbildungs-Potential (ODsgs = 0,072 bis
0,144). Sechs der Isolate waren moderate Biofilmbildner (ODsos = 0,144 bis 0,288) und nur
der S. maltophilia Typstamm DSM 50170 wurde mit einer ODsgs von 0,386 als starker
Biofilmbildner eingeordnet. Abbildung 14 zeigt die Mittelwerte der ODsgs der verschiedenen

S. maltophilia Isolate nach ihrem Isolierungsursprung angeordnet, in einem Sdulendiagramm.
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Abb. 14: S. maltophilia Biofilmbildung in Polystyrol-Mikrotiterplatten nach 24 Stunden Wachstum in BHI 1:4.
Als Sdulen sind die Mittelwerte der ODsys der Biofilme (mit 0,5%iger Kristallviolett-Losung angefirbt und 1:10
in Ethanol verdiinnt) aufgetragen. Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung aus mindestens 24
Einzelwerten. Unterhalb der Stammnamen sind die Patientengewebe beziehungsweise der Umweltursprung der
Isolate nidher bezeichnet.
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75% der Patientenisolate waren Biofilmbildner. Der mittlere ODsgs-Wert der klinischen
Isolate war 0,115. Bei den Umweltisolaten waren 65% Biofilmbildner, wobei der mittlere
ODsgs-Wert mit 0,081 etwas unter dem der klinischen Isolate lag. Generell waren alle
moderaten und starken Biofilmbildner klinischen Ursprungs. Statistisch, im zweiseitigen t-
Test ermittelt, zeigten sich allerdings keine signifikanten Unterschiede zwischen
Umweltisolaten und klinischen Isolaten (p>0,05).

In Abbildung 15 sind die Genogruppen gemall der gyrB-Gen Cluster in verschiedenen Farben
dargestellt. Vergleicht man die Biofilmbildung mit den im Vorversuch definierten genetischen
Subgruppen, kann man sehen, dass sich kein Zusammenhang aus der genetischen

Klassifizierung und dem Biofilmbildungspotential ergab.
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Abb. 15: S. maltophilia Biofilmbildung in Polystyrol-Mikrotiterplatten nach 24 Stunden Wachstum in BHI 1:4.
Als Saulen sind die Mittelwerte der ODsgs der Biofilme (mit 0,5%iger Kristallviolett-Losung angefarbt und 1:10
in Ethanol verdiinnt) aufgetragen. Fehlerbalken reprédsentieren die Standardabweichung aus mindestens 24

Einzelwerten. Die verschiedenen Farben représentieren die genetischen Gruppen A-J gemiBl der gyrB-Gen
Klassifizierung (Vgl. 4.1.2 Abb. 12).

4.2.3 Beweglichkeit — Twitching und Swimming Motilitit von S. maltophilia

In Zusammenhang mit der Virulenz wurden hiufig Flagellen und Pili diskutiert. Dabei wurde
deren Funktion als Adhésionsfaktoren in Zusammenhang mit einer erleichterten

Kolonisierung des Wirts, aber auch der Himagglutination von Erythrozyten in
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Zusammenhang gebracht (Jonson et al., 2005). Die Anwesenheit intakter Flagellen kann
durch Schwimmtests nachgewiesen werden. Die Féahigkeit der Fortbewegung durch Pili kann
durch sog. Twitching gezeigt werden. Im Folgenden wurde das Schwimm- und Twitch-
Verhalten der 51 S. maltophilia Testisolate untersucht. Ergebnisse sind u.a. in Tabelle 15
zusammengefasst. Die Beweglichkeit durch intakte Flagellen kann als Schwimm-Motilitdt auf
0,3%igen Agarplatten getestet werden. Zugrunde gelegt wurde der Mittelwert aus mindestens
drei Versuchsansétzen. Von den getesteten 51 Isolaten wiesen 14 keinerlei Fahigkeiten zum
Schwimmen auf. Fiir die verbleibenden Isolate betrug der sichtbare Durchmesser der
Schwimmfliache zwischen 4,9 mm bis 20,1 mm. Dabei lieBen sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen klinischen und Umweltisolaten festmachen. Ebenso lief8 sich kein
Zusammenhang mit der Herkunft der Isolate oder ihrer genetischen Klassifizierung
ausmachen und es konnte keine Korrelation zwischen Schwimmen und Biofilmbildung
erkannt werden. Im Fall der Twitching-Motilitit waren dhnliche Ergebnisse zu verzeichnen.
Diese wurde auf sehr diinn gegossenen Agarplatten als Bewegungsdurchmesser ermittelt.
Auch hier wurden 24 Stunden alte Kolonien auf den Test-Agar tiberfiihrt und nach 24
Stunden wurde der Durchmesser vermessen. Achtzehn Isolate zeigten keinerlei Twitching.
Die anderen Isolate wiesen Bewegung in einem Durchmesser von 3,2 mm bis 9,5 mm auf. Fiir
beide Versuche wurde P. aeruginosa PAl14 als Referenzstamm fiir Twitching und
Schwimmen verglichen. Wobei S. maltophilia im Vergleich zu P. aeruginosa mit einem
Schwimmdurchmesser von 28 mm und einem 7witching-Durchmesser von 17 mm eine
geringer ausgepriagte Schwimm- und Twitching-Motilitit aufwies. Es lie sich kein
Zusammenhang der Motilitdit mit der genetischen Klassifizierung, der Herkunft der Isolate

oder dem Biofilmbildungspotential feststellen.

4.2.4 Sekretion von Sekundirmetaboliten im Zusammenhang mit bakterieller Virulenz
Héamolysine

Hamolytische Eigenschaften wurden als klare Hamolyse-Zone auf Schafsblut-Agar nach 24,
48, 72 und 96 Stunden Wachstum bei 30°C dokumentiert. Von den 51 getesteten
S. maltophilia Isolaten wurde fiir 45 Isolate B-Hdmolyse nachgewiesen, sechs zeigten keine

Héamolyse. Erste Ergebnisse konnten dabei bereits nach 48 Stunden dokumentiert werden. Die
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meisten der getesteten Isolate zeigten nach 72 Stunden klare Anzeichen von B-Héamolyse. Die

Ergebnisse sind im Einzelnen in Tabelle 15 zusammengefasst.

Proteasen

Die Produktion extrazelluldrer Proteasen wurde auf Miiller-Hinton-Agar mit 30% (w/v)
Magermilchpulver untersucht. Dabei wurde jeweils 1 pl einer S. maltophilia tiber Nachtkultur
auf die Testplatte aufgebracht. Produktion von Proteasen wurde nach 72 Stunden bei 30 °C
als klarer Proteolyse-Ring um die Bakterienfliche gemessen. Aus dem Durchmesser des
Proteolyse-Rings im Verhiltnis zum Durchmesser der von Bakterien bewachsenen Flidche
wurde der Quotient als MaB fiir die Proteolyse berechnet. Tabelle 15 zeigt die Einteilung der
verschiedenen S. maltophilia Isolate. Fiinf Isolate zeigten keine proteolytischen
Eigenschaften, neun zeigten nur schwache Proteolyse mit einem Verhidltnis der
Proteolysezone bis zum Koloniedurchmesser von bis zu 1,49. Bei 25 Isolaten lag dieser

Quotient bei 1,50-1,99. Elf Isolate zeigten starke Proteolysezonen mit einem Quotienten von

iiber 2,0.

Siderophore

Die Produktion von Siderophoren wurde auf Chrom-Azurol-S (CAS)-Agar nachgewiesen.
Die Platten enthalten Chrom-Azurol-S, welches mit Eisen zusammen einen tiefblauen
Komplex ausbildet. Durch die Produktion von Siderophoren kann das Eisen aus dem
Komplex entfernt werden, wodurch sich dieser entfarbt. Die zu testenden Stimme wurden auf
den CAS-Agarplatten ausgestrichen und bei 30 °C bebriitet. Bei allen Stimmen lieB sich nach
24 Stunden eine Entfirbung des Agars um die Bakterien herum erkennen, die auf die

Produktion von Siderophoren schlieBen ldsst (vgl. Tabelle 15).



Tab. 15: Physiologische Eigenschaften von klinischer Relevanz fiir 51 S. maltophilia Isolate.
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Isolat Quelle

677 Atemwege
678

682

683

SKK 3

SKK 5

SKK53

LMG 10853

DSM 50170

LMG 10874 Blut
LMG 11114

K279a

SKK 55

SKK 1 Wunde
SKK12

SKK 35

LMG 10991

LMG 10996

SKK 28 Urin
SKK38

LMG10873 Auge

c5 Mensch (nicht definiert)
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KS 13
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Motilitit durch Flagellen und Pili wurde jeweils getestet als Twitching- und Schwimm-Motilitdt nach 24
Stunden. Bildung von Siderophoren wurde als klare Zone auf CAS (Chrom-Azurol S)-Agar nach 24 Stunden
bestimmt. Produktion von Hamolysin wurde nach 24 bis 96 Stunden auf Blut-Agar-Platten mit 65 ml/l Schaf-
Blut untersucht. Produktion von extrazelluldren Proteasen wurde als klare Proteolyszone auf Miiller-Hinton-
Agar mit 30% (w/v) Magermilch im Verhéltnis zum Durchmesser der Bakterienkolonie nach 72 Stunden
dokumentiert. Alle Versuche wurden bei 30 °C durchgefiihrt.

*1 — kein Twitching; + Durchmesser 3 - 6 mm; ++ Durchmesser >6 mm
*2 — kein Schwimmen; + Durchmesser 5-10 mm; ++ Durchmesser 10-15 mm; +++ Durchmesser >15 mm

*3 — keine Himolyse; + Hdmolyse nach 96 Stunden sichtbar; ++ Hdmolyse nach 72 Stunden sichtbar; +++ Hadmolyse nach 48 Stunden

sichtbar

*4 — keine Proteolyse; + Quotient bis 1,49; ++ Quotient 1,50-1,99; +++ Quotient > 2,0

*5 — positiver Nachweis fiir Siderophore +



4 Ergebnisse | 76

4.2.5 Antibiotikaresistenzen

Um eine generelle Ubersicht iiber die Antibiotikaresistenzen von S. maltophilia zu erhalten,
wurde zundchst ein breites Spektrum an klinisch relevanten Antibiotika mittels
Plattendiffusionstest an einigen S. maltophilia Isolaten untersucht. Basierend auf diesen
Ergebnissen wurden fiinf Antibiotika aus fiinf verschiedenen Stoffklassen, bei denen die
verschiedenen S. maltophilia Stimme Diversitdt in der Resistenz/Sensibilitit aufwiesen,
ausgewdhlt. Mittels des Mikrobouillon- Verdiinnungstests wurde fiir diese fiinf Antibiotika mit
den 51 Teststimmen Resistenzprofile inklusive einer Bestimmung der Minimalen

Hemmstoff-Konzentration (MHK) erstellt.

Plattendiffusionstest

Mittels des Plattendiffusionstests wurden 36 S. maltophilia Stimme auf ihre Resistenzen
gegeniiber flinfzehn verschiedenen Antibiotika getestet. Konnte die Bildung eines
Hemmhofes um die mit Antibiotika imprégnierten Plittchen herum beobachtet werden, wies
das auf Resistenzen hin. Einige der Isolate wiesen intermedidre Hemmhofe auf, d.h. ein
eingeschrinktes Wachstum der Bakterien war zu beobachten. Diese wurden in der folgenden
Auswertung als resistent gewertet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 16 als Sdulendiagramm
zusammengefasst.

Alle Isolate waren resistent gegen Penicillin (P10), Ampicillin (AM10), Novobiocin (NB30)
und Kanamycin (K30). Auch gegen die beiden anderen Aminoglycoside Neomycin (N30) und
Gentamicin (GM10) wiesen zahlreiche S. maltophilia Isolate Resistenzen auf. Diese lagen fiir
Neomycin bei 90% und fiir Gentamicin um 77%. Die Gruppe der Chinolone erwies sich als
am effektivsten gegen Stenotrophomonas wirkend. Fiir Ciprofloxacin (CIP5) und Ofloxacin
(OFX5) lagen die Resistenzraten nur jeweils bei 3% und 10%, wéhrend sie fiir Norfloxacin
(NOR10) 29% aufwiesen. Gegeniiber den Sulfonamid Kombinationspriaparaten zeigten die
S. maltophilia Tsolate verhdltnismidfig hohe Resistenzraten, mit 51% resistenten Isolaten
gegen Trimethoprim/Sulfamethoxazol 23,75/1,25 pg (SXT) und 79% Triple-Sulfa 0,25 pg
(SSS.25) resistenten Isolaten. Resistenzraten gegen Vancomycin (VA30) lagen bei 74%, fiir
Tetracyclin (TE30) bei 31%, fiir Chloramphenicol (C30) bei 10%, dagegen fiir Erythromycin
(E15) bei 91%. Basierend auf dieser Auswahl wurden fiir weitere Untersuchungen fiinf

Antibiotika, die eine Diversitit in den jeweiligen Resistenzprofilen aufwiesen, ausgesucht.
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Aus jeweils verschiedenen Stoffklassen waren diese: Norfloxacin, Gentamicin,

Trimethoprim/Sulfamethoxazol (co-Trimoxazol), Vancomycin und Tetracyclin.

% der resistenten
5. maltophilia |solate
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Penicilline Aminoglycoside Chinalone Sulfonamide

Abb. 16: Antibiotikaresistenzen ermittelt durch den Plattendiffusionstest. Es wurden 36 S. maltophilia Isolate
getestet. Dargestellt ist die Anzahl der resistenten Isolate in Prozent fiir die Antibiotika Penicillin 10 pg (P10),
Ampicillin 5 pg (AMS), Kanamycin 30 pg (K30), Neomycin 30 pg (N30), Gentamicin 10 pg (GM10),
Ciprofloxacin 5 pg (CIP5), Ofloxacin 5 pg (OFXS5), Norfloxacin 10 pg (NORI10),
Trimethoprim/Sulfamethoxazol 23,75/1,25 pg (SXT), Triple-Sulfa 0,25 pg (SSS.25), Vancomycin 30 pg
(VA30), Tetracyclin 30 ug (TET30), Chloramphenicol 30 pg (C30), Erythromycin 15 pg (E15) und Novobiocin
30 pg (NB30). Mit * markierte Antibiotika wiesen die meisten Unterschiede in der Wirksamkeit gegen
unterschiedliche S. maltophilia Isolate auf und wurden daher fiir weitere Untersuchungen im darauffolgenden
Versuch benutzt.

Mikrobouillon-Verdiinnung

Mittels der Mikrobouillon-Verdiinnung wurde die MHK fiir die Antibiotika Norfloxacin,
Gentamicin, Co-Trimoxazol, Vancomycin und Tetracyclin bestimmt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 16 dargestellt. Es konnte fiir fast alle Isolate eine hohe MHK von 512-128 pg/ml
gegen Gentamicin und Vancomycin beobachtet werden. MHK-Werte im intermedidren
Bereich von 32-8 pg/ml wurden meist fiir Tetracyclin und Norfloxacin beobachtet. Lediglich
gegen co-Trimoxazol waren, bis auf eine Ausnahme, alle Isolate sensibel. Generell zeichneten
sich die Antibiotikaresistenz-Profile der verschiedenen S. maltophilia Isolate nicht durch eine

hohe Diversitit aus, vielmehr waren sie sich bis auf wenige Ausnahmen sehr dhnlich.
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resistent | intermediér | sensibel
2 : Tab 16.: Antibiotikaresistenzen von S. maltophilia Isolaten
10 : verschiedenen Ursprungs gegen Gentamicin, Vancomycin, Norfloxacin,
8 1 Tetracyclin sowie co-Trimoxazol in Kombination. Dargestellt ist die
0.5 MHK in pg/ml. Entsprechend der Zuordnung links wurden die Isolate in
0.25 verschiedene Farbabstufungen entsprechend ihrer MHK eingeteilt.
0,125
Quelle Gentamicin Vancomycin Tetracyclin Norfloxacin co-Trimoxazol
Isolat (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml)
677 Atemwege 32 32 <0,125/2,375
678 8 - <0,125/2,375
682 16 2/38
683 32 32 <0,125/2,375
SKK 3 32 16 <0,125/2,375
SKK 5 16 8 <0,125/2,375
SKK53 16 16 <0,125/2,375
LMG 10853 8 4 <0,125/2,375
DSM 50170 4 4 <0,125/2,375
LMG 10874 | Blut 32 8 <0,125/2,375
IMG 11114 8 8 <0,125/2,375
K279a 32 <0,125/2,375
SKK 55 16 32 <0,125/2,375
SKK 1 Wunde 16 4 <0,125/2,375
SKK12 <0,125/2,375
SKK 35 16 16 <0,125/2,375
LMG 10991 32 16 <0,125/2,375
LMG 10996 32 <0,125/2,375
SKK 28 Urin 32 <0,125/2,375
SKK38 16 16 | <0,125/2,375
LMG10873 Auge 32 8| <0,125/2,375
c5 Mensch (nicht 32 8 <0,125/2,375
c6 definiert) 16 16 <0,125/2,375
cl0 16 8 <0,12512,375
cll 32 8 <0,125/2,375
cl6é 16 8 <0,125/2,375
cl9 8 16 <0,125/2,375
c20 32 4 <0,125/2,375
KS 14 Kldranlage 16 16 <0,125/2,375
KS 13 16 8 <0,125/2,375
KA 24 16 16 <0,125/2,375
KA 41 8 16 <0,125/2,375
e2l 32 16 <0,125/2,375
e22 16 8 <0,125/2,375
NB 12 32 32 <0,125/2,375
GS 1 16 16 <0,125/2,375
GS 5 32 16 <0,125/2,375
NAl6 32 8 <0,125/2,375
NA 18 32 16 <0,125/2,375
NA 20 32 32 <0,125/2,375
RA 8 8 4 0,5/9,5
X968 Wasserhahn 32 8 <0,125/2,375
X743 16 16 <0,125/2,375
X434 32 8 <0,125/2,375
8.1 SiiBwasser 16 16 <0,125/2,375
4.1 32 16 <0,125/2,375
ed Boden/Pflanzen- 16 8 <0,125/2,375
R551-3 assoziiert 32 8 <0,125/2,375
LMG 10879 8 16 <0,125/2,375
SKA 14 Meer 16 16 <0,125/2,375
el 16 8 <0,125/2,375
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4.2.6 Phinotypische Klassifikation des Virulenzpotentials von S. maltophilia

Um eine Ubersicht iiber das Virulenzpotential der S. maltophilia Isolate zu erhalten, wurden
zwel Amoben, D. discoideum und A. castellanii, als Modellsysteme gewihlt, um die Isolate in
Co-Kultur zu testen. Dabei wurden jeweils die Amdben in 5 pl Tropfen, welche seriell
verdiinnt etwa 10000 - 5 Amdben enthielten, auf einen Bakterienrasen auf M9-Medium
aufgebracht. Die notige Anzahl an Amdben, um einen Plaque in dem Bakterienrasen zu
erzeugen, wurde als Mall fiir die Virulenz des jeweiligen S. maltophilia Stammes
dokumentiert. Dabei war eine hohere Anzahl an Amdben auch gleichzusetzen mit einem
hohen Virulenzpotential. Die so ermittelten Virulenzprofile sind in Tabelle 17 dargestellt.

Drei Kategorien wurden ausgewihlt, um die Virulenz zu unterteilen. Isolate, bei denen
weniger als 400 Amdben notwendig waren, um einen Plaque zu bilden, wurden als nicht-
virulent eingestuft. Wenn 400 bis 2500 Amdben einen Plaque erzeugen konnten, wurde der
Stamm als schwach virulent eingestuft und bei mehr als 2500 Amdben als stark virulent.
Diese Einteilung beruht auf einer Einschédtzung durch Beobachtung. Unter dem Wert von 400
Amoben traten deutliche Schwankungen der Werte fiir dasselbe Isolat auf. Bei Werten
dartiber lie sich vorhandene Plaquebildung deutlicher abgrenzen. Die meisten S. maltophilia
Isolate zeigten keine Virulenz gegeniiber D. discoideum. Bei vierzig der getesteten Isolate
waren weniger als 400 Amoben notwendig, um einen Plaque zu erzeugen. Bei drei Isolaten
wurde eine schwache Virulenz beobachtet (400-2500 Amdben); sechzehn Isolate wurden als
stark virulent eingestuft.

Im Fall von A. castellanii war generell eine groBere Zahl an Amdében notwendig, um einen
Plaque im S. maltophilia Bakterienrasen zu erzeugen. Davon abgesehen war es moglich, die
Virulenz anhand derselben Abstufungen wie bei D. discoideum zu charakterisieren. 34 der
untersuchten Isolate waren nicht virulent gegeniiber A. castellanii, 12 waren schwach virulent
und 13 stark virulent.

Das Virulenzverhalten gegeniiber beiden Amobenarten war fiir den groBeren Teil der
S. maltophilia Isolate iibereinstimmend. Diskrepanzen in der Form, dass ein Bakterienstamm

fir die eine Amobenart virulent war fiir die andere aber nicht, traten bei 15 der 51 Stimme

(29,4%) auf.
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Tabelle 17: Virulenz von S. maltophilia ermittelt in Co-Kultur auf M9-Agar mit den zwei Modellamdben
Dictyostelium discoideum und Acanthamoeba castellanii. Die Auswertung wurde bei D. discoideum nach finf
Tagen bei 23 °C und bei 4. castellanii nach drei Tagen bei 30 °C durchgefiihrt.

— nicht virulent; + schwach-virulent; ++ stark virulent

Isolat Quelle D.discoideum M9 5 Tage A. castellanii M9 3 Tage

677

678

682

683

SKK 3
SKK 5
SKK20
SKKS53
LMG 10853
DSM 50170

Atemwege

LMG 10874
LMG 11114
K279a
SKK 55

Blut

SKK 1
SKK12
SKK 31
SKK 35
LMG 10991
LMG 10996

Wunde

SKK13
SKK 25
SKK 28
SKK38

Urin

LMG10873

Auge

c5
c6
c7
c9
cll
cl6
cl7
cl9
c20
c25

Mensch (nicht
definiert)

KS 14
KS 13
KA 24
KA 41
e2l
e22
NB 12
GS 1
GS 5
NA16
NA 18
NA 20
RA 8

Klaranlage

X968
X743
X434

Wasserhahn

8.1
4.1

StiBwasser

e4
R551-3
LMG 10879

Boden/Pflanzen-
assoziiert

SKA 14
el

Meer
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Vergleich des S. maltophilia Virulenzpotentials mit dessen Genotypen

Verglich man die Virulenz von S. maltophilia gegeniiber D. discoideum mit den vorher
eingeteilten Genogruppen (Abb. 17a), konnte man sehen, dass die virulenten Stimme
hauptsdchlich in Gruppe D und in Gruppe E clusterten. Die anderen sechs virulenten Stimme
el, cl16, SKK35, SKK12, NA20 und SKK1 gehorten zu keiner der Gruppen. Die Gruppen A-
C, sowie F-J beinhalteten keine virulenten Stimme.

Zum Teil &dhnlich verhielt es sich mit der Virulenz von S. maltophilia gegeniiber
A. castellanii. Verglich man diese mit den genetischen Subgruppen (Abb. 17b), konnte man
sehen, dass sich die Gruppen A, B und I nur aus nicht virulenten Stimmen zusammensetzten,
wihrend der Grofteil der virulenten Isolate wieder in Gruppe E clusterte. Die Gruppen C, D,
H und J beinhalteten jeweils einen schwach beziechungsweise stark virulenten Stamm. In
Gruppe F waren zwei von vier Isolaten schwach virulent und in Gruppe G waren alle Isolate

schwach virulent. Nicht zu den Gruppen zugeordnete, virulente Isolate waren el, c16, KA24,

SKK35 und NA20.
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Abb. 17: a) Dictyostelium discoideum, b) Acanthamoeba castellanii Co-Kultur-Virulenztest. Die Balken
représentieren die Anzahl der Amoben, die notwendig sind, einen Plaque auf dem Bakterienrasen des jeweiligen
S. maltophilia Isolates zu bilden. Der Mittelwert aus mindestens drei Versuchsansidtzen wurde fiir jedes Isolat
ermittelt. Die Standardabweichung ist jeweils als Fehlerbalken dargestellt. Die genetischen Gruppen, wie sie
durch die gyrB-Sequenz-Profile ermittelt wurden, sind in verschiedenen Farben als A-J dargestellt.

S. maltophilia zeichnete sich hinsichtlich klinisch relevanter, physiologischer Eigenschaften
als diverse Spezies aus. Sowohl im Biofilmbildungspotential und der Motilitdt, als auch bei
der Virulenz gegeniiber Amoben waren deutliche Unterschiede im Verhalten der einzelnen
Stamme zu sehen. Nur im Virulenztest zeigte sich eine Pridisposition bestimmter genetischer
Subgruppen. Hinsichtlich der Produktion von extrazelluliren Sekunddrmetaboliten und der
Antibiotikaresistenz prisentierte sich S. maltophilia durchweg als virulenz- und

resistenzfahig.

4.3 Genomsequenzierung der S. maltophilia Isolate SKK35 und RAS

Um weiteren Einblick in das genetische Potential und die Diversitdt von S. maltophilia zu
erhalten, wurden zwei Isolate ausgewdhlt, deren vollstindiges Genom mittels Illumina
Sequenzier Technologie analysiert wurde. Es wurden der klinische, im Amdbenmodell
virulente, Stamm SKK35 und der nicht-virulente Umweltstamm RAS8 ausgewihlt. Ein

weiteres Kriterium fiir die Auswahl dieser Stimme war die Gruppierung von SKK35 und
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RAS8, welche in jeweils die gleichen genetischen Gruppen wie die bereits sequenzierten
Stimme SKAI14 und R551-3 fielen. Das sollte ein Mapping der reads auf eine Referenz
erleichtern. Trotz derselben genetischen Gruppierung stellten sich groBe Unterschiede im
Genom heraus. Daher wurde statt eines Referenzmappings ein de Novo Assembly der Daten
durchgefiihrt.

Die 50 bp paired-end reads wurden mittels des de novo Assembly Programms Velvet zu
contigs beziehungsweise supercontigs/scaffolds zusammengesetzt. Die anschlieBende
Annotation der Gene erfolgte auf der GenDB-Plattform. Mittels der zur Verfiigung stehenden
Moglichkeiten war ein Assembly bis zum vollstindig geschlossenen Genom nicht moglich,
daher wurden die supercontigs annotiert. Generelle Informationen zu den Parametern des
Assemblys und der Annotation sowie ein Vergleich aller bekannten/annotierten S. maltophilia

Sequenzen sind in Tabelle 18 gegeben.

Tab. 18: Ubersicht iiber das Gesamtgenom der bislang sequenzierten S. maltophilia Stimme. Die Sequenzen der
Stimme SKK35, RA8 und SKA14 liegen als unvollstindiges ,, draft “~-Genom vor. 'ORF=open reading frame
(engl.: offenes Leseraster). “N50=QualititsmaB fiir den de novo Assembly. *n.v.=diese Daten waren nicht
verfligbar.

Stamm SKK35 RAS K279a R551-3 SKA14
(Chrossman et | (Taghavi et al. | (Perrsson et
al. 2008) 2009) al. 2009)

Grofie 4.611.016 bp | 5.021.753 bp | 4.851.126 bp | 4.573.969 bp 5.017.753 bp

mol % G+C 66,8 65,7 66,7 66,3 66,4

ORFs ' 4079 4348 4386 4041 4469

rRNAs 3 3 4 4 n. v.

tRNAs 68 63 74 76 64

Anzahl der supercontigs 325 397

lingster supercontig 213.677 bp 250.436 bp

N50° 76.656 44.856
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Abb. 18: Genomkarte von S. maltophilia RA8. Auf den einzelnen Ringen ist, dargestellt von innen nach aulen:
1. der GC-Gehalt der Sequenz; 2. das Verhéltnis von C/G als GC Skew [(C-G)/(C+G)]; 3. der neu sequenzierte
klinische Stamm SKK35, und die Referenzstimme 4. SKAI14, 5. R551-3 und 6. K279a. BLASTn
Ubereinstimmungen zwischen 100-60% sind in verschiedenen Helligkeitsabstufungen fiir das jeweilige Genom
dargestellt. Als schwarze Bogen sind die genomischen Inseln (GEI) gezeigt. In rot sind einige potentielle
Virulenzgene von S. maltophilia markiert. Die Abbildung wurde mit dem Blast Ring Image Generator
angefertigt.

Ein Vergleich der neuen S. maltophilia Genomsequenzen mit den bisher bekannten Isolaten
zeigte, dass sich die Sequenzen iiber ihre gesamte Lénge hin in Deckung bringen lassen,
jedoch an einigen Stellen auch groflere Liicken aufweisen. Dies ist in Abbildung 18 gut zu
erkennen. Diese zeigt eine Genom-Karte der drei Referenzstimme K279a, R551-3 und
SKAT14 sowie der Sequenz von SKK35, die auf das Genom von RAS8 angepasst sind. Grofere
Regionen, > 3 kbp, die mindestens 4 ORFs (open reading frames, also potentiell flir Proteine
codierende Regionen) beinhalteten, wurden hier als genomische Inseln (GEI) benannt. In

Abbildung 19 ist eine vergleichbare Genom-Karte fiir SKK35 mit RA8 und den
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Referenzstimmen dargestellt. Potentielle Virulenzgene bzw. -regionen wurden in beiden
Abbildungen markiert. Deren Vorkommen und die ndhere Charakterisierung der GEIs ist in

den folgenden Kapiteln dargestellt.
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Abb. 19: Genomkarte von S. maltophilia SKK35. Auf den einzelnen Ringen ist, dargestellt von innen nach
auBen: 1. der GC-Gehalt der Sequenz; 2. das Verhéltnis von C/G als GC Skew [(C-G)/(C+G)]; 3. der neu
sequenzierte Umweltstamm RAS8 und die Referenzstimme 4. SKA14, 5. R551-3 und 6. K279a. BLASTn
Ubereinstimmungen zwischen 100-60% sind in verschiedenen Helligkeitsabstufungen fiir das jeweilige Genom
dargestellt. Als schwarze Bogen sind die genomischen Inseln (GEI) gezeigt. In rot sind einige potentielle
Virulenzgene von S. maltophilia markiert. Die Abbildung wurde mit dem Blast Ring Image Generator
angefertigt.
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4.3.1 Vergleich der Antibiotikaresistenz-Gene bei S. maltophilia

Die Untersuchung der Antibiotikaresistenz von S. maltophilia als physiologischer Parameter
zeigte zahlreiche Resistenzen gegeniiber verschiedenen Antibiotika-Stoffklassen auf. Um
deren genetische Grundlagen zu tiberpriifen, wurden die Genomsequenzen von S. maltophilia

im Folgenden auf das Vorkommen von Antibiotikaresistenz-Genen hin betrachtet.

Multidrug-Effluxpumpen

Basierend auf dem Genom-Mapping mit Mauve konnten dreizehn verschiedene Regionen
ausgemacht werden, die homolog zu Multidrug Effluxpumpen des RND-Typs sind. Davon
sind neun bereits bekannt. Vier weitere Regionen, die beim bislang beschriebenen Stamm
K279a nicht vorkommen, konnten entsprechend der Gen-Annotation zum RND-Typ
zugeordnet werden. Die homologen Regionen im jeweiligen S. maltophilia Genom sind in
Tabelle 19 gekennzeichnet.

Ein weiteres Antibiotika-Multidrug-Effluxsystem beruht auf Na'-getriebenen Effluxpumpen,
den sog. MATE (Multidrug and Toxic Compound Extrusion)-Transportern. Bei allen
S. maltophilia Stimmen konnten zwei Gene, die fiir diese MATE-Transporter-Proteine
codieren, nachgewiesen werden. Dariiber hinaus konnten Proteine der Major-Facilitator
Superfamilie (MFS) darunter ein Tetracyclin spezifischer Transporter, TetA, der MFS

Klasse E, identifiziert werden.

Makrolid-Resistenzgene

Fiir Resistenzen gegeniiber Makrolid-Antibiotika lagen Makrolid-Transporter-Gene bei allen
S. maltophilia Stammen vor. Diese gehoren zur MacAB-ABC-Transporter-Familie, die fiir
E. coli beschrieben wurde (Kobayashi et al., 2001). Sie setzen sich zusammen aus einem
Membran-Fusions-Protein MacA, dem inneren Membranprotein MacB und bilden einen
dreiteiligen Komplex mit dem dulleren Membranprotein TolC. Vier Regionen, die homolog
zu den macAB-Genen von E. coli sind liegen bei allen sequenzierten S. maltophilia Stimmen
vor. Diese sind in Tabelle 20 aufgefiihrt. RAS8 besitzt noch zwei weitere Makrolid-Transporter

Regionen.
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Tab 19: Potentielle und bekannte Multidrug-Effluxtransporter bei S. maltophilia.

Multidrug Typ K279a R551-3 SKA14 RAS SKK35
Efflux-
pumpen
SmeABC RND 4474-76 3836-38 3930; 1453; 4119 4362-64 3107-09
SmeDEF RND 4072-74 3468-70 1171; 1209; 477 3977 3284
SmeVWX RND 1830-31; 1567-68; 864; 63; 1332 1676-79 2693-96
1833 1570
SmeYZ RND 2201-02 1793-94 2600; 4106 2009-10 1907-08
SmeGH RND 3170-71 2607-08 3586; 2940 3054 349
(unterbr.)
SmeMN RND 3787-78 3203-04 4402; 2978 3751-52 542-43
SmeOP RND 3924-25 3339-40 1897; 1049 3890 1934-35
SmelJK RND 4279-81 3689-91 4201;2384; 4003 4206-08 1169-71
diese Arbeit RND 2033-35 1636-38 2572; 3556; 789 2066-68 2341-42
diese Arbeit RND - 3610-12 - 4120-23 -
diese Arbeit RND - - 1508; 3782; 2918 - 3640-42
diese Arbeit RND - - 3991; 4392; 3100, - -
1839
diese Arbeit MATE 1381 1160 121 1404 2152
diese Arbeit MATE 4191 3598 518 4109 4015
emrA/emrB MF 1528-30 1287-89 1423; 4032; 3976 1609-11 583-85
diese Arbeit MF 1443-44 1211-12 1606; 614 1531-32 961-62
diese Arbeit MF 3970-71 3379-80 190; 1865 3536-37 3313-14
diese Arbeit tet MF 2832 2277 1849; 2214 2722 1625; 832

Dargestellt in einer Zeile sind die jeweils homologen Regionen auf dem Genom. Die Zuordnung basierte auf
Sequenzhomologien mit den bereits von Chrossman et al. (2008) beschriebenen neun Effluxpumpen des RND-
Typs. Basierend auf der Gen-Annotation konnten vier weitere Regionen identifiziert werden, die potentiell fiir
RND-Effluxpumpen codieren, sowie zwei MATE-Transporter-Proteine und Export-Proteine der MF-Familie.
Die Region, die bei SKK35 fiir SmeGH codiert, ist unterbrochen, da an dieser Stelle der contig endet. Auf GEIs
(genomischen Inseln) lokalisierte Regionen sind grau unterlegt.

Tab 20: Potentielle Makrolid-Transporter-Gene bei S. maltophilia.

Resistenzgen K279a  R551-3 SKA14 RAS SKK35
macAB 1537-39 1296-98 1856; 3579; 4207 1616-18 594-96
macAB 2642-43  2115-16 3761; 4462 2536-37 1225-26
macAB - - - 1764-66 -
macAB - 2466-67 1911; 2068 2883-84 1257-58
macAB 4100-03 3500-03 3750; 81;2367;2739 4009-12 1820-23
macAB - - - 4296-97 -
macAB 0360-62 0251-53 640; 995; 2166 466-68  2616-18

Dargestellt in einer Zeile sind die jeweils homologen Regionen auf dem Genom. Die Benennung macAB ist
entsprechend einer Sequenzhomologie zu den macAB-Transporter-Genen von E. coli abgeleitet (Kobayashi et
al.,2001). Auf GEIs lokalisierte Regionen sind grau unterlegt.
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Aminoglycosid-Resistenzgene

Bei allen S. maltophilia Stimmen lagen insgesamt vier Regionen vor, die potentiell fiir die
Expression einer Aminoglycosid-Phosphotransferase notwendig sind. Ein 6°-N-Acetyl-
transferase-Gen war nur bei K279a zu finden. Die jeweiligen homologen Regionen fiir

Aminoglycosid-Resistenzgene sind in Tabelle 21 zu finden.

Tab 21: Potentielle Aminoglycosid-Resistenzgene bei S. maltophilia.
K279a R551-3 SKA14 RA8 SKK35
Resistenzgen
Aminoglycosid-6’N-acetyltransferase 3615 - - - -

Aminoglycosid-phosphotransferase 1131 0976 3958 1225 1877
Aminoglycosid-phosphotransferase 2120 1717 3234 2139 3920
Spectinomycin-phosphotransferase 2125 721 4135 2143 3917
Streptomycin-kinase 2336 1923 1304 2351 3561

Dargestellt in einer Zeile sind die jeweils homologen Regionen auf dem Genom. Auf GEIs lokalisierte Regionen
sind grau unterlegt.

Weitere Antibiotikaresistenz-Gene, die bei allen S. maltophilia Stimmen nachzuweisen
waren, sind die Beta-Lactamasen L1 und L2 sowie das Smgnr-Chinolon-Resistenz-Gen. Wie
zu erwarten war, nachdem alle getesteten S. maltophilia Isolate sensibel gegeniiber
Trimethoprim/Sulfamethoxazol waren, wurden die Resistenzgene su// und su/2 bei keinem

der Isolate gefunden.

4.3.2 Vergleich der potentiellen Virulenzgene bei S. maltophilia

Protein-Sekretionssysteme

Uber Protein-Sekretionssysteme sind die Bakterien in der Lage, Effektorproteine aus der Zelle
heraus und zum Teil in andere Zellen hinein zu transportieren. Der Vergleich der
Genomsequenzen zeigte, dass alle fiinf S. maltophilia Stdimme ein T1SS, T2SS und ein T5SS
besitzen. Bei keinem kommt ein T3SS vor. T4SS-Gene wurden bei K279a, R551-3 und RAS,
nicht aber bei SKA14 und SKK35 gefunden. Im Gegensatz dazu besaflen nur SKA14 und
SKK35 ein T6SS. Tabelle 22 zeigt die spezifischen Regionen fiir die Sekretionssysteme.



Tab 22: Potentielle Protein-Sekretionssysteme in den S. maltophilia Genomsequenzen.

4 Ergebnisse | 89

Sekretionssystem K279a R551-3 SKA14 RAS SKK35
T1SS - - - 4243-4244 -
T1SS - - - 1685-86
T2SS 0687-97  0546-56  1236; 1379; 2177; 4485; 754-64 1848-54;
2596; 2257;3882;218; 274; 2051; 2849
2297; 1285
T2SS 2732; 2204; 4148;3424; 3314; 3546; 2640; 4086-92; 4097
2740-46  2209-15  492;3575;1243; 3945 2647-53
T4SS 1283-91 - - 3179-89 -
T4SS 2997- 2439-51 - 2857-69 -
3008
T5SS Autotransporter 0880 0734 - 936 -
Adhisin
TSSS Autotransporter 1001 0734 - 936 -
Protein
T5SS Autotransporter 1009 0847 2147 1110+1111 2208
Protein
T5SS Autotransporter 1350 1135 2556 1373 442
Serin-Protease
T5SS Autotransporter 2737 2206 4023 - 2642 4095-96
Héimagglutinin
T5SS Autotransporter 2834 2288 - 2733-37 -
Adhisin
T5SS Autotransporter 3524 2954 4181 1913 1898
Serin-Protease
T5SSS Autotransporter 3773 3188 520 3714 526
Lipase/Esterase
T5SS Autotransporter 4018 3419 3008 3932 1328+3341
Adhésin
T5SS Autotransporter 4145 3549 3970 4058 4058
Serin-Protease
T6SS - - 965; 779; 1926; 261; 2607; - 1084-1095
4166;3152;2991; 4316;
3356; 2507
T6SS - - 3388; 3746;4150; 3331 - 2268-2274

Dargestellt in einer Zeile sind die jeweils homologen Regionen auf dem Genom. Auf GEIs lokalisierte Regionen

sind grau unterlegt.

Adhisionsfaktoren

Die genetische Grundlage fiir Adhésionsfaktoren wie Pili und Fimbrien lag fiir alle

S. maltophilia Isolate vor. Das Smf-1 fimbriale Operon konnte bei allen fiinf sequenzierten

Isolaten nachgewiesen werden, ebenso wie die notwendigen Gene zur Ausbildung von Typ-

IV-Pili. Im Detail sind diese in Tabelle 23 und 24 dargestellt. Auch das im Twitching

defiziente Isolat SKK35 besal3 die fiir die Ausbildung von Pili notwendigen Gene. Umgekehrt

besal3 das Isolat RA8 Gene fiir die Ausbildung von Flagellen, war allerdings im Experiment

nicht schwimmfzhig.
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Tab 23: Gene involviert in die Ausbildung des Flagellenapparates von S. maltophilia.
Flagellares System

Funktion Gene K279a R551-3 SKA14 RAS SKK35
Flagellenmotor motAB 561-62 438-39 4293; 128 628-29 3091-92
Chemotaxis 1402 1169 970 1489 2173
Chemotaxis CheRB 2142-43 1738-39 2026;2103 2160-61 3900-01
Chemotaxis SmpA 2242 - - - -
Chemotaxis CheBDR 2248-51 1843-46 4308; 252; 4374, 2255-58,; 2471-72;
176 2263 4071
Chemotaxis CheW, 2254, 1847; 1849; 3683;2053;----; 2265; 4073, 383;---;
CheAy 2256, 1851;2852-  2455;797;1214 2267, 362;556; 558
2258; 53; 1855 2270;
2260-61; 2273-75;
2263 2278
Flagellenmotor  motD; 2265-70 1857-62 2471; 1820; 2500; 2280-86 1065-67; 766~
cheAZY; 1224;2929; 2401 769
fliA
Sekretion flhFAB 2272-74 1864-66 1832;570; 1125 2288-91 765;1330-31
Sekretion, fliRQPON  2277-90 1868-81 2912; 615;2486;  2293-2306 1333-46
Zusamme n- MILKIJIH 1774; 3162; 2966;
setzung, GFE 2790; 2180; 2555;
Regulierung 3029; 2475; 1385;
1882; 227
Zusamme n- fliSD 2302-03 1891-92 4110; 3364 231-165 1458-95
setzung,
Regulierung
Flagellen Flagellin 2304 1893 - 2318 -
Bestandteile
Flagellen Filament; - - - - 415-16
Bestandteile Flagellin
Flagellen Flagellin;  2306-20 1895-1909 1727, 1729; 3290; 2322-37 3533-47
Bestandteile, flglJIHG 1629; 1805; 1936;
Flagellin; FEDCBW 346; 68; 3390;
Chemotaxis, AM 1354; 440; 3099;
Regulation 3242; 2751
Chemotaxis 2330 1917 4343 2345a 3555
Chemotaxis 2954 2405 1829 2823 3648
Chemotaxis 4138 3537 2136 4044-45 4068-69

Dargestellt in einer Zeile sind die jeweils homologen Regionen des Genoms. Die Auswahl basierte auf der
Zuordnung zur KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)-Datenbank. Auf GEIs lokalisierte
Regionen sind grau unterlegt.



Tab 24: Gene involviert in die Ausbildung von Pili und Fimbrien bei S. maltophilia.
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Pilus System

Funktion
Twitching Motilitit
Proteine

Fimbriale Proteine
Biogenese (dufleres
Membranprotein)
Pilus Assembly
Protein

Twitching Motilitit
Proteine

Pilus Assembly
Protein

Fimbriale Proteine
Fimbriale Proteine

Pilus Assembly
Protein

Pilus Assembly
Protein

Pilus Assembly
Proteine

Twitching Motilitit
Regulation
Twitching Motilitit
Proteine

Twitching Motilitat
Protein; Pilus
Assembly Proteine
Pilin

Pilin

Pilus Assembly
Proteine

Pilus Assembly
Proteine

Pilus Assembly
Proteine

Gene
pilU

smfl

pilZ
pilTU

pilW

pil VXYE

pilF/W

cheAW;
pilEUIHG

pilS

pilQPONM

papCD;
Adhéasin

K279a
612

706
708

1037
1089-90
1323

1508
1511-12

1622; 1624-
26
Smlt2056

2867-68;
2870-73

3598

3668-74

3754-60

3787-88

3821-25

R5513
483

561
563

879
931-32
1380

1267
1270-71

1379;
1381-83
1658

2317-18;
2320-23

3018

3083-89

3165-67; --
;3177-78

3175-76
3236-40

SKA14
3358

3834
3645

803
1573;2926
1949

24
4230-2004

3452;2870;
2797; 1907
4013

1339; 255;
1381; 2566;
3849; 682
350

148; 2315;
1836, 2467;
4387, 2714,
714

3320; 663;
497; --; 2507,
4486

1300; 2590;
4436; 3979;
1646
2627;3569;
3353;2682;
1118

RAS
689

769
771

1155
1185-86
1706

1590
1592; 1594

1705;

1707-09
2086

3501

3602-10

3684-87; --
; 3695-96

3789-93

2548-2556

SKK35
1474

2843
2842

3467
3416-17
868

2969
2963-64;
2967
867; 869-
71

2321

1997-98;
409-10

4252

4170-77

507-10; -- ;
513-14

1458-61;
1463

Dargestellt in einer Zeile sind die jeweils homologen Regionen des Genoms. Die Auswahl basierte auf der
Zuordnung zur KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)-Datenbank. Auf GEls lokalisierte
Regionen sind grau unterlegt.

Extrazellulire Sekundiarmetabolite

Extrazellulire Sekunddrmetabolite, die moglicherweise zur Virulenz von S. maltophilia

beitragen, sind DNasen, Hamolysine und Himagglutinine, Proteasen, Esterasen bzw.

Phospholipasen sowie Siderophore. Wie man Tabelle 25 entnehmen kann, kamen die meisten

dieser Virulenzgene bei allen S. maltophilia Isolaten vor und sind nicht nur auf den im

Amobenmodell virulenten Stamm SKK35 beschrankt.

Fine Ausnahme davon bilden
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Hamagglutinine sowie Hamoglobin-bindende Proteine, die zwar generell bei allen

S. maltophilia Stimmen vorkommen, allerdings meist nicht homolog sind.

Tab 25: Potentielle Virulenzgene von S. maltophilia.

Protein Gene K279a  RS551-3 SKA14 RAS SKK35
DNase 3212 2645 664 3088 3367
Héamolysin III 3638 3054 3402 3570 4210
nicht fimbriales Adhisin afaD 4423 - - - -
filamentoses Himagglutinin 1390 - - - -
filamentoses Himagglutinin 4452 - - - -
filamentoses Himagglutinin - 0113 - 327a-328 -
filamentoses Himagglutinin thaB - - - 4348 -
Hémagglutinin s hnliches 3829 3254 - 3796 -
Adhisin
T5SS Autotransporter 2737, 2206; 2200 4227;4023 2642; 4095-4096;
Héamagglutinin 2728 2436 4101
Héamoglobin bindendes Protein  hgbB - - - 3546 -
Héimoglobin bindendes Protein  hgbB 4432 3813 802 4431 1494
Hémoglobin bindendes Protein  hgbB - - - - 1042
Himoglobin bindendes Protein  hgbC 3478 2904 3181 3404 2402
Serin-Protease StmPr1 0861 0712 2363 919 1038
Serin-Protease 0381 0267 1532 482 672
Serin-Protease 0686 0545 1641 753 1846
Serin-Protease 0746
T5SS Serin-Protease 1350 1135 2556 1373 442
Serin-Protease sphB 3524 2954 4181 1913 1898
T5SS Serin-Protease 4145 3549 3970 4058 4058
Serin-Protease 4420 - - = -
Serin-Protease - - - 2498 -
Serin-Protease StmPr3 4395 3789 1164 4307 3039
Serin-Protease yapH 1009 0854 2147 1111 2208
Clp-Protease clpAPS  0989- 0836-38 4170;3933;  1039-41  4352;4354-
91 696 55
Clp-Protease clpAPS  2335- 1922-24 3722; 1069 2350-52  3560-62
37
Protease IV SppA 4190 3597 2320 4180* 4016
Metallprotease ppql/ 0203 0165 4321 380 4321
ptrA
Metalloprotease 0006 0005 3829 4561 3681
Metalloprotease 0445 0327 3392 522 908
Metalloprotease 1499 1258 196 1580 2978+2979
Autotransporter 3773 3188 520 3714 526
Lipase/Esterase
potentielle Lipase 0625 - - - -
Phospholipase B 0080 ;- 0035;-; - 3989; -; - 250; -; - 3490; 3485;
3053 -
Phospholipase C pleN1 1755 1494 1612 1895 1412-14
Phospholipase A 3218 2651 2962 3094 3375
Phospholipase D 3521; 2951; 253;2278: 1910; 777; 760;
0013; 0012; 2480;3191;  226; 2897; 3925;
4597, 3949, 403; -;-3053  4472; 837; 950;
2111;-;  1708; -; -; - 2130; -; -
Siderophor Enterobactin entACF  2817- 2271-72; 2204;2720, 2116-17; 1619-
Synthetase 18; 2276 4280 2721 20;1624
2822
RTX-Toxin fipAC - - - - 1683-84

Dargestellt in einer Zeile sind die jeweils homologen Regionen des Genoms. Auf GEIs lokalisierte Regionen
sind grau unterlegt. Mit * markierte Regionen beinhalten potentiell eine Verschiebung des Leserahmens.
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4.3.3 Genomische Inseln bei S. maltophilia

Durch ein Alignment der fiinf Genomsequenzen mittels Mauve konnten diejenigen Abschnitte
definiert werden, die in diesem Vergleich einzigartig fiir den jeweiligen Stamm waren, d.h.
ORFs (open reading frames) oder Gen-Cluster, die keine Sequenzhomologie zu den anderen
Stimmen aufwiesen. Solche genomischen Inseln (GEI) waren fiir alle Stimme zu finden,
waren aber in der Anzahl und Gr6f3e unterschiedlich. Es konnte zwischen solo ORFs, 1-3
ORFs, die an unterschiedlichen Stellen im jeweiligen Genom inseriert waren, und grofen
Inserts, 4 ORFs und mehr unterschieden werden. S. maltophilia K279a und SKA14 besallen
die meisten einzigartigen ORFs, R551-3 besal} die wenigsten ORFs. Die genaue Verteilung ist

Tabelle 26 zu entnehmen.

Tab. 26: Einzigartige ORFs (open reading frames) bei S. maltophilia.

Dargestellt fiir die verglichenen Genomsequenzen von S. maltophilia ist jeweils: 1. die Anzahl der ORFs des
Gesamten Genoms; 2. die Anzahl der ORFs, die nur bei diesem Genom vorkommen; 3. die Prozentzahl, welchen
Anteil des Gesamtgenoms diese ausmachen; 4. die Anzahl der genomischen Inseln; 5. die ORFs, die auf
Genomische Inseln entfallen; 6. & 7. die GroBen der kleinsten und der groBten genomischen Insel sowie 7. die
Anzahl der ins Chromosom eingegliederten solo ORFs.

E) 8
'ORFs ZAH.Zahl fier 3An’€ei1 d.er (ilrllf)anlﬁsche ’GEI ékleinst.e 7gr63te. SoRllSs
Stamm einzigartigen | einzigartigen Genomische | Genomische
Gesamt ORF's ORFs Inseln ORFs Insel Insel (1-3
(>40RFs) ORFs)
K279a 4386 722 16,6 % 25 565 4.061 bp 109.757 bp 157
R551-3 4041 185 4,6 % 8 126 7.229 bp 41.037 bp 59
SKA14 4469 699 15,6 % 23 618 7.941 bp 93.221 bp 81
RAS 4348 450 10,3 % 19 398 4.491 bp 67.591 bp 56
SKK35 4079 248 6,2 % 14 143 3.871 bp 45.339 bp 105
GEI und Prophagen

Die meisten GEls stehen im Zusammenhang mit Insertionselementen wie Integrasen und
Transposasen. Oft sind die besonders grolen genomischen Inseln durch Phagen iibertragen
und als sogenannte Prophagen in das Genom integriert. Phagen sind hiufig in verschieden
funktionalen Stadien in die Bakterien-DNA integriert. Sie konnen weitere, Nicht-Phagen-
Gene aufnehmen und diese im Laufe ihres Reproduktionszyklus auf andere Bakterienspezies
iibertragen. Das macht sie zu wichtigen Aktoren des Mechanismus des horizontalen
Gentransfers (Juhas et al., 2008). SKA14 besall insgesamt sieben Regionen mit einzigartiger
Phagen-DNA. Bei K279a waren es fiinf Regionen, bei R551-3 dagegen lagen nur zwei und
bei RA8 und SKK35 jeweils nur eine Region vor. D.h. die bedeutend héhere Anzahl an
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einzigartigen ORFs bei K279a und SKA14 konnte weitestgehend auf die DNA-Ubertragung

durch Phagen zuriickgefiihrt werden.

GEI und Schwermetall-Resistenz

K279a und SKA14 besalen groe Regionen (108 bzw. 88 ORFs), welche Schwermetall-
Resistenz vermitteln. Auf kleineren genomischen Inseln und solo ORFs waren weitere
Schwermetallresistenzgene zu finden. Diese sind genauer in Tabelle B aufgefiihrt.

Tab. 27: S. maltophilia GEIs mit Regionen, die Schwermetallresistenzgene beinhalten. Die Gene liegen zwar

zum Teil bei mehreren S. maltophilia Stimmen vor, sind aber nicht homolog. In der gleichen Farbe
gekennzeichnete Regionen liegen auf derselben genomischen Insel.

Funktion Gene | K279a R551-3 SKA14 RAS SKK35
Arsen- Smit0176-79 SSKA14_1896,
Resistenz ars SmIDA19-05 Smal1977 680; 1273 RA8 2696-98 SKK35 2217-20
Nickel-Kobalt- onr SSKA14 595;
Resistenz 2099; 461
Quee lt‘s:zber' mer | Smlt2409-12
rupfer- cus | Smi2433-34
Kupfor- SSKA14 2823;
Regis tonz cop Smlt2440-49 2763; 1046;
3323; 3409
Kobalt-Zink- fS%AM—“%;
Cadmium- cze Smlt2456-59 — RAS8 2693
Resistenz SSKA14 273;
1030; 623
Tellur- ter RAS8 1122-23;
Resistenz 1125; 1131

Arsenresistenzgene kamen bei allen S. maltophilia Staimmen vor. Ein Gen fiir die Arsenat-
Reductase (arsC) war dabei Bestandteil des Kern-Genoms und zeigte eine homologe Region
bei allen Isolaten. Weitere Gene, die Arsenresistenz vermitteln (arsCRH), zeigten dagegen
keine Sequenzhomologie und sind auf genomischen Inseln lokalisiert. Ahnlich verhilt es sich
mit den Kobalt-Zink-Cadmium-Resistenzgenen (czcABCD) und den Kupferresistenzgenen
(copABDL), die sowohl einen Bestandteil des Kern-Genoms darstellten, als auch auf
genomischen Inseln von K279a, SKA14 und RAS8 zu finden waren. Quecksilberresistenzgene
(merRTPA) lagen dagegen nur bei K279a vor, die Nickel-Kobalt-Resistenzgene (cnrRC) nur
bei SKA14, und Tellurresistenzgene (terADEZ) nur bei RAS.
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GEI und Antibiotikaresistenz

Neben den Schwermetallresistenzgenen waren auch einige Antibiotikaresistenz-Gene auf
genomischen Inseln zu finden. RA8 besall zwei individuelle Makrolid-Effluxpumpen (vgl.
Tabelle 21). Proteine der Beta-Lactamase-Familie lagen bei allen S. maltophilia Stimmen vor
und waren héufig als solo ORFs im Genom lokalisiert. Dariiber hinaus lagen eine
Aminoglycosid-Acetyltransferase und eine Chloramphenicol-Acetyltransferase nur bei K279a

VOr.

GEI und Virulenzfaktoren

Einige Regionen, die fiir die Ausbildung von Flagellen und Pili verantwortlich sind, waren auf
genomischen Inseln oder solo ORFs zu finden, der wesentliche Teil der Motilitdtsgene war
aber Bestandteil des Kern-Genoms (vgl. Tabelle 24). Weitere Virulenzgene, die nur bei
einzelnen S. maltophilia Isolaten vorkommen, sind in Tabelle 25 hervorgehoben. Auffallend
war, dass Adhédsine, wie das filamentdse Himagglutinin, bei K279a, R551-3 und RAS, nicht
aber bei SKK35 und SKA14 vorkamen. Die Adhésine zeigten nur eine geringe
Sequenzhomologie oder waren auf genomischen Inseln lokalisiert. Alle S. maltophilia
Staimme besallen Gene, die fiir die Phospholipasen A, B, C und D codieren. Dariiber hinaus
waren, als Bestandteil von genomischen Inseln, noch weitere Phospholipase D und
Lysophospholipase B Gene bei SKA14, SKK35 und K279a zu finden. Eine genomische Insel
von RAS8 wies einen Gen Cluster mit LPS-Biosynthesegenen auf (RA8 694a-708), der unter
anderem auch ein weiteres Phosphoglucomutase Gen beinhaltete. Bei K279a liegt ein Cluster
vor, der unter anderem fiir einen ABC-Transporter, ein LPS-O-Antigen Biosynthesegen,
mehrere Glycosyltransferasen und eine Lipase codiert (Smlt0618-0644).

Von besonderer Bedeutung war eine GEI-Region bestehend aus vier ORFs bei SKK35. Diese
Gene codieren vermutlich fiir Proteine der RTX (repeats-in-toxin)-Familie und ein Typ-1-
Sekretionssystem, welches auch fiir die Sekretion der Proteine zusténdig ist. Das Vorkommen

von RTX-Proteinen wurde bislang noch nicht bei S. maltophilia beschrieben.
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RTX-Proteine bei S. maltophilia SKK35

Nur bei S. maltophilia SKK35 liegen Gene vor, die aufgrund von Aminosiduresequenz-
Homologien zu der sog. RTX-Familie zugerechnet werden konnen. Die automatische
Annotation durch GenDB benannte diese als frpA (SKK35 joined 1684) und frpC
(SKK35 joined 1683) entsprechend den RTX-Proteinen von Neisseria meningitidis.
Charakteristika, die zur Zuordnung zu dieser hoch diversen Proteinfamilie fithrten, waren
Ca”*-Bindestellen am C-terminalen Ende der Aminosdure (COG 2931), die durch wiederholte
Aminosduresequenzen mit der Abfolge GGXGGXD gebildet werden, wobei X fiir eine
beliebige Aminosdure steht. Ein weiteres Charakteristikum war die Sekretion der Proteine
durch ein Typ-1-Sekretionssystem (T1SS). Proteine der RTX-Familie sind Exoproteine mit
verschiedenen biologischen Funktionen. Oft sind es Leukotoxine, Bakteriocine oder
hydrolytische Enzyme mit Metalloprotease- oder Lipase-Aktivitdt (Linhartova et al., 2010).
Daher kommen sie als potentielle Virulenzgene von S. maltophilia in Frage. Direkt
benachbart befanden sich die TI1SS Gene /ktD (SKK35 joined 1685), homolog zum
Leukotoxin-Sekretionsprotein D von  Mannheimia  haemolytica  und  hlyD
(SKK35 joined 1686), welches eine ATP-bindende Kassette exprimiert. Insgesamt bildet
diese Genregion eine genomische Insel von 12.137 bp Grofle (Abbildung 20). In der Nihe
befanden sich keine Elemente, die auf den Erwerb dieser Region durch horizontalen
Gentransfer schlieBen lieBen. Der mol % GC-Gehalt der RTX-Gene entsprach mit ca. 66%
dem des gesamten Genoms von S. maltophilia SKK35, was untypisch fiir eine

Pathogenititsinsel ist.

frpC frpA IktD
3536 bp 2693 bp 1421 bp 2162 bp
\ J k J
[ |
RTX-Toxine Typ-1-Sekretionssystem

Abb. 20: Genomische Insel von S. maltophilia SKK35. 12137 bp Region, die fiir Proteine der RTX-Familie und
ein Typ-1-Sekretionssystem codiert.
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4.4 Nahere Charakterisierung und Verbreitung der S. maltophilia RTX-Gene und des
Typ-6-Sekretionssystems

Da die RTX-Proteine und das T6SS als potentielle Virulenzgene von S. maltophilia noch
nicht ndher beschrieben wurden, lag der weitere Fokus dieser Arbeit auf dem Nachweis und

der Genexpression dieser Komponenten.

4.4.1 PCR-Nachweis der Gene fiir die RTX-Proteine frpA und fipC

Basierend auf den jetzt bekannten Sequenzen der frpA- und frpC-Regionen bei S. maltophilia
SKK35 wurden PCR-Primer zum Nachweis dieser Regionen entworfen. Da sowohl bei frpA4
als auch bei frpC durch das Scaffolding noch Liicken im Gen waren, wurden dariiber hinaus
Primer entworfen, die vor und hinter den unbekannten Sequenzen binden, um diese durch
Sanger-Sequenzierung schlieen zu konnen. Das Primerpaar frpA amplifiziert eine 495 bp
lange Sequenz des frpA-Gens; die Primerpaare frpA gapl und frpA_gap2 binden jeweils vor
und hinter zwei Liicken im frp4-Gen. Das Primerpaar frpC amplifiziert einen 762 bp Bereich
des frpC-Gens, wihrend frpC_gapl vor und hinter einer Liicke in der bekannten Sequenz
bindet. Durch Sequenzierung der jeweiligen Abschnitte mit der Sanger Methode war es
moglich, die Liicken im Gen zu schlieen und es konnte nachgewiesen werden, dass die
entworfenen Primer tatsdchlich an die gewlinschte Zielregion binden und diese amplifizieren
konnten.

In PCR-Versuchen wurde die S. maltophilia Test-Stammsammlung nach dem Vorhandensein
der frpA und frpC-Gene untersucht. Als Ziel-DNA wurde die isolierte genomische DNA der
59 Isolate, die auch in den Virulenzuntersuchungen eingesetzt wurden, verwendet. Drei
Primerpaare, die an das frpA4-Gen, und zwei Primerpaare, die an das frpC-Gen binden, wurden
eingesetzt. Mittels PCR lie3 sich bei keinem Stamm auBler SKK35 das Vorhandensein der fiir

RTX-Proteine codierenden Gene nachweisen.
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4.4.2 Medium-abhingige Genexpression von fipA und frpC durch 8. maltophilia SKK35

RNA wurde aus verschiedenen Ansédtzen zur Kultivierung von S. maltophilia SKK35 isoliert.
Hierzu wurde eine Vorkultur der Bakterien jeweils iiber Nacht bei 30°C in LB-Medium
angezogen. Die Bakteriensuspension wurde dann abzentrifugiert, einmal mit M9-Medium
gewaschen und dann mit dem eigentlichen Testmedium bei 30°C fiir vier Stunden bebriitet.
Die hierbei eingesetzten Medien waren: M9-Medium, M9-Medium mit 0,2 pM FeSO4
angereichert und LB-Medium sowie Medien, die die Nihrstoffgehalte von
Korperfliissigkeiten nachstellen: M9-Medium mit 10% FKS (fotales Kélberserum), AUM
(kiinstliches Urinmedium) sowie M9-Medium mit 5% humanem Blut angereichert. Ferner
wurde die RNA aus Co-Kultur mit Amdben extrahiert. Dabei wurden Amoben und Bakterien
im Verhiltnis 1x10° Bakterien zu 1x 10° Amében pro Ansatz in M9-Medium fiir 24 Stunden
angezogen.

Die isolierte RNA wurde mit Random Hexamer Primern in cDNA umgeschrieben. Vorher
wurde mittels NanoDrop die RNA-Konzentration bestimmt und die eingesetzte Konzentration
der RNA fiir die Reverse Transkription (RT) wurde auf 1000 ng RNA/RT-Ansatz eingestellt.
Die Positivkontrolle fiir eine erfolgreiche Reverse Transkription der RNA in cDNA erfolgte
anhand einer PCR mit 16S rRNA-Primern. Als Positivkontrolle (+K) fiir diec PCR-Reaktion
diente ein genomischer DNA-Extrakt von SKK35. Als Negativkontrolle (-K), um mogliche
DNA-Kontamination der Probe nachzuweisen, wurde die isolierte RNA in dem Verhiltnis
verdiinnt, wie sie bei der Reversen Transkription eingesetzt wurde, und ebenfalls als Ziel-
DNA in der PCR-Reaktion benutzt. In Abbildung 21 sind die PCR-Produkte der Reaktion mit
den Primern fiir das frpA-Gen zu sehen. Die Kontroll-PCR mit der entsprechend verdiinnten
RNA (hier exemplarisch gezeigt) fiel in allen Féllen negativ aus, ein Einfluss durch Reste

genomischer DNA kann somit ausgeschlossen werden.
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" 4FeSO: +FKS  +Blut (24h) +Ac +Dd

Abb. 21: Nachweis der Genexpression des frpA-Gens durch PCR der cDNA. RNA wurde aus Kulturen von
S. maltophilia SKK35 in verschiedenen Néhrmedien, in der exponentiellen Wachstumsphase, isoliert. RNA von
S. maltophilia SKK35 in Co-Kultur mit Amoben wurde in der stationdren Wachstumsphase isoliert. Die Reverse
Transkription zu cDNA, die in einer PCR-Reaktion mit spezifischen Primern fiir das frpA-Gen eingesetzt wurde,
erfolgte mit Random Hexamer Primern. Eine Negativkontrolle auf mogliche DNA-Kontaminationen hin, mit der
isolierten RNA als Template, fiel in allen Féllen negativ aus und wurde daher nur exemplarisch dargestellt. Zu
sehen sind die PCR-Produkte, von links nach rechts: M=100 bp Marker; M9 = M9-Medium nach 4 Stunden;
MO9+FeSO,~=M9-Medium mit 0,02M Eisensulfat, LB = Luria Bertani Medium; M9+FKS = M9 mit 10 % fotalem
Kélberserum; M9+Blut = M9 mit 5% humanem Blut; M = 100 bp Marker; M9(24h) = M9 nach 24 Stunden;
M9+Ac = Co-Kultur mit A. castellanii in M9; M9+Dd = Co-Kultur mit D. discoideum in M9, +K =
Positivkontrolle mit genomischer DNA von SKK35; -K = Negativkontrolle. Banden, die im Fall von LB und
AUM nur sehr schwach zu sehen waren, sind hervorgehoben.

Die Kultur von SKK35, die nur in M9-Medium angezogen wurde, zeigte keine Expression
des frpA-Gens. M9-Medium unter Zugabe von FeSO, dagegen zeigte eine Bande von 495 bp
Lénge. Dies sprach fiir eine Expression des RTX-Protein-Gens. Schwichere, aber sichtbare
Banden waren fir LB-Medium, ebenso wie fiir das kiinstliche Urinmedium (AUM)
erkennbar. M9 in Addition von 10% Kaélberserum zeigte keine Genexpression. Eine besonders
starke Bande dagegen war bei der mit humanem Blut supplementierten Probe zu erkennen.
Die Co-Kulturen von Bakterien und Amoben sind iiber 24 Stunden angezogen worden. Hier
ist auch bei der Probe, die als Kontrolle nur M9-Medium enthielt, eine schwache Bande zu
erkennen. Deutlichere Banden sind auch in Co-Kultur mit A. castellanii und besonders mit
D. discoideum auszumachen. Auch hier war die RNA-Kontrolle negativ.

Betrachtet man die Expression des frpC-Gens, dargestellt in Abbildung 22, kann man
dhnliche Bandenverteilungen sehen. Wieder zeigte die Kultur mit M9-Medium nach vier
Stunden keine nachweisbare Expression und erst nach 24 Stunden war eine schwache Bande
zu erkennen. Eiseninduzierte Genexpression lie sich in der Probe mit FeSO, erkennen,

ebenso im Vollmedium LB und AUM. Die Zugabe von FKS schien keinen Einfluss auf die



4 Ergebnisse | 100

Genexpression zu haben. Wiederum ist die stirkste Bande unter Zugabe von 5% humanem
Blut im Medium zu verzeichnen. Weitere Banden bei einer Hohe von ca. 250 bp, resultierend
aus Fehlpaarungen der Primer, sind bei M9 plus FeSO4 und M9 plus Blut zu sehen. Diese

lieBen sich auch durch Anpassung der Annealing Temperatur nicht vollstindig vermeiden.

Abb. 22: Nachweis der Genexpression des frpC-Gens durch PCR der cDNA. RNA wurde aus Kulturen von
S. maltophilia SKK35 in verschiedenen Néhrmedien, in der exponentiellen Wachstumsphase, isoliert. RNA von
S. maltophilia SKK35 in Co-Kultur mit Amoben wurde in der stationdren Wachstumsphase isoliert. Die Reverse
Transkription zu cDNA, die in einer PCR-Reaktion mit spezifischen Primern fiir das frpC-Gen eingesetzt wurde,
erfolgte mit Random-Hexamer-Primern. Eine Negativkontrolle auf mégliche DN A-Kontaminationen hin, mit der
isolierten RNA als Template, fiel in allen Féllen negativ aus und wurde daher nur exemplarisch dargestellt. Zu
sehen sind die PCR-Produkte, von links nach rechts: M = 100 bp Marker; M9 = M9-Medium nach 4 Stunden;
M9+FeSO, = M9-Medium mit 0,02M Eisensulfat, LB = Luria Bertani Medium; M9+FKS = M9 mit 10 %
fotalem Kalberserum; M9+Blut = M9 mit 5% humanem Blut; M = 100 bp Marker; M9(24h) = M9 nach 24
Stunden; M9+Ac = Co-Kultur mit 4. castellanii in M9; M9+Dd = Co-Kultur mit D. discoideum in M9; +K =
Positivkontrolle mit genomischer DNA von SKK35; -K = Negativkontrolle. Banden, die im Fall von LB und
M9+Dd nur sehr schwach zu sehen waren, sind hervorgehoben.

4.4.3 PCR-Nachweis des hcpI-Gens fiir die Bildung des Protein-Tubus des Typ-6-

Sekretionssystems

Zum Nachweis des T6SS bei S. maltophilia wurde ein, fiir das hcp-Gen des T6SS
spezifisches, PCR-Primerpaar entworfen. Die Primer basieren auf den Sequenzen des hcpl-
Gens von S. maltophilia SKK35 und SKA14 und decken mit 478 bp fast die gesamte Lénge
des 498 bp groBBen hcpl-Gens ab. Als Ziel-DNA wurde wiederum die isolierte genomische
DNA der 59 Isolate, die auch in den Virulenzuntersuchungen eingesetzt wurden, verwendet.

Abbildung 23 zeigt die PCR-Produkte der hcpl-Nachweisreaktion fiir die 59 S. maltophilia
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Isolate. Das T6SS war demzufolge bei acht S. maltophilia Isolaten vorzufinden. Davon waren
fiinf klinische und drei Umweltisolate. 683, 678 und SKKS53 sind CF-Isolate beziehungsweise
Atemwegs-Isolate, SKK35 und SKKI2 stammten aus Wunden. SKAI14 war marinen
Ursprungs, NA 20 stammte aus dem Ablauf einer Kldranlage und x743 aus Leitungswasser
im Krankenhaus.

Betrachtete man das Vorkommen eines T6SS hinsichtlich der zu Beginn getroffenen
Unterscheidung von genetischen Gruppen (mit farbigen Markierungen in Abbildung 23
hervorgehoben) konnte man sehen, dass alle Isolate der rep-Gruppe 12/gyrB-Gruppe I ein
T6SS besitzen. Die anderen Isolate, fiir die ein T6SS nachgewiesen werden konnte, gehorten
dagegen zu keiner Gruppe, wobei SKK35 und SKA14, sowie SKK12 und NA20 jeweils eine

genetische Verwandtschaft zeigten, allerdings keiner der groBen Gruppen zugeordnet waren.

Ll ”"";’"""'f?-ﬁ»f.ﬁx T

Abb. 23: Nachweis fiir das 4cp/-Gen. PCR-Produkte der Reaktion mit dem Primerpaar hcpl wurden auf ein 1%
(w/v) Agarose-Gel aufgetragen. Als Ziel-DNA dienten 59 S. maltophilia Isolate. Amplifiziert wurde ein 478 bp
Fragment des hcp-Gens, das Bestandteil des Typ-6-Sekretionssystems gram-negativer Bakterien ist. Etwaige
Banden unter 100 bp sind Primer-Wolken. M = molekularer Marker 100 bp; -K = PCR Negativkontrolle mit
PCR-Wasser. Die Farbcodierungen entsprechen den genetischen Gruppen von S. maltophilia gemill der
Eingliederung nach den gyrB-Gen Sequenzen: A: dunkelblau, B: gelb, C: dunkelgriin, D: blau; E: rot, F: braun,
G: orange, H: Pink, I: lila, J: hellgriin.

4.4.4 Medium-abhéingige Genexpression von hcp-1 durch S. maltophilia SKK35

Zur Untersuchung der Genexpression des hcp-1 Gens, stellvertretend fiir das T6SS, wurde
RNA aus Kulturen von S. maltophilia SKK35 in verschiedenen Medien extrahiert. Es wurden
M9-Medium, M9-Medium mit FeSO,4 und LB-Medium sowie AUM und M9-Medium mit
10% FKS beziechungsweise M9 mit 5% menschlichem Blut verwendet. Des Weiteren wurde
wiederum die RNA aus Co-Kulturen von S. maltophilia SKK35 mit D. discoideum

beziehungsweise A. castellanii isoliert. Die reverse Transkription (RT) erfolgte mit Random-
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Hexamer-Primern. Pro RT-Ansatz wurden 1000 ng RNA eingesetzt. Die cDNA wurde als
Ziel-DNA fiir den Nachweis des hcp-I-Gens mit hepl-Primern verwendet. Als

Negativkontrolle diente die, entsprechend in RNase freiem Wasser verdiinnte, RNA.

D D WD e D D - e e W e < 478bp

HHNHm L |

CTTINm

M M9 M9 LB MS AUMMS M MS MS M9 +K -K
+FeS0s +FKS +Blut (24h) +Ac +Dd

Abb. 24: Nachweis der Genexpression des hcp-1-Gens durch PCR der cDNA. RNA wurde aus Kulturen von
S. maltophilia SKK35 in verschiedenen Néhrmedien, in der exponentiellen Wachstumsphase, isoliert. RNA von
S. maltophilia SKK35 in Co-Kultur mit Amoben wurde in der stationdren Wachstumsphase isoliert. Die Reverse
Transkription zu cDNA, die in einer PCR-Reaktion mit spezifischen Primern fiir das hcp-1-Gen eingesetzt
wurde, erfolgte mit Random-Hexamer-Primern. Eine Negativkontrolle auf mogliche DNA-Kontaminationen hin,
mit der isolierten RNA als Template, fiel in allen Fillen negativ aus und wurde daher nur exemplarisch
dargestellt. Zu sehen sind die PCR-Produkte, von links nach rechts: M = 100 bp Marker; M9 = M9-Medium
nach 4 Stunden; M9+FeSO,= M9-Medium mit 0,02M Eisensulfat, LB = Luria Bertani Medium; M9+FKS = M9
mit 10 % fotalem Kalberserum; M9+Blut = M9 mit 5% humanem Blut; M = 100 bp Marker; M9(24h) = M9
nach 24 Stunden; M9+Ac = Co-Kultur mit 4. castellanii in M9; M9+Dd = Co-Kultur mit D. discoideum in M9;
+K = Positivkontrolle mit genomischer DNA von SKK35; -K = Negativkontrolle.

Die DNA-Kontrolle fiel in allen Féllen negativ aus. Fiir alle getesteten Medien und
Kulturbedingungen war als PCR-Produkt eine deutliche Bande auf der Héhe von 478 bp zu
sehen (vgl. Abbildung 24). Das ldsst darauf schlieBen, dass unter ausreichender

Néhrstoffversorgung das ~cp-Gen generell exprimiert wird.

4.5 Fazit

Durch die Genomsequenzierung von S maltophilia RA8 und SKK35, und den Vergleich
mehrerer Genomsequenzen, war es moglich, weitere Einblicke in das Resistenz- und
Virulenzpotential von S. maltophilia zu erhalten. Die Beobachtung, dass zahlreiche
Virulenzgene und Antibiotikaresistenz-Gene zum Kern-Genom von S. maltophilia gehoren,

deckt sich mit den Beobachtungen, dass extrazellulire Sekundédrmetabolite von beinahe allen
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getesteten Stimmen produziert wurden und Antibiotikaresistenz bei allen getesteten Stimmen
auf einem vergleichbar hohen Niveau vorlag. Es war mdoglich, durch Genvergleich neue
Kandidaten fiir Virulenzgene, die RTX-Proteine und ein Typ-6-Sekretionssystem, zu
identifizieren. Fiir die RTX-Proteine lieB sich im Experiment zwar Genexpression
nachweisen, aber deren Vorkommen konnte nur bei einem einzigen Stamm nachgewiesen
werden. Sie sind somit als Bestandteil des akzessorischen Genoms von S. maltophilia zu
sehen, aber nicht als essentiell fiir die Virulenz gegeniiber Amoben einzustufen. Das hcp-Gen
des T6SS wurde ebenfalls unter allen getesteten Bedingungen exprimiert, kam allerdings nur
bei acht S. maltophilia Stimmen vor, von denen nur drei auch im Amobenmodell als virulent
eingestuft wurden. Es kann damit auch zum akzessorischen Genom von S. maltophilia gezéhlt
werden. Eine tatsichliche Relevanz des T6SS als Virulenzfaktor gegeniiber Amdben konnte

nicht gezeigt werden.
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5 Diskussion

Zur Charakterisierung der Diversitdt von S. maltophilia und ihres Virulenzpotentials wurde
ein breites Spektrum an S. maltophilia Stammen verschiedener Herkunft untersucht. Hierzu
wurden Isolate aus der Umwelt, sowie anthropogen beeinflusste Umweltisolate aus einer

Kldranlage und Krankenhausisolate analysiert.

5.1 Genetische Diversitit

Mittels zweier verschiedener Genotypisierungsmethoden wurden die Isolate, anhand der
Ahnlichkeit ihrer genetischen Profile (rep-PCR Fingerprint- und gyrB-Sequenz-Typisierung),
verschiedenen genetischen Subgruppen zugeordnet. Diese Gruppenbildung stimmte mit
beiden angewandten Methoden weitestgehend iiberein und es konnten Ubereinstimmungen in
der Gruppierung mit vorangehenden Genotypisierungsstudien festgestellt werden.

Im Folgenden wurden die verschiedenen Isolate, auch hinsichtlich ihrer Herkunft, mit den
genetischen Gruppen, denen sie zugerechnet wurden verglichen. Diesbeziiglich sollte man
nicht auller Acht lassen, dass fiir einige Isolate (c1-c25) keine weitere Herkunft aufler
,menschlichen Ursprungs® bekannt war. Diese konnten daher nur als klinische Isolate im
allgemeinen Sinn beriicksichtigt werden.

Betrachtete man die Verteilung der Isolate in den verschiedenen Gruppen nach ihrer Herkunft
konnte man sehen, dass in der rep-Gruppe 7/gyrB-Gruppe A am haufigsten Atemwegsisolate
vertreten waren. Die Tendenz zur Akkumulation von Atemwegsisolaten steht im Einklang mit
Beobachtungen von Kaiser et al. (2009) und Coenye et al. (2004). Diese fiihrten
Genotypisierungsstudien anhand von MLST (multilocus sequence typing) bzw. RFLP
(restriction fragment length polymorphism)-Typisierung des gyrB-Gens durch und
beobachteten eine Tendenz hin zu einem Atemwegs/CF-Genotyp in bestimmten Gruppen. Die
gleichen Tendenzen zeigten sich auch in der vorliegenden Arbeit. Daher stellte sich die Frage,
ob einige S. maltophilia Isolate einen Selektionsvorteil anderen Stimmen gegeniiber besitzen,
was die Kolonisierung und Persistenz im Atemwegstrakt betrifft.

Eine andere, weitestgehend aus klinischen Isolaten zusammengesetzte, Gruppe war die rep-
Gruppe4/gyrB-Gruppe E. Der GroBteil der Isolate war aus Urinproben, zusammen mit

Isolaten aus einer Blutkultur, einer Wunde sowie einem Atemwegsisolat. Dies wirft die Frage
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auf, ob hier ebenfalls eine Selektion vorliegt beziehungsweise ob es sich eher um einen
invasiven als um einen persistenten Genotyp handelt.

Im Fokus auf Gruppen, die nur Umweltisolate beinhalteten, konnte man sehen, dass in rep-
Gruppe 1/gyrB-Gruppe H ein grofler Teil der Isolate aus Kldranlagen stammte. Da Bakterien
generell auch durch Ausscheidung aus dem menschlichen Korper in das Abwassersystem
gelangen konnen, wurden diese als anthropogen-beeinflusste Umweltisolate angesehen. Die
biologische Stufe einer Kldranlage ist darauf ausgelegt, das Wachstum von Bakterien zu
fordern. In diesem Zusammenhang wurde allerdings auch eine Akkumulation von
Schwermetallen, antimikrobiellen ~Wirkstoffen und Detergenzien beobachtet. Die
Antibiotikafracht hing dabei mit dem Zufluss aus der Umgebung, wie beispielsweise
Krankenhausabwasser oder landwirtschaftlicher Tierhaltung, zusammen. Es konnte auch ein
saisonaler Effekt durch verstirkten Antibiotikakonsum im Winter beobachtet werden
(Baquero et al., 2008). Ein hoher Selektionsdruck konnte so zu einer Selektion
multiresistenter Bakterien fithren. Dariiber hinaus wurde in Kldranlagen ein verstdrkender
Effekt auf die Ausbildung von Co-Resistenz bzw. Kreuzresistenz gegeniiber Antibiotika
festgestellt, der auf die Akkumulation von Antibiotika, Desinfektionsmitteln und
Schwermetallen zuriickzufiihren war (Alonso & Martinez, 2001). Da fiir S. maltophilia bereits
eine hohe Resistenz gegeniiber zahlreichen Antibiotika bekannt ist (Chrossman et al., 2008),
konnten Isolate der rep-Gruppe 1/gyrB-Gruppe H das Potential besitzen, sich an solch eine
Umgebung anzupassen und zusitzliche Resistenzen durch die verstidrkte Moglichkeit des
horizontalen Gentransfers erhalten.

Eine weitere Gruppe, die sich nur aus Umweltisolaten zusammensetzt, ist die rep-Gruppe 11/
gyrB-Gruppe J. Die hierin clusternden Isolate konnten der von Minkwitz & Berg (2001)
charakterisierten Gruppe E2, die sich aus Isolaten der Rhizosphidre von Kulturpflanzen
zusammensetzte, zugeordnet werden. Auffillig war, dass sich die rep-Gruppe 11/gyrB-
Gruppe J fast ausschlielich aus SiiBwassersediment-Isolaten zusammensetzte. Dies war aber
damit zu erkldren, dass ein GroBteil der Probenahmestellen in direkter Néhe zu Feldern lag,
die mit Kulturpflanzen bewirtschaftet waren. Bedingungen in der Rhizosphire konnen die
Selektion bestimmter Eigenschaften bewirken. Dadurch, dass die Rhizosphdre einen hohen
Néhrstoffanteil besitzt, wird sie sozusagen zum ,,Hot-Spot* fiir die Selektion antagonistischer
Merkmale. Mechanismen, die es Bakterien ermoglichen, die Rhizosphidre zu kolonisieren,
konnen ebenfalls relevant werden, wenn es darum geht, den menschlichen Koérper zu
besiedeln. Dazu gehoren Mechanismen zur Adhédrenz, Antibiosis und Toxizitit,

Antibiotikaresistenz und Biofilmbildung (Berg et al., 2005).
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5.2 Physiologische Diversitiit — Virulenzfaktoren

Auf genetischer Ebene konnten Subgruppen, die bestimmte Okotypen von S. maltophilia
favorisieren, definiert werden. Daraus resultierte die Frage, ob diese Gruppen Unterschiede in
thren phénotypischen Merkmalsauspragungen aufweisen. Zu diesem Zweck wurde anhand
einer Auswahl an Isolaten, die repridsentativ fiir die definierten Genogruppen waren, eine
Reihe physiologischer Parameter iiberpriift. Dabei lagen insbesondere Faktoren, die bekannt
sind zur Virulenz von Bakterien beizutragen, sowie Faktoren, die verantwortlich fiir die
Kolonisierung und Persistenz im menschlichen Korper sind im Fokus. Als extrazelluldre
Komponenten, die von Relevanz fiir die Virulenz von Bakterien sind, wurde die Bildung von
Hiamolysin, Proteasen und Siderophoren untersucht (Edberg et al., 1996; Lamont et al., 2002).
Die Bildung von Siderophoren konnte fiir alle getesteten S. maltophilia Isolate nachgewiesen
werden. Himolysin und Proteasen wurden von dem iiberwiegenden Teil der Stimme gebildet.
Lediglich drei klinische Isolate zeigten weder héamolytische noch proteolytische
Eigenschaften. Figueirédo et al. (2006) untersuchten cytotoxische Eigenschaften von
S. maltophilia Isolaten aus Leber und Lufirdhre auf verschiedene Zelltypen. In diesem
Zusammenhang wiesen sie auch Proteolyse-, Himolyse-, Lipase- und Lethicinase-Aktivitét
von klinischen S. maltophilia Tsolaten nach. Phénotypen, die Protease, Himolysin, Lipasen
und Lecithinasen produzierten, hatten auch einen cytotoxischen Effekt, wéihrend fiinf Isolate
aus Blutkulturen, die keinen dieser Virulenzfaktoren bildeten, keinen toxischen Effekt auf die
Zellkulturen hatten. Eine weitere Studie untersuchte die Bildung von Lipopolysacchariden
(LPS), Exopolysacchariden (EPS), Protease, Hadmolysin, Phospholipase C und der
Siderophore Pyochelin und Ornibactin. Sie zeigte, dass die Bildung von Protease und
Héamolysin der untersuchten klinischen S. maltophilia Isolate variierte, aber alle Isolate LPS
und EPS ausbildeten, ebenso wie Pyochelin, nicht aber Ornibactin (Chibber et al., 2008).
Diese Studien belegen eine Diversitdt beim Vermdgen, Virulenzfaktoren wie Himolysin oder
Proteasen zu bilden. Sie beschrianken sich allerdings auf die Untersuchung einer geringen
Anzahl von klinischen S. maltophilia Stimmen. In der vorliegenden Studie konnte im
Vergleich dazu aufgezeigt werden, dass diese Virulenzfaktoren vom groften Teil der
S. maltophilia Isolate produziert werden konnen. Dabei zeigte sich kein Unterschied zwischen
klinischen und Umweltisolaten. Es war keine Zuordnung der Protease oder Hamolyse
defizienten Isolate zu genetischen Gruppen moglich. Das Fehlen von Proteasen und
Héamolysin in Stdmmen aus Blutkulturen, wie bei Figueirédo et al. (2006) gezeigt, konnte

nicht bestétigt werden.
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Wihrend Hédmolysin, Proteasen und Siderophore generell von S. maltophilia gebildet werden
und das Fehlen derer eine Ausnahme zu sein scheint, zeigten sich hinsichtlich der
Beweglichkeit und des Potentials zur Biofilmbildung deutliche Unterschiede zwischen den
einzelnen Isolaten. Bisherige Studien bezogen sich fast ausschlieBlich auf die
Charakterisierung von klinischen Isolaten. Passerini de Rossi et al. (2007) untersuchten die
Biofilmbildung von S. maltophilia Isolaten, die mit Infektionen durch invasive Apparaturen in
Zusammenhang standen. Sie konnten zeigen, dass die Biofilmbildung dieser Isolate auf
verschiedenen Oberfldchen variabel war. Allerdings bildeten alle Isolate stark ausgeprégte
Biofilme in Polystyrol-Mikrotiterplatten aus. Auch konnten sie eine Korrelation der
Twitching-Motilitdt mit der Biofilmbildung feststellen. Derartige Beobachtungen konnten in
dieser Arbeit nicht gemacht werden. Vielmehr prisentierten sich die meisten Isolate als
mifige Biofilmbildner auf Polystyrol und es konnte keinerlei Korrelation zwischen der
Biofilmbildung und dem Flagellen-assoziierten Twitching festgestellt werden. Dies liefle sich
aber auch damit erkldren, dass in dieser Arbeit keine S. maltophilia Stimme, die von
invasiven Apparaturen stammen, untersucht worden sind.

Unsere Ergebnisse stehen im Einklang mit den Beobachtungen von Di Bonaventura et al.
(2007) und Pompilio et al. (2008), die Biofilmuntersuchungen sowie Schwimm- und
Twitching-Versuche mit S. maltophilia CF-Isolaten durchfiihrten. In beiden Arbeiten zeigten
sich im Schwimm- und Twitching-Verhalten, sowie beim Biofilmbildungspotential auf
Polystyrol, deutliche Unterschiede. Ungefdhr 23% der von Di Bonaventura et al. (2007)
untersuchten Isolate zeigte keinerlei Biofilmbildung, was mit dem Wert in der vorliegenden
Arbeit von 30% vergleichbar ist. Auch konnten bei beiden Arbeiten keine Zusammenhénge
zwischen der Biofilmbildung und der Motilitdt erkannt werden. In einer spiteren Arbeit von
Pompilio et al. (2010) konnte auBBerdem nachgewiesen werden, dass alle Isolate, auch welche,
die nur méiBige Biofilmbildner waren, in der Lage waren, an bronchiale Zellen zu adhéirieren
und einen Biofilm zu bilden. Die jiingsten Feststellungen von Pompilio ef al. (2011), die
Hinweise fiir die Bildung eines CF-Phanotyps entdeckt hatten, konnten anhand der Ergebnisse
dieser Arbeit weder bestitigt noch widerlegt werden. Bei Pompilio ef al. (2011) wurde ein
geringeres Potential zur Biofilmbildung bei CF-Isolaten im Vergleich zu nicht CF-Isolaten
beschrieben. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten zwar bei den vier ndher untersuchten CF-
Isolaten kein Schwimmvermogen, doch bei lediglich drei Isolaten zusidtzlich keine
Biofilmbildung, und nur bei zwei [solaten keine Fahigkeit zum Twitching. Es wire notig, eine
grolere Anzahl an CF-Isolaten zu testen. Der Fokus dieser Arbeit lag jedoch nicht

ausschlielich auf der Untersuchung von CF-Stammen.
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Extrazellulire Sekunddrmetabolite, die fiir den Virulenzmechanismus relevant sein kénnen,
kommen generell bei S. maltophilia vor. Dagegen scheinen Féhigkeiten wie Biofilmbildung
und Motilitdt zwar bei der Adhésion an Oberflichen und Zellen, also bei der Invasion eine
Rolle zu spielen, aber nicht generell zu den Grundeigenschafen der Spezies zu gehoren.
Vielmehr bewirken sie einen Vorteil bei der Kolonisierung unwirtlicher Umgebungen, wie
beispielsweise dem menschlichen Kérper, sind aber nicht zwingend fiir das Uberleben und die

Persistenz der Spezies notwendig.

5.3 Physiologische Diversitit — Antibiotikaresistenz

Im Plattendiffusionstest zeigte sich eine meist homogene Verteilung der Antibiotika-
resistenzen. Das heif}t, der liberwiegende Anteil der getesteten Isolate war entweder resistent
gegen Penicilline, Aminoglycoside aufler Gentamicin, Erythromycin und Novobiocin oder
sensibel flir Chinolone auBler Norfloxacin und Chloramphenicol. Diese Ergebnisse decken
sich weitestgehend mit vorangegangenen klinischen Studien zur Antibiotikaresistenz von
S. maltophilia (Alonso & Martinez, 1997; Traub et al., 1998; Nicodemo et al., 2004, Tatman-
Okun et al., 2005). Bei einigen Antibiotika dagegen (Gentamicin, Norfloxacin, Vancomycin,
Trimethoprim-Sulfamethoxazol (SXT) und Tetracyclin) zeigten sich Unterschiede im
Resistenzprofil. Daher wurden dafiir genauere Untersuchungen mit der Mikrobouillon-
Verdiinnungs-Methode durchgefiihrt. Im Gegensatz zum Plattendiffusionstest ergab sich hier
wiederum ein homogenes Bild der ermittelten MHK mit hohen Resistenzen gegen
Vancomycin und Gentamicin, intermedidren Resistenzen fiir Tetracyclin und Norfloxacin und
Sensibilitdt gegeniiber SXT. Diskrepanzen beziiglich der Ergebnisse des Plattendiffusionstest
und der Mikrobouillon-Verdiinnung wurden bei Antibiotikaresistenztests mit S. maltophilia
bereits in fritheren Arbeiten beobachtet (Caroll et al., 1998; Marsgala et al., 2010). Caroll et
al. (1998) beobachteten zum Beispiel, dass MHK fiir p-Lactame, Chinolone und
Aminoglycoside generell hoher waren, wenn sie mittels Mikrobouillon-Verdiinnung getestet
wurden. Dagegen wies S. maltophilia im Mikrobouillon-Verfahren deutlich geringere MHK
gegentiber SXT auf (Caroll et al., 1998).

Trotz der beobachteten Diskrepanzen zwischen den verschiedenen Methoden sind die
Ergebnisse hinreichend aussagekriftig, um die hier formulierte Frage nach Unterschieden der
Resistenz zwischen klinischen und Umweltisolaten beziehungsweise Okotypen zu kliren.

Eine Resistenz oder Sensibilitit gegeniiber den verschiedenen Antibiotika stellte sich als
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unabhingig von genetischen Gruppen und der Zugehdrigkeit zu bestimmten Okotypen heraus.
Die sonst sehr heterogene Spezies S. maltophilia zeigt sich hier durchgehend homogen.
Dadurch, dass zahlreiche Resistenzen auf hohem Niveau vorliegen, présentiert sich
S. maltophilia umso mehr als riskanter Keim im Krankenhausmilieu.

Dies deckt sich weitestgehend mit den Beobachtungen von Berg et al. (1999), die zeigten,
dass sich Resistenzen gegeniiber verschiedenen Antibiotika-Stoftklassen zwar deutlich
unterscheiden, dass sich aber bei der Betrachtung der einzelnen Antibiotika ein homogenes
Bild zeigt, in dem sich klinische und Umweltstimme von S. maltophilia nicht signifikant

unterscheiden.

5.4 Physiologische Diversitiat — Virulenz gegeniiber Amoben

In Anbetracht der Ergebnisse der Genotypisierung konnte man erwarten, dass die
verschiedenen genetischen Gruppen zum Teil auch Unterschiede in der Virulenz an den Tag
legen. In einem DAB/2 Maus-Modell war es Pompilio et al. (2010) moglich, zu zeigen, dass
es Unterschiede in der Virulenz zwischen einem S. maltophilia Umweltstamm und einem CF-
Patientenisolat gab. Angesichts bisheriger Ergebnisse bei der Untersuchung der Diversitit
potentieller Virulenzfaktoren von S. maltophilia wiirde man dagegen erwarten, dass es keine
Unterschiede zwischen klinischen und Umweltisolaten oder den verschiedenen genetischen
Gruppen gibt. Um dies zu iiberpriifen, wurde ein Pathogenititsmodell mit Amdben als
Wirtsorganismus gewéhlt. In den letzten Jahren wurden Amoben immer héufiger genutzt, um
Virulenzmechanismen und deren Zusammenhinge aufzuschliisseln. Mit einem D. discoideum
Virulenzmodell war es zum Beispiel moglich, zu zeigen, dass die Virulenz von P. aeruginosa
durch ein Typ-III-Sekretionssystem vermittelt wird, durch welches das Cytotoxin ExoU in die
Wirtszelle injiziert wird (Pukatzki et al., 2002). Ebenfalls in einem D. discoideum Modell
wurde beobachtet, dass das 4/ Quorum Sensing System von P. aeruginosa eine zentrale
Rolle bei der Virulenz spielt (Cosson et al., 2002). A. castellanii wurde erfolgreich eingesetzt,
um die Virulenz von Mycobacterium kansasii zu beschreiben. Es konnte auflerdem ein
Zusammenhang zwischen der Virulenz gegeniiber der Amdébe und der Zugehorigkeit zu
bestimmten genetischen Subgruppen festgestellt werden (Greub & Raoult, 2004). Weitere
Wirt-Pathogen-Interaktionen wurden ebenfalls von Greub & Raoult (2004) beschrieben. Die
Virulenz des S. maltophilia Stamms D457 gegeniiber D. discoideum konnte in Co-Kultur-

Experimenten beobachtet werden, wobei eine Mutante dieses Stamms (D457R), welche die
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Multidrug-Effluxpumpe SmeDEF iiberexprimierte, eine geringere Virulenz gegeniiber
D. discoideum als der Wildtyp zeigte (Alonso & Martinez, 2001). In einer Studie {iber den
Effekt von Bakterien auf das Wachstum und Uberleben von A. castellanii wurde
S. maltophilia ATCC 420207 als besonders gute Nahrungsquelle fiir 4. castellanii
beschrieben (Wang & Ahearn, 1997). Unterschiede in der Virulenz von S. maltophilia
gegeniiber den Amoben wiren demnach zu erwarten.

Tatsdchlich war es mdglich, Unterschiede im Virulenzpotential von S. maltophilia zu zeigen,
und diese zum Teil mit genetischen Subgruppen zu korrelieren. Generell waren im Fall von
A. castellanii mehr Amdben notwendig, um einen Plaque in den Bakterienrasen zu fressen, als
bei D. discoideum. Dies galt selbst fiir die nicht-virulenten Isolate. Im Mittel waren, bei nicht-
virulenten Stammen in Co-Kultur mit 4. castellanii, 194 Amoben notig, wihrend es in Co-
Kultur mit D. discoideum im Mittel nur 77 Amoben waren. Diese Varianz konnte durch die
verschiedenen Wachstumstemperaturen erkldrt werden. Die optimale Wachstumstemperatur
von A. castellanii, bei welcher der Versuch auch durchgefiihrt wurde, liegt bei 30°C. Dies ist
auch die optimale Wachstumstemperatur von S. maltophilia. Der Versuch mit D. discoideum
wurde bei 22,5°C durchgefiihrt, da dieser nur bei Temperaturen zwischen 20 und 25°C
wichst. Bei dieser Temperatur wéchst S. maltophilia dagegen langsamer, was in einem
Wachstumsnachteil resultiert.

Eine der Genogruppen (gyrB Gruppe E/rep-Gruppe 4) besall die meisten virulenten Isolate
gegeniiber beiden Amoben. Zunichst wurden aus dieser Gruppe nur vier Stamme (NB12,
GSI1, SKK28 und c6) ausgewdhlt, um die Virulenz zu testen. Nachdem diese alle ein sehr
hohes Virulenzpotential aufwiesen, wurden weitere Isolate aus dieser Gruppe getestet, da die
Vermutung nahelag, dass diese Gruppe generell ein hohes Virulenzpotential besitzt.
Tatsdchlich zeigten nicht alle Isolate aus dieser Gruppe ein so hohes Virulenzpotential,
sondern lediglich ein iiberwiegender Anteil von acht der zwolf getesteten Isolate wurde als
stark virulent eingestuft. Einige S. maltophilia Stimme waren ausschlieSlich gegeniiber
Acanthamoeba oder Dictyostelium virulent. Dies lieB sich insbesondere bei den Isolaten der
gyrB-Gruppe D beobachten, die virulent gegeniiber D. discoideum, aber nicht gegeniiber
A. castellanii waren. Diese Diskrepanzen konnten nicht einfach anhand der unterschiedlichen
Wachstumstemperaturen erklirt werden. Eine Hypothese war, dass einige Bakterienstimme
temperaturabhdngige Unterschiede im Proteinstoffwechsel zeigen, die in irgendeiner Weise
die Interaktion zwischen Bakterien beeinflussen konnten. Um das nachzuweisen, wurde das
Experiment mit 4. castellanii, drei Stdimmen der Gruppe D sowie SKK35 als Positivkontrolle

bei 22,5°C wiederholt. Die Bakterien und Amoben wuchsen langsamer, man konnte die
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Ergebnisse erst nach fiinf Tagen auswerten. Dennoch zeigte sich auch dann keine Virulenz
der Stdmme der Gruppe D gegeniiber A. castellanii. Im Gegensatz dazu war der
Kontrollstamm SKK35 auch bei der geringeren Temperatur stark virulent. Das zeigte
eindeutig, dass eine temperaturabhiingige Anderung der Virulenz ausgeschlossen werden
konnte. FEine andere Moglichkeit wére, dass D. discoideum andere Verteidigungs-
mechanismen gegeniiber pathogenen Bakterien besitzt als A. castellanii.

Ein weiteres interessantes Ergebnis war, dass aus der gyrB-Gruppe A/rep-Gruppe 7, die den
hochsten Anteil an Atemwegsisolaten aufwies, kein einziges Isolat in diesem Modell virulent
war. Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen von Pompilio et al. (2011), welche die
Selektion eines S. maltophilia CF-Phénotyps zeigten. Sie wiesen auch nach, dass die Virulenz
von CF- und nicht-CF-Isolaten in einem Lungeninfektionsmodell der Maus gleich war. Daher
liegt die Vermutung nahe, dass verschiedene Mechanismen Atemwegserkrankungen bei
Méusen und Pathogenitédt gegeniiber Amoben bewirken.

Von generellem Interesse, hinsichtlich der Interaktion zwischen S. maltophilia und den
Amoben, ist die Frage nach dem Virulenzmechanismus. Intrazellulires Wachstum von
S. maltophilia wurde bislang nicht beobachtet, daher liegt die Vermutung nahe, dass
extrazelluldre Substanzen als Cytotoxine wirken. Fiir P. aeruginosa ist es bekannt, dass ein
Typ-3-Sekretionssystem (T3SS) fiir die Toxizitdt notwendig ist (Pukatzki et al., 2002). Im
Fall von Vibrio cholerae ist es ein Typ-6-Sekretionssystem (T6SS), das die Injektion von
Effektorproteinen in eine andere Zelle ermoglicht (Pukatzki et al., 2006). Keiner der bislang
sequenzierten S. maltophilia Stimme besall ein T3SS. Dagegen war bisher nur bei
S. maltophilia SKA14 bekannt, dass es ein T6SS besitzt. Dieser Stamm war allerdings flir
beide Amobenarten nicht virulent. Das bedeutet, ein T6SS wire zumindest nicht die einzige
Voraussetzung fiir die Virulenz von S. maltophilia beziehungsweise ein oder mehrere
Effektorproteine werden nicht von allen S. maltophilia Staimmen gebildet. Eine andere
Vermutung wire, dass ein T6SS gar nicht in die Virulenz von S. maltophilia gegeniiber
Amdben involviert ist. Auch K279a und R551-3, fiir die das gesamte Genom bekannt ist,
waren nicht virulent gegeniiber den Amoben.

Obwohl D. discoideum und A. castellanii bereits erfolgreich als Virulenz-Modellorganismen
eingesetzt wurden, konnten einige Diskrepanzen im Modell festgestellt werden. Nicht alle
klinischen S. maltophilia Staimme, bei denen es bekannt war, dass sie in eine Infektion beim
Menschen involviert waren, waren auch im Amobenmodell virulent. Der Stamm K279a, der
aus dem Blut eines Krebspatienten isoliert wurde, wurde als virulent in einem

Nematodenmodell mit C. elegans charakterisiert (Fouhy et al., 2007), zeigte aber keine
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Virulenz gegeniiber den Amoben. Diskrepanzen zwischen der bakteriellen Virulenz
gegeniiber Makrophagen und C. elegans wurden bereits dokumentiert (Kurz & Ewbank,
2007). Ein Vergleich der beiden Modellamoben als System wurde, soweit bekannt, noch nicht
unternommen. Die Ursache fiir die zum Teil unterschiedlichen Reaktionen der beiden
Amoben auf dieselben Bakterienstdimme gilt es zu kliren. Nichtsdestotrotz war das
Amobenmodell hilfreich, um einen Einblick in das Virulenzverhalten von S. maltophilia zu
bekommen, das sich moglicherweise auch auf Makrophagen iibertragen ldsst. Fiir eine erste
Untersuchung, insbesondere wenn eine hohe Anzahl an Stimmen oder Mutanten zu testen ist,
ist das Amobenmodell eine einfache, kosteneffektive und ethisch weniger bedenkliche
Alternative zum Sdugetiermodell. Im Detail kann dieses Modell das klassische

Saugetiermodell allerdings nicht ersetzten.

5.5 Vergleich der Genomsequenzen von S. maltophilia

Basierend auf den Ergebnissen des Virulenztests wurden ein virulenter (SKK35) und ein
nicht-virulenter (RAS8) Bakterienstamm vollstdndig sequenziert. Ein Genom-Mapping der
beiden Stimme zusammen mit den S. maltophilia Referenzstimmen (K279a, R551-3 und
SKA14), welche im Amobenmodell nicht virulent waren, wurde hierfiir erstellt. Die
Genomsequenzen wurden auf das Vorkommen bereits bekannter Virulenzgene und -faktoren,
die mit der Virulenz in Zusammenhang stehen sowie das Vorkommen und die Verbreitung
von Antibiotikaresistenz-Genen hin verglichen. Protein-codierende Regionen, die einzigartig
fiir den entsprechenden Stamm waren, wurden als genomische Insel charakterisiert. Darauf
lokalisierte Regionen wurden hinsichtlich ihrer Relevanz fiir das klinische Auftreten von
S. maltophilia betrachtet. So war es auch moglich Kandidaten fiir Virulenzgene zu

identifizieren.

5.5.1 Antibiotikaresistenz-Gene

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass zahlreiche potentielle
Antibiotikaresistenz-Gene bei allen S. maltophilia Stimmen zu finden waren. Diese wurden
bereits zuvor bei S. maltophilia oder anderen Bakterienspezies charakterisiert und ihre

Funktionen konnten im Experiment nachgewiesen werden (vgl. Tabelle 28).
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Tab. 28: Antibiotikaresistenz-Gene, die im Genomvergleich bei S. maltophilia identifiziert wurden und deren
nachgewiesene Funktion gegeniiber bestimmten Antibiotika.

Resistenzgene

Resistenz gegen

nachgewiesen fiir

Referenz

RND-Effluxpumpe n

MATE-Transporter
MF-Transporter

ABC-Transporter
Aminoglycosid-N-
Acetyltransferase
Aminoglycosid
Phosphotransferase
p-Lactamasen

Qnr-Chinolon-

Tetracycline, Chinolone,
Aminoglycoside,
Chloramphenicol,
Erythromycin
Ciprofloxacin, Norfloxacin,
Chinolone

verschiedene, meist substrat-
spezifisch

Makrolide

Aminoglycoside

Aminoglycoside
B-Lactame

Chinolone

S. maltophilia

Vibrio
parahaemolyticus
E. coli, L. lactis,

S. aureus, B. subtilis

E. coli
S. maltophilia
S. maltophilia

S. maltophilia

K. pneumoniae

Chrossman et al., 2008; Li
et al.,2002; Alonso &
Martinez, 2000 & 2001; Al-
Hamad et al., 2009

Kuroda & Tsuchiya, 2009

Fluman & Bibi, 2009

Kobayashi et al., 2001
Lambert et al., 1999

Okazaki und Avison, 2007
Avison et al., 2001; Yang et

al., 2009; Huang et al., 2010
Martinez- Martinez et al.,

Resistenzgen 1998

Darunter fielen die RND-Effluxpumpen, die bei allen verglichenen S. maltophilia Isolaten
vorzufinden waren. Es ist zu vermuten, dass diese Effluxpumpen fiir einen groBen Teil der
Antibiotikaresistenzen verantwortlich sind. S. maltophilia R551-3, RA8 und SKK35 besitzen
jeweils eine, SKA14 besitzt zwei zusitzliche Regionen, die fiir potentielle Effluxpumpen von
RND-Typ codieren. Eine weitere Klasse von Multidrug Effluxtransportern, die bei allen
Isolaten identifiziert werden konnte, waren sog. MATE (multidrug and toxic compound
extrusion)-Transporter. Die meist Na® (seltener H") gekoppelten Kationenpumpen haben im
Vergleich zu RND Effluxpumpen ein engeres Substratspektrum (vgl. Tabelle 28). Transporter
der MF (major facilitator)-Superfamilie konnten ebenfalls bei allen S. maltophilia Stimmen
lokalisiert werden. Diese sind meist substratspezifische Transportproteine. Sie kommen aber
auch als Multidrug Transporter vor.

Im Vergleich zu den RND-Effluxpumpen sind sowohl MATE- als auch MF-Transporter fiir
Antibiotikaresistenzen bei gram-negativen Bakterien von untergeordneter Bedeutung. Beide
katalysieren den Transport von Antibiotika durch die innere Membran in den
periplasmatischen Raum. RND Effluxpumpen dagegen sind durch ein Membran-Fusions-
Protein in der Lage antimikrobielle Substanzen durch beide Membranen hindurch aus der
Zelle hinaus zu transportieren, was sie besonders effizient macht (Kumar & Schweizer, 2005).

Eine weitere grole Familie von Transportsystemen sind ABC-Transporter. Diese haben

entweder Aufnahme- oder Efflux-Funktionen. Sie gewinnen Energie durch die Hydrolyse von
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ATP und sind so in der Lage, verschiedene Substrate durch die innere und dulere Membran
von gram-negativen Bakterienzellen zu transportieren. Bei Bakterien kommen ABC-
Transporter, die den Efflux von Antibiotika vermitteln, eher selten vor (Kumar & Schweitzer,
2005). Zu diesen Multidrug-ABC-Transportern gehort der macAB-Transporter, der bei allen
S. maltophilia Isolaten vorlag.

Hohe Resistenzen gegeniiber Aminoglycosiden konnten generell bei S. maltophilia
beobachtet werden. Hohe MHKs wurden fiir Gentamicin ermittelt. Als genetische Grundlage
fiir Resistenzen gegeniiber Aminoglycosiden wurde eine Aminoglycosid-6°-N-
acetyltransferase (aac(6 ‘)Iz) charakterisiert, welche Resistenz gegeniiber Amikacin, nicht aber
gegenliber Gentamicin vermittelt (Lambert ez al., 1999). In der vorliegenden Studie konnte
man dieses Gen nur bei K279a identifizieren. Als weitere genetische Grundlage fiir die hohe
Aminoglycosid-Resistenz bei S. maltophilia sind vier Aminoglycosid-Phosphotransferase-
Gene zu beriicksichtigen, die bei allen sequenzierten Isolaten zu finden waren.

Zahlreiche Gene der p-Lactamase-Familie, einschlieBlich der B-Lactamasen L1 und L2
(Avison et al., 2001), wurden bei allen S. maltophilia Isolaten gefunden. Diese waren héufig
in Form von chromosomalen solo-ORFs im Genom lokalisiert. Fraglich ist, ob diese alle
generell exprimiert werden und auch tatsdchlich Resistenz gegeniiber B-Lactam-Antibiotika
vermitteln.

Eine zum gnr-Chinolon-Resistenzgen homologe Region war bei allen S. maltophilia Stimmen
chromosomal gebunden zu finden. Tatsdchlich lagen aber auch im Experiment ermittelte
Resistenzen gegen Norfloxacin im intermedidren bis sensiblen Bereich (MHK 4-32 pg/ml),
ebenso wie nur 3% bzw. 10% der getesteten Isolate Resistenzen gegeniiber Ciprofloxacin
bzw. Ofloxacin im Plattendiffusionstest aufwiesen. Dies deckt sich mit Beobachtungen, die
fiir das bei S. maltophilia identifizierte Smgnr-Gen gemacht wurden. Dieses konnte nur
minimale Resistenz gegeniiber Chinolonen vermittelt (Shimizu et al., 2008; Gordon et al.,
2010).

Die co-Trimoxazol Resistenzgene su/l und sul2, die mittels eines Plasmid-lokalisierten
Klasse-1-Integrons iibertragen werden (Toleman et al., 2007, Hu et al., 2011), wurden bei
S. maltophilia nicht gefunden. Die MHK-Werte fiir co-Trimoxazol sprachen auch dafiir, dass

diese nicht bei der untersuchten Stammsammlung auftraten.
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5.5.2 Potentielle Virulenzgene

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Versuch unternommen, eine generelle Beschreibung der
potentiell in die Virulenz von S. maltophilia involvierten Gene auf genomweiter Ebene zu
geben. Faktoren, welche die tatsichliche Ausprigung eines virulenten Phianotyps zur Folge
haben, sind zu komplex, um eine vollstdndige Darstellung des Virulenzpotentials nur anhand
der Genomsequenz zu ermoglichen. Neben den eigentlichen Effektormolekiilen sind
Regulationsmechanismen und Transportsysteme von Bedeutung. Ebenso bedeutet das
Vorliegen eines bestimmten Gens nicht, dass dieses auch tatsachlich aktiv ist. Ferner ist es
nicht immer eindeutig moglich, Genen oder Genkomplexen anhand ihrer DNA- oder
Aminosduresequenz bestimmte Funktionen zuzuordnen. Daher erhebt die vorliegende
Darstellung keinen Anspruch auf Vollstindigkeit, sondern soll zunichst einen Einblick in das

pathogene Potential von S. maltophilia geben.

Adhision: Pili, Fimbrien und Flagellen

Noch immer ist nicht geklidrt, welche Faktoren zusammenspielen, um die Virulenz von
S. maltophilia im immungeschwéchten Wirt auszulosen. Als erster Schritt zur Manifestation
einer Infektion wurde die Besiedlung von Oberflachen invasiver, medizinischer Apparaturen
beschrieben. Dazu gehéren Venen- bzw. Blasenkatheter oder Beatmungsgerite (Lai et al.,
2006; Weber et al., 2007). Die Besiedlung von Oberflichen steht auch im Zusammenhang mit
dem Potential zur Biofilmbildung.

Adhisine, wie das bei S. maltophilia identifizierte filamentdse Hamagglutinin, werden
sekretiert und konnen zum Beispiel die Adhdsion an den Epithelzellen der Atemwege
erleichtern. Auch wird durch die Funktion des filamentosen Hdmagglutinins, als sog.
Briickenadhédsin, die Adhdsion anderer Mikroorganismen erleichtert, was zur Bildung von
Multispezies-Biofilmen beitragen kann (Smith et al., 2001). Als Virulenzfaktor von
Bordetella sp. wurde nachgewiesen, dass das filamentdse Hamagglutinin Fha notwendig fiir
die tracheale Kolonisation ist, aber nicht alleine dafiir ausreicht und noch andere Faktoren
eine Rolle spielen miissen (Cotter ef al., 1998).

Eine weitere wichtige Rolle bei der Kolonisierung des Wirtsgewebes spielen Flagellen, Pili
und Fimbrien. Deren Funktion geht dabei iiber die bloBe Motilitit und Adhésion an

Oberfldchen hinaus. So konnen zum Beispiel Fimbrien die Agglutination von Erythrozyten
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und die Anheftung der Bakterien an die Zellen des Wirtsorganismus bewirken. Dies konnte
fiir das Smf-1 fimbriale Operon von S. maltophilia bereits gezeigt werden (De Oliveria-
Garcia, et al., 2003). Weitere Funktionen von Fimbrien und Pili sind die Féhigkeit
verschiedene Bindegewebs-, Serum- und Plasmaproteine zu binden und dadurch eine Kaskade
von Immunreaktionsmechanismen auszulosen (Jonson et al., 2005).

Die Hauptaufgabe von Flagellen ist die Motilitdt der Bakterien. Diese Funktion steht aber
auch im Zusammenhang mit der bakteriellen Virulenz. Bei Transkriptom-Analysen im
Infektionsprozess von Vibrio cholerae konnte eine Hochregulation der Motilitdtsgene
beobachtet werden (Xu et al., 2003). Fiir flagellenlose Mutanten von P. aeruginosa dagegen
konnte nachgewiesen werden, dass sie in einem Lungeninfektionsmodell bei Médusen eine
deutlich verringerte Virulenz aufwiesen (Feldman et al., 1998). Ebenso wie Fimbrien und Pili
werden Flagellen vom Immunsystem erkannt und kénnen eine Immunantwort bis hin zu

Entziindungsreaktionen auslosen (Jonson ef al., 2005).

Sekretionssysteme

Generell sind fiir gram-negative Bakterien bisher sechs verschiedene Typen von
Sekretionssystemen erforscht. Diese sind essentiell fiir die Virulenz und das Uberleben von
Bakterien. In der vorliegenden Arbeit wurden bei S. maltophilia Typ-1-, Typ-2-, Typ-4-, Typ-
5 und Typ-6-Sekretionssysteme (T1SS-T6SS) identifiziert. In Abbildung 25 und 26 sind diese
Sekretionssysteme schematisch dargestellt.

Typ-1-Sekretionssysteme (T1SS) bestehen aus einem ATP-bindenden Porenprotein, das den
Transport durch die innere Membran erlaubt, einem &ufleren Membranprotein und einem
Adaptorprotein, welches die beiden verbindet. Fiir die Virulenz von S. maltophilia relevante
T1SS sind ein Himolysin-spezifischen Transporter (RA8 4243-44) und ein Transporter fiir
die RTX-(repeats in toxin)-Proteine (SKK35 1685-86), welche in den Kapiteln 5.5.2 ¢) und
d) genauer beschrieben sind. Auffdllig war, dass beide Regionen auf genomischen Inseln
lokalisiert waren.

Bei allen S. maltophilia Stimmen wurden zwei Regionen, die fir ein Typ-2-
Sekretionssystem (T2SS) codieren, gefunden. Eine groBe Vielfalt an verschiedenen
Proteinen kann durch diesen Mechanismus in die Umgebung sekretiert werden. Darunter fillt

auch der Transport von Effektorproteinen wie Toxinen, Proteasen, Lipasen, aber auch
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zellwandabbauenden Enzymen von Pflanzenpathogenen (Stathopoulos et a/., 2000; Sandkvist,

2001; Bleves et al., 2010).

Typ-1-Sekretion Typ-2-Sekretion Typ-4-Sekretion Typ-5-Sekretion
(T1SS) (T2SS) (T4SS) (T5SS)
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Abb. 25: Schematische Darstellung der bakteriellen Sekretionssysteme und Beispiele fiir Effektorproteine, die
mittels des entsprechenden Sekretionssystems transportiert werden konnen. Als Beispiel flir ein T1SS ist das
Hamolysin Sekretionssystem von E. coli gezeigt, welches aus drei Komponenten, einem ATP-bindenden
Transporter, einem dufleren Membranprotein und einem Adaptor-Protein, das diese beiden verbindet, besteht.
Uber das T2SS erfolgt die Sekretion in zwei Schritten. Zunichst erfolgt der Transport iiber die Sec-
Membranproteine in den periplasmatischen Raum. Der T2SS Apparat selbst ist in beide Membranen eingebettet.
Er transportiert das Effektorprotein durch die duflere Membran nach auen. Das T4SS (Bsp. hier T4SS von
Agrobacter tumefaciens) bildet einen groBen Membrankomplex aus meist 12 Proteinen aus. Es ist in der Lage,
eine Pilus dhnliche Struktur zu bilden, die Effektorproteine durch die Plasmamembran in andere Zellen injizieren
kann. Das T5SS kann als Ein- oder Zwei-Partner-System vorliegen (Bsp. hier Autotransporter von Neisseria
meningitidis). Mittels des Sec-Transportmechanismus erfolgt der Transport in den periplasmatischen Raum. Das
Autotransportermolekiil kann daraufhin selbst, oder mit Hilfe eines separaten Translokator-Proteins eine Pore
durch die duere Membran bilden (abgewandelt nach Fonzes et al., 2009; Nachdruck genehmi gt).
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Das Typ-4-Sekretionssystem (T4SS) besteht aus einem Proteinkomplex aus meist zwolf
Proteinen, die einen Ubergang durch die innere und duBere Membran erlauben. Unter Einfluss
eines noch nicht bekannten Stimulus kann eine Pilus dhnliche Struktur ausgebildet werden,
die die Sekretion von Effektormolekiilen in andere Zellen hinein erlaubt (Fonzes et al., 2009)
S. maltophilia R551-3 besitzt eine Region, die fiir ein T4SS codiert, K279a und RAS8 besitzen
jeweils zwei Regionen. Im Fall des CF-Pathogens Burkholderia cenocepacia ist ein T4SS
essentiell fiir die Virulenz des Bakteriums. B. cenocepacia kann intrazellulir wachsen, wobei
durch das T4SS {ibertragene Proteine einen wesentlichen Anteil an der intrazelluldren
Replikation der Bakterien haben (Sajjan et al., 2008). Intrazellulires Wachstum wurde bislang
nicht bei S. maltophilia beobachtet. Es ist daher fraglich, ob ein T4SS einen tatsichlichen
Einfluss auf die Virulenz von S. maltophilia hat.

Das Typ-5-Sekretionssystem (T5SS) ist ein sogenannter Autotransporter. Das
Substratprotein und das Transportermolekiil liegen in nur einem einzigen Préprotein vor und
werden iiber den sec- oder tat-Mechanismus durch die innere Membran transportiert. Ein Teil
des Priproteins bildet eine Membranpore, durch die der Teil des Substratproteins aus der
Zelle hinaus transportiert und anschlieBend vom Porenprotein abgespalten wird (Henderson ef
al., 1998). T5SS existieren auch als Zwei-Partner Sekretionssystem, bei denen das
Porenprotein separat vorliegt (Mazar & Cotter, 2007). Vergleichbare Gene wurden bei allen
S. maltophilia  Stammen identifiziert. Dazu gehdoren  Autotransporter Adhésine,
Himagglutinine, Proteasen und Lipasen sowie filamentose Hamagglutinine bei K279a,
R551-3 und RAS, die als Zwei-Partner-T5SS vorliegen (vgl. 5.5.2 Proteine, Toxine und
Sekundarmetabolite).

Das jiingst als Sekretionssystem bei gram-negativen Bakterien entdeckte Typ-6-
Sekretionssystem (T6SS) wurde bislang nur bei S. maltophilia SKA14 im Zusammenhang
mit Virulenzgen-homologen Regionen bei marinen Bakterien erwédhnt, aber nicht ndher
charakterisiert (Persson et al., 2009). Da dieses Sekretionssystem auch bei dem
amobenvirulenten, klinischen Isolat SKK35 vorlag, wurde dieses als neuer, potentieller
Virulenzfaktor beriicksichtigt.

Das T6SS von S. maltophilia besteht aus fiinfzehn Genen. Darunter sind die zum T4SS
homologen Gene (ImcF/DotU) die als Teile des Sekretionsapparates in der inneren Membran
des Bakteriums lokalisiert sind. Eine ATPase (ClpV) bildet eine Pore, durch die Proteine
durch die innere Membran transportiert werden. Die essentielle Komponente des T6SS wird
durch die sekretierten strukturellen Bestandteile, Hcp (hemolysin coregulated protein)-

Proteine und VgrG (valine glycine repeat G) gebildet. Hcp bildet hexamere Ringstrukturen
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aus, die eine rohrenfoérmige Konformation annehmen, durch die Proteine aus der Zelle heraus,
oder auch bis ins Cytosol einer Wirtszelle hinein, transportiert werden konnen. Die VgrG-
Proteine bilden die Spitze des hcp-Tubus, der durch die Membran einer Wirtszelle hindurch
gelangen kann. Die genaue Funktion der anderen Komponenten ist bislang noch unbekannt
(Pukatzki et al., 2009, Hayes et al., 2010). In Abbildung 26 ist ein T6SS schematisch

dargestellt, entsprechend der bei S. maltophilia vorkommenden Komponenten.
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Abb. 26: Schematische Darstellung eines Typ-6-Sekretionssystems. Die jeweiligen Komponenten, wie sie im
Genom von S. maltophilia SKK35 vorkommen, sind indiziert. Die ATPase ClpV (orange) bildet eine Pore in der
inneren Membran, durch welche die Struktur-/Effektorproteine Hep (gelber Ring) und VgrG (dunkelgriin)
transportiert werden konnen. Hep-Proteine bilden einen tubusformigen Kanal, der die innere Membran bis zu der

SKK35_2269

Membran von Wirtszellen durchdringen kann. Das VgrG-Protein dient entweder als Punktionsvorrichtung zum
Durchdringen der Zellmembran einer Wirtszelle oder wird in die Umgebung sekretiert. IemF (dunkelblau) und
DotU (rot) sind Membranproteine, die mit ClpV interagieren. Lip (rosa) ist ein Lipoprotein der duBeren
Membran. Regulatorische Proteine sind die Serin/Threonin Kinase STK und die Serin/Threonin Phosphatase
STP, die iiber den Grad der Phosphorylierung des Fha-Proteins (braun) die Aktivitit des T6SS regulieren. ECM:
extrazellulires Milieu, OM: &duflere Membran, P: periplasmatischer Raum, IM: innere Membran, PM:
Plasmamembran einer Wirtszelle (abgewandelt nach Filloux et al. 2008; Nachdruck genehmigt).
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Ein Zusammenhang mit dem T6SS und der Virulenz von Bakterien wurde von Pukatzki et al.
(2006) beschrieben. Sie waren in der Lage nachzuweisen, dass das T6SS die Virulenz von
V. cholerae gegeniiber D. discoideum und Makrophagen Zelllinien bewirkt. Der Export von
Hcp und drei verwandten VgrG-Proteinen war hierfiir essentiell. Mougous et al. (2006)
beschrieben einen Zusammenhang mit dem T6SS von P. aeruginosa PAO1 und dessen
Pathogenitdt gegeniiber CF-Patienten. In diesem Zusammenhang ist das T6SS von
S. maltophilia als potentielles Virulenzfaktor-Sekretionssystem zu beriicksichtigen. Fraglich
ist, ob es fiir die Virulenz gegeniiber Amoben und Makrophagen verantwortlich ist; es konnte
aber auch einen Einfluss auf eine Virulenzreaktion bei CF-Patienten besitzen. Der Nachweis

und die Genexpression des scp-Gens des T6SS werden in Kapitel 5.6 diskutiert.

Proteine, Toxine und andere Sekundirmetabolite

Die physiologische Untersuchung der S. maltophilia Isolate zeigte, dass die meisten von ihnen
fahig waren, Virulenzfaktoren wie Hamolysine, Proteasen, und Siderophore zu produzieren.
Andere Studien beschrieben ebenso die Produktion von Virulenzdeterminanten wie Proteasen,
Phospholipasen, LPS und EPS (Figueirédo et al., 2006; Chibber et al., 2008). Im Folgenden
soll die genetische Grundlage fiir die Produktion dieser Sekundarmetabolite und ihr Potential
als Virulenzgen anhand der Erkenntnisse fiir andere virulente Bakterienspezies betrachtet

werden.

a) Proteasen

Zahlreiche Gene, die flir Proteasen codieren, kommen bei S. maltophilia vor. Den grofiten
Anteil haben Serin-Proteasen und Metalloproteasen. Im Zusammenhang mit der Virulenz von
S. maltophilia wurde bereits eine extrazelluldre Protease, StmPrl, charakterisiert. Fiir diese
konnte nachgewiesen werden, dass sie in der Lage ist, relevante Proteine des Menschen
abzubauen. Dazu gehoéren Bindegewebsproteine wie Collagen und Fibronectin, was zur
Schéddigung von Fibroblasten fiihrt. Ferner konnte sie Immunoglobulin G abbauen, was zur
Storung des Immunmechanismus des Wirts fiihrt. Verschiedene Protease-Inhibitoren zeigten
keine Wirkung auf StmPrl1 (Windhorst et al., 2002). Kiirzlich wurden fiir S. maltophilia drei

weitere extrazelluldre Proteasen der Subtilase-Familie beschrieben, die iiber vergleichbare
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Eigenschaften wie StmPrl verfiigen und im Zusammenhang mit der Virulenz von
S. maltophilia stehen konnten (Ribitsch et al., 2010; Ribitsch et al., 2011).

Weitere bei S. maltophilia identifizierte Proteasegene sind vier Zink-abhingige
Metalloproteasen, eine Serin-Protease, die homolog zur Protease VI von P. aeruginosa ist
sowie Clp-Proteasen, die eine regulatorische Funktion haben und zum Beispiel die Bildung
von Toxinen regulieren konnen. Die verschiedenen Protease-Familien und ihre mogliche

Relevanz als Virulenzfaktor sind in Tabelle 29 dargestellt.

Tab. 29: Proteasen und ihr mogliches Virulenzpotential.

Proteasen Virulenz durch Nachweis bei Referenz
Serin-Proteasen = Abbau von Bindegewebsproteinen und S. maltophilia Windhorst et al., 2002
(StmPr1-4) Immunoglobulin
Serin Protease Spaltung von Fibrinogen (Stérung der P. aeruginosa Hoge et al., 2010
(Protease VI) Blutgerinnung) und Immunoglobulin G
Metalloproteasen Abbau von Lactoferrin, Collagen, B. cenocepacia  Loutet & Velvano,
Immunoglobulinen und antimikrobiellen 2010
Peptiden
ClpP-Protease Regulation der Produktion des o-Toxins und . aureus Michel et al., 2006

der extrazelluldren Proteasen

Die Ergebnisse des Proteolysetests auf Magermilch-Agar (vgl. Kapitel 4.2.3 und 5.2) zeigten
ebenfalls, dass extrazelluldre Proteasen von fast allen S. maltophilia Stimmen produziert
werden konnen. Interessant wére eine Untersuchung der nicht-proteolytischen S. maltophilia

Stdmme auf das Vorkommen dieser Gene.

b) Hamolysin und Siderophore

Héamolysine sind Exotoxine, die die Membran von Erythrozyten lysieren und die
eisenbindende Komponenten wie Himoglobin, Transferrin und Lactoferrin freisetzen kdnnen.
Dieses Eisen kann dann durch eisenbindende Proteine der &duBleren Membran oder
Siderophore von den Bakterien aufgenommen werden. Himolysine konnen dabei nicht nur
speziell Erythrozyten, sondern auch andere Zelltypen wie Mastzellen und Leukozyten lysieren
und Gewebeschdden verursachen (Zhang & Austin, 2005). Hamolysin III, fiir das die
entsprechenden Gene bei allen S. maltophilia Stimmen gefunden wurden, liegt u.a. als
Virulenzfaktor bei Bacillus cerberus und Vibrio vulnificus vor (Baida & Kuzmin, 1996; Chen
et al., 2004). Das fithrt zu der Annahme, dass Himolysine generell zum Kern Genom von

S. maltophilia gehoren, was durch die Beobachtung bestitigt wird, dass die meisten
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S. maltophilia Stamme auch in der Lage waren, Hamolyse-Ringe auf Blutagarplatten zu
erzeugen.

In dieser Arbeit konnte fiir alle S. maltophilia Stimme das Vorhandensein einer Genregion fiir
die Synthese des Siderophors Enterobactin identifiziert werden. Dariiber hinaus besaB3en alle
S. maltophilia Isolate mehrere Rezeptoren fiir Siderophore, sowie die Himoglobin-bindenden
Proteine HgbB/HgbC. Ein Zusammenspiel dieser Komponenten konnte zur Virulenz von

S. maltophilia beitragen.

c¢) Phospholipasen

Ein im Zusammenhang mit der bakteriellen Virulenz hiufig beschriebener Faktor sind die von
pathogenen Bakterien produzierten Phospholipasen. Es gibt verschiedene Typen von
Phospholipasen (A-D), die danach unterschieden werden, an welcher Stelle sie ein
Phospholipidmolekiil spalten konnen. Phospholipasen werden auch von Eukaryoten
produziert, wo sie einen Anteil am Lipid-Metabolismus haben. Von Bakterien und Pilzen
produzierte Phospholipasen besitzen dagegen einen Einfluss als Virulenzfaktor, indem sie
Phospholipide abbauen, was zu einer Anderung der Bestandteile der Zellmembran und somit
zur Schadigung von Zellen flihrt. Zahlreiche pathogene Bakterienspezies, z.B. Clostridium
sp., P. aeruginosa, Y. enterocolitica, S. aureus und L. monocytogenes, sind in der Lage,
Phospholipasen zu produzieren (Ramrakhiani & Chand, 2011). Gene, die fiir alle
verschiedenen Arten von Phospholipasen codieren, liegen bei allen S. maltophilia Stammen
vor. Den grofiten Anteil haben die Phospholipasen B und D. Die Phospholipase C wurde bei
C. perfringens allerdings als eines der stirksten Toxine beschrieben, das hdmolytische,
cytotoxische und myotoxische Aktivitét besitzt (Flores-Diaz, et al., 2004). Die Produktion der
Phospholipase C konnte bereits in fritheren Studien fiir einige S. maltophilia Stimme

nachgewiesen werden (Figueirédo et al., 2006; Chibber et al., 2008).

d) RTX-Proteine

Auf einer genetischen Insel von S. maltophilia SKK35 lokalisiert war ein Operon zu finden,
das fiir zwei Proteine der RTX-Familie sowie zwei T1SS Proteine codiert. Proteine der RTX-
Familie sind Exoproteine von gram-negativen Bakterien. Sie unterscheiden sich alle deutlich
in ihren Aminosduresequenzen. Gemein ist ihnen allen, dass sie repetitive glycin- und

aspartatreiche Sequenzen besitzen, bei denen sich repetitiv das Aminosduresequenz-Motiv
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GGXGXD wiederholt. Diese formen Bindestellen fiir Calcium-Ionen aus (vgl. Abb. 27). Eine
weitere Besonderheit ist deren Sekretion iiber ein T1SS, welches sich auf demselben Locus
befindet (Linhartova ef al., 2010).

Die meisten der bislang charakterisierten RTX-Proteine sind Cytotoxine wie Leukotoxine,
Hiamolysine und Proteasen, was zu der Annahme fiihrt, dass die genetische Insel des
virulenten S. maltophilia Stamms SKK35, die das RTX-Operon beinhaltet, ein Kandidat fiir
eine bisher unbekannte Pathogenitétsinsel von S. maltophilia ist. Es sind auch RTX-Proteine
bekannt, die nicht in Virulenzmechanismen gegeniiber Eukaryoten involviert sind. Diese sind
RTX-Bakteriocine, Oberflichenproteine (S-layer), die den Bakterien Schutz gegeniiber
aggressiven Umwelteinfliissen bieten, Proteine, die fiir die Schwimmeigenschaften von
Cyanobakterien verantwortlich sind, und Nodulations-RTX-Proteine, die bei Rhizobium
leguminosarum zur Bildung der stickstofffixierenden Noden an Pflanzenwurzeln beitragen
(Linhartova et al., 2010). Beispiele fiir virulente und nicht-virulente RTX-Proteine, die in der

Literatur beschrieben wurden, sind in Tabelle 30 aufgefiihrt.

Tab. 30: RTX-Proteine und ihre Funktion.

Funktion Gen Bakterienspezies Referenz
Leukotoxin LktA | M. haemolytica Forrestier & Welch,
1991
Héamolysin HIlyA | E. coli Forrestier & Welch,
. 1991
virulente Adenylat Cyclase (AC) Toxin CyaA | B. pertussis Benzet al., 1994
RTX- . ;
Proteine alkaline Protease AprA | P. aeruginosa Hoge etal., 2010
Lipase LipA | S. marcescens Linhartova et al., 2010
Pseudomonas spp.
MARTX (multifunctional RtxA V. cholerae Linhartova et al., 2010
autoprocessing repeats in toxin)
Bacteriocine RczA | Rhizobium Linhartova et al., 2010
nicht leguminosarum
virulente Agrobacter tumefaciens
RTX- S-layer Proteine RsaA | Caulobacter crescentus Linhartova et al., 2010
Proteine Motilitit SwmA | Synchecoccus sp. Linhartova et al., 2010
Nodulation NodO | R. leguminosarum Linhartové et al., 2010

Die Nomenklatur der RTX-Gene von S. maltophilia wurde durch die automatische
Annotation nach den FrpA und FrpC (Fe-reguliertes Protein) RTX-Proteinen von
Neisseria meningitidis bestimmt. FrpA und FrpC von N. meningitidis liegen als allelische
Varianten und nicht zwangsldufig auf einem Operon vor. Sie wurden auch nicht immer beide

bei den untersuchten N. meningitidis Stimmen lokalisiert (Osi¢a et al., 2001). Die RTX-
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Proteine von S. maltophilia lieBen zwar grundsitzlich ein Alignment mit FrpA und FrpC von
N. meningitidis iiber die Linge des Proteins mittels PSI-Blast zu. Thre Aminosiuresequenz
stimmte aber nur zu jeweils 31% iiberein; meist an den repetitiven, glycinreichen Abschnitten.
Dies alles spricht zwar dafiir, dass FrpA und FrpC von S. maltophilia eindeutig der diversen
RTX-Proteinfamilie zugerechnet werden konnen, ihre Funktion dagegen bleibt unbekannt. Da
die Nomenklatur als Fe-reguliertes Protein zutrifft, wurde sie fiir die RTX-Proteine von

S. maltophilia beibehalten.

RTX-Toxine Typ-1-Sekretionssystem

) A

frpC
[T .X ] I:I\
Wiederhohing des Motivs Peptidase Doméne Calcium bindende Doméne
GGXGXD (Hamolysin-Tvp)

Ca”"-Bindestellen

Abb. 27: RTX-Operon von S. maltophilia SKK35. Die RTX-Proteine besitzen 4- bis 8-fach wiederholte
Aminosiuresequenz-Abschnitte mit dem Motiv GGXGXD, welche in der Lage sind Ca*"-Ionen zu binden.
Dieses Motiv kommt bei FrpA insgesamt 11-fach und bei FrpC 24-fach vor. FrpC besitzt 5 Peptidase-Dominen,
FrpA besitzt zwei Peptidase Domédnen und eine Calcium bindende Doméne vom Hamolysin-Typ (ermittelt durch
PSI-Blast).

Bei den meisten bekannten RTX-Operons liegt ein A-Protein als inaktive Vorstufe vor (z.B.
HIlyA von E. coli), welches zusammen mit einem C-Protein (HlyC) {iber die B- und D-
Proteine des Typ-1-Sekretionssystems (HlyB, HlyD) sekretiert wird. Das C-Protein wird
bendtigt, um das A-Protein zu aktivieren (Guzmdan-Verri et al., 1997). Im Fall des RTX-
Operons von S. maltophilia liegen allerdings zwei RTX-Proteine vor, FrpA und FrpC. Es
konnte sich dabei um ein Aktivator-Protein und ein Toxin handeln. Bei der Betrachtung
konservierter Doménen (mittels PSI-Blast) innerhalb der Proteine, lieB sich fiir FrpA eine
Héamolysin-typische Doméne und eine Peptidase-Domédne erkennen. Konservierte Doménen
bei FrpC dagegen waren insgesamt fiinf Peptidase-Doménen. Solche Peptidase-Doménen

wurden bereits bei anderen RTX-Toxinen gefunden. Es wird angenommen, dass diese durch



5 Diskussion | 125

Abspaltung eines Teils des Proteins eine Toxin-Vorstufe in ein aktives Toxin umwandeln
konnen (Pei et al., 2009). Dies wiirde die Hypothese unterstiitzen, dass es sich bei FrpA um
ein Toxin in der Vorstufe — moglicherweise mit hiamolytischen Eigenschaften — handelt, das
durch die Peptidase-Aktivitdt von FrpC aktiviert werden kann. Der Nachweis einer solchen

Funktionsweise im Experiment wire im Weiteren zu erbringen.

5.5.3 Genomische Inseln von S. maltophilia

Genomische Inseln wurden, ausgehend vom Genomvergleich aller finf sequenzierten
S. maltophilia Stamme, als Regionen, die aus vier oder mehr zusammenhidngenden ORFs

bestanden und eine Grofie von >3 kb besallen definiert.

Problematik bei der Identifikation von genomischen Inseln bei draft-Genomsequenzen

Problematisch war, dass drei der Genome draft-Genome, also unvollstindige
Genomsequenzen, waren, deren Contigs an einer Referenzsequenz ausgerichtet wurden. Die
contigs von RA8 und SKK35 wurden an K279a als Referenzgenom ausgerichtet; Regionen,
die auf diese Weise nicht mit K279a in Deckung gebracht werden konnten, wurden an die
Genomsequenz angehédngt. Daraus ergaben sich Probleme. Im Alignment mit Mauve waren
diese Regionen als GEI (genomische Insel) dargestellt. Es handelt sich dabei nur um kurze,
aneinandergehidngte Fragmente mit extrem kurzen contigs (50-300 bp), die keine codierenden
Sequenzabschnitte enthielten. In einigen Féllen waren die Abschnitte auch gréer (1000-2000
bp) und beinhalteten die ORFs, die automatisch annotiert wurden (vgl. 3.4.2 Problematik der
Annotation und des Alignments von draft-Genomdaten). Da diese unter Umstidnden keine
vollstindigen Gene darstellen, wurden diese ORFs aus der Betrachtung der GEIs
herausgenommen. Im Fall von RA8 handelte es sich um 26 ORFs und im Fall von SKK35 um
12 ORFs. Da diese meist als hypothetische Proteine mit unbekannter Funktion annotiert
wurden, waren sie im Rahmen des hier unternommenen Genomvergleichs nicht von
Relevanz.

Dadurch, dass die Position der contigs anhand des Referenzgenoms ermittelt wurde, konnte es
passieren, dass eine eigentlich groBe genomische Insel auf zwei oder mehreren contigs

lokalisiert war, und damit in Form von mehreren kleinen Inseln vorlag. Umgekehrt kann es
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sein, dass aus zwei nebeneinander liegenden GEI contigs eine grofle Insel entstanden ist. Dies
sollte bei der Diskussion der GroBe von genomischen Inseln beriicksichtigt werden. Da
allerdings die meisten GEI auf grofleren contigs lokalisiert waren, sollten sich im Gesamtbild

keine groBen Unterschiede zeigen.

Das akzessorische Genom von S. maltophilia

Der Begriff ,,Kern-Genom* beschreibt einen relativ invariablen Anteil des Genoms, der alle
zum Uberleben essentiellen Gene des Bakteriums beinhaltet. Das ,,akzessorische Genom®
bezeichnet, streng genommen, sidmtliche variablen Gene, die gegebenenfalls an mobile
Elemente wie Integrons, Transposons oder Plasmide gekoppelt sind (Kung ef al., 2010). Da
im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein Gesamtvergleich von fiinf Genomsequenzen erfolgte,
wird hier der vereinfachte Begriff des ,,akzessorischen Genoms* fiir die Beschreibung der
individuellen Komponenten der einzelnen S. maltophilia Stimme genutzt.

Im Gesamtvergleich heben sich K279a und SKA14 durch den groten Anteil an einzigartigen
Regionen hervor, wihrend R551-3 und SKK35 den geringsten Anteil daran haben.

Die meisten potentiellen Virulenzfaktoren, die im Rahmen dieser Arbeit beschrieben wurden,
gehorten zum Kern-Genom von S. maltophilia. Dazu gehorten Proteasen, Hadmolysin,
Phospholipasen und Siderophore. Einige potentielle Virulenzgene wie LPS-Biosynthesegene,
Adhésine und Phospholipasen kamen auch auf GEIs vor, aber meist waren andere Regionen,
die fiir Proteine dieser Klasse codierten, auch im S. maltophilia Kern-Genom lokalisiert, und
konnen somit nicht als Pathogenitétsinsel beschrieben werden. Die Ausnahme davon bildet
die genomische Insel, die das RTX-Operon beinhaltete.

Auch Antibiotikaresistenz-Gene lagen fast vollstindig als Bestandteil des Kern-Genoms vor,
was insbesondere auch hinsichtlich der Behandlung mit Antibiotika von Relevanz ist.

Im Rahmen der Diskussion eines verstirkten Selektionsdrucks in Richtung der
Antibiotikaresistenzen und der verstirkten Moglichkeit des horizontalen Gentransfers in der
Kldranlage (vgl. Kapitel 5.1), hitte man den grofSten Anteil an einzigartigen Regionen im
Genom von RAS8 erwartet. Der Anteil der GEI am gesamten Genom lag aber mit 10% nur im
mittleren Bereich. RA8 besitzt zwar zwei zusdtzliche Makrolid-Effluxpumpen und einen
Cluster mit LPS-Biosynthese-Genen, aber K279a und SKA14 besitzen ein deutlich grof3eres

akzessorisches Genom.
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Auftillig war, dass die meisten Schwermetallresistenzgene auf gro3en genomischen Inseln zu
finden waren, die mehrere Schwermetallresistenz-Cluster beinhalteten. Dagegen waren im
Kern-Genom von S. maltophilia nur Arsen- und Kupfer-Resistenzgene lokalisiert. Alle
anderen Schwermetallresistenz-Regionen schienen zum akzessorischen Genom zu gehdoren.
Haufig liegen essentielle Metall-Resistenzgene chromosomal vor, wiahrend nicht essentielle
Metall-Resistenzgene auf Plasmiden lokalisiert sind. Diese konnen als mobile Elemente {iber
den Weg des horizontalen Gentransfers auf andere Bakterien tibertragen werden und auch ins
Genom integriert werden. Je nach Umwelt der Bakterien kann die Akquise von
Schwermetallresistenzgenen Uberlebensvorteile bieten (Bruins et al., 2000).

Prophagen und phagendhnliche Elemente haben haufig einen groBen Anteil am Austausch
von genetischem Material. Als temperente Phagen werden sie ins Genom integriert. Dabei ist
es moglich, dass sie mutieren oder Rekombinationseffekten unterliegen. Wenn dabei ihre
Funktionalitdt verloren geht, werden sie zum festen Bestandteil des Genoms und solange
entsprechende Regulationsmechanismen vorhanden sind, werden ihre Gene als Teil des
Genoms exprimiert. Noch funktionsfdhige Prophagen konnen durch Stimuli wie DNA-
Schadigungen wieder mobilisiert werden und dabei auch bakterieneigene DNA, die im Laufe
von Rekombinationsprozessen in die Phagen DNA integriert wurde, mit mobilisieren. So
kann DNA-Ubertragung wiederum auf andere Bakterien erfolgen. In diesem Sinne sind
Phagen wichtige Werkzeuge des horizontalen Gentransfers (Juhas et al., 2008; Kung et al.,
2010). Im akzessorischen Genom von S. maltophilia waren groflere Regionen, die mit
Prophagen in Beziehung standen, fast ausschlieBlich auf genomischen Inseln zu finden.
SKA14 und SKK35 besaen als einzige eine homologe Prophagen-Region, was fiir eine
genetische Verwandtschaft beziehungsweise einen gemeinsamen Vorfahren der beiden
Stdmme spricht. Regionen, die von Phagen ins Genom iibertragen wurden, beinhalteten,
neben den bekannten, fiir die Ausbildung von Phagen notwendigen Genen, meist
hypothetische Proteine mit unbekannter Funktion und waren daher fiir die Betrachtung
klinisch relevanter Eigenschaften von S. maltophilia nicht von Bedeutung.

Die akzessorischen Genome der hier untersuchten S. maltophilia Isolate haben damit keinen
merklichen Einfluss auf S. maltophilia als antibiotikaresistentes Pathogen. Eine Ausnahme

davon konnten die RTX-Proteine bilden.

In vielen Fillen konnte man im direkten Genomvergleich beobachten, dass Regionen, die
Virulenzgene oder Resistenzgene beinhalten, bei SKA14 und SKK35, nicht aber bei K279a,
R551-3 und RAS vorlagen. Das beste Beispiel hierfiir ist das Typ-6-Sekretionssystem. Dies
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deckt sich mit den Ergebnissen der genetischen Typisierungsstudien, die eine ndhere
Verwandtschaft von SKA14 und SKK35 zeigten. Angesichts der Tatsache, dass SKK35 als
einziger Stamm im Amobenmodell virulent war, war es unerwartet, dass dieser ein sehr

kleines akzessorisches Genom hat.

Basierend auf dem Genomvergleich der fiinf S. maltophilia Stimme konnten die folgenden

Hypothesen aufgestellt werden:

1. Die genomische Insel von SKK35, welche das RTX-Operon beinhaltet, ist fiir die Virulenz
gegeniiber Amoben relevant.

2. Aufgrund des Verwandtschaftsverhiltnisses von SKAI14 und SKK35 besitzen beide
Genome die notwendigen Virulenzgene (z.B. das T6SS). Diese sind aber bei SKA14 inaktiv
oder beschédigt, oder es liegt nur bei SKK35 ein Effektorprotein vor.

3. Alle fiinf S. maltophilia Isolate besitzen das latente Potential der Virulenz gegeniiber

Amoben, nur SKK35 besitzt eine funktionierende Regulationseinheit fiir diese.

Hier gilt es zu beriicksichtigen, dass diese Hypothesen nur fiir die Virulenz gegeniiber
Amoben gelten. Da die Virulenz von K279a bereits in anderen Modellen bewiesen wurde
(Fouhy et al., 2007; Rouf et al., 2011), sind verschiedene Virulenzmechanismen, abhingig

vom Wirt, der Immunantwort und den befallenen Zelltypen, wahrscheinlich.

5.6 Nachweis und Expression der RTX- Gene

Angenommen, die RTX-Proteine bildeten die Grundlage fiir die Virulenz gegeniiber Amdben,
konnte man davon ausgehen, dass die entsprechenden Gene bei allen virulenten S. maltophilia
Stimmen vorkommen. Um dies nachzuweisen, wurden spezifische Primerpaare entworfen,
die an die frp4 und frpC Gene von S. maltophilia binden. Insgesamt waren es drei
Primerpaare, die an das frpA-Gen und zwei Primerpaare, die an das frpC-Gen hybridisierten.
AuBler bei SKK35 selbst, war es bei keinem anderen S. maltophilia Stamm mdglich frpA und
frpC nachzuweisen. Moglich wire es, falls die RTX-Gene auch bei anderen S. maltophilia
Stimmen vorkommen, dass diese sich in ihrer Sequenz an den Stellen, an denen die Primer

binden unterscheiden. Da aber insgesamt 5 verschiedene Primerpaare nicht in der Lage waren,
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die Gene der RTX-Proteine bei anderen S. maltophilia Stimmen zu identifizieren, ist nicht
anzunehmen, dass eine DNA-DNA-Hybridisierung weitere RTX-Proteine bei S. maltophilia
nachweisen konnte. Die RTX-Proteine kommen somit als Virulenzfaktor gegeniiber Amoben
nicht in Frage. Eine Virulenzfunktion in anderen Modellen wire dagegen moglich. Daher
wurde iiberpriift, ob die RTX-Gene tatsidchlich exprimiert werden.

Zu diesem Zweck wurde SKK35 in verschiedenen Medien und in Co-Kultur mit Amdben
angezogen. RNA wurde isoliert, revers transkribiert und mittels der Primer fiir frp4 und fipC,
die an die entstandene spezifische cDNA binden konnten, wurde eine mogliche
Genexpression nachgewiesen. Da immer die gleiche Menge an Gesamt-RNA fiir die reverse
Transkription eingesetzt wurde, kann man davon ausgehen, dass sich anhand der Stirke der
PCR-generierten DNA Banden auch Riickschliisse auf die Intensitdt der Expression ziehen
lassen.

Die stirkste Expression fiir frpA lieB sich bei der Inkubation mit Zugabe von humanem Blut
nachweisen, die zweitstdrkste mit Eisensulfatzugabe. Dies ist insbesondere interessant, da
frpA auch eine Himoglobin-bindende Domédne aufweist, was auf eine mogliche Funktion als
Héamolysin hinweist. Unter Zugabe von fotalem Kilberserum dagegen, welches keine
zelluldren Bestandteile wie Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten mehr enthélt, lief3
sich keine Genexpression erkennen. Fiir eine eiseninduzierte Genexpression spricht die
Tatsache, dass die zweitstirkste Expression bei Zugabe von Eisensulfat ins Medium erfolgte.
Ein dhnliches Bild, auch wenn die PCR-Banden nicht so stark waren, ergab sich fiir die
Genexpression von frpC.

Die RTX-Proteine gehdren somit moglicherweise zu den Hamolysinen. Dies miisste im
Weiteren nachgewiesen werden, z.B. durch die Klonierung des RTX-Operons in ein nicht
hédmolytisches Bakterium. Fiir dieses miisste sich danach Hdmolyse nachweisen lassen. Auch
ist unklar, iiber welchen Weg die Genexpression des RTX-Operons reguliert wird und ob frpC
aufgrund der Peptidase Doménen als Aktivator-Protein fungiert.

Wiéhrend man bei einer Kultivierung von SKK35 in M9 iiber 4 Stunden keine Expression der
RTX-Proteine sehen konnte, lieB sich nach 24 Stunden in M9-Medium die Expression von
frpA und frpC nachweisen. Dies war auch der Fall fiir die Expression nach 24 Stunden mit
Amoben. Hier waren jeweils fiir frpA moderate bis starke Banden zu verzeichnen, und fiir
frpC jeweils schwache Banden. Eine weitere mogliche Annahme wére eine Induktion der
Expression durch eine hohe Zelldichte (durch Quorum Sensing) oder eine

Konkurrenzsituation, hervorgerufen durch Nahrstoffmangel.
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Als Fazit lasst sich sagen, dass die Gene frpA und frpC nicht mit der Virulenz gegeniiber
Amdben in Verbindung zu bringen sind. Es wire aber plausibel, wenn die RTX-Proteine

himolytische Eigenschaften besitzen.

5.7 Nachweis und Expression des Typ-6-Sekretionssystems am Beispiel des Acp-Gens

Ein weiterer, fiir S. maltophilia noch nicht ndher untersuchter Faktor, der zur Virulenz
beitragen konnte, ist das Typ-6-Sekretionssystem, das bei dem virulenten Stamm SKK35,
aber auch bei dem nicht-virulenten Stamm SKA14 vorlag. Das T6SS erwies sich als essentiell
fiir die Virulenz von V. cholerae gegeniiber D. discoideum (Pukatzki et al., 2009), daher wire
eine Rolle des T6SS in der Virulenz von S. maltophilia gegeniiber Amodben ebenfalls moglich.
Um zu iiberpriifen, ob weitere virulente S. maltophilia Isolate ein T6SS besitzen, wurde die
S. maltophilia Stammsammlung auf das Vorkommen des 4cp-Gens hin getestet. Das hcp-Gen
bildet Proteine, die einen tubusférmigen Kanal des T6SS bilden. Dieser ist essentiell fiir die
Funktion des T6SS und ist daher als Zielgen fiir einen PCR-Nachweis geeignet. Fiir das Acp-
Gen wurde ein spezifisches Primerpaar entworfen. Damit konnte es bei 8 von 59 getesteten
Isolaten nachgewiesen werden. Diese waren recht unterschiedlichen Ursprungs. Bei der
Betrachtung ihrer Zuordnung zu den zu Beginn dieser Arbeit definierten genetischen Gruppen
(vgl. Kapitel 4.1.1. und 4.1.2) konnte man sehen, dass nicht nur SKK35 und SKA14 néher
verwandt waren und beide ein T6SS besallen. Auch die Stamme der gyrB-Gruppe I besallen
ein T6SS. SKK12 und NA20 waren zwar keiner grof8eren Gruppe zuzuordnen, waren aber
genetisch miteinander verwandt und besallen ein T6SS. Nur SKK35 und NA20 waren virulent
gegeniiber beiden Amdben, SKK12 war virulent gegeniiber A. castellanii. Daher ldsst sich
nicht auf eine Beteiligung des T6SS an der Virulenz gegeniiber den Amdben schliefen.

Zwei der Isolate, die ein T6SS besallen, waren CF-Patientenisolate. Im Fall von P. aeruginosa
wurde die Relevanz eines T6SS im Zusammenhang mit bakteriellen CF-Infektionen
diskutiert. Im Sputum von CF-Patienten, die mit P. aeruginosa kolonisiert waren, waren Hep-
Proteine zu finden, und auch in ihrem Serum wurden Hcp-Antikdrper nachgewiesen
(Mougous et al., 2006). In der genetischen gyrB-Gruppe A, die den groften Anteil an CF-
Patientenisolaten aufwies, besal3 jedoch keines ein T6SS.

Zuletzt wurde die Genexpression von Acp bei SKK35 unter verschiedenen Bedingungen
untersucht. Bei allen untersuchten Medien konnte eine sehr starke Genexpression verzeichnet

werden, was dafiir spricht, dass das scp-Gen des T6SS generell exprimiert wird. Ob und in
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welchem Ausmal} es zur Pathogenese bei CF-Infektionen mit S. maltophilia beitragt gilt es

noch zu kliren.

5.8 Fazit

S. maltophilia prasentierte sich als hoch diverse Spezies, die in einer Vielzahl von Habitaten
zu finden war. Ein Vergleich der genetischen Profile, die fiir die verschiedenen S. maltophilia
Staimme ermittelt werden konnten, erlaubte die Zuordnung von genetischen Subgruppen.
Diese lieBen sich zum Teil spezifischen Okotypen zuordnen. Ausnahmen davon zeigten aber
auch, dass die Spezies hochst anpassungsfihig ist und in den verschiedensten Habitaten
iiberleben kann. Dazu gehdren auch Habitate wie Krankenhéuser, die wegen ihrer besonders
strikten Hygienevorschriften meist eine Selektion von antibiotikaresistenten Keimen zur
Folge haben. S. maltophilia ist ein Bakterium das aufgrund seiner zahlreichen
Antibiotikaresistenzen, sowohl im klinischen Milieu, als auch in der Umwelt {iberleben kann.
Problematisch wird es, wenn es die Moglichkeit erhélt, einen immungeschwéchten Wirt zu
kolonisieren. Faktoren, die S. maltophilia eine Adhédsion und Persistenz an Oberflichen
erlauben, wurden im Rahmen dieser Arbeit auf genetischer und physiologischer Ebene
charakterisiert. Obwohl diese Faktoren, wie Pili, Fimbrien und Flagellen, zum Kern Genom
von S. maltophilia gehoren, war die tatsdchliche physiologische Ausprigung dieser deutlich
unterschiedlich.

Da die Kolonisierung eines menschlichen Wirts alleine noch nicht zur Ausbildung eines
Krankheitsbilds fiihrt, wurden Faktoren, die zur Pathogenitdt von S. maltophilia beitragen
untersucht. Hierin zeigte sich keine grofe Diversitit, vielmehr waren Virulenzfaktoren wie
Héamolysine, Proteasen und Siderophore Kernbestandteil des S. maltophilia Genoms und
wurden von der iiberwiegenden Mehrheit der untersuchten S. maltophilia Isolate sekretiert.
Die Untersuchung der Virulenz von S. maltophilia im Experiment zeigte deutliche
Unterschiede im Potential, Amoben zu infizieren. Dabei lie3 sich eine hohe Virulenz auch in
Zusammenhang mit bestimmten Subspezies bringen. Diese Ergebnisse flihren zu der
Hypothese, dass alle S. maltophilia Stimme ein bestimmtes Grundpotential besitzen, einen
immungeschwichten Wirt zu kolonisieren und eine Infektion hervorzurufen. Einige
S. maltophilia Stimme besitzen dagegen ein grofleres pathogenes Potential, das heiflit sie
besitzen noch zusitzliche Eigenschaften, die eine Virulenzreaktion noch verschlimmern oder

die Immunreaktion schwachen konnen.
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Als Kandidaten fiir neue Virulenzgene wurden die bei einem virulenten S. maltophilia Stamm
identifizierten RTX-Proteine und ein Sekretionssystem untersucht. Ihre Genexpression konnte
nachgewiesen werden. Es stellte sich jedoch heraus, dass sie als Ursache fiir das

unterschiedliche pathogene Potential gegeniiber Amdben nicht in Frage kommen.

5.9 Ausblick

Basierend auf diesen Erkenntnissen gibt es mehrere Optionen fiir eine zukiinftige

Charakterisierung der Virulenzdeterminanten von S. maltophilia.

1) Zukiinftige Arbeiten erfordern die Untersuchung von Mutanten, wobei als Ziel-Gene fiir
gerichtete Mutationen die, in dieser Arbeit beschriebenen, Virulenzgene verwendet werden
konnen. Wenn die Deletion eines dieser Faktoren eine verminderte Virulenz bewirken wiirde,

wire der Nachweis fiir dessen tatsdchliche Funktion als Virulenzgen erbracht.

2) Da es zwischen den Ergebnissen der Virulenztests mit den verschiedenen Amdbenspezies
und mit vorherigen Studien zu Diskrepanzen kam, ist es notwendig, diese Ergebnisse
zumindest mit einer Anzahl an reprdsentativen Isolaten mit anderen Modellen abzugleichen.
Dabei wire die Nutzung eines Sdugetiers als Modellorganismus am besten geeignet, um den

Vergleich zur Infektion im Menschen ziehen zu kénnen.

3) Im Rahmen eines vollstindigen Genomvergleichs wire es sinnvoll, mittels Sanger-
Sequenzierung die Liicken im Draft-Genom von S. maltophilia RA8 und SKK35 zu
schlieBen. Auch eine vollstindige Genomsequenzierung eines Vertreters der nahe
Verwandten, aber nicht virulenten Spezies S. rhizophila koénnte im Vergleich mir

S. maltophilia dazu beitragen, weitere potentielle Virulenzgene zu identifizieren.
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