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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Die Fahigkeit von Mikroorganismen sich nicht optimalen Lebensbedingungen durch
Verdnderung ihrer Genexpression anzupassen, fihrt sowohl im medizinischen Bereich als
auch bei technischen Prozessen, unter anderem durch die Minimierung der
Desinfektionseffizienz, zu Problemen. In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene
molekulare Marker ausgewahlt, um bakterielle Stressantworten naher zu identifizieren.
Untersucht wurden die hygienisch relevanten Gram-negativen Bakterien Pseudomonas
aeruginosa und Escherichia coli sowie als Vertreter der Gram-positiven Bakterien
Enterococcus  faecium und Enterococcus faecalis. Als  Stressoren  wurden
Nahrstofflimitierung und eine erhdhte Salzkonzentration eingesetzt. Des Weiteren wurden
die verschiedenen Wachstumsphasen der Bakterien analysiert. Die Modellorganismen
wurden in ihrer planktonischen und adharenten Lebensweise betrachtet.

Bei der Untersuchung von physiologischen Summenparametern zeigte sich bei
Enterokokken eine deutliche Zunahme des RNA-Gehalts, wahrend die Zellzahl im gleichen
Zeitraum bei Stresseinwirkung abnahm. Zuséatzlich konnte ein beginnendes VBNC (viable
but nonculturable)-Stadium als eine mdgliche Stressantwort festgestellt werden. Zur
Betrachtung der spezifischen Stressantwort wurden Genexpressionsanalysen mittels
quantitativer PCR und Northern Blot-Analysen mit in dieser Arbeit neu berechneten Sonden
und Primern durchgefiihrt. Dazu wurde zum einen der Sigmafaktor rpoS, der an der
Biofilmbildung beteiligte Faktor rcsA bei Gram-negativen Bakterien und das in die
Peptidoglykansynthese involvierte pbp5-Gen bei Enterokokken herangezogen. Es konnte
eine Induktion von rpoS und erstmals eine stressabhangige Induktion des rcsA-Gen gezeigt
werden, wahrend es zu einer Repression des pbp5-Gens bei Stressexposition kam. Beim
Vergleich dieser speziesspezifischen Expressionsmuster mit Genen der Usp-Familie, die an
der generellen Stressantwort beteiligt sind, wurde deutlich, dass sich diese als
allgemeingultige Stressmarker verwenden lassen. Zusétzlich wurden verschiedene Ansatze
zur Identifizierung von Stressmustern untersucht, mit denen eine schnelle Erkennung
physiologischer Stadien bei Bakterien moglich ist. Mit Hilfe der RAPD-PCR (randomly
amplified polymorphic DNA-PCR) wurden sowohl Transkriptom- als auch Genomanalysen
durchgefiihrt, die deutlich Unterschiede zwischen den gestressten Bakterien zeigten und
Hinweise auf eine Osmosensitivitdt von Enterococcus faecalis erbrachten.

Die Ergebnisse der Arbeit unterstreichen die Notwendigkeit weiterer Forschung bei der
Stressadaptation von Bakterien im Hinblick auf die schnelle und speziesunabhangige
Identifizierung und Bewertung physiologischer Stadien. Aufbauend darauf k&énnen
Malnahmen getroffen werden, die es erméglichen, bakterielle Populationen direkt vor Ort zu

manipulieren, um so in Zukunft technische Prozesse optimieren zu kénnen.
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EINLEITUNG

1 Einleitung

11 Motivation der Arbeit

Mikroorganismen sind perfekt an ihre sich stdndig &ndernde Umwelt angepasst und verfiigen
Uber eine enorme genetische Flexibilitdt, welche sich in vielféltigen Stressantworten aulert,
die das Uberleben der Zellen in der Umwelt und bei pathogenen Bakterien auch im
Wirtsorganismus sichern. Diese Fahigkeit, auch bei nicht optimalen Bedingungen zu
bestehen, stellt grolle Probleme im medizinischen Bereich, in der Lebensmittelindustrie als
auch bei weiteren technischen Prozessen, beispielsweise bei der Trinkwasseraufbereitung
dar, deren Tragweite man sich erst in den letzten Jahren bewusst wurde. Die meisten
Untersuchungen beschaftigen sich bis heute allerdings oft mit einem spezifischen
Modellbakterium, wahrend die Anpassungsstrategien und ihre Charakterisierung bei
naturlichen Populationen weitgehend unerforscht geblieben sind. Aus diesem Grund wurden
in der vorliegenden Arbeit bei hygienisch relevanten Bakterien auf der Basis zum Teil
bekannter  spezifischer = Anpassungsstrategien  Stressparameter  festgelegt und
molekularbiologisch charakterisiert. Mit diesen ermittelten Parametern wurden in einem
zweiten Schritt verschiedene Methoden erprobt, um einen mdglichst allgemeingtiltigen,
speziesunabhangigen Methodenkatalog zur Untersuchung bestimmter Antworten auf sich
dndernde Umweltbedingungen zu erstellen. Dies stellt die Grundlage dar, ein
Bewertungskonzept zur Erkennung von physiologischen Zustdnden von Bakterien in ihrem
natlrlichen Habitat zu schaffen, und soll zu gezielten Malknahmen flihren, bakterielle
Populationen direkt vor Ort zu manipulieren. So kénnen Schritte zur Vermeidung oder zum
Nutzen dieser Populationen, zum Beispiel von Biofilmen, insbesondere bei technischen

Prozessen eingeleitet werden.
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1.2 Uberblick iiber spezifische Anpassungsstrategien

In ihrem natiirlichen Habitat sind Bakterien standig mit Anderungen ihrer Umgebung und
ihrer Nahrungsquellen konfrontiert. Oft wechseln in rascher Folge Bedingungen, die
entweder ideal oder sehr unginstig fir das Wachstum der Zellen sein kénnen. Neben
starken Anderungen in der Nahrungsquantitdt treten unterschiedliche Situationen von
physikalischem Stress, wie pH-Anderungen, osmotischem Schock, Hitze oder Kélte auf. Der
Lebenszyklus von Bakterien ist daher durch die sich abwechselnde Vielfalt und Mangel an
Néhrstoffen sowie durch Begegnungen mit unterschiedlichen Umweltbedingungen und
Stressformen gepréagt. Die meisten Bakterien sind in ausgezeichneter Weise an solche
Wechsel angepasst. Einige dieser mdéglichen Stressantworten auf Umweltstimuli sind im
Folgenden aufgeflihrt, wobei sowohl osmotischer Stress als auch Nahrstofflimitierung in
industriellen Prozessen von besonderer Relevanz sind. So kommt es beispielsweise in der
Lebensmittelproduktion bei der Trocknung von Nahrungsmitteln zu erhéhten Salz-

konzentrationen. In der Trinkwasseraufbereitung sind die Nahrstoffe begrenzt.

Hitzeschock-Antwort

Bei der Anpassung an hohe Temperaturen spielen bei Bakterien Chaperone und ATP-
abhangige Proteasen als Hitzeschockproteine eine Rolle, die bei der Proteinfaltung,
-reparatur und -degradation beteiligt sind (Hendrick und Hartl 1993). Bei Escherichia coli
kommt es zum Anstieg des Masterregulators 032, der cytoplasmatische Proteine schiitzt,
(Missiakas et al. 1996) und SigmaE (Wang und Kaguni 1989), der fir die Proteinfaltung im
periplasmatischen Raum verantwortlich ist. 032 ist bei Gram-negativen Bakterien stark
konserviert, bei Gram-positiven Bakterien werden die Hitzeschockproteine oft von dem
Sigmafaktor B reguliert (Hecker et al. 1996).

Membran und Zellwand bedingte Antwort

Die Zellwand der Bakterien ist die erste Stelle, an der es bei Veranderungen in der
natlrlichen Umgebung zu einer Stressreaktion kommt, die sich sowohl durch eine
Verdnderung der Morphologie als auch der Signaltransduktion duRern kann. Bei Escherichia
coli werden mehrere Anpassungsstrategien beschrieben. Eine dieser Strategien ist reguliert
durch den Sigmafaktor oE (Raina et al. 1995), eine weitere wichtige Rolle spielen Zwei-
Komponenten-Systeme, wie das CpxAr-System (Cosma et al. 1995). Sie sorgen fir die
Aktivierung verschiedener Faktoren - wie Oxidoreduktasen, Isomerasen oder Chaperone -,

die fiir eine korrekte Faltung der Proteine verantwortlich sind.
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Kalteschock-Antwort

Die Hauptauswirkungen bei einem Absinken der Temperaturen sind fir Bakterien ein
Riuckgang der Membranfluiditdt und eine Stabilisierung von Sekundarstrukturen der RNA
und DNA, was die Transkription und Translation sowie die Replikation negativ beeinflussen
kann. Die Zelle reagiert darauf mit einer Abnahme des Sattigungsgrades von Fettsduren der
Membranphospholipide und der vermehrten Expression von CspA (Goldstein et al. 1990),
des Hauptkalteschockproteins von Escherichia coli, das als RNA-Chaperon die Translation
erleichtert (Jiang et al. 1997).

Oxidativer Stress

Die Autooxidation von Komponenten der Atmungskette fihrt bei aeroben Bakterien zu einem
Anstieg von Hydrogenperoxid (Gonzalez-Flecha und Demple 1995), Superoxidanionen oder
Hydroxylradikalen. Bei Escherichia coli kommt es daraufhin zu antioxidativen Aktivitaten
verschiedener Gene, deren Expression durch die Regulons OxyR und SoxRS kontrolliert
werden (Christman et al. 1985; Tsaneva und Weiss 1990). Zusatzlich spielen auch noch
Superoxid-Dismutasen (Gort et al. 1999) oder Peroxidasen bei oxidativem Stress eine Rolle.
Studien zeigen, dass die Antwort auf oxidativen Stress eng mit anderen regulatorischen

Netzwerken verbunden ist (Storz und Imlay 1999).

pH-Anderungen

Bakterien sind zum Teil in einer Umgebung mit niederen pH-Werten, beispielsweise bei der
Lebensmittelproduktion oder in Hochmooren, anzutreffen. Um zu Uberleben, erhéhen sie
zum einen den inneren pH-Wert durch ATPasen (Kobayashi et al 1982) oder Antiporter (Kroll
und Booth 1983), zum anderen kommt es zu komplexen Anderungen des Proteoms, um
sauresensitive Komponenten zu schiitzen. Dazu gehéren alternative Sigmafaktoren, wie
rpoS (Bearson et al. 1996), der bei verschiedenen Stressreaktionen eine Rolle spielt, als
auch spezifische Signaltransduktionssysteme, zum Beispiel das PhoPQ-System (Bearson et
al. 1998).

Sauerstoffverfiigbarkeit

Bei Anderungen der Sauerstoffkonzentration wurden bei Bakterien bereits viele
regulatorische Proteinen identifiziert. Trotz der Diversitdt zwischen verschiedenen
Organismen konnten gemeinsame Charakteristika festgestellt werden. Escherichia coli als
fakultativ anaerobes Bakterium kann bei Sauerstoffmangel alternative Elektronenakzeptoren
verwenden. Zwei globale Regulationssysteme wurden beschrieben: das Zwei-Komponenten-
System ArcAB, das Funktionen der aeroben Atmung unterdriickt (luchi und Lin 1995) und
FNR, ein Aktivator der anaeroben Signalwege (Guest et al. 1996, Kiley und Beinert 1998).

-3
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Osmotischer Stress

Osmotischer Stress tritt fir Bakterien dann auf, wenn die Molekllkonzentration in einer
Lésung aullerhalb der Bakterienzelle sich von der innerhalb der Zelle unterscheidet.
Hypoosmotischer Stress fiihrt dabei zu einer Diffusion von Wasser in die Zelle, wéhrend
hyperosmotischer Stress zu einer Diffusion von Wasser aus der Zelle fihrt. Die Zelle beginnt
zu schrumpfen und es kann zu DNA- und Proteinschaden und letztlich zum Zelltod kommen.
Anderungen in der Osmolaritit entstehen fir Bakterien zum Beispiel in der
Brackwasserzone, aber auch bei der Besiedlung ihrer Wirte, so beispielsweise bei der
Kolonisierung der Harnwege (Wood 2007). Auch in der Lebensmittelindustrie kann es zu
Verédnderungen der Osmolaritdt durch Salze und somit zum Stress fir die Bakterien
kommen. Bakterien reagieren auf hyperosmotischen Stress durch die Akkumulation grofder
Mengen an Salz im Cytoplasma, um die osmotische Aktivitdt heraufzusetzen (meist Kalium-
oder Natriumchlorid). Allerdings kdnnen grofle Kaliummengen stérend bei Zellprozessen
sein oder sind selbst toxisch (Atkinson 1979; Yancey et al. 1982). Die zweite mdgliche
Strategie ist die Erhohung der Konzentration intrazellular geléster Stoffe mit
niedermolekularen, wasserléslichen organischen Verbindungen (Galinski und Triper 1994),
so genannten kompatiblen Soluten (Kempf und Bremer 1998; Wood 1999). Dies sind freie
Aminosduren und ihre Derivate, Zucker und Polyole, quartdre Methylamine, Sulfatester,
Methylsulfonium-Verbindungen oder kleine Peptide (Csonka 1989; Imhoff 1986; Pfluger und
Muller 2004; Reed et al. 1986). Sie garantieren das osmotische Gleichgewicht der Zellen
zum AuBenmilieu und wirken zugleich stabilisierend auf Enzyme und Zellen (Bolen 2001;
Potts et al. 1994; Timasheff 1998). Die Akkumulation dieser Metaboliten geschieht einerseits
durch die de novo-Synthese als auch durch die Aufnahme von aufien, wobei bei nicht-

halophilen Bakterien die Aufnahme energiesparender ist als ihre Synthese (Csonka 1989).

Nahrstofflimitierung

Bakterien werden in ihrer Umwelt mit drei verschiedenen Wachstumssituationen konfrontiert:
das ,normale®, schnelle Wachstum unter nahrstoffgeséttigten Bedingungen, das langsame
Wachstum unter nahrstofflimitierenden Bedingungen sowie das Nicht-Wachstum unter
Bedingungen, die ein weiteres Wachstum nicht erlauben (Wick et al. 2001). Sind die
Nahrstoffe nicht limitiert, unterscheidet man die exponentielle und die stationare
Wachstumsphase. Die stationdre Wachstumsphase ist dadurch gekennzeichnet, dass keine
Vermehrung mehr stattfindet, da die Nahrstoffe weitgehend verbraucht sind, und es zu einer
Anh&ufung toxischer Stoffwechselprodukte kommen kann, so dass sich die Vermehrung mit
der Absterberate die Waage halt. Die Bakterien miissen also auf Speicherstoffe und auf
Nahrstoffe zuriickgreifen, die bei der Lyse abgestorbener Zellen frei werden (kryptisches

Wachstum) (Mason et al. 1986; Ryan 1959). Befinden sich die Bakterien dagegen in der log-

-4 -
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Phase kann eine exponentielle Vermehrung stattfinden, da sie optimal an ihr Nahrmedium
adaptiert sind. In der Phase des langsamen Wachstums und der beginnenden stationaren
Phase bzw. des abrupten Ubergangs von Wachstum zum Hunger wurden zahlreiche
Untersuchungen zur Verédnderung der Physiologie und Morphologie sowie deren Regulation
durchgefihrt (Hengge-Aronis 2002a; Hengge-Aronis 2002b; Kolter et al. 1993; Kolter 1999;
Moreau 2004; Schweder und Hecker 2004; Siegele und Kolter 1992; Wright et al. 2009). Im
Rahmen dieser Untersuchungen wurde ein komplexes Regulationsnetzwerk beschrieben,
das neben alternativen Sigmafaktoren auch verschiedene kleinere Regulatormolekile
umfasst (Repoila et al. 2003; Riva et al. 2004; Schweder und Hecker 2004; Wick und Egli
2004), wobei die meisten Anderungen in der stationdren Phase durch die alternative RNA-
Polymerase RpoS reguliert werden (Saint-Ruf et al. 2007).

Mit dem Auftreten dieser verschiedenen Regulatoren werden die Eigenschaften der
Bakterien, wie z.B. Kultivierbarkeit, Stoffwechsel oder Sensitivitat gegenliber schadigenden
Faktoren grundlegend verandert (Hengge-Aronis 2002b; Kabir et al. 2004). Unter diesen
Bedingungen kann unter anderem auch die Aktivierung der Zellen zur Abwehr von
Stressfaktoren und eine somit stdrkere Resistenz gegeniiber verschiedenen Stressoren
beobachtet werden (Matin et al. 1989; Saint-Ruf et al. 2007). Zellen, die sich in der
stationdren Phase befinden, kénnen zusatzlich Tage, sogar Monate ohne N&hrstoffe
Uberleben (McCann et al. 1991). Unter Substratlimitierung kommt es zu einer kokkoiden
Zellform (Chen et al. 2009), wie sie ebenfalls fur Mikroorganismen im VBNC (viable but
nonculturable)-Stadium beschrieben werden (Jiang und Chai 1996). Der Vorteil einer
Verringerung der ZellgréRe unter limitierenden Bedingungen kénnte in einem verbesserten
Verhéltnis von Zelloberflache zum Zellvolumen gesehen werden.

Neben Veranderungen der Morphologie sind bei Bakterien eine Reihe weiterer Anpassungen
an limitierende Bedingungen beobachtet worden, unter anderem die Anheftung an
Oberflachen (Biofilmbildung), um dort adsorbierte organische Molekiile besser verwerten zu
kénnen (Freeman wund Lock 1995). Weiterhin stellen die Bakterien verstarkt
Schutzsubstanzen, wie Trehalose, und Speichersubstanzen, wie Glycogen oder
Polyphosphat, her. Diese kénnen mit der Lon-Protease einen Komplex bilden, wodurch die
Degradation von freien ribosomalen Proteinen stimuliert wird (Kuroda et al. 2006).
Polyphosphate spielen zudem bei weiteren Anpassungsstrategien wie der Resistenz gegen
Schwermetalle, UV-Bestrahlung oder erhdhte Salzkonzentration und der Biofilmbildung eine
Rolle, indem sie unter anderem an der Regulation des Sigmafaktors RpoS beteiligt sind (Kim
et al. 2007; Seufferheld et al. 2008).

Weitere physiologische Anpassungsmdglichkeiten von Bakterien an nahrstoffarme
Lebensrdume basieren auf veranderten Aktivitdten metabolischer Enzyme (Seshasayee et

al. 2009). Bei der Limitierung eines bestimmten Nahrstoffs erhéhen die Bakterien die
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Produktion bestimmter Proteine, um den entsprechenden Néahrstoff oder andere Nahrstoffe
der gleichen Gruppe aufzunehmen. Auch die Anzahl membrangebundener Permeasen, die
fur die Nahrstoffaufnahme verantwortlichen sind, nimmt unter Substratlimitierung zu. So
wurde zum Beispiel bei Escherichia coli unter Glukose-Limitierung eine 20fach verstarkte
Exprimierung des OmpF Proteins beobachtet (Liu und Ferenci 1998).

Die Untersuchung natirlicher Habitate zeigte, dass in vielen, méglicherweise in den meisten
naturlichen Lebensrdumen von Bakterien die Verfugbarkeit von Nahrstoffen begrenzt ist
(Molin und Givskov 1999). Einige typische Beispiele fur solche né&hrstofflimitierten
Lebensrdume sind der offene Ozean, die Tiefsee, das Grundwasser, sowie viele Bé6den und
Seen. Aber auch kinstliche Wassersysteme, wie z.B. technische Anlagen oder
Trinkwassersysteme, stellen nahrstoffarme (oligotrophe) Habitate dar (Morita 1997). Da die
meisten Habitate als oligotroph anzusehen sind, befindet sich der Grolteil der
Mikroorganismen in der Natur in einem Zustand des langsamen Wachstums oder in einer Art
nicht-wachsendem Hungerzustand und kann somit als ein Stadium im natlrlichen

Lebenszyklus von Bakterien angesehen werden (Kjelleberg et al. 1993).

Da viele Gene aktiviert werden, die auch zum Uberleben in Gegenwart anderer Stressoren,
wie Hitze oder erhéhte Osmolaritdt notwenig sind, wurde die Reaktion auf eine
Substratlimitierung zunehmend als reine Stressreaktion interpretiert. Dies steht jedoch im
Widerspruch zu den Befunden der mikrobiellen Okologie bei der Untersuchung
nahrstoffarmer Habitate, die nahe legen, dass der Zustand der Substratlimitierung und des

Nicht-Wachstums wesentlich h&ufiger in der Natur vertreten sind als Wachstumsprozesse.

1.3 Allgemeine Anpassungsstrategien von Bakterien

1.3.1 Das VBNC-Stadium

Erstmals wurde 1982 bei Vibrio cholerae und Escherichia coli ein Ruhestadium festgestellt,
das den Bakterien nicht mehr ermdéglicht, auf den Ublicherweise zum Nachweis verwendeten
Nahrbdden zu wachsen (Xu et al. 1982). Trotz des Verlusts der Kultivierbarkeit waren die
Zellen jedoch nicht abgestorben, sondern lebensféhig. Dieser lebensféahige aber nicht
kultivierbare Status von Bakterien, (engl.: VBNC = viable but nonculturable) wird auch fir
viele andere pathogene Bakterien einschlielRlich Helicobacter pylori, verschiedene Vibrionen,
und Legionella pneumophila beschrieben (Oliver 2005; Signoretto et al. 2005). Wahrend
dieses Ruhestadiums ist der Metabolismus verlangsamt, die Zellwand verandert sich in der

Fettsdure- und Proteinzusammensetzung und die Nukleinsduren kondensieren zu einem
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gewissen Mafd (Oliver 2005). Wie auch bei Substratlimitierung andert sich die Morphologie
der Zellen, so kommt es beispielsweise bei Enterokokken zur Ausbildung von kleineren
Zellen mit einem Zelldurchmesser von ca. 500 nm (BMBF-Projekt 02WT0488 und 02WT
0489). Bei Vibrio cholerae und Vibrio parahaemolyticus ist die Bildung kokkoider Formen
beschrieben worden (Chaiyanan et al. 2007).

Die Folge dieses Ruhestadiums (,dormancy) ist eine erhéhte Toleranz oder Persistenz
gegeniber feindlichen Umweltbedingungen. Ausgel6st wird der VBNC-Zustand durch Stress
wie Nahrstoffmangel, gravierende Temperaturverdnderungen sowie chemische oder
physikalische DesinfektionsmaRnahmen (Grey und Steck 2001).

Hygienisch relevant werden die VBNC-Stadien, wenn sich die Bakterien bei erneuter
Veranderung zu glnstigen Umweltbedingungen wieder in voll metabolisch aktive,
kultivierbare Zellen zurtickverwandeln. Pathogene Bakterien kénnen so lebensunglinstige
Barrieren passieren und unter geeigneten Umweltbedingungen wieder zur vollen
Lebensfahigkeit und Infektiositat gelangen. So konnte nachgewiesen werden, dass es zu
einer Verdriftung von VBNC-Vibrio cholerae an Zooplankton im Meer kommt (Colwell 1996).
Auch Enterococcus faecalis wird im VBNC-Zustand Uber Zooplankton verdriftet (Signoretto
et al. 2005). Es ist ebenfalls bekannt, dass Pathogenitatsfaktoren fiir die Adhasion an
Wirtszellen offenbar im VBNC-Stadium erhalten bleiben (Asakura et al. 2007; Pruzzo et al.
2002). Die Mdoglichkeit, den VBNC-Zustand unter Stress zu erreichen und die volle
metabolische Aktivitdt unter ginstigen Lebensbedingungen wiederzuerlangen, ist genetisch
determiniert, und viele Gram-negative und Gram-positive Bakterienspezies weisen dieses
Potential auf (Oliver 2005). Es scheint allerdings keine typische VBNC-Gensequenz zu
geben. Das VBNC-Potential ist offenbar ein Aspekt der vielfaltigen bakteriellen
Stressantworten und wie andere Resistenzmechanismen ahnlichen Regulationen
unterworfen (Aertsen and Michiels 2004; Heim et al. 2002; Oliver 2005). Der VBNC-Zustand
ist sowohl unter Labor- als auch unter Freilandbedingungen induzierbar (Colwell 2000; Oliver
2005), gleicht dem Verhalten von Bakterien in der stationdren Phase (Chaiyanan et al. 2007;
Oliver 2005; Roszak and Colwell 1987) und fihrt zu Verdnderungen der Genexpression
(Asakura et al. 2007; Asakura et al. 2008; Gonzalez-Escalona et al. 2006).

In der Fachwelt gehért der VBNC-Zustand zu den vieldiskutierten mikrobiellen Ph&dnomenen
und ist noch nicht vollstdndig erforscht. Es ist jedoch wahrscheinlich, dass neben dem
Auftreten in naturlichen Habitaten in vielen Bereichen wie der Medizin, der Lebensmittel- und
Trinkwasseraufbereitung etc. bislang unerkannte VBNC-Stadien vorkommen, die mit
konventionellen Kultivierungsnachweisen nicht erfasst werden kénnen (Dunaev et al. 2008).
Mdglicherweise ist dies der Grund fur bakterielle Kontaminationen in aufbereiteten Produkten
und desinfizierten Bereichen (Colwell 2000; Huqg et al. 2000; Oliver 2000). So zeigten
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Versuche mit Chlordesinfektion von Trinkwasser die dabei auftretenden VBNC-Zustande
sowie die Wiedererlangung der metabolischen Aktivitdt nach Beendigung der Desinfektion.
(McFeters and LeChevallier 2000).

1.3.2 Biofilme

Die Ausbildung von Biofiimen ist eine effiziente und weitverbreitete Md&glichkeit fur
Mikroorganismen sich vor Umweltstress zu schitzen. Der Begriff Biofilm beschreibt dabei
eine Gemeinschaft von Mikroorganismen, die innerhalb einer selbst produzierten extra-
zelluldren polymeren Matrix (EPS: extrazellulare polymere Substanzen) eingeschlossen sind
und sich auf einer Grenzflache ansammeln (Emtiazi et al. 2004; Gehrke et al. 2001). Die
meisten Bakterien kommen in ihren natirlichen Lebensrdumen in einen Biofilm vor.

Beim Menschen werden verschiedene Grenzflachen besiedelt, zum Beispiel Haut, Z&hne,
Bereiche des Respirationstraktes und die Darmschleimhaut. Unter geeigneten Bedingungen
kénnen alle Bakterien einen Biofilm aufbauen. So bilden Staphylokokken haufig Biofilme auf
implantierten medizinischen Geréten, wie intravendse Katheter, Huft- und Knieprothesen
(Gotz et al. 2002). Pseudomonas aeruginosa verursacht in dhnlicher Weise regelmafig
Infektionen bei Verbrennungen und anderen Wunden. Biofilme spielen also eine bedeutende
Rolle bei einer Vielzahl von Infektionen des Menschen. Wegen der teilweisen Resistenz
dieser Strukturen gegen eine Reihe von antimikrobiellen Substanzen und gegen das
Immunsystem des Menschen ist es schwierig, solche Infektionen wirksam zu behandeln.
Auch bei technischen Prozessen und in der industriellen Produktion sind Biofilme von
Relevanz. Trotz der anliegenden Bedingungen in technischen Prozessen, die fir das
Wachstum von Bakterien oftmals nicht optimal sind, wachsen Mikroorganismen als Biofilme
auf Oberflachen. Bilden sich innerhalb technischer Anlagen Biofilme, die sich stérend auf die
Betriebsweise oder das herzustellende Produkt auswirken, so wird von Biofouling
gesprochen, das mit erheblichen Kosten verbunden sein kann. Biofilme sind jedoch auch in
ihrer Wirkung als ,biologischer Filter ein entscheidender und bewdahrter Bestandteil der
Aufbereitungstechniken.

Wichtig sind in diesem Zusammenhang auch die extrazelluldren polymeren Substanzen
(EPS) als Reaktionsraum. Die EPS sind organische Polymere (Kumar et al. 2007), die
hauptséchlich aus Polysacchariden, Proteinen, Glykoproteinen, Nukleinsduren und Lipiden
bestehen. Sie dienen sowohl der Stabilitat, der Sorption von Wasser, organischen und
anorganischen Molekilen als auch als Diffusionsbarriere. Durch die Immobilisierung von
Exoenzymen in der unmittelbaren Umgebung der Zelle kann die Effizienz des Abbaus, zum

Beispiel von partikularem Material, deutlich verbessert und die Aufnahme von
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Spaltprodukten begiinstigt werden (Romani et al. 2008). Von besonderer technischer
Relevanz sind diese Fahigkeiten im Hinblick auf die Zerstérung von Materialien (Gilbert et al.
1990).

Fur Mikroorganismen selbst stellt der Biofilm einen Schutz- und Lebensraum dar, der ein
symbiotisches Zusammenleben verschiedenster Arten beginstigt. Vorteil gegeniiber der
planktonischen Lebensweise ist vor allem der Schutz vor Umwelteinflissen, welche in Form
von Austrocknung, extremen pH-Werten, Desinfektionsmitteln oder Antibiotika (Hoyle und
Costerton 1991) sowie von Scherkraften auftreten kénnen.

Zusatzlich kommt es zu einer besseren Versorgung mit metabolisierbaren Substraten an
einer Oberflache durch die stdndige Adsorption und die dadurch erfolgende Konzentrierung
der Nahrstoffe. Durch Metabolite eines spezifischen Substratabbaus kann sich
beispielsweise ein Biofilm entwickeln, der eine mégliche Grundlage fir neue Besiedlungen
von Mikroorganismen ist, die mit dem Ausgangsstoff alleine nicht hatten wachsen kénnen.
Es konnte gezeigt werden, dass sich Stdmme von Escherichia coli in Biofilmen von
Umweltbakterien vermehren kénnen, obwohl sie im freien Wasser nicht wachsen konnten.
Es wird daher angenommen, dass Umweltbakterien in den Biofilmen Nahrstoffe abgeben,

die von Escherichia coli zum Wachstum benétigt werden (Banning et al. 2003).

Abb. 1.1: Stadien der Biofilmentwicklung. 1: initiales Anheften; 2: irreversibles Anheften;
3: Maturation I; 4: Maturation II; 5: Streuung.
(http://www.myutahwater.com/umws_biofilm.htm)

Fir eine Etablierung groRer bakterieller Okosysteme ist der Informationsaustausch zwischen
den am Biofilm-Aufbau beteiligten Mikroorganismen notwendig. Dieser Informations-

austausch sorgt fiir die Regulation der Genexpression, welche die geordnete Bildung des
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Biofilmsystems ermdglicht (Fuqua und Greenberg 1998; Kjelleberg 2002) und wird als
Quorum sensing bezeichnet. Bei den dabei eingesetzten Signalmolekilen handelt es sich
bei Gram-negativen Bakterien um eine Gruppe verschiedener N-Acyl-L-Homoserinlactone
(AHL), bei Gram-positiven Bakterien meist um posttranslational modifizierte Peptide. Diese
Molekiile spielen eine wichtige Rolle fiir die Okologie komplexer bakterieller Konsortien, da
sie sowohl die Kommunikation innerhalb der Bakterienpopulation als auch die mit dem
eukaryotischen Wirt erméglichen. Dies erlaubt den Bakterien sich an stdndig wechselnde

Umweltbedingungen anzupassen, um so ihr Uberleben zu sichern.

Im Vergleich zu planktonischen Bakterien besitzen Biofilme also eine erhéhte Stresstoleranz,
die sie auf dulere Einflisse besser reagieren lasst. Die Erforschung dieser Stresstoleranz
wilirde einen genaueren Einblick in Biofilme geben und zudem die Mdglichkeit aufweisen,
diese zu manipulieren und zu vermeiden. Durch die Analyse der Genexpression von
Escherichia coli wahrend der Biofilmbildung wurde gezeigt, dass in verschiedenen Phasen
der Biofilmbildung unterschiedliche Gene exprimiert werden (Beloin et al. 2004; Schembri et
al. 2003). Fir die initiale Phase sind unter anderem Proteine relevant, die fir Adhasion und
Aggregation wichtig sind, aber auch solche, die eine Anpassung an sauerstoff- und
nahrstofflimitierende Bedingungen wiederspiegeln (Schembri 2003).

In einem reifen Biofilm hingegen kommt es vor allem zur Expression von Genen der
Stressantwort, interessanterweise besonders die zur Regulation der extrazytoplasmatischen
Stressantwort (Beloin 2004). Generell gibt es dabei Ahnlichkeiten, aber auch Unterschiede
zum Wachstum der Bakterien in der stationdren Phase, was sich in der Expression von
Genen widerspiegelt, die durch den Sigmafaktor RpoS reguliert werden. Insgesamt ist in
Biofiimen eine 1% - 38%ige Anderung der Genexpression beschrieben worden (Sauer
2003). Escherichia coli ist in Biofilmen einem erhdéhten osmotischen Druck und einer
verringerten Sauerstoffverfliigbarkeit ausgesetzt (Prigent-Combaret et al. 1999). Fir diese
physikalisch-chemischen Parameter sind in Bakterien verschiedene Wahrnehmungssysteme
beschrieben worden, wie z.B. das Rcs-Zwei-Komponentenregulationssystem, das an der

Osmoregulation beteiligt ist (Ferrieres et al. 2003).

Die zugrunde liegenden Mechanismen der Oberflichenwahrnehmung durch Bakterien sind
bis jetzt nur im Ansatz erforscht. Signaltransduktionssysteme, die extrazelluldre Reize
wahrnehmen und durch die Bakterienmembran an Transkriptionsfaktoren weiterleiten,
spielen eine entscheidende Rolle fiir die Reaktion auf eine Interaktion mit Oberflachen.
Betrachtet man die Bedeutung der Oberflichenadh&sion fir die Pathogenitat von Bakterien,
angefangen von der Besiedlung eines Habitats im Wirt bis zur Invasion intrazellularer

Erreger und auch der Biofilmbildung, ist offensichtlich, dass diese Untersuchungen zur
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Aufklarung der grundlegenden Mechanismen der Oberflichenwahrnehmung essentiell sind.
Diese Informationen koénnen zu einem besseren Verstdndnis von Stressreaktionen,
insbesondere der Biofilmbildung, beitragen. So ware es mdglich, gezielt diese bakteriellen

Populationen zu vermeiden oder sie zum Nutzen einzusetzen.

14 Untersuchte Regulatoren bei Anpassungsstrategien von Bakterien

Das folgende Kapitel beschreibt die in dieser Arbeit untersuchten Gene, deren Expression

bei verschiedensten Stressparametern verandert sein kann:

- das rpoS-Gen gilt als Masterregulator bei verschiedenen Stressparametern

- das rcsA-Gen ist in die Biofilm- und EPS-Synthese, als Antwort auf verschiedene
Umweltstimuli, involviert

- das pbp5-Gen spielt eine Rolle bei der Synthese der Zellwand, die zuerst von
Anderungen in der Umgebung betroffen ist

- die ,universelle Stressprotein® (Usp)-Familie ist eine konservierte Proteingruppe,

die an der Reaktion auf verschiedenen Stressoren beteiligt ist

1.4.1 Das rpoS-Gen

RpoS ist ein Sigmafaktor, der unter Stressbedingungen die Expression eines speziellen Gen-
Sets induziert, das fir die Synthese von Proteinen fir die zelluldren Schutzfunktionen
verantwortlich ist. Aufgrund der zahlreichen Funktionen des rpoS-Regulons wurde das rpoS-
Gen mehrmals unabhéngig entdeckt und zunachst unterschiedlich benannt (Loewen and
Triggs 1984; Sak et al. 1989). 1991 wurde ihm als csi-Gen (,carbon-starvation induced) die
Funktion des zentralen Regulators fir die in der stationaren Phase induzierten Gene
zugeordnet (Lange und Hengge-Aronis 1991). Studien belegten spéter, dass die rpoS-
abhangigen Gene nicht nur wahrend der stationdren Phase induziert werden, sondern auch
als Antwort auf vielféltige Stresssituationen (Hengge-Aronis 1996; Hengge-Aronis et al.
1993; Lee et al. 1995; Muffler et al. 1997; Muffler et al. 1996). Infolgedessen wird das rpoS-
Gen inzwischen als Masterregulator der generellen Stressantwort angesehen, der die
bakterielle Zelle nicht nur dazu befahigt, den aktuellen Stress zu Uberleben, sondern dartber
hinaus auch die Resistenz gegeniber anderen Stresssituationen férdert (Hengge-Aronis
2002b). Somit steht RpoS der spezifischen Stressantwort gegeniiber, welche vorrangig der

Eliminierung der Stressquelle dient und/oder die Reparatur der bis dahin verursachten
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Schaden vermittelt (Matic et al. 2004). Die Hauptfunktion der generellen Stressantwort
hingegen liegt in der Pravention, was sich in der rpoS- bedingten multiplen Stress-Resistenz
wiederspiegelt (Hengge-Aronis et al. 1993; McCann 1991).

Insgesamt ist bei Escherichia coli eine Kontrolle von mehreren hundert Genen durch RpoS
bei Stressexposition beschrieben worden (Klauck et al. 2007). Auch bei Pseudomonaden
spielt RpoS eine entscheidende Rolle bei verschiedenen Stressfaktoren (Jorgensen et al.
1999; Suh et al. 1999) und wird neben der Stressresistenz auch mit der Produktion
bestimmter Polymere, wie Alginat oder Virulenzfaktoren (Hogardt et al. 2004; Venturi 2003)
sowie mit der Resistenz gegeniber Antibiotika in Verbindung gebracht (Potvin et al. 2008).
RpoS ist ebenfalls in die Biofilmbildung als Stressantwort involviert (Collet et al. 2008), unter
anderem durch die Regulation des Quorum sensing (Davies et al. 1998; Lafiti et al. 1996;
Venturi 2006). Des Weiteren soll rpoS am programmierten Zelltod in der stationdren Phase
beteiligt sein (Bishop et al. 1998).

Allerdings wurden auch Untersuchungen durchgefiihrt, die zeigten, dass ein Verlust oder
einen Abschwédchung der RpoS-Aktivitat unter bestimmten Bedingungen von Nutzen sein
kann (Robbe-Saule et al. 2003). Es wird berichtet, dass es zu Mutationen des rpoS-Gens in
der stationdren Phase (Chen et al. 2004) oder bei osmotischem Stress (Ferenci et al. 2007)
kommt, die zu einem Aktivitdtsverlust von RpoS fihren. rpoS-defiziente Escherichia coli-
Stdmme synthetisieren bei osmotischem Stress verstarkt extrazelluldre polymere
Substanzen (EPS) (lonescu und Belkin 2009).

reduzierte hohe niedrige hohe n|ednger Kohlenstoff hohe
Wachstumsrate Zelldichte Temperatur Osmolaritit Limitation = Temperatur
105 MRNA ><~ S.A/A/
L
Ec®

/1IN

>60 o%- abhéngige Gene
Abb. 1.2: Regulationsebenen von rpoS. Die =zellulare Menge an oS wird durch

verschiedene Stressparameter auf den Ebenen der rpoS Transkription, Translation oder oS
Proteolyse reguliert (aus Hengge-Aronis 2002b).
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Es wird davon ausgegangen, das der Vorteil, der aus der Herunterregulierung des rpoS-
Gens resultiert, aus dem Wettbewerb zwischen den Sigma-Faktoren RpoS und Sigma70
erfolgt (Farewell et al. 1998) und keinen direkten Effekt von RpoS selbst darstellt (King et al.
2006).

1.4.2 Das rcsA-Gen

Das Rcs-System (regulator of capsule synthesis) wurde erstmals in Escherichia coli
identifiziert, wo es flr die transkriptionelle Kontrolle des Colansaure-Clusters verantwortlich
ist (Gottesman et al. 1985) und konnte spater auch in Klebsiella-, Salmonella- und Erwinia-
Spezies nachgewiesen werden (Bereswill und Geider 1997; Coleman et al. 1990; Poetter
und Coplin 1991; Stout et al. 1991). Das spezieslbergreifend konservierte Rcs- System
besteht aus drei Proteinen: RcsA, RcsB und RcsC. Das zentrale Element dieses
Regulationsmechanismus bildet ein Zwei-Komponenten-System aus RcsC und RcsB.

Bei dem Rcs-System nimmt RcsC die Anderungen der Umweltbedingungen wahr und leitet
es Uber Phosphorylierungen an den Regulator (RcsB) weiter, der daraufhin als
Transkriptionsfaktor wirkt und an die DNA bindet (Majdalani und Gottesman 2005; Takeda et
al. 2001) (siehe Abbildung 1.3). Allerdings unterscheidet sich das Rcs-System in einigen
Punkten von anderen, ,klassischen® Zwei-Komponenten-Systemen.

Die wichtigste Erweiterung des Rcs-Systems gegenlber anderen Zwei-Komponenten-
Systemen stellt das Regulatorprotein RcsA dar. Es konnte am Beispiel des Rcs-Systems von
Erwinia amylovora gezeigt werden, dass RcsA als Koinduktor mit RcsB ein Heterodimer
bildet, dessen DNA-Bindungsaktivitdt groer ist als die der isolierten Proteine (Kelm et al.
1997). Das RcsA-Protein stellt somit einen wichtigen Zusatz des Rcs-Systems dar und
fungiert als positiver Regulator der Kapselbiosynthese. Die Komplexitat des Rcs-Signalwegs
beruht auf der Entdeckung, dass RcsB alleine (Boulanger et al., 2005; Francez-Charlot et al.,
2005) oder in Wechselwirkung mit RcsA an spezifischen Promotoren (Ebel und Trempy,
1999) wirken kann. Fir die RcsA-unabhédngige Klasse der RcsB-regulierten Gene liegt die
Bindestelle in der N&he der -35-Region (Davalos-Garcia et al. 2001), wahrend sie sich fur die
RcsA-abhangige Regulation entweder weiter upstream (Wehland und Bernhard 2000) oder
downstream (Francez-Charlot et al. 2003) des Promotors befindet. Sowohl RcsA als auch
RcsB sind in verschiedenen Spezies mit 51% bzw. 93% ldentitat hoch konserviert.

So startet das Rcs-System zusammen mit RcsA diverse Regulatormechanismen und stellt
somit eine Stressantwort dar. Dabei kontrolliert das Rcs-System unter anderem die Synthese
der extrazelluldren Matrix in Escherichia coli (Rahn und Whitfield 2003; Virlogeaux et al.

1996) und spielt eine Rolle bei der Biofiimbildung (Danese et al. 2000). Es reguliert das
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Schwdrmen von Bakterien (Francez-Charlot et al. 2003) und ist an der Antwort auf
Austrocknung durch die Kapselbiosynthese und Anderung der Osmolaritdt und
Membranzusammensetzung beteiligt (Ferrieres et al. 2003). Allerdings sind bis heute keine
Untersuchungen des rcsA-Gens unabhdngig vom gesamten Signalweg bei Stress
durchgefihrt worden.

Polysaccharid-Kapseln kénnen die Haftung von Bakterien sowohl an Oberflachen als auch
an andere Bakterien fordern. Dies wiederum wirde die Bildung von Biofilmen und damit
auch die Kolonisierung ansonsten schwierig erreichbarer Umgebungen erleichtern
(Costerton et al. 1987). Auch bei der Infektion von einem geeigneten Wirtsorganismus und
beim Schutz der Zelle vor dessen Abwehrmechanismen spielt die Kapsel eine grol3e Rolle.
Grolie Mengen des ,schleimigen® Exopolysaccharids kénnen sowohl die Permeabilitat der
Zellmembran fir Antibiotika stark herabsetzen als auch durch Maskierung von Zell-
oberflachenstrukturen Immunreaktionen, wie z.B. die Phagocytose oder den Angriff von
Antikérpern, verhindern bzw. verlangsamen (Horwitz und Silverstein 1980; Moxon und Kroll
1990).

A

RESE) —

oM

Periplasm

/ 5,

Synthese extrazelluldrer Matrix
Biofilmbildung

4

Kapselbiosynthese .
Schwarmen

Abb. 1.3: Der Rcs-Signalweg. OM: outer membrane (aufere Membran), IM: inner
membrane (innere Membran), nach Majdalani und Gottesman 2005.

Das RcsA-Protein wird unter anderem durch die Lon-Protease reguliert, welche eine

Funktion bei der Zell-Differenzierung, Sporenbildung, Pathogenitat und dem Uberleben bei
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Nahrungsmangel tGbernimmt (Lan et al. 2007; Luo et al. 2008). Die Lon-Protease hat in der
Zelle eine Halbwertszeit von ca. 30 Sekunden und ist in uninduzierten Bakterien in praktisch
nicht nachweisbaren Konzentrationen vorhanden. Sie stellt also den limitierenden Faktor der
EPS-Biosynthese dar, da es in Abwesenheit der Lon-Protease in Escherichia coli zur
Anreicherung des RcsA-Proteins kommt (Trisler und Gottesman 1984; Torres-Cabassa und
Gottesman 1987; Stout et al. 1991). Die Lon-Protease ist auch an der Regulation anderer
Gene beteiligt. So konnte gezeigt werden, dass es bei Lon-defizienten Escherichia coli zu
einer Induktion vieler Gene der rpoS-vermittelten Stressantwort kommt, wobei das Niveau
oder die Aktivitat von rpoS nicht beeinflusst wurde, was darauf schliel3en lasst, dass die Lon-
Protease auf sekundare Regulatoren wirkt, die an der Kontrolle rpoS-kontrollierter Gene
beteiligt sind (Heuveling et al. 2008).

1.4.3 Das pbp5-Gen

Die Zellwand von Bakterien ist robust, um die Zellgeometrie aufrecht zu erhalten und dient
als Schutz vor widrigen Umweltbedingungen. So ist sie die erste Stelle an der es zu einer
Stressreaktion der Bakterien kommt. Sie ist aber auch flexibel, um Zellwachstum, Zellteilung
und Transportvorgange in die Zelle hinein und aus der Zelle heraus zu erméglichen.
Gram-positive und Gram-negative Bakterien unterscheiden sich im Aufbau ihrer Zellwande,
besitzen beide aber eine Cytoplasmamembran, auf die die Zellwand aufgelagert ist. Bei
Gram-positiven Bakterien besteht diese aus vielen Schichten Peptidoglykan (Murein), in
welche (Lipo)teichonsduren und Proteine eingelagert sind. Bei Gram-negativen
Mikroorganismen dagegen liegt auf der Cytoplasmamembran nur eine dinne
Peptidoglykanschicht, auf der eine zweite, dullere Zellmembran, die sich aber von der
Cytoplasmamembran unterscheidet, aufgelagert ist. Diese aul’ere Membran durchziehen
Proteine, wie Porine, und sie weist auflden Lipopolysaccharide auf, weshalb sie auch als
Lipopolysaccharidschicht bezeichnet wird.

Murein besteht aus Strangen zwei miteinander verknlpfter Zuckerderivatmolekile, N-
Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsdure, wobei die parallel angeordneten Strédnge
quervernetzt sind. Beim Wachstum eines Bakteriums muss das Mureinnetz erweitert werden,
ohne dass eine gréRere Licke entsteht. In dem aulRerhalb der Cytoplasmamembran
gelegenen Mureinnetz werden durch spezifische lytische Enzyme lokal begrenzt Bindungen
in den Ruckgratstrdngen und in den Oligopeptiden geldst und die Mureinbausteine durch
spezifische Enzyme integriert. Diese Enzyme kénnen zum Beispiel die Penicillin-bindenden
Proteine (PBPs) sein (Magnet et al. 2008). Sie katalysieren die Quervernetzung

benachbarter Glykanstrdnge, d.h. sie sind essentiell fir die Mureinsynthese, wobei sie
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verschiedene Aufgaben wie Transpeptidierungen, Transglycosylierungen, Endo- und
Carboxypeptidierungen Ubernehmen koénnen (Goffin und Ghuysen 1998). lhren Namen
verdanken die Proteine ihrer Fahigkeit, B-Laktam-Antibiotika (Penicilline) zu binden, wodurch
diese inaktiviert werden (Young 2001).

Jede Bakterienspezies besitzt eine bestimmte Anzahl verschiedener PBPs, die abhé&ngig von
der GréRe durchnummeriert werden. Inzwischen sind sehr viele Sequenzen von PBP-
Genen und entsprechend abgeleitete Proteinsequenzen bekannt. Homologievergleiche
erlauben die Einteilung in drei Klassen: hochmolekulare PBPs der Klasse A und B, die fur die
Polymerisation und den Einbau in die bereits existierende Zellwand des Peptidoglykans
verantwortlich sind (Born et al. 2006) sowie niedermolekulare PBPs. Enterokokken besitzen
je 3 hochmolekulare PBPs der Klasse A und B (Arbeloa et al. 2004) und ein
niedermolekulares PBP (el Kharroubi et al. 1989), wobei PBP5 zu den hochmolekularen
PBPs der Klasse B gehért (el Kharroubi et al. 1991).

Hohe Resistenzen gegen Antibiotika, wie sie in klinischen Isolaten beobachtet werden, sind
das Resultat von sehr komplexen Verdnderungen, wie Uberexpression oder verminderte
Affinitat (Rybkine et al. 1998), die nicht nur ein, sondern mehrere PBPs betreffen (Mufioz et
al. 1992; Reichmann et al. 1997). Bei Enterokokken ist bei der Resistenz gegeniiber [3-
Laktam-Antibiotika vor allem PBP5 von Bedeutung (Rice et al. 2001; Zapun et al. 2008).

In den letzten Jahren konnte nachgewiesen werden, dass Enterococcus faecalis zum VBNC-
Stadium (viable but nonculturable) fahig ist und damit unter natirlichen Bedingungen
persistieren kann (Lleo et al. 2001; Lleo et al. 2005). Der Ubergang in das VBNC-Stadium ist
von Veranderungen in der Zellmembran gekennzeichnet, die zum spezifischen Nachweis
dieser Stadien verwendet werden kdnnen. Besonders signifikant sind die vermehrten Anteile

des Penicillin-bindenden Proteins 5 in der Zellwand (Signoretto et al. 2000).

1.4.4 Die ,universelle Stressprotein“ (Usp)-Familie

Die Superfamilie der Usp-Proteine besteht aus einer konservierten Proteingruppe, die
sowohl in Bakterien und Archaeen als auch in Eukaryoten vorkommt (Kvint et al. 2003) und
bei einer Vielzahl verschiedener Stressparameter eine Rolle spielt. Viele Organismen
besitzen dabei ein ganzes Repertoire an Usp-Proteinen. Diese Proteine liegen vielfach als
»Single-type“ Proteine vor und bestehen aus einer einzigen konservierten Usp-Doméne (ca.
140-160 Aminoséduren) (Bateman et al. 2004). In einigen Fallen sind zwei Usp-Doménen
direkt hintereinander auf einer Polypeptidkette lokalisiert (,tandem-type“-Usp-Proteine)
(Nachin et al. 2005).
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Escherichia coli besitzt insgesamt 6 iber das gesamte Chromosom verteilte Gene, die fir
Proteine der Usp-Proteinfamilie kodieren und vermutlich durch Genduplikation entstanden
sind (Gustavsson et al. 2002). Dazu gehéren die Gene uspA, uspC, uspD, uspE, uspF und
uspG, von denen einige in enger Nachbarschaft zu anderen Genen lokalisiert sind, deren
Produkte wichtige Funktionen bei verschiedensten Stresssituationen tbernehmen (Kvint et
al. 2003).

Die usp-Genprodukte kénnen aufgrund von Aminosduresequenzvergleichen in zwei
Subfamilien, die UspA-Subfamilie und die UspFG-Subfamilie, unterteilt werden (Gustavsson
et al. 2002). Drei Usp-Proteine, UspA, UspC und UspD gehéren zu der UspA-Subfamilie.
Zwei weitere Proteine, UspF und UspG kénnen der zweiten UspFG-Subfamilie zugeordnet
werden. Bei dem sechsten Usp-Protein UspE handelt es sich um ein ,tandem-type“-Usp-
Protein, das aus zwei Usp-Domanen besteht. Die Kristallstrukturen mehrer Usp-Proteine
konnten aufgeklart werden (Sousa und McKay 2001; Zarembinski et al. 1998), und es wurde
gezeigt, dass Usp-Proteine einer Klasse in der Lage sind, sowohl Homo- als auch
Heterodimere zu bilden (Nachin et al. 2008).

Anhand von Untersuchungen bei Escherichia coli konnte gezeigt werden, dass das UspA-
Protein eine wichtige Rolle beim Uberleben in verschiedenen Stresssituationen spielt. So
konnte bei wachstumsinhibierenden Bedingungen, wie bei hoéheren Mengen an
Wasserstoffperoxid und osmotischem Stress (1 M NaCl), in uspA-Mutanten eine starke
Reduktion der Uberlebensrate nachgewiesen werden (Nystrém und Neidhardt 1994). Das
UspA-Protein wird dabei unter verschiedensten Bedingungen, wie dem Eintritt in die
stationdre Phase (Liu et al. 2007), bei Nahrstofflimitation von Kohlenstoff, Stickstoff,
Phosphat, Schwefel und Aminosduren, sowie bei moderater Hitze (bis 42°C) (Nystrém und
Neidhardt 1992), Ethanolstress (4%), osmotischem Stress, hohen pH-Werten (Yohannes et
al. 2004) und in Anwesenheit einer ganzen Reihe toxischer Substanzen, beispielsweise bei
Mitomycin C (Diez et al. 2000) oder Wasserstoffperoxid, verstarkt synthetisiert. Diese
Bedingungen flihren ebenfalls zu einer verstarkten Neusynthese der Usp-Proteine UspC,
UspD und UspE in Escherichia coli, was flr eine koordinierte Regulation spricht. Lediglich
bei Kalteschock scheint die Synthese von UspA nicht induziert zu werden (Nystrém und
Neidhardt 1993). UspC wiederum wirkt als Gerlstprotein der KdpD/KdpE-Signalkaskade,
indem es mit der Usp-Doméne von KdpD bei osmotischem Stress interagiert (Heerman et al.
2009).

Fur UspA, UspC, UspD und UspE konnte weiterhin eine wichtige kooperative Funktion bei
der Resistenz gegen UV-Schaden gezeigt werden. Es werden alle 4 Usp-Proteine bendétigt,
um eine Resistenz zu ermdglichen, aber dennoch fliihren Mutationen in nur einem der usp-

Gene bereits zu einer deutlichen Reduktion der Uberlebensrate (Gustavsson et al. 2002).
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Neben den usp-Genen bei Escherichia coli wurden auch bei anderen Organismen, wie
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium (Liu et al. 2007), Mycobacterium
tuberculosis, Shigella sonnei (Chen 2007), Enterococcus faecium und Enterococcus faecalis,
usp- oder usp-dhnliche Gene beschrieben.

Bei Pseudomonas aeruginosa sind verschiedene usp-Gene bekannt, von denen uspK
(PA3309), uspN (PA4352) uspL (PA1789), uspM (PA4328) und uspO (PA5027) bei der
Uberlebensrate bei anaeroben Nahrstoffmangel eine Rolle spielen (Schreiber et al. 2006;
Boes et al. 2006; Boes et al. 2008). Auch bei dem pathogenen Bakterium Mycobacterium
tuberculosis wurde eine Beteiligung der Usp-Proteine beschrieben, um anaeroben

Nahrstoffmangel auszugleichen (O'Toole und Williams 2003).

1.5 Molekulare Grundlagen der angewandten Nachweismethoden

Die Expression der genetischen Information umfasst die Ubersetzung der Nukleotide zum
Protein (siehe Abbildung 1.4). Zuerst wird ein Gen in eine komplementare Nukleotid-Kette
von mMRNA kopiert (Transkription) und anschlieBend in Protein Ubersetzt (Translation). Die
mMRNA macht etwa 5% der Gesamt-RNA der Zelle aus und hat eine kurze Lebensdauer. Die
rRNA (ribosomale RNA) ist der Hauptbestandteil der Ribosomen, relativ stabil und macht
den grofdten Teil der Gesamt-RNA aus (ca. 80%). Die tRNA bildet etwa 15% der Gesamt-
RNA in der Zelle.

Bakterienzellwand

O
O OAminoséuren

tRNA* * i

< ~rioN

Proteinsynthese %:D
am Ribosom Protein
mRNA

(rRNA)

DNA /

Umsetzung einer
Reaktion in der Zelle

Abb. 1.4: Schema der Proteinbiosynthese.
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Zum Nachweis der speziesspezifischen Gene und der mdglichen universellen Stressgene
und deren Induktion bzw. Repressionen wurden verschiedene molekularbiologische
Methoden auf RNA-Ebene angewandt. Daflr wurde Gesamt-RNA aus den mit
verschiedenen Stressoren behandelten Zellen isoliert. Nach photometrischer Quantifizierung
des RNA-Gehalts wurde die Gesamt-RNA uUber das Northern Blot-Verfahren analysiert.
Dafur wurden Gen-spezifische, Digoxigenin-markierte Sonden erstellt. Weiterhin wurde die
mRNA mittels einer Reverse Transkriptase-Reaktion in cDNA umgeschrieben. Diese wurde
anschliefend mit spezifischen Primern und zum Teil mit fluoreszenzmarkierten Sonden in
eine Real-Time-PCR eingesetzt. Die Induktion bzw. Repressionen der Gene konnte somit
quantifiziert werden. Die Genexpressionsanalyse ist dabei ein wichtiger Bestandteil der
Mikrobiologie. Solche Expressionsanalysen dienen der Identifikation von Genen und ihrer
Regulation sowie der Aufkldrung von physiologischen Signalwegen in Organismen.

Zur Analyse der molekularen Unterschiede nach Stressexposition, die nicht fir ein Bakterium
spezifisch waren, wurde die cDNA amplifiziert und gelelektrophoretisch getrennt. Dazu
wurde einerseits die Gesamt-RNA bzw. die durch reverse Transkription entstandenen cDNA
durch verschiedene Enzyme und Adapter modifiziert, um bekannte Sequenzen fiir die
Amplifikation zur Verfugung zu haben. Andererseits wurden degenerierte Primer verwendet.
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Primer konnten an die Shine-Dalgarno-Sequenz
binden (Ping et al. 2008). Diese befindet sich bei Bakterien sieben bis neun Nukleotide
upstream des AUG-Kodons am 5’-Ende der mRNA. Auf diese Weise wird eine Amplifikation
ausschlief3lich der mRNA, also dem Transkript aktiver Gene, gewahrleistet. Eine weitere
Méglichkeit war der Gebrauch von random hexamer Primern (Peng et al. 1994), die aufgrund
ihrer nicht ndher bekannten Zusammensetzung und Sequenz, unbekannte Nukleinsduren

amplifizieren kénnen.

1.6 Aufgabenstellung

Ziel der Arbeit war es, bei hygienisch relevanten Bakterien speziesunabhangig molekulare
Unterschiede als Antwort auf verschiedenen Stressparameter zu beschreiben, um
physiologische Zustdnde von Bakterien in ihrem naturlichen Habitat zu erkennen. Dies soll
zu MalRnahmen fiihren, bakterielle Populationen direkt vor Ort zu manipulieren. Untersucht
wurden dabei sowohl spezifische Regulatoren zur Parametrierung und mdégliche universelle
Stressgene als auch Methoden, die Anpassungsstrategien speziesunabhangig anzeigen.

Die Abbildung 1.5. zeigt schematisch die Aufgabenstellung, Abbildung 1.6. das methodische

FlieRschema der vorliegenden Arbeit.
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Stress
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Einzelne Spezies, Mischkultur, Biofilm
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Summenparameter moglicher Genexpression Untersuchung
zur stressregulierter maoglicher allgemeingultiger,

Charakterisierung Mechanismen zur universeller speziesunabhangiger

der Stressantwort Parametrierung Stressgene (usp) | molekularer Muster

(rcsA, pbpb, rpoS)

Abb. 1.5: Aufgabenstellung.

Fragestellungen:

Ergeben sich physiologische Unterschiede bei Stressexposition zwischen typisch hygienisch
relevanten Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien?

Untersucht wurden Summenparameter wie Gesamt-RNA-Gehalt und Anzahl der Kolonie-
bildenden Einheiten. Bei den Gram-positiven Bakterien wurde zusatzlich eine Unter-

scheidung zwischen kultivierbaren und nicht-kultivierbaren Zellen getroffen.

Bei welchen Stressparametern und bei welcher Inkubationsdauer ergeben sich relevante
Genexpressionsmuster?

Mit Hilfe der quantitativen PCR und Northern Blot-Analysen wurde auf mRNA-Ebene die
Genexpression der moglichen speziesspezifischen Regulatoren rpoS von Pseudomonas
aeruginosa, rcsA von Escherichia coli und pbp5 von Enterococcus faecium und
Enterococcus faecalis ndher untersucht. Es wurden Kinetiken bei verschiedenen Stressoren

aufgenommen und fir die verschiedenen Gene spezifische Primer und Sonden hergestellt.

Gibt es Gene, die Uber Speziesgrenzen hinweg induziert oder reprimiert werden?

Mit den festgelegten Stressparametern, osmotischem Stress und Hungerstress bei einer

-20 -



EINLEITUNG

Inkubationsdauer von 5 Tagen sowie der Entnahme wahrend verschiedener
Wachstumsphasen, wurde die Genexpression des mdglicherweise spezies-lbergreifenden

Stressgens usp (universal stress protein) gemessen.

Zeigen sich auf molekularer Ebene Stressmuster auch ohne die Durchfihrung von
Expressionsanalysen einzelner, vorher selektierter Gene?
Fur diese Fragestellung wurden die cDNA und DNA mittels verschiedener Methoden

amplifiziert, elektrophoretische aufgetrennt und die entstandenen Muster verglichen.

» osmotischer Stress (0,5 M Natrium-
chloridlésung
Stress > Oligotrophie (Leitungswasser)
l » exponentielle vs. stationare

Pseudomonas aeruginosa Wachstumsphase

Escherichia coli Einzelne Spezies, Mischkultur, Biofilm
Enterococcus faecium

Enterococcus faecalis ;
verschiedene

l Inkubationszeiten

Primer und / \

Probe Design

] Zellernte durch KBE-Untersuchungen
Zentrifugation
rpoS, rcsA, pbpb5

uspA, weitere usp- RNA/DNA- Isolation
homologe Gene

AN

Northern Reverse Stressmuster: cDONA/DNA Amplifikation

Blot- Transkription und  und elektrophoretische Auftrennung
Analysen  quantitative PCR

Abb. 1.6: Methodisches FlieRschema der Arbeit.

Ausgewahlte Bakterien:
Die im Folgenden beschriebenen Mikroorganismen wurden in dieser Arbeit als
Modellorganismen untersucht, da sie in der Umwelt, insbesondere im Wasser, haufig
vorkommen und gleichzeitig ein pathogenes Potential besitzen.

- Das Gram-negative Bakterium Pseudomonas aeruginosa ist ein ubiquitar

vorkommender Opportunist und gehoért zur Gruppe der y-Proteobakterien. Dieser
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Keim ist &duBRerst widerstandsfahig und ist oft in Biofimen des
Wasserverteilungssystems  anzutreffen. Besondere Bedeutung hat er in
Schwimmbadern und Krankenhdusern. Als pathogenes Bakterium ist er bekannt als
Erreger der Cystischen Fibrose und spielt bei Sekundarinfektionen, besonders bei
immunsupprimierten und alten Menschen sowie bei Kindern eine Rolle.

Escherichia coli gehért zu den fakultativ anaeroben Mikroorganismen und dient als
Indikatorkeim fir fékale Verunreinigungen, zum Beispiel von Wasser. Als fakultativ
pathogenes Bakterium ist es verantwortlich far Harnwegsinfekte,
Bauchfellentziindungen oder Hirnhautentziindungen bei Neugeborenen. Des
Weiteren sind einige Stdmme fir den Menschen darmpathogen. Escherichia coli
gehort als Modellorganismus zu dem am besten untersuchten Bakterium.
Enterococcus faecium und Enterococcus faecalis sind Darmbewohner von
Warmblitern. Wie Escherichia coli dienen sie als Indikatorkeime fir féakale
Verunreinigungen. Sie gehéren zu den Gram-positiven Bakterien und gelten als
Erreger nosokomialer Infektionen, vor allem von Harnwegsinfektionen und
Endokarditis. Sie sind sehr widerstandsfahig gegeniber Umwelteinflissen sowie

Desinfektionsmitteln und besitzen h&ufig eine natirliche Antibiotikaresistenz.
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2 Material und Methoden

21 Bakterien und Wachstumsbedingungen

Kanamycin-Asculin-Azid-Agar (KAA-Agar, Merck)
Herz-Hirn-Bouillon (Brain Heart Infusion, Merck)
Cetrimid-Agar (Merck)

DEV-Agar (Merck)

Luria Broth-Medium (LB-Medium, Miller, Merck)

Referenzbakterien:

Enterococcus faecium (B7641)
Enterococcus faecalis (DSM 2570)
Escherichia coli (DSM 498)

Pseudomonas aeruginosa (Stamm 154, Umweltisolat)

Die verwendeten Bakterien lagen als Glycerinkultur vor.

Die Bakterien wurden in Brain-Heart-Infusion (BHI) oder Luria Broth-Medium (LB-Medium)
bei 37°C gezichtet. Enterococcus faecium und Enterococcus faecalis wurden auf
Kanamycin-Asculin-Azid-(KAA)-Agar fir 48 h, Pseudomonas aeruginosa auf Cetrimid-Agar
und Escherichia coli auf DEV-Agar fur 24 h kultiviert. Die Agarplatten wurden bei 37°C
inkubiert. Flussigkulturen wurden in einem 50 mL-Réhrchen angeimpft und ebenfalls bei
37°C auf dem Schiittler bei 170 Umdrehungen pro Minute inkubiert.

2.2 Geriate und Materialien

Folgende Gerate und Materialien wurden oft verwendet und sind daher nicht bei jedem
Versuch einzeln aufgefihrt.
Geréte:

Vortex Mixer Stuart (Bibby Sterlin)

Lumi-Imager T1™ (Roche Diagnostics)

Waage BL 3100 (Sartorius)

Analysen-Waage Laboratory LC 220 S (Sartorius)

Zentrifuge 5403 (Eppendorf)

Zentrifuge Biofuge Pico (Heraeus)
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Autoklav Dampfsterilisator (Varioklav)
Magnetriihrer MR 3001 (Heidolph)
pH-Meter 776 Calimatic (Knick)

Materialien:
Zentrifugen-Réhrchen, 15 mL und 50 mL (Sarstedt)
Pinzetten (VWR)
Research® Pipetten fir 10 pL, 100 pL, 1000 pL, 10 mL mit entsprechenden
Pipettenspitzen (Eppendorf)
Reaktionsgefalie 0,5 mL, 1,5 mL, 2 mL (Eppendorf)
PCR-Reaktionsgefalie 0,2 mL (Eppendorf)
Duran-Flaschen 250, 500, 1000 mL (Schott)

Nitril-Handschuhe (Ansell health care)

23 Primer und Oligonukleotide

Tab. 2.1: Primersequenzen fur Sondenherstellung.

Primer Zielgen Nukleotidsequenz (5'> 3') Bakterium

PaRpoSF AGAGCAACCTGCGGTTGGT ,
rpoS P. aeruginosa

PaRpoSRKIlo 721 GAGATCGTCATCCTGCAGCAGCTCG

EcRcsAFKlo11 resA TTATTATGGATTTATGTAGTTACA E coli

EcRcsAR TCCCTGACCTGCCATCCA '

Pbp55845KIoF CAGCAGAAGATATTGATAAGAATCCAG .
pbp5 E. faecium

Pbp51262KIoR CCAGGAGCATAACCTGTCGCAAATC

Elispbp5FKlo GCAATTTATTCAGGGATTCAAGCA .

: pbp5 E .faecalis
Elispbp5R GCAGCCCCTGTTGGTAATTC

Tab. 2.2: Primersequenzen fir RAPD-PCR.

Primer Nukleotidsequenz (5'> 3’) Referenz

RP15 AATGGCGCAG Venieri et al. 2004
1290 GTGGATGCGA Venieri et al. 2004
1254 CCGCAGCCAA Venieri et al. 2004
M13 GAGGGTGGCGGTTCT Gomes et al. 2008
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Tab. 2.3: Primer- und Sondensequenzen fiir Real-Time-PCR.

Primer Zielgen Nukleotidsequenz (5> 3’) Bakterium
PaRpoSF AGAGCAACCTGCGGTTGGT
PaRpoSR GGGACAGTCCGCGATTGA
PaRpoSP rpoS  [6-FAM-TGAAGATCGCCCGGCGCTA-TAMRA | P. aeruginosa
EcRcsAF TTAAATATGCCGACGTTATCATTGA
EcRcsAR TCCCTGACCTGCCATCCA
6-FAM-
CCGAACCGAATCGAGTATGTTGCGA-
EcRcsAP IrcsA TAMRA E .coli
Pbp5828F ACCCGATTACTTTGTCCCATTG
Pbp5938R pbp5 | GCTGCTTCACCCAAAGGATAATATCTGC E. faecium
ElispbpSF GCAGACTCCTTTGTACCAATCACA
Elispbp5R pbp5 | GCAGCCCCTGTTGGTAATTC E. faecalis
PauspF AGGCATCCAGGCGTTCAC
PauspR TGGACCTGTCGATGTTGCA
PauspP usp 6-FAM-CCTGGTCGAACTGC-TAMRA P. aeruginosa
EcuspaF TGCACTGACCGAGCTTTC
EcuspaR USPA TGCCGCTCAGGGTTTCA E. coli
EfuspF GAAGCAATGTCAATGGCAAAAG
EfuspR usp GTCCCATATCCACCGCTTGT E. faecalis
EfuspF1 GGCAAGAACAGTTGGCGAAA
EfuspR1 usp ATTCGCTAACGCTTCTTGTTGAT E. faecalis
EfuspF2 GACGAGCAACCTCAATTGCA
EfuspR2 usp CGGCGTAGACGGTAGTGATCA E. faecalis
EfuspF3 AGGCAAAACAAGCGAGTGAAA
EfuspR3 usp GGGCTCCCAAGCTCAACA E. faecalis
EUB 338F GATCAGCCACACTGGGACTGA
EUB 338R TCAGGCTTGCGCCCATT
6-FAM-TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG-
EUB 338P | 16S rRNA [ TAMRA fur Eubakterien
ECST784F AGAAATTCCAAACGAACTTG far
ENC854R | 23S rRNA [ CAGTGCTCTACCTCCATCATT Enterokokken
27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
517R 16S rDNA [ ATTACCGCGGCTGCTGG fur Eubakterien
Pa23FP TCCAAGTTTAAGGTGGTAGGCTG
Pa23RPb ACCACTTCGTCATCTAAAAGACGAC
FAM-AGGTAAATCCGGGGTTTCAAGGCC-
Pa23FAM | 23S rDNA [ TAMRA P. aeruginosa

Tab. 2.4: Primersequenzen fir Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) der cDNA.

Primer

Zielgen

Nukleotidsequenz (5'> 3’)

SDGC

random hexamer

universell

CCAGGAGGCGC
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Tab. 2.5: Oligonukleotidsequenzen fiir Capture-Hybridisierungsaufreinigung.

Primer Nukleotidsequenz (5'> 3’)

16S-1 Biotin-TTTTTTTTTTTTTTTCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGC
16S-2 Biotin-TTTTTTTTTTTTTTTCACATCTGACTTAACAAACCGCCTGCGT
16S-3 Biotin-TTTTTTTTTTTTTTTTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACAAAG
23S-1 Biotin-TTTTTTTTTTTTTTTTGCGACTTTCCAGACGCTTCCACTAACA
23S8-2 Biotin-TTTTTTTTTTTTTTTCATTAGTCGGTTCGGTCCTCCAGTTAGTGT
23S8-3 Biotin-TTTTTTTTTTTTTTTTCAACATTAGTCGGTTCGGTCCTCCAGT
23S-4 Biotin-TTTTTTTTTTTTTTTCATTCGCACTTCTGATACCTCCAGCAAC
23S8-5 Biotin-TTTTTTTTTTTTTTTATTCGCACTTCTGATACCTCCAGCAACCC

Tab. 2.6: Primersequenzen fur 3° Modifikation von Nukleinséuren, Reverse Transkription und
PCR.

Primer Nukleotidsequenz (5> 3’)

RNAampli | CGCACGGAGGAGGAGAGTTGTTGTCGAT

RNAlig ATCGACAACAACTCTCCTCCTCCGTGCG-Propandiol
Poly-T CGCGCTTTTTTTTT

Oligo-dA16 | AAAAAAAAAAAAAAAA

Die Primer in Tabelle 2.1, 2.3, 2.4 und 2.6 wurden im Rahmen dieser Arbeit erstellt, mit
Ausnahme der random hexamer Primer (siehe 2.16.), der Primer fir die 16S rRNA (Jungfer
et al. 2007) und 16S rDNA (Muyzer et al. 1993) von Eubakterien, der Primer fur die 23S
rRNA von Enterokokken (Meier 1999) und die Primer fiir die 23S rDNA von Pseudomonas
aeruginosa (Volkmann et al. 2007). Die Primer in der Tabelle 2.5 stammen von Pang et al.
2004. Die Primer der Tabelle 2.2 von Venieri et al. 2004 und Gomes et al. 2008.

24 Optische Vermessung von RNA und DNA

NanoDrop (peglab)

RNA und DNA besitzt ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von 260 nm.

Definitionsgemal} entspricht eine optische Dichte (OD) von 1,0 bei einer Wellenldnge von

260 nm einer RNA-Konzentration von 40 pg/mL und einer DNA-Konzentration von 50 pg/mL.

Daraus ergibt sich fiir die Berechnung der RNA/ DNA-Konzentration folgende Formel:
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E260 x 40 x Verdinnungsfaktor = RNA [ug/mL]
E260 x 50 x Verdinnungsfaktor = DNA [ug/mL]

Neben der Messung bei 260 nm wurde eine weitere OD-Messung bei einer Wellenlange von
280 nm (Absorptionsmaximum von Proteinen) durchgefiihrt. Der Quotient E260/E280 erlaubt
eine Aussage Uber die Reinheit der Praparation: Werte gré3er als 2,0 weisen auf eine hohe
RNA-Reinheit hin, wahrend Werte kleiner als 1,8 flir eine Kontamination der Probe mit

Proteinen sprechen.

25 Diskriminierung von DNA toter Zellen mit Propidium-Monoazid (PMA)

PMA (20 mM in 20% DSMO, Biotium)
Multi®-Sicherheitsreaktionsgefalle (1,5 mL, CarlRoth)
Halogenlampe (650 Watt, GE Commercial Lighting Products)

PMA ist eine zweifach positiv geladene Substanz und kann daher nicht in Zellen mit einer
intakten Membran eindringen. In tote bzw. membrangeschadigte Zellen hingegen dringt PMA
ein und lagert sich in die DNA ein. Durch Bestrahlung mit Licht mit einer Wellenl&dnge von
464 nm bildet sich eine kovalente Bindung zwischen PMA und der DNA aus. DNA, die auf
diese Weise gebunden ist, steht fur nachfolgende molekularbiologische Analysen nicht mehr
zur Verfigung.

Da PMA eine lichtaktive Substanz ist, wurden alle Schritte, bei denen mit PMA gearbeitet
wurde, im Dunkeln durchgefiihrt. 1 mL der Bakteriensuspension wurden mit 2,5 uL PMA-
Losung versetzt (Endkonzentration 50 pM) und fir 15 min im Dunkeln inkubiert.
Anschlieliend wurden die Proben fir 10 min auf Eis mit der Halogenlampe bestrahlt und fir
10 min bei 13000 rpm abzentrifugiert. Danach wurde das Pellet bis zur weiteren Verwendung

eingefroren, oder es wurde die DNA sofort isoliert.

fMA@ — DN N (DY

Einlagerung Crosslinking

Iebend

Abb. 2.1: Wirkmechanismus von PMA.
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2.6 Isolierung von genomischer DNA aus Bakterien

QlAamp Mini Kit (Qiagen)
Tris-HCI (Merck)

EDTA (Sigma)

Triton® Nr. X-100 (Sigma)
Ethanol (abs) (Merck)

Die DNA wurde laut Herstellerangaben isoliert.

2.7 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Thermocycler GeneAmp®PCR-System 9700 (Applied Biosystems)

Sterilbank (Holten Lamin Air)

10x PCR-Puffer (Qiagen)

dNTP Set, 100 mM L&sungen (Amersham Bioscience) je10 mM Endkonzentration
Vorwarts- und Riickwarts-Primer (siehe Tabelle 2.1, 2.4 und 2.6)

HotStar-Tag™ Polymerase (5 units/uL, Qiagen)

LiChroSolv PCR-Wasser (Merck)

Mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion kann eine Template-DNA um ein Vielfaches in vitro
amplifiziert werden. Dies erfolgt in drei Schritten: Zuerst wird die doppelstrdngige DNA durch
Erhitzen denaturiert, anschlieend die Temperatur herabgesenkt, um den
Oligonukleotidprimern die Annlagerung an die nun einzelstrdngige DNA zu ermdglichen
(Annealing). Im darauf folgenden Elongationsschritt lagert sich die thermostabile DNA-
Polymerase an das 3’-Ende der Primer an und verladngert sie in 5> 3’ Richtung. In einem
Thermocycler kdnnen mehrere solcher Zyklen direkt hintereinander durchgefihrt werden und

es kommt zu einer exponentiellen Anreicherung der DNA.

Ein Ansatz (50 pL) enthielt:
= 5uL 10xPCR-Puffer
= 1uL dNTP-L8sung
= 2uL Vorwarts- und Rickwarts-Primer (10 M)
» 0,25uL HotStar-Taq™ Polymerase
= 10uL  Template-DNA
= auf 50 uL mit dH,O aufflllen
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PCR-Bedingungen:

15 min 95°C Aktivierung

30 sek 95°C Denaturierung

1min . primerabhéngig Annealing 35 Zyklen
2 min 72°C Elongation

7 min 72°C Extension

Fur die random hexamer Primer und die Amplifikation der modifizierten cDNA (RNAampli/
PolyT) lag die Annealingtemperatur bei 48°C, fir den Shine-Dalgarno-Primer bei 35°C. Fur
die Primer zur Sondeherstellung lag die Annealingtemperatur fur das rpoS-Gen bei 58°C, fur
das rcsA-Gen bei 40°C, fir das pbp5-Gen von Enterococcus faecium bei 49°C und fir das

pbp5-Gen von Enterococcus faecalis bei 60°C.

2.8 RAPD-PCR (randomly amplified polymorphic DNA-PCR)

Thermocycler GeneAmp®PCR-System 9700 (Applied Biosystems)

Sterilbank (Holten Lamin Air)

10x PCR-Puffer (Qiagen)

dNTP Set, 100 mM L&sungen (Amersham Bioscience) je10 mM Endkonzentration
Vorwérts- und Ruckwarts-Primer (siehe Tabelle 2.2)

HotStar-Taq™ Polymerase (5 units/uL, Qiagen)

LiChroSolv PCR-Wasser (Merck)

Die RAPD-PCR ist eine besondere Form der PCR, bei der kurze, unspezifisch bindende
Primer eingesetzt werden, die sich zuféllig an verschiedene DNA-Abschnitte anlagern und
als Amplifikationsstart dienen. Dadurch entstehen Fingerprints, die anschlieRend miteinander

verglichen werden kénnen.

Ein Ansatz (50 pL) enthielt:
= 5uL 10x PCR-Puffer
= 1uL dNTP-L&sung
= 2uL Vorwérts- und Ruckwérts-Primer (10 pM)
= 0,25uL HotStar-Tag™ Polymerase
= 10uyL  Template-DNA
= Auf 50 uL mit dH,O auffiillen
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PCR-Bedingungen:

15 min 95°C Aktivierung

1 min 94°C Denaturierung

3min . 33°C auf 72°C Annealing 45 Zyklen
2 min 72°C Elongation

7 min 72°C Extension

29 Agarose-Gelelektrophorese

Elektrophoresekammer (Renner)

Elektrophoresenetzgerat (Biorad)

QA-AgaroseTM Multipurose (Qbiogen)

1% Ethidiumbromid Stamml&sung

100x TAE-Puffer: 4 M Tris-Base (Sigma), 1 M Natriumacetat (Merck), 0,1 M EDTA

Sigma), Eisessig (Sigma), pH 8,0

Probenpuffer: 50 mM EDTA pH 8,0, 20% Ficoll (Sigma), 0,25% Bromphenolblau
(Sigma), 0,25% Xylen-Cyanol (Sigma)

Langenstandard: 100bp-Ladder XIV (Roche)

Die Gelelektrophorese ist eine der wichtigsten Methoden zur Untersuchung von
Nukleinsduren. Wahrend einer Elektrophorese wandern die geladenen Molekille entlang
einem elektrischen Feld mit unterschiedlicher Wanderungsgeschwindigkeit und werden
entsprechend ihrer GroRe aufgetrennt. Allgemein gilt: die Wanderungsgeschwindigkeit eines
Fragmentes ist umgekehrt proportional zum Logarithmus seines Molekulargewichts.
Grundlage der Gelelektrophorese ist ein durch Agarose entstehendes Fasernetzwerk im Gel.
Die PorengréfRe des Gels hat ebenfalls einen Einfluss auf die Wanderungsgeschwindigkeit
der Molekile, und wird daher entsprechend zu der untersuchenden Probe durch die
Konzentration der Agarose im Gel festgelegt.

Zur Herstellung eines Gels wurden 1% Agarose durch kurzes Aufkochen in 1x TAE-Puffer
geldst und nach kurzem Abkihlen der interkalierende Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid

(1 pg/mL Endkonzentration) zugegeben und am Lumilmager ausgewertet.
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210 Stressparameter

Brutschrank 37°C (Memmert)

Photometer Aquamate (Thermo Sectronis)

Einmal-Kuvetten 1,5 mL halbmikro (Brand)

Steriles Leitungswasser

Schiittler Unimax 2010 (Heidolph) mit Inkubatorhaube Certomat®H (Braun Biotech
International)

0,5 M Natriumchloridlésung: 29,22 g NaCl (Merck) auf 1 L

BHI-Medium (Merck)

RNA-Protect™ (Qiagen)

Die Bakterien wurden aus den Glyzerinkulturen auf entsprechende Agarplatten (siehe 2.2)
ausgestrichen und Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Es wurde eine Vorkultur in einem
50 mL-Réhrchen hergestellt und iber Nacht auf dem Schittler bei 170 Umdrehungen pro
Minute inkubiert. Die Bakterien wurden jeweils mittels Zentrifugation bei 3000 g fiir 15 min

geerntet.

Stressparameter: exponentielle vs. stationdre Wachstumsphase

3 mL der Vorkultur wurden in 25 mL frisches Medium Uberimpft. Eine Probe wurde nach ca.
3 h (exponentiellen Wachstumsphase), eine weitere beim Erreichen der stationdren
Wachstumsphase (tUber-Nacht-Kultur) entnommen.

Osmotischer Stress und Hungerstress

Die Bakterien wurden bis zum Erreichen der stationaren Phase angezogen, zentrifugiert und
das entstandene Pellet in dem gleichen Volumen frischen Mediums mit pH-Wert 2 oder 3,
beziehungsweise verschiedener Stress auslésender Lésungen (0,9% Natriumchloridlésung,
0,5 M Natriumchloridlésung, 30% Wasserstoffperoxidlésung (1 mM bis 50 mM),

Natriumhypochlorid (0,03 mg/L bis 3 mg/L) oder steriles Leitungswasser) resuspendiert.

Es wurde 1 mL Bakteriensuspension entnommen, zur RNA-Isolierung mit 1 mL RNA-
Protect™ versetzt und bei 10000 g fir 10 min zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde bei
-80°C gelagert. Fir die Isolation von DNA wurde ebenfalls 1 mL Bakteriensuspension

zentrifugiert und bei -20 °C eingefroren.
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211 Bestimmung der Kolonie-bildenden Einheiten (KBE)

Dampftopf (Varioklav)

Wasserbad SW1 (Julabo)

Petrischalen steril (90 mm Durchmesser; Greiner, Nurtingen Deutschland)
Agar (siehe 2.1)

0,9% Natriumchloridlésung: 9 g NaCl (Merck) auf 1 L

Zur Bestimmung der Bakterienzahl mit Kultivierungsverfahren wurden die Kolonie-bildenden
Einheiten (KBE) bestimmt. Parallel zur Isolierung der RNA und DNA wurde dazu bei einigen
Versuchen ein Aliquot der Bakteriensuspension fir eine Verdinnungsreihe mit
anschlielRendem Plattengussverfahren (KBE) verwendet. Von den jeweiligen Proben wurden
Verdiinnungen von 10" bis 10® in physiologischer Kochsalzlésung hergestellt. Von jeder
Verdiinnungsstufe wurde im Doppelansatz je 1 mL in eine sterile Petrischale pipettiert. Der
Agar wurde im Dampftopf geschmolzen, im Wasserbad auf ca. 50°C abgekihlt und in die
Petrischalen mit der Bakteriensuspension gegossen und vermischt.

Nach Erstarren bei Raumtemperatur wurden die Platten fur 1-2 Tage bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Kolonien ausgezéhlt. Aus den
Doppelansétzen wurde durch Bildung der Mittelwerte unter Berlcksichtigung der

Verdiinnungen die Bakterienzahl der Ausgangssuspension bestimmt.

212 Gesamt-RNA-Isolierung

DEPC (Diethyl-Pyrocarbonat)-Wasser: 1 mL DEPC (Sigma) auf 1 L dH,0,
autoklavieren

RNeasy Mini Kit (Qiagen)

Lysozym: Stamml&sung 100mg/mL (Sigma)

TE-Puffer: 10 mM TrisHCI (Sigma), 1 mM EDTA (Sigma), pH 8,0

2-Mercaptoethanol (Sigma)

RNase-freie DNase (Qiagen)

Ethanol (Roth)

Ein kritischer Schritt bei der Isolierung von RNA aus lebenden Zellen ist der Zellaufschluf3,
bei dem endogene Ribonukleasen mdglichst vollstandig inaktiviert werden miissen, um den
Abbau der zellularen RNA zu verhindern. Das ist insbesondere von Bedeutung, weil

einerseits Ribonukleasen extrem stabile Proteine sind und andererseits die eigentlich
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interessierende mMRNA einer Zelle nur einen geringen Anteil an der Menge der Gesamt-RNA
ausmacht. Daher wurden die verwendeten Losungen vor Gebrauch mit DEPC behandelt und
bei allen Versuchen Handschuhe zur Vermeidung von Kontaminationen getragen. DEPC
wirkt durch Alkylierung des Histidinrestes der RNasen als Nuklease-Inhibitor. Eine Ubliche
Methode zum Zellaufschluss ist die Verwendung von ZellaufschluRpuffern, die chaotrope
Salze wie z.B. Guanidiniumisothiocyanat enthalten (Chirgwin et al. 1979). Durch dieses
potente Denaturierungsmittel werden die zelluldren RNasen inaktiviert. Bei dem in dieser
Arbeit verwendeten Kit wurde die RNA mit einem Guanidinisothiocyanat-Puffer lysiert und
homogenisiert, anschlieBend an eine Membran aus Silikagel gebunden, gewaschen und mit
DEPC-H,O eluiert. Auf diese Weise konnten alle RNA Molekile, die langer als 200
Nukleotide sind, isoliert werden. Kleinere RNAs, wie die 5,8S (~160 nt), die 5S (~120 nt) und
tRNAs (~90 nt) wurden unter den genannten Bedingungen nicht quantitativ gebunden. Da
solche RNAs 15-20% der Gesamt-RNA einer Zelle ausmachen, kénnen die anderen RNAs
auf diese Weise zugleich angereichert werden. Um DNA aus den Proben zu entfernen wurde
RNase-freie DNase eingesetzt. Die RNA wurde in 50 yL H,O aufgenommen und bis zu

weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

213 Capture-Hybridisierungsaufreinigung nach Pang 2004

20x SSC: 87,7 g NaCl (Merck), 44,1 g Na3-Citrat (Sigma), auf 500 mL mit DEPC-
H,O aufflllen, autoklavieren, pH 7.0

6x SSC: 20x SSC 1:3,33 verdiinnen

Wasch- und Bindungspuffer: 0,5x SSC: 20x SSC 1:40 verdiinnen

Hybridisierungspuffer: 6x SSC, 10 mM TrisHCI (Sigma), 1 mM EDTA (Ethylendiamin-
tetraacetat) (Sigma)

Magnetische Polyvinylalkohol-(M-PVA) SAV2 Partikel (Chemagen Biopolymer-
Technologie AG)

Magnetic Particle Concentrator for eppendorf microtubes (Invitrogen)

Oligonukleotid-Mix: Mischen der einzelnen Oligonukleotide (16S und 23S
Oligonukleotid-Mix) (siehe Tabelle 2.5)

Die Capture-Hybridisierungsaufreinigung ermdglicht die Separation von Gesamt-RNA mit
Hilfe magnetischer Partikel. Ziel ist die Trennung der mMRNA (messenger RNA) und rRNA
(ribosomale RNA).

Dazu wurden 0,25 mg M-PVA SAV2 Partikel an den Magneten appliziert, der Uberstand

verworfen und anschlie®end die Partikel 3 x mit 200 uL Waschpuffer gewaschen. Danach
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erfolgte die Vorbereitung des Oligonukleotid-Mixes. Hierzu wurden 180 pmol des Mixes in
100 pL Bindungspuffer aufgenommen, 5 min bei 90 °C denaturiert und dann fiir 3 min im
Eisbad abgekuhlt. Der Oligonukleotid-Mix wurde zu den Partikeln gegeben, 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert und 2x mit 100 yL Waschpuffer gewaschen.

Fur die eigentliche Separation wurden 5 ug Gesamt-RNA eingesetzt. Die RNA wurde in 200
ML Hybridisierungspuffer aufgenommen, fir 5 min bei 70°C inkubiert und anschlieRend fur 3
min im Eisbad abgekihlt. Zu dem vorbereiteten Partikel-Oligonukleotid-Mix (180pmol) wurde
die RNA gegeben und zur Hybridisierung 30 min bei 68°C inkubiert. Danach wurde mittels

Magneten separiert und der Sorptionstiberstand, der die mRNA enthalt, entnommen.

2.14 Northern Blot-Hybridisierung

Vakuumpumpe (limvac Typ 4000481)

Dot-Blot-Apparatur (Biorad)

Nylon-Membran (positively charged, Roche)

Biodot Filterpapier (Biorad)

Hybridisierungsofen (Biometra)

DEPC-Wasser

Prospekthllen

20x SSC: 87,7 g NaCl (Merck), 44,1 g Nas-Citrat (Sigma), auf 500 mL mit DEPC-H,O
auffillen, autoklavieren, pH 7.0

30x SSC: 131,55 g NaCl, 66,15 g Na;-Citrat, auf 500 mL mit DEPC-H,O aufftllen,
autoklavieren, pH 7.0

10% SDS: 50 g SDS (Sigma) auf 500 mL DEPC-H,0 aufflllen

Puffer 1: 11,6 g Maleinsaure (Sigma), 8,8 g NaCl, auf 1 L mit DEPC-H,O auffillen,
pH 7.5 (7 g NaOH, 1 M NaOH), autoklavieren

10% Blocking-Stammlésung: 10 g Blockingreagenz (Roche) mit Puffer 1 auf 100 mL
auffullen, autoklavieren

Puffer 2: 10 mL Blocking-Stammlésung auf 100 ml mit Puffer 1 auffiillen

Puffer 3: 15,76 g TrisHCI (Merck), pH 9.5 (NaOH), 5,84 g NaCl, 10,17 g MgCl, x 6
H>O (Merck) auf 1 L DEPC-H,0 aufflllen

10% N-Lauroylsarcosin-Lésung: 0,1 g N-Lauorylsarcosin (Sigma) in 1 mL DEPC-
H,O Iésen

1 M Natriumphosphat-Puffer: 1 M Na,HPO,4 (Merck), 1 M NaH,PO, (Merck), beide

Lésungen so mischen, dass ein pH von 7,0 erreicht wird
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High SDS-Puffer: 250 mL Formamid (100%) (Applichem, Darmstadt), 83 mL 30x
SSC, 25 mL Natriumphosphat-Puffer, pH 7.0, 100 mL 10% Blocking-
Stammlésung, 5 mL 10% N-Lauroylsarcosin, 35 g SDS, auf 500 mL mit
DEPC-H,0 auffillen

Waschlésung 2x: 10 mL 20x SSC, 1 mL 10% SDS, auf 100 mL mit DEPC-H,0
auffullen

Waschlésung 0,5x: 2,5 mL 20x SSC, 1 mL 10% SDS, auf 100 mL mit DEPC-H,O
auffillen

Antikdrperlésung: Anti-DIG-AP Fab-Fragments (Roche Diagnostics, Mannheim), 1:
10.000 mit Puffer 2 verdiinnen

Waschpuffer: 0,3 mL Tween 20 (Sigma) auf 100 mL mit Puffer 1 auffiillen

Substratiésung: CPD-Star ready-to-use (Roche Diagnostics, Mannheim)

2.14.1 Sondenherstellung

Digoxigenin-markiertes dUTP (DIG-11-dUTP, Roche Diagnostics)

Mit Hilfe von Referenzbakterien und spezifischen Primern kénnen durch die Polymerase-
Ketten-Reaktion fir bestimmte Genabschnitte spezifische, mit Digoxigenin-markierte Sonden
hergestellt werden. Dafur werden neben den dNTPs auch Digoxigenin-markierte dUTPs
eingesetzt. Diese Sonden werden zum Nachweis in der Northern Blot-Hybridisierung
verwendet.

Dafiir wird dem PCR-Ansatz (siehe Kapitel 2.7) 0,5 uL DIG-11-dUTP (1 yM) zugefligt. Die
GréRe und Spezifitdt des Produktes wurde in einem Ethidiumbromid-haltigem 1%igen

Agarosegel (siehe 2.9) kontrolliert.

2.14.2 Northern Blot-Hybridisierung

Der Nachweis von spezifischer mRNA erfolgte durch Hybridisierung auf einer
Nylonmembran. Die Apparatur wurde vor Gebrauch mit 0,5% SDS in DEPC-Wasser von
RNasen gereinigt. Unter Vakuum wurde eine definierte Menge an Gesamt-RNA (0,2 ug bzw.
0,5 pg) mit Hilfe einer Vakuumpumpe auf eine Nylonmembran geblottet. W&ahrend des Blot-
Vorgangs wurde ausschlieBlich mit DEPC-Wasser gearbeitet. Nach dem Auftrag der RNA
auf die Membran wurde die Blot-Apparatur nochmals mit DEPC-Wasser gefiillt und dieses
unter Vakuum abgesaugt. Die Membran wurde aus der Blot-Apparatur genommen und 20

min bei Raumtemperatur getrocknet. Die RNA wurde 2 min im UV-Crosslinker auf der
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Membran fixiert und anschlie®end in einem 50 mL-Réhrchen 1 h in 25 mL High SDS-Puffer
prahybridisiert. Die Prahybridisierungslésung wurde anschlieffend bis auf 3 mL verworfen. 5
ML einer spezifischen DIG-11-dUTP-markierten Gensonde (siehe oben) wurde 10 min durch
Hitze bei 95°C im Thermocycler denaturiert und zu den 3 mL Prahybridisierungslésung
gegeben. Die Membran wurde Uber Nacht mit der Sonde bei 51°C im Hybridisierungsofen
inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Hybridisierungslésung verworfen, und es folgte ein
stringentes Waschen der Membran bei Raumtemperatur fur 2 x je 15 min. Danach wurde die
Membran far 5 min mit 25 mL Puffer 1 gewaschen und mit Puffer 2 fur 30 min geblockt.
Anschlieend wurde mit Antikérperlésung (Anti-DIG-AP Fab-Fragment 1: 10.000) fur 30 min
hybridisiert. Dann wurde 15 min mit Waschpuffer, zweimal 15 min mit Puffer 1 und 5 min mit
Puffer 3 gewaschen. Die Membran wurde mit Substratlésung Gberschichtet und 90 min im
Dunkeln inkubiert. Im Dunkeln entwickelte sich Chemilumineszenz durch Spaltung des
Substrats Luminol. Diese konnte an der Lumi Imager Working Station via CCD-Kamera

detektiert werden.

2.15 Reverse Transkription

TaqgMan Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems)
Ruckwérts-Primer, 2,5 yM (random hexamer Primer (Applied Biosystems))
Ruckwarts-Primer: polyT (siehe Tabelle 2.6)

Thermocycler Gene Amp PCR-System® 9700 (Applied Biosystems)

Die Real-Time-PCR benétigt DNA als Ausgangsmaterial, daher erfolgt zunachst die
Anfertigung einer komplementaren DNA Kopie (cDNA). Die cDNA wird mit Hilfe des Enzyms
Reverse Transkriptase hergestellt. Reverse Transkriptase ist ein Enzym, das aus Retroviren
isoliert wird und in der Lage ist, einzelstrdngige RNA in doppelstrdngige DNA zu
transkribieren. Die Reverse Transkriptase hat drei enzymatische Aktivitdten. Eine RNA-
abhangige DNA-Polymerase, eine Exoribonuklease (RNase H) und eine DNA-abhangige
DNA-Polymerase. Im ersten Schritt transkribiert die RNA-abh&ngige DNA-Polymerase cDNA
von der RNA (Reverse Transkription). Die Ribonuklease-Aktivitdt des Enzyms baut
anschlielfend die RNA des RNA-DNA-Hybrid ab. Die RNA, die nicht mit DNA hybridisiert ist,
wird nicht abgebaut. So entsteht durch die RNA-abhangige DNA-Polymerase und die
Exoribonuklease (RNase H) einzelstrangige cDNA. In vivo vervollstdndigt die DNA-

abhangige DNA-Polymerase den einzelstrangigen cDNA-Strang in doppelstrangige cDNA.

-36 -



MATERIAL UND METHODEN

Ein Ansatz (50 pL) enthielt:
= 5uL 10xTagMan RT Puffer
= 11puL 25mM MgCl,
= 10puL  desoxyNTPs Mixture
= 25uL Rickwérts-Primer
= 1uL RNase Inhibitor
= 1,25uL MultiScribe
= XpuL RNA

= Auf 50 uL mit RNase-freiem Wasser auffiillen

Je Ansatz wurden 1000 ng RNA eingesetzt. Wenn die Menge der isolierten Gesamt-RNA

nicht ausreichend war, wurde entsprechend weniger RNA revers transkribiert.

PCR-Bedingungen:

10 min 25°C
30 min 48°C
5 min 95°C

216 Real-Time-PCR

Primer Express 2.0 ABI PRISM software (Applied Biosystems)

ABI Prism 7000 Sequence Detection System-TagMan (Applied Biosystems)
Universal Master Mix (uMM) (Applied Biosystems)

QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen)

Primer (siehe Tabelle 2.3), 5 uM

Sonde mit Fluoreszenzfarbstoff FAM und TAMRA, 5 uM

96-well-Platte (Applied Biosystems)

Optische Folie (Applied Biosystems)

Die Real-Time-PCR (Echtzeit-PCR) wurde von Higuchi und Mitarbeitern entwickelt und
erméglicht die Quantifizierung von Nukleinsduren mittels einer Fluoreszenzmessung. Im
Gegensatz zu herkémmlichen PCR-Verfahren, bei denen eine Bestimmung von
Endprodukten im besten Falle semiquantitativ stattfindet, erfolgt bei der Real-Time-PCR eine
Messung der DNA-Menge wahrend oder nach jedem Zyklus und ermdglicht somit eine
quantitative Bestimmung der anfénglichen DNA-Menge. Der Konzentrationsanstieg der zu

amplifizierenden Zielsequenz wird entweder durch eine dem PCR-Ansatz zugefiigte Sonde
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oder durch den im Mastermix zugesetzten Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green | ermdglicht,
der wahrend der Elongation in die neu gebildete doppelstrdngige DNA interkaliert und nach
Anregung fluoresziert. Bei den in der Real-Time-PCR eingesetzten Sonden, ist am 5-Ende
ein fluoreszierender Reporterfarbstoff (FAM) und am 3’-Ende ein Fluoreszenz-Quencher
(TAMRA) angebracht (siehe Abbildung 2.2). Der Quencher leitet durch die rdumliche Néhe
zwischen Reporter und Quencher die Energie des Reporterfarbstoffes ab. Lagert sich die
Sonde nun an eine spezifische Sequenz an, spaltet die Polymerase wahrend der
Extensionsphase durch ihre Exonuklease-Aktivitdt Nukleotide ab und trennt somit Reporter
und Quencher. Die Zunahme der fir den Farbstoffe FAM spezifischen Fluoreszenz-Signale
ist somit direkt proportional zur Anzahl PCR-amplifizierter DNA-Fragmente. Durch die
Software wird die detektierte Fluoreszenz auf eine logarithmische Skala (bertragen. Die
Anzahl der Zyklen, bei der das gemessene Fluoreszenz-Signal einen vorgegebenen
Schwellenwert Ubersteigt, ergibt den Ct-Wert (threshold cycle) (siehe Abbildung 2.3). Eine
Kalibrierung erfolgt durch die Ct-Werte von Standards mit bekannter Kopienzahl.

Umso friher der Ct-Wert erreicht ist, desto mehr Kopien des Templates waren am Anfang in
der Probe vorhanden. Frilhe Ct-Werte bedeuten somit eine starke, spate Ct-Werte eine
niedrige Expression des zu untersuchenden Gens. Durch die Vergleiche verschiedener Ct-
Werte wird der ACt-Wert berechnet. Ein ACt-Wert von 3,3 entspricht etwa einer
Zehnerpotenz. Die Induktion wird Gber 2°°' bestimmt. Die Auswertung der Real-Time-PCR
erfolgt durch eine relative Quantifizierung. Das heif3t die Expression des zu untersuchenden

Gens wird im Verhaltnis zu einem internen Referenzgen (,housekeeping“-Gen) bestimmt.

/
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||||||TQ%

Reporter-Farbstoff FAM
a) gequencht QTaq Polymerase
b) fluoreszierend
Quencher TAMRA T  Nukleotide
@ a) fluoreszierend
b) inaktiv

Abb. 2.2: Nachweisprinzip der Real-Time-PCR.

-38 -



MATERIAL UND METHODEN

Ein Ansatz (50 pL) enthielt:
= 25uL  2x uMM Puffer
= 3uL Vorwarts-Primer
= 3uL Ruckwarts-Primer
= (2puL Sonde)
= XuL Template
= Auf 50 uL mit H,O auffillen

PCR-Bedingungen fur die Verwendung des Systems mit Sonde:

2 min 50°C Inkubationsschritt
10 min 95°C  Aktivierung
15 sek 95°C Denaturierung
40 Zyklen
1 min 60°C  Annealing und Elongation

PCR-Bedingungen fir die Verwendung des Systems mit SYBR® Green I:

2 min 50°C Inkubationsschritt
15 min 95°C  Aktivierung
15 sek 95°C Denaturierung
1 min 60°C  Annealing 40 Zyklen
30 sek 72°C  Elongation
Ct-Wert
10
10° p j:;:;’/w/-’¢5’/’ ]
// // ANy
- / ’ -
Threshold il ZALPARLY/ ALY
AR
n10'1 / / f
i ; i / / j/
102 \"\h/ t?\%’ﬁ /\\R/ / ?l / X / :
107 [ V
10 20 30 40

PCR-Zyklus

Abb. 2.3: Amplifikationsverlauf der Real-Time-PCR.
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217 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Mini-Protean Elektrophorese Kammer

GelgieRapparatur: Gelgiel3stand, 10er Kdmme, Glasplatten mit Spacer 0,75 mm
(Mini-Protean, Biorad)

Elektrophorese-Netzgerét (Biorad)

Probenpuffer: 50 mM EDTA pH 8,0, 20% Ficoll (Sigma), 0,25% Bromphenolblau
(Sigma), 0,25% Xylen-Cyanol (Sigma)

Langenstandard: 100bp-Ladder XIV (Roche)

10x TBE: 1 M Tris-Base (Sigma), 1 M Borséure (Sigma), 20 mM EDTA (Sigma)

1x TBE: 10x TBE 1:10 verdinnt

5% Trenngel mit 7 M Harnstoff (fir 10 mL): 1,3 mL Acrylamid/Bis-Lésung 37,5:1
(40% wlv, Serva), 1 mL 10x TBE, 7 M Harnstoff (Sigma), 60 uL 10% APS, 6
uL TEMED

5% Sammelgel mit 7 M Harnstoff (fir 10 mL): 1,3 mL Acrylamid/ Bis-Lésung 37,5:1
(40% w/v, Serva), 1 mL 10x TBE, 60 pyL 10% APS, 6 uyL TEMED

SYBR®Gold (Invitrogen)

Denaturierende Polyacrylamidgele dienen der Auftrennung kirzerer Fragmente anhand ihrer
GroRe. Sie besitzen ein dichteres Maschenwerk als Agarosegele und erlauben somit eine
bessere Auftrennung. Durch Wechselwirkungen von Ammoniumpersulfat (APS) und
Tetramethylendiamin (TEMED) entstehen freie Radikale, die mit den Acrylamidmonomeren
reagieren und eine radikalische Kettenreaktion einleiten. Durch die Co-Polymerisation von
Acrylamid mit dem Vernetzer N,N’-Methylenbisacrylamid entsteht ein komplexes und
flexibles dreidimensionales Netzwerk. Harnstoff bewirkt denaturierende Bedingungen, um
mogliche Sekundérstrukturen der zu analysierenden Nukleinsduren aufzulésen. Durch
Anlegen eines konstanten Stromflusses Uber das gesamte System wandern kleine
Fragmente schneller, wohingegen grofere eher in den engen ,Maschen“ des Gels
zurtckbleiben.

Die PCR-Produkte wurden in einem 5% Trenngel aufgetrennt. Die Gele wurden nach oben
genanntem Rezept gegossen und das Trenngel flir mindestens 30 min und das Sammelgel
fur mindestens 15 min auspolymerisiert. Anschliefend wurden die Gele in die mit 1x TBE
gefillten Elektrophoresekammer eingesetzt. Die Proben wurden mit Probenpuffer versetzt
und aufgetragen. Zusatzlich wurden 3 pl Marker aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte fur
etwa 1 h bei 120 V. Die Gele wurden mit einer 10%igen SYBR®Gold-Lésung fiir 20 min

gefarbt und mit dem Lumi-Imager bei 520 nm ausgewertet.
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2.18 Modifikation von Nukleinsauren

Die Schwierigkeit in der Amplifikation der cDNA besteht darin, dass prokaryotische mRNA im
Gegensatz zur eukaryotischer mRNA kein Poly(A)-Ende am 3’-Ende aufweist und somit
keinerlei Kenntnis (ber die Sequenz der zu amplifizierenden Nukleinsdure vorhanden ist.
Eine L&sungsmoglichkeit ist das Anbinden von verschiedene Oligonukleotiden sowohl an
das 3’-Ende als auch an das 5-Ende der einzelstrangige Nukleinsaure (Botero et al. 2005;
Edwards et al. 1991; Gao et al. 2007; Kinoshita et al. 1997; Li und Weeks 2006). In dieser
Arbeit wurde zur Modifikation der Nukleinsduren die terminale Transferase (Weber et al.
1989) eingesetzt, die einzelne Nukleotide an einzelstrangige Nukleinsduren anhé&ngen kann.
Als eine weitere Mdéglichkeit wurde die T4 RNA Ligase verwendet, die die ATP-abhangige
Bildung von Phosphodiester-Bindungen zwischen 5’-Phosphat und 3’-Hydroxyltermini von
Oligonukleotiden katalysiert und so Nukleinsduren am 3’-Ende modifiziert (England und
Uhlenbeck 1978). Durch die Modifizierung der RNA und der daraus resultierenden cDNA

sind beidseitig bekannte Sequenzen vorhanden, die eine Amplifikation erméglichen.

2.18.1 3’ Modifikation von Nukleinsduren mit T4 RNA Ligase

T4 RNA Ligase und Reaktionspuffer, BSA, ATP (Fermentas)
Thermomixer compact (Eppendorf)

RNeasy Micro Kit (Qiagen)

Primer: RNAIig oder Oligo-dA16 (siehe Tabelle 2.6)
DEPC-Wasser

Die cDNA oder RNA wurde auf Eis dem Reaktionsgemisch zugegeben und anschlielend bei
4°C Uber Nacht inkubiert. Anschlielend wurde das Reaktionsgemisch mittels des RNeasy
Micro Kit aufgereinigt und in 15 yL DEPC-Wasser eluiert. Die Aufreinigung erfolgte anhand

des Hersteller-Handbuchs.

Ein Ansatz (20 pL) enthielt:
= 2uL Ligationspuffer
= 1uL BSA
= 1uL ATP
= 1uL T4 RNA Ligase
= 10uL  cDNA Template
. 5uL  mit Primer
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2.18.2 3’ Modifikation von Nukleinsduren mit terminaler Transferase

Terminale Transferase (400U), Reaktionspuffer (Fermentas)
CoCl,-Lésung aus 3’ End Labeling Kit (Roche)
Thermomixer compact (Eppendorf)

0,2 M EDTA (Sigma)

dATP: 10 mM 1:10verdinnen (Applied Biosystems)

RNeasy Micro Kit (Qiagen)

Die RNA wurde auf Eis dem Reaktionsgemisch zugegeben und anschlieend bei 37°C flur

30 min inkubiert. Anschlielend wurde die Reaktion mit 2 yL EDTA abgestoppt und mittels

dem RNeasy Micro Kit aufgereinigt und in 20 puL RNase-freiem Wasser eluiert. Die

Aufreinigung erfolgte anhand des Hersteller-Handbuchs.

Ein Ansatz (20 pL) enthielt:

219

= 4uL Reaktionspuffer

= 4uL  CoCly-Lésung

. 1uL  Nukleotide

. 1uL  Terminale Transferase
= 10uyL  Template

Auf 20 uL mit H,O auffillen

Isolierung von DNA aus Polyacrylamidgelen

Skalpell (VWR)

UV-Tisch (Frébel Labortechnik)

Thermo Mixer (Eppendorf)

Elutionspuffer: 0,5 M Ammoniumacetat (Merck), 1 mM EDTA (Sigma)

Die durch Elektrophorese aufgetrennte DNA wurde durch UV-Licht der Wellenldange 254 nm

sichtbar gemacht. Die zu isolierenden Banden wurden mit einer sterilen Skalpellklinge

ausgeschnitten, in kleine Sticke geschnitten, mit Elutionspuffer Gberschichtet und Uber

Nacht bei 37°C inkubiert. Der Uberstand wurde durch Ethanolprézipitation (siehe Kapitel
2.21) entsalzt.
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2.20 Ethanolprazipitation

3 M Natriumacetatlésung (Sigma)
100% Ethanol (Roth)
LiChroSolcWasser (VWR)

Die DNA wurde zur Beseitigung von Salzen und anderen Verunreinigungen aus wéassriger,
monovalente Kationen enthaltender Lésung mittels Ethanol ausgeféllt. Die DNA-L&sung
wurde mit 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,4) und 3 Volumen Ethanol (-20 °C, 100 %)
versetzt. Die Prazipitation erfolgte fur 1,5 h bei —20 °C. AnschlieRend wurde fur 30 min bei
4°C und 13.300 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in Wasser

aufgenommen.

2.21 Sequenzierung

Sequenzierkit: BigDye® Terminator v 1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
Hi-Di-Formamid

Glaskapillare (47 cm x 50 um, Applied Biosystems)

ABI PRISM® Genetic Analyser 310 (Applied Biosystems)

LiChroSolcWasser (VWR)

DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen)

Polymer POP4 (Applied Biosystems)

Buffer 10x mit EDTA (Applied Biosystems)

Software Sequencing Analysis (Applied Biosystems)

ExoSAP-IT® For PCR Product Clean-Up (Usb)

Die Sequenzierung erfolgte nach der Didesoxymethode von Sanger (1977). Neben einem
Primer, Polymerase und dNTPs sind auch ddNTPs (Di-Desoxyribonukleosidtriphospate) in
dem Ansatz enthalten. Diese ddNTPs sind hierbei jeweils mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert und zeichnen sich durch das Fehlen der Hydroxylgruppe am
3’-C-Atom aus. Zuerst wird die DNA denaturiert und wahrend der Extension werden die
fluoreszenzmarkierten ddNTPs eingebaut. Werden diese Analoga durch die Polymerase
eingebaut, kann keine weitere Anknlpfung von Nukleotiden erfolgen, und die Elongation
bricht ab. Durch den Einsatz des gleichen Primers, wie bei der vorhergehenden PCR,
entstehen somit DNA-Fragmente mit 3’-terminaler Fluoreszenzmakierung. Da der Einbau

von Desoxyanaloga nach den Gesetzen der Statistik erfolgt, entsteht eine Reihe von
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Fragmenten unterschiedlicher L&nge. Bei der Kapillarelektrophorese werden die
entstandenen Produkte unter denaturierenden Bedingungen ihrer GréRe nach aufgetrennt.
Denaturierend wirkt hierbei Harnstoff, der dem Polymer bei der Beflillung der Kapillare
zugesetzt wird. Die Glaskapillare wird mit den zu trennenden DNA-Molekilen durch
Spannung beladen, und die DNA wandert entlang des Spannungsfeldes durch die Kapillare.
Die DNA wird durch Wechselwirkungen mit dem Polymer und der Kapillarwand ihrer GréRRe
nach aufgetrennt. Detektiert wird die DNA an einem Laserfenster durch die Aufnahme der
Nukleotid- spezifischen Fluoreszenzsignale. Zur Herstellung des Templates wurde mit der
isolierten DNA eine PCR durchgefuhrt (siehe Kapitel 2.8). Die PCR-Produkte wurden
elektrophoretisch aufgetrennt (2.10) und der PCR-Ansatz mittels eines SAP/Exo1 Verdaus
gereinigt.

Die Sequenzierreaktion wurde in 10 yL Ansatzen durchgefiihrt. Ein Ansatz enthielt jeweils
2uL Premix, 5 pmol Vorwéarts- oder Rlckwartsprimer, je nach GréRe der zu
sequenzierenden DNA-Stlicke 3-10 ug DNA.

Sequenzierreaktionsbedingungen:

5 min 96°C
10 sek 96°C
5sek . 58°C 25 Zyklen
1 min 72°C

Anschlielend erfolgte eine Aufreinigung der Sequenzierprodukte mit dem DyeEx 2.0 Spin
Kit, um Gberflissige ddNTPs zu entfernen. Die Produkte wurden auf die Gelmatrix in einem
Spin-Saulchen pipettiert und anschlieRend bei 2800 rpm fiir 3 min zentrifugiert. 6 pL dieser
DNA wurden mit 9 pL Hi-Di-Formamid versetzt und in den ABI PRISM® Genetic Analyser 310

geladen.

Tab. 2.7: Bedingungen des Sequenzierlaufs.

Modul P4rapidSeqE.md4
Injection time 10 sec
Electrophorese voltage 20 min

EP voltage 15 kV

Heat plate temperature 50°C
Syringe pumping time 240 sec
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Die Sequenzen wurden mit der Sequencing Analysis-Software ausgewertet und Uber die

Datenbank NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) mit bekannten Sequenzen verglichen.

2.22 Biofilmuntersuchungen

Herz-Hirn-Bouillon (BHI, Merck)

Zellschaber (PE Blade, PS Handle, 23 cm?, Nalgene Nunc International)

Schiittler Unimax 2010 (Heidolph) mit Inkubatorhaube Certomat®H (Braun Biotech
International)

Objekttrager (Menzel)

Farbekivetten (VWR)

RNA-Protect™ (Qiagen)

0,9% Natriumchloridiésung: 9 g NaCl (Merck) auf 1 L

0,5M Natriumchloridlésung: 29,22 g NaCl (Merck) auf 1 L

Steriles Leitungswasser: Leitungswasser mit 0,2 pm-Polycarbonatfilter-
Membranfilter (Costar) filtrieren und autoklavieren

Abwasser: Ablauf (Klaranlage Neureut)

Pseudomonas aeruginosa und Escherichia coli wurden in 1:4 verdinntem BHI-Medium
angeimpft und Gber Nacht auf dem Schuttler bei 37°C und 170 Umdrehungen pro Minute
inkubiert. Am nachsten Tag wurden 2,5 mL dieser Vorkultur mit 140 mL 1:4 verdinntem BHI-
Medium vermischt und in die Farbeklvetten mit eingehdngten Objekttrdgern gegeben. Die
Farbekuvetten wurden zur Biofilmanzucht fir 7 Tage auf dem Schittler bei 37°C und 40
Umdrehungen pro Minute inkubiert. Jeweils am 3. und 6. Tag wurde das Medium erneuert.

Nach 7 Tagen wurde eine Probe der planktonischen Bakterien im umgebenden Medium

entnommen, mit 1 mL RNA-Protect™

versetzt und bei 10000 g fur 10 min zentrifugiert. Zur
Entnahme adharenter Bakterien wurde ein Objekttrager 2x mit physiologischer
Kochsalzlésung abgespiilt, der Biofilm als Kontrolle mit RNA-Protect™ abgeschabt und
ebenfalls bei 10000 g fur 10 min zentrifugiert. Aus diesen Proben wurde anschliel3end die
RNA isoliert (siehe 2.12). Danach wurde das Medium entnommen und zur Stressbehandlung
durch 0,5 M Natriumchloridldsung (osmotischer Stress) oder Leitungswasser (Oligotrophie)
ersetzt. Die Farbekuvetten wurden weitere 4 Tage bei 37°C inkubiert und jeweils am 2., 3.
und 4. Tag ein Objekttrager fur die RNA-Isolierung verwendet.

Zusatzlich zu den Versuchen mit Reinkulturen wurden Versuche mit Mischkulturen
durchgefiihrt. Dazu wurden die Reinkulturen mit 70 mL 1:2 verdinntem BHI-Medium und

70 mL Abwasser vermischt und in die Farbekivetten mit eingehadngten Objekttragern
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gegeben. Zur Anzucht der Biofilme wurden die Farbekiivetten ebenfalls fiir 7 Tage bei 37°C
inkubiert. Das Wechseln und die Entnahme des Mediums und die Entnahme der Bakterien

fur die RNA-Isolation erfolgte analog zu den Versuchen mit Reinkulturen.

- 46 -



ERGEBNISSE

3 Ergebnisse

31 Auswahl der Stressparameter

Aufgabe dieser Arbeit war es zunachst, bei hygienisch relevanten Bakterien mehrere,
spezifische und mdéglicherweise stressregulierte Gensysteme bei verschiedenen ungunstigen
Bedingungen, die in einem natirlichen Habitat vorkommen kdnnen, zu untersuchen. In
einem nachsten Schritt wurden Expressionsanalysen mit speziesubergreifenden
Gensystemen durchgefihrt, um mdgliche allgemeingliltige Stressmarker zu identifizieren.
Weiterfiihrend sollten Anpassungsstrategien in Bakterien erfasst werden, die weniger auf
spezifischen Mechanismen beruhen, als vielmehr Ubergreifende Veranderungen in der
bakteriellen Physiologie auslésen. Dazu mussten grundlegende Untersuchungen zur
Parametrierung von Stressbedingungen durchgefiihrt werden, bei denen Anderungen im pH-
Wert, osmotischer, oxidativer und physikalischer Stress sowie Nahrstofflimitierung eingesetzt
wurden. Weiterhin wurde neben diesen spezifischen Stressfaktoren auch die stationdre
Wachstumsphase bei Bakterien als Stressstimulus untersucht. Die folgenden Stressoren
wurden fir alle Versuche verwendet, da sie bei technischen Prozessen, wie der
Wasserwirtschaft oder Lebensmittelindustrie, besondere Relevanz besitzen. Zusétzlich
zeigte sich bei diesen Stressoren bei dem zu Parametrierung eingesetzten Gensystem eine

eindeutige stressabhangige Regulation.
Stressparameter bei den ausgewahlten hygienisch relevanten Bakterien:

- 0,5 M Natriumchloridldsung (osmotischer Stress)
- Leitungswasser (Hungerstress, Oligotrophie)

- Bakterielle Wachstumsphasen (optische Dichte)

Osmotischer Stress tritt fur Bakterien unter anderem in der Lebensmittelverarbeitung,
beispielsweise bei der Trocknung verschiedener Produkte, auf. Einige Beispiele fir
nahrstofflimitierte Lebensrdume sind kiinstliche Wassersysteme, wie sie z.B. in technischen
Anlagen oder Trinkwassersystemen vorkommen. Die stationdre Wachstumsphase ist durch
eine Verminderung der Nahrstoffe, aber auch durch eine Anh&ufung toxischer Produkte
gekennzeichnet. Sie spiegelt das langsame Wachstum als auch das Nicht-Wachstum
wieder, das mdglicherweise in den meisten natlrlichen Lebensrdumen von Bakterien

anzutreffen ist.
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3.2 Untersuchung der Physiologie wahrend Stressexposition bei

Referenzbakterien

Zur naheren Charakterisierung der Stressantwort von hygienisch relevanten Bakterien
wurden verschiedene Summenparameter, wie Gesamt-RNA-Gehalt und die Anzahl der
Kolonie-bildenden Einheiten (KBE) bei den Gram-negativen Bakterien Pseudomonas
aeruginosa und Escherichia coli sowie bei den Gram-positiven Bakterien Enterococcus
faecium und Enterococcus faecalis naher untersucht. Der Gesamt-RNA-Gehalt gibt dabei
Aufschluss Uber eine mogliche Veranderung der Genexpression, die Anzahl der KBE (ber
ein  Wachstum oder Absterben der Mikroorganismen durch die angewendeten
Stressbedingungen.

Die Bakterien einer Vorkultur mit einer optischen Dichte (ODggo) von 2,5 bei Enterokokken,
1,6 bei Pseudomonas aeruginosa und 2,6 bei Escherichia coli (Kontrolle) wurden fir
unterschiedliche lange Inkubationszeitrdume (3, 4 und 5 Tage) in einer 0,5 M Salzlésung
(osmotischer Stress) oder in Leitungswasser (Hungerstress/ Oligotrophie) inkubiert. Aus
1 mL Bakteriensuspension wurde die Gesamt-RNA isoliert, der Nukleinsdure-Gehalt
photometrisch quantifiziert und KBE (Kolonie-bildende Einheiten)-Untersuchungen zur
Bestimmung der kultivierbaren Zellen durchgefiihrt. Fir die Messung des RNA-Gehalts
wurde eine Dreifachbestimmung, fiur die Anzahl der KBE eine Doppelbestimmung
durchgefihrt.

Gram-negative Bakterien

Abbildung 3.1 zeigt die Mittelwerte der isolierten RNA-Mengen und die Mittelwerte der KBE-
Untersuchungen bei Pseudomonas aeruginosa und Escherichia coli nach Stressapplikation.
Angegeben sind links die Kolonie-bildenden Einheiten pro mL, rechts der Gesamt-RNA-
Gehalt in ng pro L.

Bei Pseudomonas aeruginosa war zu erkennen, dass die Anzahl der Kolonie-bildenden
Einheiten sowohl wéhrend osmotischem Stress als auch bei Nahrstofflimitierung gleich blieb.
Bei osmotischem Stress lagen die Zellzahlen zwischen 1,8 x 10® Bakterien pro mL und
7,3 x 10® Bakterien pro mL, bei Hungerstress zwischen 2,0 x 108 Bakterien pro mL und
4,1 x 10° Bakterien pro mL. Ebenso wurden keine signifikanten Anderungen im Gesamt-
RNA-Gehalt festgestellt, der mit einer Menge zwischen 205 ng pro yL und 447 ng pro uL
weitgehend konstant blieb.

Als weiteres Gram-negatives Bakterium wurde Escherichia coli untersucht. Bei Inkubation in
Leitungswasser blieb die Zellzahl mit 1,1 x 10° Bakterien pro mL bis 4,9 x 10® Bakterien pro
mL weitgehend gleich, auch der RNA-Gehalt blieb mit Werten von 1244 ng pro pL bis 847 ng

pro uL dhnlich. Bei osmotischem Stress hingegen war eine deutliche Abnahme der Zellzahl
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von 1,4 x 10° Bakterien pro mL auf 7,9 x 107 Bakterien pro mL nach einer Inkubationsdauer
von 5 Tagen um mehr als eine log-Stufe erkennbar, auch der RNA-Gehalt nahm ab. Die
RNA-Menge sank von 1089 ng pro uL auf 141 ng pro pL, was einer Reduktion um den
Faktor 7,7 entsprach. Bei weiteren Versuchen war die Abnahme des RNA-Gehalts sogar

noch starker ausgepragt, sie lag bisweilen bei einem Faktor von 15.

Pseudomonas aeruginosa und Stress
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Abb. 3.1: Zellzahl im Vergleich zum Gesamt-RNA-Gehalt bei Pseudomonas aeruginosa und
Escherichia coli wéahrend verschiedener Behandlungen und Inkubationszeiten. LW:
Behandlung mit Leitungswasser. N: Behandlung mit Salzlésung. SD: Standardabweichung.
* . KBE LW (SD: 1,4E+08), : KBE N (SD: 7,9E+08), : RNA LW (SD: 15,99),
RNA N (SD: 57,04).

Zusammenfassend konnte bei Escherichia coli eine Abnahme der Zellzahl und der Gesamt-
RNA-Menge um 1 log-Stufe bei osmotischem Stress festgestellt werden, wahrend bei
Oligotrophie keine signifikanten Veranderungen beobachtet wurden. Bei Pseudomonas

aeruginosa wurden bei beiden Stressparametern keine stérkeren Anderungen festgestellt.
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Gram-positive Bakterien

In Abbildung 3.2 sind die Untersuchungsergebnisse von Enterococcus faecium und
Enterococcus faecalis dargestellt. Angegeben sind links die Mittelwerte der Kolonie-
bildenden Einheiten pro mL, rechts die Mittelwerte des Gesamt-RNA-Gehalts in ng pro pL.
Bei Enterococcus faecium reduzierten sich die Kolonie-bildenden Einheiten nach einer
Behandlung von 5 Tagen bei osmotischem Stress von 3,4 x 10% Bakterien pro mL bei auf
5,8 x 107 Zellen pro mL. Dies entsprach einer Abnahme von etwas mehr als einer log-Stufe.
Weitere Versuche ergaben sogar eine Abnahme von bis zu 2 log-Stufen. Der Gesamt-RNA-
Gehalt stieg hingegen von 253 ng pro pL auf 776 ng pro yL nach 5 Tagen Behandlung um

den Faktor 3 an.
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Abb. 3.2: Zellzahl im Vergleich zum Gesamt-RNA-Gehalt bei Enterococcus faecium und
Enterococcus faecalis wahrend verschiedener Behandlungen und Inkubationszeiten. LW:
Behandlung mit Leitungswasser. N: Behandlung mit Salzlésung. SD: Standardabweichung.
= : KBE LW (SD: 2,1E+08) , : KBE N (SD: 1,5E+08), : RNA LW (SD: 24,96),
RNA N (39,04).
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Bei Hungerstress durch die Inkubation in nahrstoffarmem Leitungswasser kam es zu einer
Abnahme der Kolonie-bildenden Einheiten von 5,3 x 10® Bakterien pro mL bis zu 3,5 x 10°
Zellen pro mL nach einer Inkubation von 5§ Tagen. Dies entsprach einem Rickgang von
etwas mehr als 3 log-Stufen. Die Gesamt-RNA-Menge wahrenddessen stieg von 195 ng pro
ML auf 778 ng pro uL, was einer Zunahme um den Faktor 4 entsprach.

Enterococcus faecalis zeigte bei osmotischem Stress eine deutliche Abnahme der Kolonie-
bildenden Einheiten von 4,3 x 10° Bakterien pro mL bei der Kontrolle auf 2,8 x 10° Zellen pro
mL nach 5 Tagen, was einem Rickgang von etwas mehr als 2 log-Stufen entsprach. Im
gleichen Zeitraum blieb der Gesamt-RNA-Gehalt mit einer Schwankung von 217 ng pro pL
bis 337 ng pro pL weitgehend konstant.

Unter oligotrophen Bedingungen nahmen die Kolonie-bildenden Einheiten ebenfalls ab. Bei
den unbehandelten Zellen wurden 4,0 x 10® Bakterien pro mL detektiert, nach einer
Behandlungsdauer von 5 Tagen lag die Zellzahl bei 3,4 x 10° Bakterien pro mL. Dies war
eine Reduktion von etwas mehr als zwei log-Stufen, welche auch bei osmotischem Stress
festgestellt werden konnte. Der Gehalt an Gesamt-RNA stieg von 332 ng pro pL bei den
Referenzbakterien auf 639 ng pro yL nach 5 Behandlungstagen um den Faktor 2 an, der bei

weiteren Versuchen zwischen 1,5 und 3,7 variierte.

Zusammenfassend sieht man deutliche Unterschiede zwischen Gram-negativen und Gram-
positiven Bakterien. Wahrend sich bei Pseudomonas aeruginosa und Escherichia coli keine
deutlichen Auswirkungen auf den Gesamt-RNA-Gehalt und die Anzahl der KBE bei Stress
zeigten, fallt bei den Enterokokken eine Abnahme der Kolonie-bildenden Einheiten bei

gleichzeitiger Zunahme des Gesamt-RNA-Gehalts auf.

Weiterfiihrende Untersuchungen

Auf Grund dieser Feststellung wurde bei den Gram-positiven Bakterien zusétzlich zum
Gesamt-RNA-Gehalt und der Anzahl der KBE, der Anteil der ribosomalen RNA (rRNA),
sowie die Anzahl der nicht-kultivierbaren Zellen bestimmt, um die Bakterien zu erfassen, die
noch lebend sind, aber mit herkbmmlichen Verfahren nicht mehr detektiert werden kdnnen.
Dazu wurden Vitalitétstests mit Propidiummonoazid (PMA) durchgefihrt. PMA ist zweifach
positiv geladen und in der Lage, in membrangesché&digte und damit nicht mehr kultivierbare
Zellen einzudringen und an die DNA zu binden, die somit fur nachfolgende PCR-

Amplifikationen nicht mehr zu Verfiigung steht (siehe Abbildung 3.3).
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Abb. 3.3: Wirkungsmechanismus von PMA zur Unterscheidung geschadigter und intakter
Bakterien.

Diese Versuche wurden durchgefiihrt, da es Hinweise darauf gibt, dass Bakterien bei
Stressbedingungen einen VBNC (viable but nonculturable)-Zustand erlangen, der durch eine
Nichtkultivierbarkeit der Bakterien mit herkdmmlichen mikrobiologischen Methoden
gekennzeichnet ist.

Daher wurde zusatzlich 1 mL Bakteriensuspension mit PMA behandelt, die DNA isoliert und
1:1000 verdinnt. Mit Hilfe der quantitativen PCR und dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR®
Green | sowie den Primern, die spezifisch fiir die 16S rDNA sind (siehe Tabelle 2.3), wurde
der Menge der DNA lebender Zellen, die sowohl aus kultivierbaren als auch aus nicht-
kultivierbaren Zellen stammt, gemessen. Die Real-Time-PCR ermdglicht die Quantifizierung
von Nukleinsduren mittels einer Fluoreszenzmessung der DNA-Menge wahrend oder nach
jedem Zyklus (siehe Kapitel 2.17). Durch die Software wird die detektierte Fluoreszenz auf
eine logarithmische Skala Ubertragen. Die Anzahl der Zyklen, bei der das gemessene
Fluoreszenz-Signal einen vorgegebenen Schwellenwert (bersteigt, ergibt den Ct-Wert
(threshold cycle). Je friher der Ct-Wert erreicht ist, desto mehr Kopien der Zielsequenz
waren in der Probe vorhanden, niedrige Ct-Werte bedeuten viel, hohe Ct-Werte wenig
Ausgangsmaterial. Durch die Vergleiche dieser verschiedener Ct-Werte wird der ACt-Wert
berechnet, wobei ein ACt-Wert von 3,3 etwa einer Zehnerpotenz Unterschied in der
Zielsequenz oder einer log-Stufe entspricht. Fir jede Untersuchung wurde eine
Doppelbestimmung durchgefihrt.

Ferner wurde der Anteil der ribosomalen RNA (rRNA) in der Gesamt-RNA untersucht, um
auszuschlieRen, dass es sich bei der Zunahme der Gesamt-RNA um eine Schwankung der
der rRNA-Menge handelt. Daflir wurden 250 ng Gesamt-RNA mit Hilfe der random hexamer
Primer (Applied Biosystems) in cDNA umgeschrieben und eine quantitative PCR mit 0,5 ng
cDNA durchgefiihrt. Fir die Detektion der 16S rDNA wurden daflir spezifische Primer (siehe

Tabelle 2.3) verwendet.

Die Abbildungen 3.4 sowie 3.5 zeigen die Untersuchungsergebnisse von Enterococcus
faecium und Enterococcus faecalis. Angegeben sind jeweils links die Mittelwerte der Kolonie-

bildenden Einheiten pro mL und die Mittelwerte des Gesamt-RNA-Gehalts in ng pro L, rechts
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die Mittelwerte der Ct-Werte der ribosomalen RNA und der mit PMA behandelten DNA (DNA

lebender Zellen).

Enterococcus faecium

Bei osmotischem Stress nahm die Anzahl der kultivierbaren Zellen um etwa eine log-Stufe
ab, wahrend der Gesamt-RNA-Gehalt um den Faktor 3 stieg. Die Ct-Werte fur die
Bestimmung der 16S crDNA blieben mit einem geringen Anstieg von 17,24 auf 18,37
anndhrend auf gleichem Niveau, was einen konstanten 16S rRNA-Anteil in der Gesamt-RNA
anzeigte. Bei der Bestimmung der DNA-Menge lebender Zellen durch die Verwendung von
PMA konnte eine Abnahme der Zellzahl um etwa 1,5 log-Stufen festgestellt werden. Die Ct-
Werte stiegen von 13,27 bei der Kontrolle auf 18,34 nach 5 Inkubationstagen. Der
errechnete ACt lag bei 5,07. Die ermittelte Reduktion der DNA-Menge korrelierte mit dem
Ergebnis der KBE-Untersuchung, bei dem eine Abnahme von etwas mehr als einer log-Stufe
festgestellt wurde.

Bei Hungerstress durch die Inkubation in Leitungswasser kam es zu einer Abnahme der
Kolonie-bildenden Einheiten um etwas mehr als 3 log-Stufen. Der Gesamt-RNA-Gehalt stieg
um circa den Faktor 4 an. Die quantitative PCR fur die Messung des Anteils an 16S crDNA
lieferte ansteigende Ct-Werte von 16,83 auf 20,42 um 3,59, was einem sinkenden Anteil an
16S rRNA um eine log-Stufe entsprach. Die DNA-Menge lebender Zellen nahm um 3,5 log-
Stufen ab, was durch den Anstieg der Ct-Werte von 13,42 bei der Kontrolle auf 24,98 nach 5
Inkubationstagen gezeigt wurde. Dieses Ergebnis korreliert mit den KBE-Messungen, bei

denen eine Abnahme der Zellzahl von etwas mehr als 3 log-Stufen ermittelt wurde.
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Abb. 3.4: Zellzahl im Vergleich zum Gesamt-RNA-Gehalt, dem rRNA-Gehalt und PMA-
Versuchen bei Enterococcus faecium wahrend osmotischem Stress und Oligotrophie bei

unterschiedlichen Inkubationszeiten. SD: Standardabweichung. * : KBE (SD: 1,5E+08), = :
RNA (SD: 39,04), = : rRNA (SD: 1,01), : DNA (SD: 0,12).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass bei Enterococcus faecium bei osmotischem
Stress eine Zunahme der Gesamt-RNA-Menge um den Faktor 3, bei gleichzeitiger Abnahme
der KBE um 1-2 log-Stufen festgestellt wurde. Die Reduktion der Zellzahl konnte durch die
Untersuchungen der mit PMA behandelten DNA zur Bestimmung der DNA lebender Zellen
bestétigt werden. Der Anteil an ribosomaler RNA in der Gesamt-RNA blieb gleich. Bei
Oligotrophie nahm die Gesamt-RNA um den Faktor 4 zu, wahrend der Anteil der
ribosomalen RNA um 1 log-Stufe sank. Die Anzahl der kultivierbaren Zellen nahm um 3 log-
Stufen ab. Die Ergebnisse der PMA-Untersuchungen korrelierten mit den KBE-Angaben. Es
konnten keine Unterschiede zwischen der Anzahl der kultivierbaren Bakterien und dem DNA-
Gehalt lebender Zellen und folglich keine Hinweise auf ein VBNC-Zustand festgestellt

werden.
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Enterococcus faecalis

Die Kolonie-bildenden Einheiten nahmen bei osmotischem Stress um etwa 2 log-Stufen ab.
Im gleichen Zeitraum blieb der Gesamt-RNA-Gehalt gleich. Die Ct-Werte fiir die Messung
der 16S crDNA sanken mit Werten von 22,77 bis 20,19 leicht ab, was auf eine geringe
Zunahme des Anteils an 16S rRNA hindeutete. Die Abnahme der Bakterienanzahl von
weniger als einer log-Stufe wurde anhand der steigenden Ct-Werte von 14,63 auf 17,20, was
einem ACt-Werte von 2,57 entspricht, ermittelt. Diese Reduktion korrelierte nicht mit dem
Ergebnis der KBE-Untersuchungen, bei denen eine Abnahme um etwas mehr als 2 log-

Stufen festgestellt wurde.
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Abb. 3.5: Zellzahl im Vergleich zum Gesamt-RNA-Gehalt, dem rRNA-Gehalt und PMA-
Versuchen bei Enterococcus faecalis wahrend osmotischem Stress und Oligotrophie bei

unterschiedlichen Inkubationszeiten. SD: Standardabweichung. * : KBE (SD: 2,1E+08), = :
RNA (SD: 13,71) , *= : rRNA (SD: 0,54), : DNA (SD: 0,39).

Durch Inkubation in Leitungswasser nahmen die Kolonie-bildenden Einheiten um etwa zwei

log-Stufe ab, was auch bei osmotischem Stress festgestellt wurde. Der Gesamt-RNA-Gehalt
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stieg im gleichen Zeitraum um fast den Faktor 2 an. Der konstant bleibende Anteil der 16S
rRNA-Menge bei Oligotrophie zeigte sich durch die sich nicht wesentlich verandernden Ct-
Werte. Die Ct-Werte fir die Messung der 16S rDNA stiegen von 14,75 auf 17,71. Der ACt-
Wert lag bei 2,96, aus dem sich eine Abnahme der Bakterienanzahl von weniger als einer
log-Stufe ergab. Die Ergebnisse der KBE-Untersuchungen hingegen zeigten eine Abnahme

um etwa 2 log-Stufen.

Zusammenfassend wurde bei Enterococcus faecalis bei osmotischem Stress eine Abnahme
der KBE um 2 log-Stufen festgestellt, wahrend die Detektion lebender Zellen nur eine
Abnahme um weniger als eine log-Stufe erbrachte. Die Gesamt-RNA-Menge blieb konstant,
wahrend der Anteil an ribosomaler RNA leicht anstieg. Die Untersuchungen bei Oligotrophie
ergaben die gleichen Ergebnisse, allerdings stieg die Gesamt-RNA-Menge um den Faktor 2
an. Die Differenzen in den Ergebnissen der KBE-Untersuchungen und den Vitalitdtstests mit
PMA sind ein erster Hinweis auf ein mdglicherweise beginnendes VBNC-Stadium bei

Enterococcus faecalis, das als Antwort auf Stress auftreten kann.

3.3. Untersuchung méglicher stressregulierter, speziesspezifischer Faktoren

bei Referenzbakterien

Zur Untersuchung der Stressantwort mittels Genexpressionsanalysen wurden die Gram-
positiven Bakterien Enterococcus faecium und Enterococcus faecalis sowie die Gram-
negativen Bakterien Escherichia coli und Pseudomonas aeruginosa und ihre spezies-
spezifischen Gensysteme bei verschiedenen Stressparametern untersucht. Fir jedes zu
untersuchende Gensystem wurden jeweils spezifisch Primer und Sonden berechnet und
validiert (siehe Tabelle 3.1 und 3.2). Die Gesamt-RNA wurde isoliert und einerseits mit der
reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben und diese mittels quantitativer PCR
untersucht. Parallel wurde der Anteil genspezifischer RNA in der Gesamt-RNA durch

Northern Blot-Hybridisierungen naher charakterisiert.

Samtliche Primer in den Tabellen 3.1 und 3.2 wurden in dieser Arbeit erstellt. Ausnahmen
bilden die Primer fur die 16S rRNA (Jungfer et al. 2007) von Eubakterien, die Primer fir die
23S rRNA von Enterokokken (Meier 1999) und die Primer fir die 23S rDNA von

Pseudomonas aeruginosa (Volkmann et al. 2007).
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Tab. 3.1: Primersequenzen fiir die quantitative PCR.

Primer Zielgen Nukleotidsequenz (5> 3’) Bakterium
PaRpoSF AGAGCAACCTGCGGTTGGT
PaRpoSR GGGACAGTCCGCGATTGA
PaRpoSP rpoS  [6-FAM-TGAAGATCGCCCGGCGCTA-TAMRA | P. aeruginosa
EcRcsAF TTAAATATGCCGACGTTATCATTGA
EcRcsAR TCCCTGACCTGCCATCCA
6-FAM-
CCGAACCGAATCGAGTATGTTGCGA-
EcRcsAP IrcsA TAMRA E .coli
Pbp5828F ACCCGATTACTTTGTCCCATTG
Pbp5938R pbp5 | GCTGCTTCACCCAAAGGATAATATCTGC E. faecium
ElispbpSF GCAGACTCCTTTGTACCAATCACA
Elispbp5R pbp5 | GCAGCCCCTGTTGGTAATTC E. faecalis
EUB 338F GATCAGCCACACTGGGACTGA
EUB 338R TCAGGCTTGCGCCCATT
6-FAM-TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG-
EUB 338P | 16S rRNA | TAMRA fur Eubakterien
ECST784F AGAAATTCCAAACGAACTTG far
ENC854R | 23S rRNA | CAGTGCTCTACCTCCATCATT Enterokokken
Pa23FP TCCAAGTTTAAGGTGGTAGGCTG
Pa23RPb ACCACTTCGTCATCTAAAAGACGAC
FAM-AGGTAAATCCGGGGTTTCAAGGCC-
Pa23FAM | 23S rDNA [ TAMRA P. aeruginosa

Tab. 3.2: Primersequenzen fur die Sondenherstellung der Northern Blot-Analysen.

Primer Zielgen Nukleotidsequenz (5> 3’) Bakterium

PaRpoSF AGAGCAACCTGCGGTTGGT .
rpoS P. aeruginosa

PaRpoSRKIlo 721 GAGATCGTCATCCTGCAGCAGCTCG

EcRcsAFKlo11 resA TTATTATGGATTTATGTAGTTACA E coli

EcRcsAR TCCCTGACCTGCCATCCA )

Pbp55845KIoF CAGCAGAAGATATTGATAAGAATCCAG .
pbp5 E. faecium

Pbp51262KIoR CCAGGAGCATAACCTGTCGCAAATC

Elispbp5FKlo GCAATTTATTCAGGGATTCAAGCA .

: pbp5 E .faecalis
Elispbp5R GCAGCCCCTGTTGGTAATTC
3.3.1 Expression speziesspezifischer Regulatoren bei Gram-negativen
Bakterien

Fur die Analyse mdglicher stressregulierter Gensysteme bei Gram-negativen Bakterien

wurde die Expression des rpoS-Gens von Pseudomonas aeruginosa und des rcsA-Gens von

Escherichia coli ndher betrachtet.

= Das rpoS-Gen codiert fiir einen alternativen Sigmafaktor, der unter verschiedenen

Stressbedingungen die Expression unterschiedlicher Gene induziert, die fir die
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Synthese von Proteinen fir die zellularen Schutzfunktionen verantwortlich sind. RpoS
wird aus diesem Grund auch als ein Masterregulator der generellen Stressantwort
bezeichnet. Dabei werden die entstandenen Schaden weniger repariert, als vielmehr
verhindert.

= Das rcsA-Gen ist ein Regulatorprotein des Rcs-Signalwegs, der speziestibergreifend
konserviert ist und aus drei Proteinen RcsA, RcsB und RcsC besteht. Das Rcs-
System kontrolliert unter anderem die Synthese der extrazelluldren Matrix bei
Escherichia coli (Rahn und Whitfield 2003; Virlogeaux et al. 1996) und spielt eine
Rolle bei der Biofilmbildung (Danese et al. 2000). Es reguliert das Schwéarmen von
Bakterien (Francez-Charlot et al. 2003) und ist an der Antwort auf Austrocknung
durch die Kapselbiosynthese sowie Anderung der Osmolaritdt und
Membranzusammensetzung beteiligt (Ferrieres et al. 2003). Bis heute sind keine

Untersuchungen des rcsA-Gens bei Stressexposition durchgefiihrt worden.

Die Bakterien einer Vorkultur mit einer optischen Dichte (ODgqo) von 1,6 bei Pseudomonas
aeruginosa und 2,1 bei Escherichia coli (Kontrolle) wurden fir verschieden lange
Inkubationszeitrdume (1, 2, 3, 4 und 5 Tage) mit einer 0,5 M Salzlésung (osmotischer Stress)
oder mit Leitungswasser (Oligotrophie) behandelt. Zuséatzlich wurden sie wéahrend
verschiedener Wachstumsphasen (exponentielle und stationdre Phase) entnommen. Die
stationdre Phase wird durch eine ansteigende optische Dichte im Medium, was einer
zunehmenden Bakterienanzahl entspricht, angezeigt. Die Gesamt-RNA wurde aus jeweils
1 mL Bakteriensuspension isoliert und der RNA-Gehalt photometrisch quantifiziert. Die
Werte der einzelnen RNA-Isolationen sind im Anhang aufgefiihrt (siehe Abbildung 7.7 und
7.8).

Quantitative Bestimmung der rpoS- und rcsA-mRNA

Fur die Untersuchung der rpoS-mRNA von Pseudomonas aeruginosa und der rcsA-mRNA
von Escherichia coli wurden 100-1000 ng Gesamt-RNA, je nach der zu Verfligung stehenden
Menge der zuvor isolierten RNA, mit den kommerziell erhaltlichen random hexamer Primern
und der reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben.

Zur Quantifizierung von rpoS bei Pseudomonas aeruginosa wurden jeweils 10 ng der cDNA
bei osmotischem Stress und Oligotrophie sowie 1 ng bei den verschiedenen
Wachstumsphasen eingesetzt und mit Hilfe der quantitativen PCR analysiert. Als Primer
wurde das TagMan-System PaRpoSF (Vorwartsprimer)/ R (Ruckwértsprimer)/ P (Gensonde)
(siehe Tabelle 3.1) verwendet. Fir die Quantifizierung der rcsA-mRNA von Escherichia coli
wurde das Primer/Probe-System EcRcsA mit den jeweiligen Vorwarts- und Ruckwarts-

primern sowie der Gensonde (siehe Tabelle 3.1) benutzt. Bei osmotischem Stress und
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Oligotrophie wurden jeweils 10 ng cDNA, bei den verschiedenen Wachstumsphasen 20 ng
cDNA eingesetzt.

Die Real-Time-PCR erméglicht die direkte Quantifizierung von Nukleinsduren mittels
Fluoreszenzmessung durch die dem PCR-Ansatz zugefiigte flurogene Gen-Sonde oder des
Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green |. Je friher die Fluoreszenz-Intensitat erreicht ist, umso
mehr Kopien der Zielsequenz waren vorhanden. Das bedeutet, dass eine starke Expression
eines Gens einen frihen Anstieg der Fluoreszenz und damit einen niedrigen Ct-Wert ergibt,
wéhrend hohe Ct-Werte eine niedrige Expression des Gens anzeigen. Durch den Vergleich
der Ct-Werte von einer behandelten mit einer unbehandelten Probe kann der ACt-Wert
kalkuliert werden, wobei ein ACt-Wert von 3,3 ungeféhr einer Zehnerpotenz Unterschied in
der Gen-Zielsequenz entspricht. Anhand dieser Werte kénnen der Induktionsfaktor (IF) oder
auch der Repressionsfaktor (RF) ermittelt werden, die sich mit 2°“ berechnen lassen. Die
Auswertung erfolgte durch eine relative Quantifizierung, bei der die Expression des zu
untersuchenden Gens im Verhéltnis zu einem internen ribosomalen Referenzgen, das
konstitutiv exprimiert wird, bestimmt wird. Daflir wurde bei beiden Gram-negativen Bakterien
das EUB338-Gensystem (siehe Tabelle 3.1) verwendet. Fir alle zu untersuchenden Gene
wurde eine Dreifachbestimmung durchgefihrt.

Tabelle 3.3 zeigt die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen des rpoS-Gens von
Pseudomonas aeruginosa bei osmotischem Stress, Oligotrophie und wahrend
unterschiedlicher Wachstumsphasen. In Tabelle 3.4 sind die Ergebnisse des rcsA-Gens von
Escherichia coli dargestellt. Angegeben sind die fur jede Inkubationszeit gemessenen Ct-
Werte mit Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD), die daraus errechneten ACt-

Werte sowie die Induktionsfaktoren (IF).

Osmotischer Stress:

Bei Pseudomonas aeruginosa war eine deutliche Expressionszunahme von rpoS bis zu einer
Inkubation von 4 Tagen erkennbar, was sich aus der Abnahme der Ct-Werte von 24,71 auf
19,55 bestimmen liel3. Danach nahm die Expression wieder leicht ab, was aus der Zunahme
der Ct-Werte auf 20,93 hervorging. Die starkste Induktion des rpoS-Gens wurde nach einer
Inkubationsdauer von 4 Tagen mit einem ACt-Wert von 5,16 und einem Induktionsfaktor von
36 ermittelt.

Auch bei Escherichia coli war eine deutliche Zunahme der Expression von rcsA in
Abhangigkeit von der Inkubationsdauer zu erkennen. Die Ct-Werte nahmen von 28,02 auf
23,79 ab. Der ACt-Wert lag bei 4,23. Am 5. Tag der Behandlung wurde der hdéchste

Induktionsfaktor von 19 berechnet.
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Tab. 3.3: Quantitative PCR mit dem Primer/Probe-System spezifisch fiir das rpoS-Gen von
Pseudomonas aeruginosa. Die Expression wurde bei verschiedenen Behandlungen und
Inkubationszeiten sowie bei unterschiedlichen OD-Werten untersucht. MW: Mittelwert. IF:
Induktionsfaktor. SD: Standardabweichung. -: keine Induktion messbar.

| Ct-Werte | mwet | sb | act IF
0,5 M NaCl-Lésung (osmotischer Stress)
Kontrolle 24,74 2474 24,64 24,71 0,058
1 Tag 23,13 23,14 22,96 23,08 0,101 1,63 3,10
2 Tage 25,55 25,56 25,58 25,56 0,015 -0,85 -
3 Tage 21,05 21,05 21,04 21,05 0,006 3,66 12,64
4 Tage 19,53 19,57 19,55 19,55 0,020 5,16 35,75
5 Tage 20,81 21,01 20,97 20,93 0,106 3,78 13,74
Leitungswasser (Oligotrophie)
Kontrolle 28,30 28,27 28,18 28,25 0,062
1 Tag 25,23 25,17 25,09 25,16 0,070 3,09 8,51
2 Tage 24,55 24,63 24,54 24,57 0,049 3,68 12,82
3 Tage 24,24 24,23 24,20 24,22 0,021 4,03 16,34
4 Tage 23,31 23,31 23,21 23,28 0,058 4,97 31,34
5 Tage 24,14 24,23 24,25 24,21 0,059 4,04 16,45
Optische Dichte (ODgg)
0,2 32,41 32,58 32,32 32,44 0,132
0,4 30,58 30,59 30,14 30,44 0,257 2,00 4,00
0,6 29,98 29,54 29,64 29,72 0,231 2,72 6,59
1,1 31,21 31,12 30,96 31,10 0,127 1,34 2,53
1,3 27,01 26,94 26,93 26,96 0,044 5,48 44,63
1,6 28,89 29,08 28,92 28,96 0,083 3,48 11,16
Oligotrophie:

Wie bei osmotischem Stress konnte bei Pseudomonas aeruginosa eine
Expressionszunahme des rpoS-Gens bis zum 4. Tag beobachtet werden. Die Ct-Werte fielen
von 28,25 auf 23,28, was einem ACt-Wert von 4,97 und einem Induktionsfaktor von 31
entsprach. Nach 5 Tagen Inkubation in nahrstoffarmem Leitungswasser nahm die rpoS-
Expression wieder ab.

Bei Escherichia coli wurde die héchste Expression von rcsA nach 3 Tagen ermittelt. Die Ct-
Werte sanken von 29,23 auf 25,54, dies war ein Induktionsfaktor von 13. Durch eine weitere
Behandlung kam es zu einer Zunahme der Ct-Werte auf 28,44, dies bedeutete, dass die

Expression des untersuchten Gens wieder schwéacher wurde.
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Tab. 3.4: Quantitative PCR mit dem Primer/Probe-System spezifisch fur das rcsA-Gen von
Escherichia coli. Die Expression wurde bei verschiedenen Behandlungen und
Inkubationszeiten sowie bei unterschiedlichen OD-Werten untersucht. MW: Mittelwert. IF:
Induktionsfaktor. SD: Standardabweichung. -: keine Induktion messbar.

Ct-Werte MW Ct SD ACt IF
0,5 M NaCl-Loésung (osmotischer Stress)
Kontrolle 28,18 27,87 28,00 28,02 0,156
1 Tag 29,66 29,88 29,49 29,68 0,196 -1,66 -
2 Tage 29,31 29,40 29,07 29,26 0,171 -1,24 -
3 Tage 26,44 26,28 26,38 26,37 0,081 1,65 3,14
4 Tage 25,50 25,48 25,53 25,50 0,025 2,52 5,74
5 Tage 23,85 23,76 23,76 23,79 0,052 4,23 18,77
Leitungswasser (Oligotrophie)
Kontrolle 29,45 29,20 29,04 29,23 0,207
1 Tag 30,87 30,78 30,70 30,78 0,085 -1,66 -
2 Tage 27,46 27,47 27,47 27,47 0,006 1,76 3,39
3 Tage 25,51 25,61 25,49 25,54 0,064 3,69 12,91
4 Tage 28,18 28,25 28,24 28,22 0,038 1,01 2,01
5 Tage 28,45 28,39 28,47 28,44 0,042 0,42 1,34
Optische Dichte (ODgo)
0,1 30,33 30,20 30,28 30,27 0,066
0,2 30,27 30,47 30,37 30,37 0,100 -0,10 -
0,4 30,53 30,40 30,48 30,47 0,066 -0,20 -
0,8 29,55 29,41 29,48 29,48 0,070 0,79 1,73
1,4 28,98 28,86 28,92 28,92 0,060 1,35 2,55
2,1 26,86 26,65 26,58 26,70 0,146 3,57 11,88

Unterschiedliche Wachstumsphasen:

Bei der Messung der rpoS-Expression bei unterschiedlichen Bakteriendichten von
Pseudomonas aeruginosa nahm der Ct-Wert von 32,44 bei einer ODgg von 0,2 auf 26,96 bei
einer ODgpp von 1,3 ab, danach stieg der Ct-Wert wieder auf 28,96. Ein OD-Wert von 0,2
entsprach der exponentiellen Wachstumsphase, wahrend sich die Bakterien bei einem OD-
Wert von 1,3 in der stationdren Wachstumsphase befanden. Die starkste Expression, mit
einem Induktionsfaktor 45, wurde somit in der stationdren Phase bestimmt.

Die Bestimmung der Expression von rcsA bei der Entnahme von Escherichia coli bei
steigender optischer Dichte im Medium fiihrte zu einer Abnahme der Ct-Werte von 30,27 auf
26,70 bei einer optischen Dichte von 2,1. Dies ergab einen ACt-Wert von 3,57, aus dem sich
der Induktionsfaktor um 12 des rcsA-Gens bei einer optischen Dichte von 2,1 ermitteln liel3.
Ein OD-Wert von 0,1 bis 0,4 bedeutete, dass sich die Mikroorganismen in der exponentiellen
Phase befanden, danach traten sie in die stationdre Wachstumsphase ein.
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Northern Blot-Hybridisierung

Parallel zur Quantifizierung der Expression von rpoS und rcsA mittels Real-Time-PCR und
zur Absicherung der Ergebnisse kamen Northern Blot-Analysen als ein alternatives RNA-
bezogenes Verfahren zum Einsatz. Fir die Genexpressionsanalyse von Pseudomonas
aeruginosa wurde mit dem spezifischen Primerpaar PaRpoSF (Vorwértsprimer) und
PaRpoSRKIlo721 (Ruckwartsprimer) (siehe Tab. 3.2) durch PCR eine Digoxygenin-markierte
Sonde hergestellt. Mit Hilfe dieser Sonde wurde die Expression der rpoS-spezifischen mRNA
durch Northern Blot-Hybridisierungen untersucht. Bei Escherichia coli wurden die Primer
EcRcsAFKIo11 (Vorwartsprimer) und EcRcsAR (Ruckwartsprimer) (siehe Tabelle 3.2) zur
Synthese der Digoxigenin-markierte Sonde verwendet.

Fur die Versuche wurden jeweils 200 ng der zuvor isolierten Gesamt-RNA von
Pseudomonas aeruginosa und 500 ng von Escherichia coli auf die Nylon-Membran geblottet
und mit der denaturierten Sonde spezifisch die rpoS- bzw. rcsA mRNA-Anteile in der
Gesamt-RNA nachgewiesen.

Die Abbildungen 3.6 und 3.8 zeigen die Ergebnisse der Northern Blot-Hybridisierung bei

Pseudomonas aeruginosa, Abbildung 3.7 und 3.9 bei Escherichia coli.

Osmotischer Stress:

Es war deutlich zu erkennen, dass die Anteile der rpoS-mRNA von Pseudomonas
aeruginosa in der Gesamt-RNA nach 1 bis 4 Tagen Inkubation am hdchsten waren. Bei der
Kontrolle hingegen war die rpoS-Expression niedrig. Dies bestétigte die Ergebnisse der
quantitativen PCR, bei denen eine Induktion von rpoS bei erhdhter Salzkonzentration
ermittelt wurde.

Bei Escherichia coli war das Signal am 5. Tag der Inkubation stark ausgepragt. Auch nach
einem Tag Behandlung war es schon deutlich sichtbar. Bei den nicht gestressten Bakterien
und wahrend der Gbrigen Entnahmezeitpunkte war die Expression des rcsA-Gens niedriger.
Auch dieses Ergebnis korreliert mit dem Resultat der Real-Time-PCR (berein, bei der die
starkste Induktion von rcsA nach einer Inkubation von 5 Tagen ermittelt wurde. Lediglich die
Induktion des rcsA-Gens nach dem 1. Behandlungstag konnte durch die quantitative PCR

nicht bestatigt werden.

Oligotrophie:

Bei Pseudomonas aeruginosa war das Signal der rpoS-mRNA nach einer viertdgigen
Inkubation in Leitungswasser am starksten ausgepragt. Dieses Ergebnis korreliert mit den
Ergebnissen der quantitativen PCR, bei denen ebenfalls die starkste Induktion des rpoS-

Gens nach 4 Tagen Behandlung nachgewiesen wurde.
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Die Anteile der rcsA-mRNA bei den Northern Blot-Analysen von Escherichia coli waren nach
dreitdgiger Inkubation am deutlichsten sichtbar, wahrend die Signale bei der Kontrolle und
den Uubrigen Zeitpunkten nur schwach vorhanden waren. Diese Resultate stimmen
weitgehend mit den Ergebnissen der Real-Time-PCR U(berein, bei denen eine Induktion des

rcsA-Gens bei osmotischem Stress nach 3 Tagen Inkubation gezeigt werden konnte.

Osmotischer Stress Oligotrophie
K 1d 2d 3d 4d 5&d K 1d 2d 3d 4d 5d
3 [ ] e o @ ™ ' ¢ ' h ®

Abb. 3.6: Northern Blot-Analyse von rpoS in der Gesamt-RNA aus Pseudomonas
aeruginosa. Entnahme nach unterschiedlich langen Inkubationszeiten wahrend der
Behandlung mit einer Salzlésung (links) oder Leitungswasser (rechts). rpoS wurde mit einer
spezifischen DIG-11-dUTP markierten Sonde detektiert. K: Kontrolle, d: Tage.

Osmotischer Stress Oligotrophie
K 1d 2d 3d 4d 5d K 1d 2d 3d 4d 5d
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Abb. 3.7: Northern Blot-Analyse von rcsA in der Gesamt-RNA aus Escherichia coli.
Entnahme nach unterschiedlich langen Inkubationszeiten wahrend der Behandlung mit einer
Salzlésung (links) oder Leitungswasser (rechts). RcsA wurde mit einer spezifischen DIG-11-
dUTP markierten Sonde detektiert. K: Kontrolle, d: Tage.

Unterschiedliche Wachstumsphasen:

Wie in Abbildung 3.8 zu erkennen ist, waren die mRNA-Anteile der rpoS-Transkripte bei
einer optischen Dichte von 1,3, bei der sich Pseudomonas aeruginosa in der stationdren
Wachstumsphase befindet, im Vergleich zu einer optischen Dichte von 0,2, die der
exponentiellen Phase entsprach, deutlich stédrker vorhanden. Die wachstumsabhangige
Induktion des rpoS-Gens wurde somit bestatigt.

Bei Escherichia coli konnten bei steigender Bakteriendichte verstarkt mRNA-Anteile des
rcsA-Gens nachgewiesen werden. Die Induktion des rcsA-Gens wéahrend der stationdren
Phase, die ab einer optischen Dichte von 0,8 begann und ihren stérksten Induktionsfaktor bei

einer ODggp von 2,1 mit 11,88 aufweist, wurde ebenfalls bestatigt.
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Optische Dichte
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Abb. 3.8: Northern Blot-Analyse von rpoS in der Gesamt-RNA aus Pseudomonas
aeruginosa. Entnahme bei unterschiedlichen optischen Dichten (ODggo). RpoS wurde mit
einer spezifischen DIG-11-dUTP markierten rpoS- Sonde detektiert.

Optische Dichte

01 02 04 08 14 21 ODg

Abb. 3.9: Northern Blot-Analyse von rcsA in der Gesamt-RNA aus Escherichia coli.
Entnahme bei unterschiedlichen optischen Dichten (ODgg). RcsA wurde mit einer
spezifischen DIG-11-dUTP markierten Sonde detektiert.

Bezogen auf die Gram-negativen Referenzbakterien konnte bei den Analysen mittels der
quantitativen PCR sowohl bei dem untersuchten rpoS-Gen von Pseudomonas aeruginosa,
das als Masterregulator der generellen Stressantwort gilt, als auch beim rcsA-Gen von
Escherichia coli eine Induktion bei allen drei Stressformen nachgewiesen werden. Dies
deutet auf eine unmittelbare Beteilung des rcsA-Gens an der Stressantwort des Rcs-
Signalwegs hin, der unter anderem bei der EPS-Synthese und der Biofilmbildung eine Rolle
spielt. Die Induktion der beiden speziesspezifischen Regulatoren bei Stress wurde durch ein

alternatives RNA-bezogenes Verfahren bestétigt.

3.3.2 Expression speziesspezifischer Regulatoren bei Gram-positiven

Bakterien

Fur die Untersuchung mdglicher stressregulierter Gensysteme bei Gram-positiven Bakterien
wurde die Expression des pbp5-Gen von Enterococcus faecium und Enterococcus faecalis

quantifiziert.

= Das pbp5-Gen gehoért zur Familie der Penicillin-bindenden Proteine, die die

Quervernetzung benachbarter Glykanstrange katalysieren und somit essentiell fir die
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Mureinsynthese in den Zellwdnden sind. Die bakterielle Zellwand stellt die erste
Stelle dar, an der es zu einer Stressreaktion kommen kann.

Besonders signifikant sind die vermehrten Anteile des Penicillin-bindenden Proteins 5
(PBP5) in der Zellwand von Enterococcus faecalis im VBNC (viable but
nonculturable)-Stadium (Signoretto et al. 2000). Allerdings konnte bis heute keine
verdnderte Expression des pbp5-Gens nachgewiesen werden (Lleo et al. 2001; Lleo
et al. 2000).

Beide Enterokokken-Spezies einer Vorkultur mit einer optischen Dichte (ODgg) von 2,5
(Kontrolle) wurden fiir 1, 2, 3, 4 und 5 Tage mit einer 0,5 M Salzlésung (osmotischer Stress)
und mit Leitungswasser (Oligotrophie) behandelt oder sie wurden wahrend verschiedener
Wachstumsphasen (exponentielle und stationdre Phase) entnommen. Bei Enterococcus
faecalis wurde erst nach einer Inkubationszeit von 3 Tagen die Genexpression gemessen
und nur die stationdre mit der exponentiellen Phase verglichen, da bei diesen Zeitpunkten
die Expressionsunterschiede bei Enterococcus faecium am deutlichsten waren. Aus jeweils
1 mL Bakteriensuspension wurde die Gesamt-RNA isoliert und der RNA-Gehalt
photometrisch bestimmt. Die Werte der einzelnen RNA-Isolationen sind im Anhang
aufgefuhrt (siehe Abbildung 7.9 und 7.10).

Quantitative Bestimmung der pbp5-mRNA

Die Analyse der pbp5-mRNA von Enterococcus faecium und Enterococcus faecalis erfolgte
mit Hilfe von spezifischen Primer-Systemen und dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green |,
der wahrend der Elongation in die doppelstrangige DNA interkaliert. FUr Enterococcus
faecium wurden die Primer Pbp5828F (Vorwartsprimer) und Pbp5938R (Rickwartsprimer)
verwendet, fir Enterococcus faecalis das Primerpaar Elispbp5F (Vorwartsprimer) und
ElispbpSR (Ruckwartsprimer) (siehe Tabelle 3.1). Zur Untersuchung des ribosomalen
Referenzgens, das konstitutiv exprimiert wird, kamen die Primer ECST784F (Vorwéartsprimer)
und ENC854R (Ruckwartsprimer) (siehe Tabelle 3.1) zum Einsatz. Die Expression des zu
untersuchenden Gens wurde im Verhaltnis zum internen Referenzgen bestimmt.

Es wurden jeweils 100-1000 ng Gesamt-RNA, je nach der zu Verfugung stehenden Menge
der zuvor isolierten RNA, mit random hexamer Primern und der reversen Transkriptase in
cDNA umgeschrieben. Zur Quantifizierung des pbp5-Gens wurden bei beiden Gram-
positiven Bakterien jeweils 10 ng der cDNA eingesetzt. Fir die zu untersuchenden Gene
wurde eine Dreifachbestimmung durchgefihrt.

Die Tabellen 3.5 und 3.6 zeigen die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen von
Enterococcus faecium und Enterococcus faecalis bei osmotischem Stress sowie bei

Oligotrophie und wahrend unterschiedlicher Bakteriendichten. Dargestellt sind die fir die
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jeweiligen Inkubationszeiten gemessenen Ct-Werte mit Mittelwert (MW) und
Standardabweichung (SD), die daraus errechneten ACt-Werte sowie die Induktionsfaktoren

(IF) bzw. Repressionsfaktoren (RF).

Osmotischer Stress:

Bei der Messung der pbp5-Expression von Enterococcus faecium war deutlich zu erkennen,
dass die Ct-Werte von 23,78 auf 28,70 in Abhangigkeit der Inkubationsdauer zunahmen.
Dies ergab einen ACt-Wert von 4,92. Das naher betrachtete Gen wurde um den Faktor 30
am 5. Tag der Inkubation reprimiert.

Beim zweiten Vertreter der Gram-positiven Bakterien - Enterococcus faecalis - wurde
ebenfalls eine Repression des zu untersuchenden Gens festgestellt. Die Ct-Werte nahmen
von 17,57 auf 22,42 nach 3 Tagen Inkubation zu, aus denen sich der ACt-Wert von 4,85
ermitteln liel3. Der berechnete Repressionsfaktor lag bei 29. Eine weitere Inkubation in einer
0,5 M Salzlésung flihrte zu einer wieder starker werdenden pbp5-Expression, die Ct-Werte

stiegen bis auf 20,20 an.

Oligotrophie:

Die Expressionsbestimmung von pbp5 bei Nahrstofflimitierung fihrte bei Enterococcus
faecium zu einer Zunahme der Ct-Werte von 24,55 auf 30,02 nach einer Inkubation von 4
Tagen, danach sanken die Werte wieder auf 28,97 ab. Damit liel® sich mit einem ACt-Wert
von 5,47 eine Repression des untersuchten Gens um den Faktor 44 am 4. Tag ermitteln.

Bei Enterococcus faecalis wurde das pbp5-Gen bei Inkubation in nahrstoffarmem
Leitungswasser ebenfalls reprimiert. Die Ct-Werte nahmen von 17,81 auf 25,53 bei einer
Inkubationszeit von 4 Tagen zu. Die starkste Repression von pbp5 lag bei einem Faktor von
211. Eine verlangerte Inkubation fiihrte zu einer zunehmenden Expression des pbp5-Gens.

Die gemessen Ct-Werte sanken auf 24,58.

Unterschiedliche Wachstumsphasen:

Bei zunehmender Dichte der Bakterien im Medium sank die pbp5-Expression bei
Enterococcus faecium. Die Messung der Ct-Werte ergab eine Zunahme von 21,12 auf 25,30
bei einer optischen Dichte von 2,5. Dies entsprach einer Repression um den Faktor 18 des
pbp5-Gens in der stationdren Phase, da bei einem OD-Wert von 0,2 bis 0,7 die Bakterien
sich in der exponentiellen Phase befanden, wahrend es ab einer optischen Dichte von 0,8
bei Enterococcus faecium zum Eintritt in die stationdre Phase kam.

Die Bestimmung der pbp5-Expression von Enterococcus faecalis bei steigender optischer
Dichte im Medium fihrte zu einer Abnahme der Ct-Werte von 23,56 auf 17,27 bei einem OD-

Wert von 2,5. Dies entsprach einem ACt-Wert von 6,33, aus dem sich ein Induktionsfaktor
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um 80 des pbp5-Gens in der stationdren Wachstumsphase ermitteln lieR. Auch bei
Enterococcus faecalis war die Expression des pbp5-Gens abhangig vom Zellwachstum.
Allerdings wurde im Gegensatz zu Enterococcus faecium eine Induktion von pbpb

festgestellt.

Tab. 3.5: Quantitative PCR mit dem Primer-System spezifisch fir das pbp5-Gen von
Enterococcus faecium. Die Expression wurde bei verschiedenen Behandlungen und
Inkubationszeiten sowie bei unterschiedlichen OD-Werten untersucht. MW: Mittelwert. RF:
Repressionsfaktor. SD: Standardabweichung. -: keine Repression messbar.

Ct-Werte MW Ct SD ACt RF
0,5 M NaCl-Lésung (osmotischer Stress)
Kontrolle 24,15 23,65 23,54 23,78 0,325
1 Tag 23,70 23,91 23,86 23,82 0,110 0,04 -
2 Tage 24,80 24,66 24 53 24,66 0,135 -0,88 1,84
3 Tage 25,26 25,53 26,47 25,75 0,635 -1,97 3,92
4 Tage 26,30 26,26 26,45 26,34 0,100 -2,56 5,90
5 Tage 28,89 28,68 28,52 28,70 0,186 -4,92 30,27
Leitungswasser (Oligotrophie)
Kontrolle 24 .54 24,55 24,56 24,55 0,010
1 Tag 26,97 27,03 27,27 27,09 0,159 -2,54 5,82
2 Tage 27,83 28,23 28,05 28,04 0,200 -3,49 11,24
3 Tage 29,03 28,91 28,93 28,96 0,064 -4,41 21,26
4 Tage 30,13 30,10 29,82 30,02 0,171 -5,47 44,32
5 Tage 29,05 29,03 28,84 28,97 0,116 -4,42 21,41
Optische Dichte (ODgg)
0,2 21,07 21,16 21,12 21,12 0,045
0,4 20,82 20,82 20,84 20,83 0,012 0,29 -
0,6 23,26 23,24 23,25 23,25 0,010 -2,13 4,38
0,7 24,43 24 47 24,52 24 47 0,045 -3,35 10,20
0,8 24,95 24,92 25,03 24,97 0,057 -3,85 14,42
2,5 25,35 25,23 25,32 25,30 0,062 -4.18 18,13
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Tab. 3.6: Quantitative PCR mit dem Primer-System spezifisch fiir das pbp5-Gen von
Enterococcus faecalis. Die Expression wurde bei verschiedenen Behandlungen und
Inkubationszeiten sowie bei unterschiedlichen OD-Werten untersucht. MW: Mittelwert. RF:
Repressionsfaktor. IF: Induktionsfaktor. SD: Standardabweichung.

| Ct-Werte | mwet | sb | act RF
0,5 M NaCl-Lésung (osmotischer Stress)
Kontrolle 17,65 17,64 17,42 17,57 0,130
3 Tage 22,50 22,42 22,35 22,42 0,075 -4,85 28,84
4 Tage 21,33 21,24 21,05 21,21 0,143 -3,64 12,47
5 Tage 20,45 20,17 19,98 20,20 0,236 -2,63 6,19
Leitungswasser ( Oligotrophie)
Kontrolle 18,72 17,58 17,14 17,81 0,815
3 Tage 25,08 24,63 24,50 24,74 0,304 -6,93 121,94
4 Tage 25,75 25,51 25,33 25,53 0,211 -7,72 210,84
5 Tage 24,59 24,55 24,60 24,58 0,026 -6,77 109,14

Ct-Werte MW Ct ACt IF

Optische Dichte (ODggo)
0,2 23,61 23,63 23,56 23,60 0,036
2,5 17,27 17,43 17,10 17,27 0,165 6,33 80,45

Northern Blot-Hybridisierung

Parallel zur Quantifizierung der Expression des pbp5-Gens mittels der quantitativen PCR
wurden Northern Blot-Analysen durchgefiihrt, um die Ergebnisse der Genexpression zu
verifizieren. Fir die Genexpressionsanalyse von Enterococcus faecium wurden mit den
spezifischen Primern Pbp5845KIoF (Vorwartsprimer) und Pbp51262KIoR (Rickwartsprimer)
und bei Enterococcus faecalis mit Hilfe der Primer Elispbp5FKlo (Vorwértsprimer) und
Elispbp5R (Rickwértsprimer) (siehe Tabelle 3.2) durch PCR Digoxygenin-markierte Sonden
hergestellt.

Es wurden jeweils 200 ng der zuvor isolierten Gesamt-RNA auf die Nylon-Membran geblottet
und mit der denaturierten Sonde spezifisch die pbp5 mMRNA-Anteile nachgewiesen.

Die Abbildungen 3.10, 3.11 und 3.12 zeigen die Ergebnisse der Northern Blot-

Hybridisierung bei Enterococcus faecium und Enterococcus faecalis.

Osmotischer Stress:
Es ist zu erkennen, dass bei Enterococcus faecium die pbp5 mRNA-Anteile in der Gesamt-
RNA am 5. Behandlungstag am schwéchsten waren. Bei den unbehandelten Bakterien und

wahrend der Gbrigen Entnahmezeitpunkte war die pbp5-Expression deutlich starker. Dies
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korrelierte mit den Ergebnissen der quantitativen PCR, bei der die starkste Repression des
Gens nach einer Inkubation von 5 Tagen ermittelt wurde.

Bei Enterococcus faecalis waren die mRNA-Anteile des pbp5-Gens am 3. und 4.
Behandlungstag am wenigsten sichtbar. Bei der Kontrolle und nach fiinftagiger Behandlung
hingegen war die pbp5-Expression deutlich starker. Damit konnten die Ergebnisse der Real-
Time-PCR bestétigt werden, bei denen die héchste Repression von pbpb nach 3 und 4

Tagen berechnet wurde.

Osmotischer Stress Oligotrophie
K 1d 2d 3d 4d 5d K 1d 2d 3d 4d 5d
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Abb. 3.10: Northern Blot- Analyse von pbp5 in der Gesamt-RNA aus Enterococcus faecium.
Entnahme nach unterschiedlich langen Inkubationszeiten wahrend der Behandlung mit einer
Salzlésung (links) oder Leitungswasser (rechts). Pbp5 wurde mit einer spezifischen DIG-11-
dUTP markierten Sonde detektiert. K: Kontrolle, d: Tage.

Oligotrophie:

Wahrend der Inkubation in Leitungswasser waren die Signale der pbp5-mRNA von
Enterococcus faecium bei der Kontrolle und nach 3 Tagen Inkubation am stérksten
ausgepragt. Bei den Ubrigen Zeitpunkten waren die Signale nicht so deutlich erkennbar.
Diese Ergebnisse stimmten mit den Resultaten der quantitativen PCR Uberein, bei denen
ebenfalls eine Repression des pbp5-Gens bei Oligotrophie nachgewiesen wurde. Allerdings
konnten die stark ausgepragten pbp5 mRNA-Anteile am dritten Tag, die eine verstarkte
Expression des Gens anzeigten, durch die quantitative PCR nicht verifiziert werden.

Bei Enterococcus faecalis waren die Anteile der pbp5-mRNA bei der Kontrolle am
deutlichsten sichtbar. Bei den weiteren Entnahmezeitpunkten war die Expression von pbpb
schwacher. Diese Feststellungen konnten durch die Ergebnisse der quantitativen PCR
bestétigt werden, bei denen eine Repression des pbp5-Gens bei Hungerstress festgestellt
wurde. Auch war anhand der Signalintensitdt bei der Kontrolle im Vergleich zu den
behandelten Bakterien erkennbar, dass die Repression von pbp5 bei Oligotrophie deutlich

starker ausgepragt war als bei osmotischem Stress.
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Osmotischer Stress Oligotrophie Optische Dichte

K 3d 4d 5d K 3d 4d 5d 0,2 2,5 ODgg
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Abb. 3.11: Northern Blot- Analyse von pbp5 in der Gesamt- RNA aus Enterococcus faecalis.
Entnahme nach unterschiedlich langen Inkubationszeiten wéhrend der Behandlung mit einer
Salzlésung (links) oder Leitungswasser (Mitte) und bei unterschiedlichen optischen Dichten
(ODggo) (rechts). Pbp5 wurde mit einer spezifischen DIG-11-dUTP markierten Sonde
detektiert. K: Kontrolle, d: Tage.

Unterschiedliche Wachstumsphasen:

Abbildung 3.12 zeigt die Ergebnisse der Expression von pbpd in verschiedenen
Wachstumsphasen bei Enterococcus faecium, bei denen eine deutlich schwéachere
Ausprédgung der pbp5-mRNA bei steigender Bakteriendichte zu erkennen war. Die
Repression des pbp5-Gens in der stationaren Phase mittels quantitativer PCR wurde durch
diese Untersuchung bestatigt.

Bei Enterococcus faecalis war ein deutlich starkeres Signal der pbp5-RNA bei einer
optischen Dichte von 2,5 zu erkennen. Die Induktion des Gens in der stationdaren Phase,

berechnet mit Hilfe der Real-Time-PCR , wurde durch die Northern Blot-Analysen bewiesen.

Optische Dichte
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Abb. 3.12: Northern Blot- Analyse von pbp5 in der Gesamt-RNA aus Enterococcus faecium.
Entnahme bei unterschiedlichen optischen Dichten (ODgy). Pbp5 wurde mit einer
spezifischen DIG-11-dUTP markierten Sonde detektiert.

Die Untersuchungen der Gram-positiven Bakterien zeigten eine Repression des fur die
Peptidoglykansynthese verantwortlichen pbp5-Gens bei osmotischem Stress und bei
Nahrstoffmangel. In der stationdren Phase wurde eine Induktion des Gens bei Enterococcus
faecalis ermittelt, wahrend Enterococcus faecium eine Repression des Gens aufwies. Diese

Ergebnisse sprechen fiir eine stressabhdngige Expression von pbp5 bei Enterokokken.
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34 Untersuchung der Expression des rpoS-Gens und des rcsA-Gens bei

adharenten Bakterien

Neben den Untersuchungen stressregulierter Faktoren bei planktonisch lebenden Gram-
negativen Referenzbakterien wurde auch die Expression des Sigmafaktors rpoS bei
adharenten Pseudomonas aeruginosa und des an der Biofilm- und EPS (extrazellulare
polymere Substanzen)-Synthese beteiligten rcsA-Gens bei adhdrenten Escherichia coli
betrachtet. Fir Mikroorganismen stellt die Fahigkeit der Biofilmbildung eine Méglichkeit dar,
sich vor Umweltstress zu schitzen. Vorteile gegeniiber der planktonischen Lebensweise
sind vor allem der Schutz vor Austrocknung, extremen pH-Werten, Desinfektionsmitteln oder
Antibiotika (Hoyle 1991). Zusatzlich kommt es zu einer besseren Versorgung mit

Néahrstoffen.

Fur die folgenden Analysen wurden die zu untersuchenden Bakterien in einer Farbeklivette
mit einem Volumen von 250 mL, in dem sich Glasplatten mit einer Aufwuchsflache von 13,75
cm? pro Seite befanden, tber 7 Tage im Vollmedium bei 37 °C inkubiert (siehe Abbildung
3.13). Es handelte sich hierbei um einen Batch-Reaktor, daher wurde alle drei Tage das
Medium erneuert. In dieser Zeit lagerten sich die Zellen an die Glasplatten an und bildeten
einen Biofilm. Nach einer Woche wurde eine Probe der planktonischen Bakterien, die sich in
der stationdren Phase befanden, aus dem Anzuchtsmedium sowie eine Glasplatte mit

adhéarenten Bakterien entnommen.

]

Behalter

Glasplatten mit adharenten Bakterien

(— —
/ / o Medium mit planktonischen Bakterien

Abb. 3.13: Schematische Darstellung der Biofilmanzucht.

Danach wurde das Medium durch eine 0,5 M Salzlésung (osmotischer Stress) oder
Leitungswasser (Oligotrophie) ersetzt und die adharenten Bakterien auf den Glasplatten fir
weitere 5 Tage inkubiert. Téglich wurde eine Glasplatte mit den sich darauf befindenden
Bakterien entnommen.

Aus jeweils 1 mL Bakteriensuspension der planktonischen Bakterien bzw. aus der von einer

Glasplatte abgeschabten adharenten Bakterien wurde die Gesamt-RNA isoliert und mit Hilfe
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der reversen Transkriptase und den kommerziell erhaltlichen random hexamer Primer in
cDNA umgeschrieben. Diese wurde ndher untersucht mittels quantitativer PCR und den
spezifischen Primern fir das rpoS-Gen von Pseudomonas aeruginosa, den Primern fir das
rcsA-Gen von Escherichia coli und dem EUB338-Gensystem (siehe Tabelle 3.1), fir ein
konstitutiv exprimiertes Referenzgen als Normierungsparameter. Fir die Analyse der
Genexpression wurde bei beiden untersuchten Gensystemen jeweils nur 1 ng cDNA
eingesetzt, da die Menge der isolierten Gesamt-RNA aus den adhédrenten Bakterien sehr
gering war. Es wurde jeweils eine Dreifachbestimmung durchgefuhrt.

Aufgrund der geringen Biomasse war es ebenfalls nicht méglich, ausreichende Mengen an
Gesamt-RNA aus adharenten Bakterien nach 5 Tagen Inkubation zu isolieren, daher wurden
die Versuche nur bis zum 4. Tag durchgefiihrt. Nach dieser Zeitdauer konnte genug RNA fir
die folgenden Versuche gewonnen werden. Angegeben sind jeweils die Ct-Werte mit
Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD), die errechneten ACt-Werte sowie die
Induktionsfaktoren (IF). IF1 stellt dabei den Induktionsfaktor dar, der bei dem Vergleich der
Expression adharenter gestresster Bakterien (nach 5tagiger Inkubation in einer 0,5 M
Salzlésung oder Leitungswasser) im Vergleich zu planktonischen Bakterien ermittelt wurde,
wahrend IF2 die Unterschiede der gestressten adhdrenten Bakterien mit den unbehandelten,

adhérenten Zellen zeigt.

Pseudomonas aeruginosa

A) Reinkultur

In Tabelle 3.7 sind die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen des rpoS-Gens bei
Pseudomonas aeruginosa dargestellt.

Im Vergleich der planktonischen Bakterien zu den adharenten Bakterien war eine deutliche
Verstarkung der Expression von rpoS erkennbar. Die Ct-Werte nahmen von 27,35 bzw.
29,48 auf 24,34 bzw. 26,82 ab. Der ACt-Wert lag bei 3,01 bzw. 2,66, anhand diesem der
Induktionsfaktor von 8 bzw. 6 berechnet werden konnte. Somit war die Expression von rpoS
bei adhdrenten Bakterien erhéht.

Durch osmotischen Stress stieg die Induktion auf den Faktor 12 nach 3 Tagen Inkubation an.
Beim Vergleich der unbehandelten, adh&renten Bakterien mit den durch eine 0,5 M
Salzlésung behandelten, adharenten Bakterien (IF2) und ihren entsprechenden Ct-Werten
von 24,34 und 23,77 wird allerdings deutlich, dass es zu keiner Induktion von rpoS durch
osmotischen Stress kam. Am 4. Tag befand sich die Expression von rpoS wieder auf dem

gleichen Niveau wie dem der planktonischen Bakterien.
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Bei Hungerstress verstarkte sich die Induktion mit der Inkubationszeit bis auf einen Faktor
von 60 am 4. Tag (IF1). Vergleicht man die unbehandelten, adharenten Bakterien mit den
behandelten (IF2) nahmen die Ct-Werte von 26,82 auf 23,57 ab, dies entsprach einem ACt-

Wert von 3,25 und einem Induktionsfaktor von 10.

Tab. 3.7: Quantitative PCR mit dem Primer/Probe- System spezifisch fiir das rpoS-Gen von
Pseudomonas aeruginosa. Die Expression wurde bei planktonischen Bakterien,
unbehandelten Biofilmen nach verschiedenen Behandlungen und Inkubationszeiten
untersucht. MW: Mittelwert. IF: Induktionsfaktor. IF1: IF im Vergleich zu planktonischen
Bakterien. IF2: IF im Vergleich zu adharenten Zellen. SD: Standardabweichung. -: keine
Induktion messbar.

Ct-Werte MW Ct SD ACt IF1/ IF2
0,5 M NaCl-Lésung (osmotischer Stress)
Plankton. Bakterien 27,34 27,42 27,28 27,35 | 0,070

Biofilm (7 Tage alt) 24,35 24,42 | 24,26 24,34 | 0,080 [ 3,01 8,06

+ Stress fur 2 Tage 24,25 23,72 | 23,69 23,89 [0,315] 3,46 11,00/ -
+ Stress fir 3 Tage 23,82 23,81 23,68 23,77 [0,078 | 3,58 11,96/ -
+ Stress fir 4 Tage 26,55 26,47 | 26,44 26,49 |[0,057 | 0,86 1,82/ -
Leitungswasser (Oligotrophie)
Plankton. Bakterien 29,60 2947 | 29,38 29,48 | 0,111

Biofilm (7 Tage alt) 27,03 26,80 | 26,62 26,82 | 0,206 | 2,66 6,32

+ Stress fir 2 Tage 25,43 25,84 | 25,51 25,59 | 0,217 3,89 14,83/ -
+ Stress fur 3 Tage 24,06 24,00 | 23,85 23,97 | 0,108 | 5,51 |45,57/7,21
+ Stress fur 4 Tage 23,62 23,56 | 23,52 23,57 | 0,050 5,91 |60,13/9,51

Bei den oben aufgefilhrten Versuchen mit adharenten Bakterien wurde deutlich, dass ein
Biofilm eine Schutzfunktion fir die Bakterien darstellt. Wahrend bei planktonischen Bakterien
die Induktion des an der generellen Stressantwort beteiligten rpoS-Gens bei einem Faktor
von etwa 30 lag (vgl. Kapitel 3.3.1), wurde bei adhdrenten Bakterien ein deutlich geringerer
Induktionsfaktor ermittelt (osmotischer Stress. keine Induktion, Oligotrophie: Induktionsfaktor
10). Somit kam es auch bei Biofilmzellen zu einer Stressantwort (IF2), die aber bei weitem

schwécher ausgepragt war als bei planktonischen Zellen.
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B) Mischkultur

Zusétzlich zu den Versuchen mit adharenten Reinkulturen wurden Genexpressions-
analysen des rpoS-Gens bei adhédrenten Mischkulturen durchgefihrt, da es sich in
naturlichen Habitaten bei Biofiilmen um den Verband verschiedenster Bakterien handelt.
Dazu wurden Biofilme mit Pseudomonas aeruginosa und einer natlrlichen Mischpopulation
aus dem Ablauf der Klaranlage in Neureut Uber 7 Tage auf Glasplatten im Vollmedium
angezogen und dann osmotischem Stress (0,5 M Salzlésung) oder Oligotrophie
(Leitungswasser) ausgesetzt. Um ausreichend Biomasse fur eine RNA-Isolation und
anschlieRender quantitativer PCR fur das rpoS-Gen zur Verfugung zu haben, wurden etwa
600 mal mehr Pseudomonaden als Abwasserbakterien eingesetzt. Dazu wurde die Anzahl
der Kolonie-bildenden Einheiten (KBE) der Abwasserbakterien sowie der Pseudomonaden
vorher bestimmt. Analog zu den Versuchen mit Reinkulturen wurden Proben der
planktonischen Zellen, unbehandelter Biofiime und der stressbehandelten Biofilme
entnommen, die Gesamt-RNA isoliert und mit Hilfe der reversen Transkriptase sowie den
random hexamer Primer in cDNA umgeschrieben. 10 ng dieser cDNA wurde mittels
quantitativer PCR und den spezifischen Primern fir das rpoS-Gen von Pseudomonas
aeruginosa (siehe Tabelle 3.1) ndher untersucht. Fir die Untersuchung des konstitutiv
exprimierten Referenzgens wurden die Primer Pa23FP und Pa23RPb (siehe Tabelle 3.1)
verwendet. Diese sind spezifisch fir Pseudomonas aeruginosa und erfassen somit die
Genexpression der natirlichen Mischpopulation nicht. Aufgrund der geringen Biomasse

konnte bei osmotischem Stress lediglich eine Doppelbestimmung durchgefuhrt werden.

In Tabelle 3.8 sind die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen von rpoS bei adhdrenten
Mischkulturen dargestellt.

Es war eine Induktion des rpoS-Gens im Vergleich zu planktonischen Bakterien mit einem
Faktor um 4 bzw. 6 erkennbar, da die Ct-Werte von 29,45 auf 27,46 bzw. von 33,11 auf
30,45 abnahmen.

Bei osmotischem Stress wurde das untersuchte Gen weiterhin induziert. Die Ct-Werte fielen
auf 21,11, das bedeutete die Induktion stieg auf einen Faktor von 324 nach 2 Tagen
Inkubation an. Danach wurde die Expression von rpoS wieder schwécher. Im Gegensatz zu
den adhédrenten Reinkulturen war eine verstarkte Expression am 2. Tag der Behandlung
erkennbar, die nach 4 Tagen deutlich zuriickging. Betrachtet man die Induktionsfaktoren der
adharenten, unbehandelten Mischkulturen mit der behandelten (IF2), so wurde das rpoS-
Gen um den Faktor 82 induziert, was aus der Abnahme der Ct-Werte von 27,46 auf 21,11
am 2. Tag ermittelt werden konnte.

Beim Vergleich der planktonischen Bakterien mit den durch Hungerstress behandelten,

adharenten Mischkulturen wurde ein Induktionsfaktor von 49 aus der Abnahme der Ct-Werte
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von 33,11 auf 27,51 nach zweitdgiger Inkubation berechnet. Danach nahm die Expression
von rpoS wieder ab. Vergleicht man die adharenten Mischkulturen mit den durch
Hungerstress behandelten (IF2), so kam es zu einer Induktion des rpoS-Gens um den Faktor
8, da die Ct-Werte von 30,45 auf 27,51 sanken. Die ermittelten Werte waren mit der
Expression adharenter Reinkulturen vergleichbar, allerdings stieg hier die Induktion mit

zunehmender Inkubationszeit an.

Tab. 3.8: Quantitative PCR mit dem Primer/Probe- System spezifisch fur das rpoS-Gen von
Pseudomonas aeruginosa. Die Expression wurde bei planktonischen Bakterien,
unbehandelten Biofilmen nach verschiedenen Behandlungen und Inkubationszeiten
untersucht. MW: Mittelwert. IF: Induktionsfaktor. IF1: IF im Vergleich zu planktonischen
Bakterien. IF2: IF im Vergleich zu adhérenten Zellen. SD: Standardabweichung. -: keine
Induktion messbar.

CtWerte | MWCt | SD | Act | IF1/IF2
0,5 M NaCl-Lésung (osmotischer Stress)
Plankton. Bakterien 29,29 29,61 29,45 0,226

Biofilm (7 Tage alt) 27,69 | 27,22 27,46 0,332 | 1,99 3,97

+ Stress fur 2 Tage 21,00 | 21,21 21,11 0,148 | 8,34 | 324,03/81,57
+ Stress fiir 3 Tage 22,94 | 22,97 22,96 0,021 | 6,49 89,88/ 22,63
+ Stress fir 4 Tage 23,03 | 22,67 22,85 0,255 6,6 97,01/ 24,42

Ct-Werte MW Ct SD ACt IF1/IF2
Leitungswasser (Oligotrophie)
Plankton. Bakterien 33,52 33,05 | 32,77 33,11 0,379

Biofilm (7 Tage alt) 31,52 30,52 | 30,32 [ 30,45 0,643 | 2,66 6,32

+ Stress fir 2 Tage 27,78 27,49 | 27,25 | 27,51 0,265 5,60 |48,50/7,67
+ Stress flr 3 Tage 28,85 28,60 | 28,41 28,62 0,221 4,49 122,47/ 3,56
+ Stress fir 4 Tage 30,22 29,98 [ 29,67 | 29,96 0,276 | 3,15 8,88/ -

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die Expression des rpoS-Gens von
Pseudomonas aeruginosa in einer adharenten Mischkultur im Vergleich zu einer adharenten
Reinkultur bei Oligotrophie nicht &anderte (Reinkultur: Induktionsfaktor 10, Mischkultur:
Induktionsfaktor 8), wenn man die unbehandelten und die Stress-behandelten Biofilmen
betrachtet. Bei der Analyse des Gens bei osmotischem Stress wurde eine verstarkte rpoS-
Expression bei Mischkulturen beobachtet. Bei Reinkulturen wurde keine Induktion

gemessen, wahrend es bei einer Mischkultur zu einer Induktion um den Faktor 82 kam.
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Escherichia coli

A) Reinkultur

In Tabelle 3.9 sind die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen des bei der Biofilm- und
EPS-Synthese beteiligten rcsA-Gens bei adhédrenten Escherichia coli-Reinkulturen
dargestellt. Eine Untersuchung von Mischkulturen war im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr
mdglich.

Wie bei dem rpoS-Gen von Pseudomonas aeruginosa war auch bei Escherichia coli eine
Induktion des rcsA-Gens bei der Biofilmbildung erkennbar, dessen Faktor bei 6 lag.

Durch osmotischen Stress kam es zu einer Verstérkung der Induktion bis zu einem Faktor
von 399 nach 4 Tagen Inkubation, da die Ct-Werte weiter auf 21,46 fielen. Beim Vergleich
des unbehandelten Biofilms mit ,gestressten” adhdrenten Bakterien (IF2) lag die Induktion
bei einem Faktor von 68, da die Ct-Werte von 27,43 auf 21,46 abnahmen.

Bei Oligotrophie lie® sich eine Induktion um den Faktor 36 berechnen, die Ct-Werte sanken
von 28,61 auf 24,43 am 4. Tag um einen ACt-Wert von 5,18 ab. Beim Vergleich der
unbehandelten, adharenten Bakterien mit den in Leitungswasser inkubierten Biofilmen (IF2)
zeigte sich eine Induktion des rcsA-Gens um den Faktor 3, der sich aus der Abnahme der
Ct-Werte von 25,95 auf 24,43 um 1,52 errechnen liel}.

Tab. 3.9: Quantitative PCR mit dem Primer/Probe- System spezifisch fur das rcsA-Gen von
Escherichia coli. Die Expression wurde bei planktonischen Bakterien, unbehandelten
Biofilmen nach verschiedenen Behandlungen und Inkubationszeiten untersucht. MW:
Mittelwert. IF: Induktionsfaktor. IF1: IF im Vergleich zu planktonischen Bakterien. IF2: IF im
Vergleich zu adharenten Zellen. SD: Standardabweichung. -: keine Induktion messbar.

Ct-Werte MWCt| SD ACt IF1/1F2
0,5 M NaCl-Lésung (osmotischer Stress)
Plankton. Bakterien | 30,43 | 30,03 | 29,85 | 30,10 | 0,297

Biofilm (7 Tage alt) 27,75 | 27,32 27,22 27,43 10,282 | 2,67 6,36

+ Stress fur 2 Tage | 23,81 | 23,19 22,93 23,31 (0,452 6,79 | 110,66/17,39
+ Stress fur 3 Tage | 25,28 | 24,68 25,00 24,99 10,300 | 5,11 34,54/ 5,43
+ Stress fir 4 Tage | 21,29 | 21,76 21,34 21,46 (0,258 | 8,64 |398,93/68,12
Leitungswasser (Oligotrophie)
Plankton. Bakterien | 28,70 [ 28,60 28,53 28,61 | 0,085

Biofilm (7 Tage alt) 26,12 | 25,87 25,85 25,95 | 0,150| 2,66 6,32
+ Stress fir 2 Tage | 27,88 [ 28,03 28,16 28,02 |1 0,140] 0,59 1,51/ -
+ Stress fur 3 Tage | 27,87 | 27,79 27,68 27,78 [ 0,095 0,83 1,78/ -

+ Stress fur 4 Tage | 24,48 | 24,36 24,45 24,43 | 0,062| 4,18 18,13/ -
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Vergleicht man die Expression von rcsA bei planktonischen mit der adharenter Bakterien ist
der Induktionsfaktor bei osmotischem Stress um den Faktor 3,6 bei Biofilmpopulationen
erhéht (planktonische Escherichia coli: Induktionsfaktor 19, adharente Escherichia coli:
Induktionsfaktor 68). Bei Oligotrophie hingegen ist der Induktionsfaktor bei planktonischen
Bakterien um den Faktor 4,3 héher als bei adharenten Bakterien (planktonische Escherichia

coli: Induktionsfaktor 13, adharente Escherichia coli: Induktionsfaktor 3).

Auch bei den Untersuchungen des rcsA-Gens von Escherichia coli war die Schutzfunktion
eines Biofilms bei Oligotrophie erkennbar (planktonische Bakterien: Induktionsfaktor 13 (vgl.
Kapitel 3.3.1), adhdrente Bakterien: Induktionsfaktor: 3). Bei osmotischem Stress allerdings

konnte dieser Effekt nicht gezeigt werden.

Zusammenfassend sind in den Abbildung 3.14 bzw. 3.15 die Ergebnisse der
Genexpressionsanalysen der speziesspezifischen Gensysteme bei planktonischen bzw.
adharenten Bakterien gezeigt. Angegeben ist die Hbhe der jeweiligen Induktion- oder
Repressionsfaktoren.

In Abbildung 3.14 ist deutlich erkennbar, dass der Sigmafaktor rpoS von Pseudomonas
aeruginosa, der als Masterregulator der generellen Stressantwort gilt, bei allen
Stressparametern induziert wurde. Der an der Biofilmbildung und EPS-Synthese beteiligte
Faktor des Rcs-Signalwegs, rcsA, zeigte ebenfalls bei den verwendeten Stressfaktoren eine
Induktion. Bei den Gram-positiven Bakterien wurde das pbp5 (Penicillin-bindendes Protein)-
Gen, welches bei der Peptidoglykansynthese eine Rolle spielt, bei osmotischem Stress und
bei Oligotrophie reprimiert. In der stationdren Phase lag bei Enterococcus faecalis eine
Repression vor, wahrend es bei Enterococcus faecium zu einer Induktion des untersuchten

Gens kam.
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Expression bei planktonischen Bakterien
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Abb. 3.14: Genexpressionsanalysen bei planktonischen Bakterien wahrend verschiedener
Behandlungen und in der stationaren Phase.

[ : stationdre Phase; [l : osmotischer Stress; [: Oligotrophie.

Abbildung 3.15 zeigt, dass sowohl das rpoS-Gen als auch das rcsA-Gen bei der

Biofilmbildung induziert wurden. Sowohl bei Pseudomonas aeruginosa-Reinkulturen als auch

bei Escherichia coli-Reinkulturen war bei Oligotrophie die Schutzfunktion eines Biofilms

anhand der héheren Induktionsfaktoren bei planktonischen Bakterien erkennbar.

100

Vergleich der Expression bei

planktonischen und adhéarenten Bakterien
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P. aeruginosa rpoS E. coli rcsA
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Abb. 3.15: Genexpressionsanalysen bei planktonischen und adharenten Bakterien wahrend
verschiedener Behandlungen und in der stationdren Phase. BB: Biofilmbildung. NaCl:
osmotischer Stress. LW: Oligotrophie.
B : planktonische Bakterien; [l : adharente Bakterien (Reinkultur);[ : adharente Bakterien

(Mischkultur).
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3.5 Untersuchung des universellen Stressgens bei Referenzbakterien

Die Untersuchung von Genen der universellen Stressprotein (Usp)-Familie wurde bei den
Gram-negativen Bakterien Pseudomonas aeruginosa und Escherichia coli sowie bei dem
Gram-positiven Bakterium Enterococcus faecalis durchgefihrt. Ziel dieser Analysen war
einen allgemeinen Stressmarker zu finden, der nicht spezifisch fiir ein bestimmtes Bakterium
ist, sondern bei unterschiedlichen Mikroorganismen zur Unterscheidung von

Stresszustanden verwendet werden kann.

= Die Superfamilie der Usp-Proteine, bestehend aus einer konservierten Proteingruppe,
kommt sowohl in Bakterien und Archaeen als auch in Eukaryonten vor (Kvint et al.
2003). Viele Organismen besitzen dabei ein ganzes Repertoire an Usp-Proteinen.
Untersuchungen zeigten, dass das uspA-Gen bei Escherichia coli eine wichtige Rolle
bei Stressexposition spielt (Gustavsson et al. 2002; Nystrom und Neidhardt 1994 und
1992). Auch bei anderen Organismen, wie Pseudomonas aeruginosa und

Enterococcus faecalis, sind usp- oder usp-homologe Gene beschrieben worden.

Untersuchte usp-homologe Gensysteme
- mdgliches universelles Stressgen (PLES_20451) bei Pseudomonas aeruginosa
- uspA bei Escherichia coli
- mdgliche universelle Stressgene bei Enterococcus faecalis
- EF1982
- EF1058
- EF3035
- EF1048

Die Sequenzen der mdglichen universellen Stressgene von Pseudomonas aeruginosa und
Enterococcus faecalis als auch des uspA-Gens von Escherichia coli wurden aus der NCBI-
Datenbank enthommen und anhand dieser die Primer und Sonden berechnet und erprobt
(siehe Tabelle 3.10). Samtliche Primer wurden in dieser Arbeit erstellt, mit Ausnahme der
Primer fur die 16S rRNA von Eubakterien und der Primer fur die 23S rRNA von
Enterokokken.

Die untersuchten Gene von Pseudomonas aeruginosa und Enterococcus faecalis wurden
anhand von Homologien der Proteinsequenz identifiziert (siehe Kapitel 7), wobei die Aufgabe

und Regulation der Gene in vivo bisher nicht geklart werden konnte.

-79 -



ERGEBNISSE

Tab. 3.10: Primersequenzen fir die quantitative PCR.

Primer Zielgen Nukleotidsequenz (5> 3’) Bakterium

PauspF AGGCATCCAGGCGTTCAC

PauspR usp TGGACCTGTCGATGTTGCA

PauspP | (PLES_20451)|6-FAM-CCTGGTCGAACTGC-TAMRA P. aeruginosa

EcuspaF TGCACTGACCGAGCTTTC

EcuspaR USpPA TGCCGCTCAGGGTTTCA E. coli

EfuspF GAAGCAATGTCAATGGCAAAAG

EfuspR Usp (EF1982) | GTCCCATATCCACCGCTTGT E. faecalis

EfuspF1 GGCAAGAACAGTTGGCGAAA

EfuspR1 usp (EF1058) | ATTCGCTAACGCTTCTTGTTGAT E. faecalis

EfuspF2 GACGAGCAACCTCAATTGCA

EfuspR2 usp (EF3035) [ CGGCGTAGACGGTAGTGATCA E. faecalis

EfuspF3 AGGCAAAACAAGCGAGTGAAA

EfuspR3 usp (EF1084) | GGGCTCCCAAGCTCAACA E. faecalis

EUB 338F GATCAGCCACACTGGGACTGA

EUB 338R TCAGGCTTGCGCCCATT
6-FAM-TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG- far

EUB 338P 16S rRNA [TAMRA Eubakterien

ECST784F AGAAATTCCAAACGAACTTG fur

ENC854R 23S rRNA | CAGTGCTCTACCTCCATCATT Enterokokken

Quantitative Bestimmung der usp-mRNA

Fur die Untersuchung der usp-mRNA mit Hilfe der quantitativen PCR wurde fir
Pseudomonas aeruginosa ein spezifisches Primer/Probe-System verwendet. Fiir Escherichia
coli und Enterococcus faecalis wurden die Untersuchungen mit spezifischen Primer-
Systemen und dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green | durchgefihrt. Fir die
Expressionsbestimmung der konstitutiv exprimierten Referenzgene zur Normalisierung der
Expression wurde bei Pseudomonas aeruginosa und Escherichia coli das EUB338-
Gensystem verwendet, bei Enterococcus faecalis die Primer ECST784F und ENC 854R
(siehe Tabelle 3.10).

Es wurden 100-1000 ng Gesamt-RNA, je nach der zu Verfiigung stehenden Menge der
zuvor isolierten RNA, mit den kommerziell erhéltlichen random hexamer Primern und der
reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben und die Expression mittels der quantitativen
PCR ermittelt. Zur Quantifizierung der usp-Gene wurden bei Pseudomonas aeruginosa
jeweils 20 ng cDNA, bei Escherichia coli 2 ng cDNA und bei Enterococcus faecalis jeweils
10ng der cDNA eingesetzt. Fir alle zu untersuchenden Gene wurde eine
Dreifachbestimmung durchgefiihrt.

Die Expression der usp-Gene wurde nach Behandlung mit einer 0,5 M Salzlésung
(osmotischer Stress) oder mit Leitungswasser (Oligotrophie) gemessen. Des Weiteren wurde
die Expression in der exponentiellen mit der der stationaren Phase verglichen.
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Angegeben sind jeweils die Ct-Werte mit Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD), die
errechneten ACt-Werte sowie die Induktions-(IF) und Repressionsfaktoren (RF). Tabelle 3.11
zeigt die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen bei Pseudomonas aeruginosa, Tabelle

3.12 bei Escherichia coli und die Tabellen 3.13- 3.16 bei Enterococcus faecalis.

3.5.1 Expression eines usp-homologen Gens bei Pseudomonas aeruginosa

In Tabelle 3.11 sind die Ergebnisse der Expressionsanalysen eines usp-homologen Gens
(PLES_20451) von Pseudomonas aeruginosa dargestellt.

Bei osmotischem Stress wurde eine Induktion des usp-homologen Gens um den Faktor 55
nach 4 Tagen Inkubationsdauer festgestellt, da es zu einer Abnahme der Ct-Werte von 29,77
bei der Kontrolle auf 24,00 am 4. Behandlungstag kam. Am 5. Tag stiegen die Werte wieder
auf 28,82 an.

Tab. 3.11: Quantitative PCR mit einem Primer/Probe-System spezifisch fir ein usp-
homologes Gen (PLES_20451) von Pseudomonas aeruginosa. Die Expression wurde bei
verschiedenen Behandlungen und Inkubationszeiten sowie bei unterschiedlichen OD-Werten
untersucht. MW: Mittelwert. IF: Induktionsfaktor. SD: Standardabweichung.

Ct-Werte MW Ct SD ACt IF
0,5 M NaCl-Lésung (osmotischer Stress)
Kontrolle 29,68 30,00 29,64 29,77 0,197
3 Tage 25,62 25,71 25,59 25,64 0,062 4,13 17,51
4 Tage 24,12 23,98 23,91 24,00 0,107 577 54,57
5 Tage 28,88 28,93 28,65 28,82 0,149 0,95 1,93
Leitungswasser (Oligotrophie)
Kontrolle 26,92 26,77 26,85 26,85 0,075
3 Tage 25,26 25,16 25,14 25,19 0,064 1,66 3,16
4 Tage 23,14 23,19 22,86 23,06 0,178 3,79 13,83
5 Tage 23,41 23,23 22,94 23,19 0,237 3,66 12,64
Optische Dichte (ODggo)
0,2 31,14 30,97 30,85 30,99 0,146
1,3 28,79 28,53 28,70 28,67 0,132 2,32 4,99

Wéhrend der Inkubation in nahrstoffarmem Leitungswasser wurde ebenfalls eine Induktion
von PLES 20451 ermittelt. Die Ct-Werte nahmen innerhalb einer Inkubationszeit von 5
Tagen von 26,85 auf 23,19 ab. Der héchste ACt-Wert lag bei 3,66, aus dem sich eine
Induktion um den Faktor 13 errechnen lief3.
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Bei der Entnahme der Bakterien wahrend unterschiedlicher bakterieller Dichte kam es zu
einer verstarkten Expression des untersuchten Gens. Die Ct-Werte sanken von 30,99 bei
einer optischen Dichte von 0,2 (exponentielle Phase) auf 28,67 bei der Entnahme der
Bakterien in der stationaren Wachstumsphase (ODggo: 1,3). Daraus ergab sich ein ACt-Wert
von 2,32 und eine Induktion des untersuchten Gens in der stationdren Phase bei
Pseudomonas aeruginosa um den Faktor 5. Die Expression des usp-homologen Gens bei

Pseudomonas aeruginosa war abhangig vom Zellwachstum.

3.5.2 Expression des uspA-Gens bei Escherichia coli

Tabelle 3.12 zeigt die Ergebnisse der Expressionsanalysen des uspA-Gens von Escherichia
coli.

Bei osmotischen Anderungen lag eine Induktion des uspA-Gens vor, die sich aus der
kontinuierlichen Abnahme der Ct-Werte von 28,54 auf 24,94 erkennen liel}.

Tab. 3.12: Quantitative PCR mit einem Primer-System spezifisch fir das uspA-Gen von
Escherichia coli. Die Expression wurde bei verschiedenen Behandlungen und
Inkubationszeiten sowie bei unterschiedlichen OD-Werten untersucht. MW: Mittelwert. RF:

Repressionsfaktor. IF: Induktionsfaktor. SD: Standardabweichung.

Ct-Werte MW Ct SD ACt IF
0,5 M NaCl-Lésung (osmotischer Stress)
Kontrolle 28,74 28,31 28,57 28,54 0,217
3 Tage 26,96 26,47 26,46 26,63 0,286 1,91 3,76
4 Tage 26,97 26,74 26,39 26,70 0,292 1,84 3,58
5 Tage 25,05 24,92 24,84 24,94 0,106 3,60 12,13
Ct-Werte MW Ct SD ACt RF
Leitungswasser (Oligotrophie)
Kontrolle 27,50 27,25 27,15 27,30 0,180
3 Tage 28,82 28,56 28,37 28,58 0,226 -1,28 2,43
4 Tage 31,11 31,24 30,73 30,03 0,265 -3,73 13,27
5 Tage 28,78 28,09 28,26 28,38 0,359 -1,08 2,11
Ct-Werte MW Ct SD ACt IF
Optische Dichte (ODggo)
0,1 28,43 28,19 28,23 28,28 0,129
2,6 26,88 26,58 26,32 26,59 0,280 1,69 3,23
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Die Induktion war am 5. Tag mit einem Faktor von 12 am hdchsten. Bei Oligotrophie
hingegen wurde das untersuchte Gen reprimiert. Die Ct-Werte stiegen bei der Kontrolle von
27,30 auf 30,03 nach einer Inkubation von 4 Tagen an, danach fielen die Werte wieder auf
28,38 ab. Mit Hilfe der Berechnung des ACt-Wert und der Formel 2°°! wurde eine Repression
um den Faktor 13 am 4. Tag ermittelt. Dies steht im Gegensatz zur Expression des rcsA-
Gens, das bei Oligotrophie eine Induktion zeigte. Bei der Messung der uspA-Expression bei
unterschiedlichen Bakteriendichten von Escherichia coli nahm der Ct-Wert von 28,28 bei
einer ODgyo von 0,1 auf 26,59 bei einer ODgog von 2,6 ab. Die gemessene Induktion des
uspA-Gens in der stationaren Phase, mit einem ACt-Wert von 1,69, lag bei einem Faktor von
3. Somit war die Expression des uspA-Gens bei Escherichia coli, wie bei Pseudomonas

aeruginosa, wachstumsabhangig.

3.5.3 Expression usp-homologer Gene bei Enterococcus faecalis

In den Tabellen 3.13 (EF1982), 3.14 (EF1058), 3.15 (EF3035) und 3.16 (EF1084) sind die
Ergebnisse der Expressionsanalysen mehrerer usp-homologer Gene von Enterococcus

faecalis dargestellt.

Osmotischer Stress:

Osmotische Anderungen im Medium fiihrten bei allen untersuchten Genen zu einer
Repression am 3. Behandlungstag.

Die Ct-Werte des usp-homologen Gens EF1982 nahmen von 17,77 auf 20,14 am 3.
Behandlungstag zu, danach sanken die Werte wieder auf 20,14 ab. Es lag eine Repression
von EF1982 um den Faktor 25 vor, was einem ACt-Werte von 4,67 entspricht. Beim Gen
EF1058 war eine Zunahme der Ct-Werte von 18,65 auf 23,61 am 3. Behandlungstag
messbar, ab Tag 4 kam es zu einem Abfall der Werte auf 21,07. Der ACt-Wert lag bei 4,96,
aus dem sich mit 2°°* eine Repression um den Faktor 31 berechnen lieB. Die
Untersuchungen des Gen EF3035 fihrten zu steigenden Ct-Werte von 21,79 auf 26,44 und
einer daraus ermittelten Repression um den Faktor 25. Bei dem usp-homologen Gen
EF1084 (siehe Tabelle 3.16) kam es zu einer Repression um den Faktor 17. Bei allen

untersuchten Genen konnten vergleichbare Repressionsfaktoren ermittelt werden.
Oligotrophie:

Bei Inkubation in Leitungswasser wurde, anlog zu den Ergebnissen bei osmotischem Stress,

bei allen 4 usp-homologen Genen eine Repression nach 4 Tagen festgestellt.
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Bei dem Gen EF1982 nahmen die Ct-Werte bei der Kontrolle von 19,48 auf 26,35 nach einer
Inkubationszeit von 4 Tagen zu. Am 5. Tag sanken die Werte auf 25,61. Es konnte eine
Repression um den Faktor 117 berechnet werden. Die Ct-Werte bei Hungerstress nahmen
bei dem Gen EF1058 ebenfalls bis zu einer Inkubation von 4 Tagen um einen ACt-Wert 6,86
zu und sanken am 5. Tag wieder ab. Es wurde eine Repression des untersuchten Gens um
den Faktor 116 ermittelt. Die Ergebnisse der quantitativen PCR des Gens EF3035 (siehe
Tabelle 3.15) lieferten einen Anstieg der Ct-Werte von 22,00 auf 29,54 nach 4
Inkubationstagen. Daraus lie sich eine Repression um den Faktor 186 ermitteln. Tabelle
3.16 zeigt die Ergebnisse des usp-homologen Gens EF1084. Wie bei den anderen
untersuchten usp-homologen Genen kam es zu einer Repression. Allerdings lagen die Werte
deutlich héher als bei den zuvor untersuchten Genen. So wurde nach 4 Tagen Inkubation
eine Repression um den Faktor 1201 gemessen, wahrend die Repression der anderen Gene
im gleichen Zeitraum etwa um den Faktor 10 schwacher war. Auch zu den anderen
Entnahmezeitpunkten war die Repression stdrker. Nach 3 Tagen wurde ein
Repressionsfaktor von 605, nach 5 Tagen von 126 ermittelt. Dies entsprach einer starkeren

Repression im Vergleich zu den anderen Genen um etwa den Faktor 10 bzw. 2.

Tab. 3.13: Quantitative PCR mit einem Primer-System spezifisch fiir ein usp-homologes Gen
(EF1982) von Enterococcus faecalis. Die Expression wurde bei verschiedenen
Behandlungen und Inkubationszeiten sowie bei unterschiedlichen OD-Werten untersucht.
MW: Mittelwert. IF: Induktionsfaktor. RF: Repressionsfaktor. SD: Standardabweichung.

Ct-Werte MW Ct SD ACt RF
0,5 M NaCl-Lésung (osmotischer Stress)
Kontrolle 17,94 17,74 17,62 17,77 0,162
3 Tage 22,53 22,40 22,39 22,44 0,078 -4,67 25,46
4 Tage 21,34 21,30 21,07 21,24 0,146 -3,47 11,08
5 Tage 20,28 20,16 19,98 20,14 0,151 -2,37 5,17
Ct-Werte MW Ct ACt RF
Leitungswasser (Oligotrophie)
Kontrolle 20,57 19,26 18,62 19,48 0,994
3 Tage 25,31 25,24 25,11 25,22 0,101 -5,74 53,45
4 Tage 26,67 26,29 26,08 26,35 0,299 -6,87 116,97
5 Tage 25,63 25,59 25,61 25,61 0,020 -6,13 70,03
Ct-Werte MW Ct SD ACt IF
Optische Dichte (ODggo)
0,2 22,95 22,86 23,08 22,96 0,111
2,5 17,64 17,59 17,54 17,59 0,050 5,37 41,36
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Tab. 3.14: Quantitative PCR mit einem Primer-System spezifisch fiir ein usp-homologes Gen
(EF1058) von Enterococcus faecalis. Die Expression wurde bei verschiedenen
Behandlungen und Inkubationszeiten sowie bei unterschiedlichen OD-Werten untersucht.
MW: Mittelwert. IF: Induktionsfaktor. RF: Repressionsfaktor. SD: Standardabweichung.

Ct-Werte MW Ct SD ACt RF
0,5 M NaCl-Lésung (osmotischer Stress)
Kontrolle 18,68 18,58 18,69 18,65 0,061
3 Tage 23,78 23,67 23,38 23,61 0,207 -4,96 31,12
4 Tage 22,57 22,50 22,08 22,38 0,265 -3,73 13,27
5 Tage 21,21 21,24 20,76 21,07 0,269 -2,42 5,35
Ct-Werte MW Ct ACt RF
Leitungswasser (Oligotrophie)
Kontrolle 22,95 22,89 22,86 22,90 0,046
3 Tage 29,30 29,55 29,30 29,38 0,144 -6,48 89,26
4 Tage 29,68 29,77 29,82 29,76 0,071 -6,86 116,16
5 Tage 28,11 28,43 28,34 28,29 0,165 -5,39 41,93
Ct-Werte MW Ct SD ACt IF
Optische Dichte (ODgg
0,2 28,02 28,14 28,04 28,07 0,064
2,5 22,73 22,81 22,79 22,78 0,042 5,29 39,12

Unterschiedliche Wachstumsphasen:

Im Gegensatz zu den Ubrigen untersuchten Stressparametern kam es in der stationdren
Wachstumsphase (ODeggo: 2,5) von Enterococcus faecalis, die durch eine begrenzte
Verfugbarkeit von Nahrstoffen und einer mdglichen Ansammlung toxischer Stoffe
gekennzeichnet sein kann, zu einer Induktion der 4 usp-homologen Gene.

Bei dem Gen EF1982 wurde eine Induktion um den Faktor 41 festgestellt, da die Ct-Werte
von 22,96 auf 17,59 sanken. Beim Vergleich der exponentiellen und der stationdren Phase
bei dem Gen EF1058 fielen die Ct-Werte von 28,07 (ODggo: 0,2) auf 22,78 (ODggo: 2,5),
daraus wurde, mit einem ACt-Wert von 5,29, eine Induktion um den Faktor 39 errechnet. Bei
dem Gen EF3035 sanken die Ct-Werte ebenfalls. Es kam zu einer Abnahme um 4,37 von
25,58 auf 21,21 beim Vergleich der exponentiellen mit der stationaren Wachstumsphase.
Hier lag der Induktionsfaktor bei 21. Die Ct-Werte bei der Expressionsmessung des Gens
EF1084 (siehe Tabelle 3.16) sanken von 37,86 auf 30,24. Dies ergab einen ACt-Wert von
7,62, aus dem sich ein Induktionsfaktor von 197 errechnen lie3, der um etwa den Faktor 6

héher war als bei den tbrigen usp-homologen Genen.
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Tab. 3.15: Quantitative PCR mit einem Primer-System spezifisch fiir ein usp-homologes Gen
(EF3035) von Enterococcus faecalis. Die Expression wurde bei verschiedenen
Behandlungen und Inkubationszeiten sowie bei unterschiedlichen OD-Werten untersucht.

MW: Mittelwert. IF: Induktionsfaktor. RF: Repressionsfaktor. SD: Standardabweichung.

| Ct- Werte | mwect | sb | act RF
0,5 M NaCl-Lésung (osmotischer Stress)
Kontrolle 22,03 21,80 21,56 21,79 0,235
3 Tage 26,49 26,50 26,33 26,44 0,095 -4,65 25,11
4 Tage 25,26 25,23 24,95 25,15 0,171 -3,36 10,27
5 Tage 24,32 23,99 24,07 24,13 0,172 -2,34 5,06
Ct-Werte MW Ct ACt RF
Leitungswasser (Oligotrophie)
Kontrolle 22,14 21,94 21,93 22,00 0,118
3 Tage 28,17 27,47 27,41 27,68 0,423 -5,68 51,27
4 Tage 29,74 29,60 29,28 29,54 0,236 -7,54 186,11
5 Tage 28,45 28,27 28,21 28,31 0,125 -6,31 79,34
Ct-Werte MW Ct SD ACt IF
Optische Dichte (ODggo)
0,2 25,68 25,58 25,49 25,58 0,095
2,5 21,23 21,18 21,23 21,21 0,029 4,37 20,68

Zusammenfassend ist zu sagen, dass es bei allen vier untersuchten usp-homologen Genen
(EF1982, EF1058, EF3035 und EF 1084) von Enterococcus faecalis zu einer Repression bei
osmotischem Stress sowie bei Oligotrophie kam. In der stationdren Phase wurde eine
Induktion der Gene ermittelt, was bedeutet, dass bei allen vier Genen die Expression
wachstumsabhéngig war. Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass es sich bei den
untersuchten Genen um Faktoren handelt, deren Expression von Stress beeinflusst wird. Die
gemessenen Induktionen und Repressionen waren bei allen vier Genen vergleichbar, auch
wenn sie bei dem usp-homologen Gen EF1084 wahrend der Inkubation in Leitungswasser

und in der stationdren Wachstumsphase deutlich starker ausgepragt waren.
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Tab. 3.16: Quantitative PCR mit einem Primer-System spezifisch fur ein usp-homologes Gen
(EF1084) von Enterococcus faecalis. Die Expression wurde bei verschiedenen
Behandlungen und Inkubationszeiten sowie bei unterschiedlichen OD-Werten untersucht.
MW: Mittelwert. IF: Induktionsfaktor. RF: Repressionsfaktor. SD: Standardabweichung.

Ct-Werte MW Ct SD ACt RF
0,5 M NaCl-Lésung (osmotischer Stress)
Kontrolle 19,03 19,10 19,07 0,035
3 Tage 23,16 23,20 23,18 0,020 -4,11 17,27
4 Tage 22,10 21,68 21,89 0,210 -2,82 7,06
5 Tage 21,35 21,38 21,37 0,015 -2,30 4,92
Ct-Werte MW Ct ACt RF
Leitungswasser (Oligotrophie)
Kontrolle 18,64 18,31 18,48 0,165
3 Tage 27,62 27,82 27,72 0,100 -9,24 604,67
4 Tage 28,60 28,81 28,71 0,105 | -10,23 1200,98
5 Tage 25,29 25,62 25,46 0,165 -6,98 126,24
Ct-Werte MW Ct SD ACt IF
Optische Dichte (ODggo)
0,2 38,05 37,66 37,86 0,195
2,5 30,33 30,15 30,24 0,090 7,62 196,72
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3.6 Ansatz zur Identifizierung neuer Stressmuster

Im Folgenden wurden Versuche durchgefiihrt, um die Anpassungsstrategien der Bakterien
an Stress auf eine unspezifische, das heillt nicht Gen-spezifische, Art und Weise zu
beschreiben. Im Vorfeld wurden die Genexpressionsanalysen mit Hilfe der quantitativen PCR
und Nothern Blot-Verfahren durchgefiihrt, um Anderungen in der Expression von
bestimmten, speziesspezifischen und méglichen universellen Stressgenen festzustellen. Die
im folgenden beschriebenen Versuche dienten zur Analyse von Stressmustern auf DNA- und
RNA-Ebene bei verschiedenen Bakterien, da sich die meisten Untersuchungen bis heute
ausschliefllich mit einer gezielten Stressform und ihrer Auswirkung auf eine bestimmte
Bakterienspezies beschéftigen.

Dafir wurden die Bakterien wieder mit Leitungswasser (Oligotrophie) oder einer 0,5 M
Salzlésung (osmotischer Stress) behandelt, die Gesamt-RNA bzw. DNA aus 1 mL
Bakteriensuspension isoliert und photometrisch quantifiziert. Die Gesamt-RNA wurde mittels
den random hexamer Primern unspezifisch in cDNA umgeschrieben, diese mit Hilfe
unterschiedlicher Methoden amplifiziert, gelelektrophoretisch getrennt und die entstandenen
Bandenmuster analysiert. Idealerweise entspricht jede Bande genau einem amplifizierten
Nukleinsaure-Molekil. Jeweils eine Bande im Polyacrylamidgel reprasentiert somit ein Gen,
und dies kdnnte als Fingerprint-Technik eingesetzt werden. Die Schwierigkeit bei der
Amplifikation von prokaryotischer RNA besteht allerdings darin, dass sie im Gegensatz zu
eukaryotischer RNA kein PolyA-Ende besitzt und folglich keine Kenntnis der Sequenz
vorliegt.

Aus diesem Grund wurden zum einen Adapter an die RNA und die daraus entstehende
cDNA angebunden (siehe Abbildung 3.16), andererseits kamen sowohl degenerierte als
auch unspezifisch bindende Primer zum Einsatz (siehe Abbildung 3.17). Diese Methoden
bilden die Grundlage fiir eine schnelle und effektive RNA-Amplifikation und somit fir

Hochdurchsatz-Analysen.

5 Bl 3 RNA

3 B 5 coNA
> l Adapter

3 [ B 5 coNA
Adapter <=

Abb. 3.16: Amplifikation von cDNA. Verwendung externer Primer/ Adapter.
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Shine Dalgarno Sequenz

5 [AGGAGG 3’ RNA

degenerierter Primer
4

3’ | TCCTCC 5 cDNA
<=

unspezifisch bindender Primer

Abb. 3.17: Amplifikation von cDNA. Verwendung von internen Primern.

Die fur die folgenden Versuche verwendeten Primer fur die Amplifikation der cDNA wurden in

dieser Arbeit erstellt, mit Ausnahme der random hexamer Primern.

Tab. 3.17: Primersequenzen.

Primer Nukleotidsequenz (5> 3’)

RNAampli CGCACGGAGGAGGAGAGTTGTTGTCGAT

RNAlig ATCGACAACAACTCTCCTCCTCCGTGCG-Propandiol
Poly-T CGCGCTTTTTTTIT

Oligo-dA16 AAAAAAAAAAAAAAAA

SDGC CCAGGAGGCGC

3.6.1 Amplifikation durch Adapter

Abbildung 3.18 gibt einen schematischen Uberblick tber das Anbinden von Adaptern zur
Amplifikation der Gesamt-cDNA.

In einem ersten Syntheseschritt wurde an das 3-Ende der RNA mittels der Enzyme
Terminale Transferase oder der T4 RNA Ligase eine Poly(A)-Sequenz angehangt und
anschlielend die RNA mit einem PolyT-Primer in cDNA umgeschrieben. Danach wurde an
das 3’-Ende der cDNA durch das Enzym T4 RNA Ligase ein Primer (RNAlig) angebunden,
der am 5-Ende ein Phosphatrest und am 3’-Ende ein Propandiol trégt, welches daflr
verantwortlich war, dass an dieses Ende kein weiterer Primer binden konnte. Mit Hilfe der
jeweils komplementaren Primer (RNAampli und PolyT) (siehe Tabelle 3.17) konnte die cDNA

amplifiziert und elektrophoretisch aufgetrennt werden.
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5' RNA 3

l Terminale Transferase und dATPs oder

T4 RNA Ligase und Oligo-dA16
5' RNA 3'

AAAAAAAAAAA(A)A

l Reverse Transkription, Poly-T-Primer

3' cDNA 5'

TTTTTTTTTCGCGC

l T4 RNA Ligase, RNAlig- Primer

) 3 cDNA 5
RNAlig TTTTTTTTTCGCGC
l PCR mit RNAampli und PolyT- Primer
3 DNA '
RNAlig > TTTTTTTTTCGCGE
5' 3
RNAampli AAAAAAAAAGCGCG

Abb. 3.18: Schematische Darstellung der unspezifischen Amplifikation.

In Abbildung 3.19 sind die Ergebnisse der Amplifikation dargestellt, bei der als
Referenznukleinsdure 2000 ng Gesamt-RNA von Pseudomonas aeruginosa verwendet
wurde, um die Méglichkeit der Amplifikation zu Uberprifen. Es konnten nur Amplifikate aus
dem Transkriptom entstehen, wenn einerseits die Polyadenylierung der RNA erfolgreich
verlaufen war, da der verwendete Primer flr die reverse Transkription nur dann binden
konnte. Gleichzeitig musste das Oligonukleotid (RNAlig) mittels der T4 RNA Ligase an die
cDNA angehangt worden sein, da sonst keine komplementdren Sequenzen fiir den
Vorwarts-Primer RNAampli vorliegen. Die amplifizierten cDNA-Molekiile in Spur 1 und 2
lieferten die Bestatigung der erfolgreichen 3’Modifikation mit der T4 RNA Ligase und dem
aktivierten Primer (RNAIlig) sowie der Polyadenylierung. In Spur 1 wurde das PCR-Produkt
aufgetragen, bei dem das Enzym Terminale Transferase und dATPs fur die Modifikation der
RNA verwendet wurden.

Bei dem PCR-Produkt der Spur 2 kam die T4 RNA Ligase und das Oligo-dA16-Nukleotid
zum Einsatz. Dieses PCR-Produkt besal’ im Gegensatz zum ersten Ansatz mit der
Terminalen Transferase eine definierte Lange. Durch den direkten Vergleich beider PCR-

Produkte lielRen sich Unterschiede feststellen. Das Bandenmuster nach zweimaliger T4 RNA
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Ligation war distinkter und dadurch besser erkennbar. Die Banden in Spur 1 hingegen waren
verschwommener und oberhalb von 1000 bp war kaum eine einzelne distinkte Bande zu
erkennen, da hier viele Banden zu einem einzigen starken Signal verschmolzen. Einzelne
Banden lief3en sich nur in Spur 2 erkennen, da jedes Genprodukt einer bestimmten Lange
nur gleich lange, flankierte DNAs lieferte und so nur eine Bande erzeugte.

Somit lieferte diese Verfahrensweise ein eindeutigeres und klarer interpretierbareres
Ergebnis. Der Vorteil in der Verwendung des Enzyms T4 RNA Ligase lag in der Tatsache,
dass ein definiertes Oligonukleotid und nicht nur einzelne Nukleotide angeh&ngt werden
konnten, so dass die Lange des Poly(A)-Endes bekannt war. Andererseits war dies die
kostspieligere und zeitaufwéndigere Alternative, von mindestens 2 Tagen Dauer, wéhrend

ein Versuch mit der Terminalen Transferase innerhalb weniger Stunden abgeschlossen war.

& ™ E
1000 bp ——
500 bp % '

1'-!
| W—

-

100 bp —— s

RN i

M 1 2 M

Abb. 3.19: Elektrophoretische Auftrennung der modifizierten und amplifizierten
Nukleinsduren von Pseudomonas aeruginosa. M: 100 bp-Marker, 1: PCR-Produkt nach 3
Modifikation durch Terminale Transferase/ T4 RNA Ligase, 2: PCR-Produkt nach
zweimaliger T4 RNA Ligation.

Aus diesem Grund wurde mit dem Enzym T4 RNA Ligase und einem Oligonukleotid (Oligo-
dA16) fir die Modifikation der RNA weitergearbeitet. Fiir den folgenden Versuch wurde das
Gram-negative Bakterium Pseudomonas aeruginosa fir einen Zeitraum von 5 Tagen
osmotischem Stress ausgesetzt und fir die anschlielende Modifikation 2000 ng RNA
verwendet. Danach wurde eine PCR mit den Primern RNAampli und PolyT durchgefiihrt und
anschlieltend mit der Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt.

Die Ergebnisse des Versuchs sind in Abbildung 3.20 dargestellt. Es war deutlich erkennbar,
dass die Intensitdt der Bande bei 500 bp mit zunehmender Inkubationszeit in einer
Salzlésung abnahm, wahrend mehrere Banden zwischen 700 bp und 1500 bp nach einer
Stressbehandlung erst auftraten.
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1000bp

500 bp ——

100 bp —

M 1 2 3 4

Abb. 3.20: Elektrophoretische Auftrennung der modifizierten und amplifizierten
Nukleinsduren von Pseudomonas aeruginosa wahrend osmotischem Stress bei
unterschiedlichen Inkubationszeiten. M: 100 bp-Marker, 1: Kontrolle, 2: nach 3 Tagen, 3:
nach 4 Tagen, 4: nach 5 Tagen Inkubation.

Diese Methode scheint sich fiir die Amplifikation unbekannter Nukleinsduresequenzen und
zur Transkriptomanalyse zu eignen. Dabei besteht der Vorteil bei dieser Modifikation in der
Méglichkeit, Restriktionsschnittstellen in die Adapter einzubauen, was die Grundlage fir
Klonierungen bildet.

Allerdings waren die Unterschiede zwischen den ,gestressten und den Kontrollbakterien
nicht stark vorhanden, so dass eine weitere Mdglichkeit fiir die Unterscheidung

verschiedener Stresszustande bei Bakterien zur Anwendung kam.

3.6.2 Amplifikation durch degenerierte und unspezifisch bindende Primer

Fur die Amplifikation der Gesamt-cDNA durch degenerierte und unspezifisch bindende
Primer wurden 20 ng der cDNA eingesetzt. In diesem Ansatz wurde ein degenerierter Primer
als Vorwartsprimer verwendet, der die Sequenz der Shine-Dalgarno-Sequenz aufweist
(siehe Tabelle 3.17). Die Shine-Dalgarno-Sequenz ist eine purinreiche Region, die sich
sieben bis neun Nukleotide upstream des AUG-Kodons am 5’-Ende der bakteriellen mRNA
befindet. Sie wird als Teil der ribosomalen Bindestelle von der 30S Untereinheit des
Ribosoms erkannt und markiert damit den Startpunkt der Translation. Ihre
Konsensussequenz, also konservierte Sequenz, lautet AGGAGG. Im Jahr 1974 entdeckten
J. Shine und L. Dalgarno die Basenpaarung zwischen mRNA und 16S rRNA (Shine und
Dalgarno 1974). Durch die gleiche Sequenz des Primers mit der Shine-Dalgarno-Sequenz,

ist dieser in der Lage an alle cDNAs zu binden. Als Rickwartsprimer wurden die kommerziell
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erhaltlichen random hexamer Primer verwendet. Diese wurden auch fiir die reverse
Transkription benutzt und sind kurze, unspezifisch bindende Oligonukleotide. Anschliel3end
wurde die amplifizierte cDNA mit Hilfe der Polyacrylamid-Gelelektrophorese ihrer Grofie

nach aufgetrennt.

Abbildung 3.21 zeigt beispielhaft die Ergebnisse fur Enterococcus faecium. Sowohl bei
osmotischem Stress als auch bei Oligotrophie ist ein homogenes Bandenmuster erkennbar,
wenn auch die Banden bei 500 bp und 600 bp sich leicht in ihrer Intensitadt verandern. Da
jeweils eine Bande im Polyacrylamidgel ein DNA-Fragment darstellen sollte und jedes Gen
eine einzige Bande reprasentiert, wurden bei der groRen Anzahl einzelner Gene mehr
Banden als sichtbar erwartet. Diese Methode scheint sich daher mehr zur Selektion als zur
Identifizierung neuer stressregulierter Gene zu eignen und ist fir die angestrebten

Untersuchungen nicht optimal.

Osmotischer Stress Oligotrophie

M 1 2 3 4 5 6 7 8
| | | o
1500 bp —— y
1000 bp

500bp_§~!H!HH!H

it Al bl bl hd S b Nl e
[

Abb. 3.21: Elektrophoretische Auftrennung der amplifizieten cDNA von Enterococcus
faecium wahrend osmotischem Stress oder Oligotrophie bei unterschiedlichen
Inkubationszeiten. M: 100 bp-Marker, 1/ 5: Kontrolle, 2/ 6: nach 3 Tagen, 3/ 7: nach 4 Tagen,
4/ 8: nach 5 Tagen Inkubation.

Fur diese Arbeit wurden die sich in der Intensitat unterscheidenden Banden dennoch
sequenziert. Die Sequenzierung der Banden bei 500 bp und 600 bp bei osmotischem Stress
und der Bande bei 500 bp bei Oligotrophie ergab, dass es sich hierbei um die 23S
ribosomale RNA (rRNA) handelt. Dies liegt méglicherweise in der Tatsache begriindet, dass
80% der Gesamt-RNA rRNA-Molekile sind. Aufgrund dieses Ergebnisses wurde im Vorfeld
von der Gesamt-RNA mit Hilfe der Capture-Hybridisierungsaufreinigung nach Pang die
ribosomale RNA entfernt. Die so erhaltene mRNA wurde in cDNA umgeschrieben und 20 ng

dieser cDNA erneut mit den oben genannten Primern amplifiziert und elektrophoretisch
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aufgetrennt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.22 exemplarisch fiir Enterococcus faecium

bei osmotischem Stress dargestellt.

‘z

1500 bp——
1000 bp

[

500 bp— |

o

Abb. 3.22: Elektrophoretische Auftrennung der aufgereinigten und amplifizierten cDNA von
Enterococcus  faecium  wahrend osmotischem Stress bei unterschiedlichen
Inkubationszeiten. M: 100 bp-Marker, 1: Kontrolle, 2: nach 3 Tagen, 3: nach 4 Tagen, 4:
nach 5 Tagen Inkubation.

Es ist erkennbar, dass die Banden generell im Vergleich zu Abbildung 3.21 schwécher
ausgepragt waren. Das Muster unterschied sich allerdings nicht wesentlich. Auch hier
wurden beispielhaft Banden sequenziert, um die Reinheit der amplifizierten cDNA zu
Uberprifen. Es stellte sich heraus, dass es sich hierbei ebenfalls um ribosomale RNA
handelte, was fir eine unvollstandige Aufreinigung spricht.

Ribosomale RNA dient nicht wie die mRNA als ein zur Translation bestimmtes Transkript
exprimierter Gensequenzen. Somit eignet sich diese Methode nicht zur Identifizierung
mdglicher neuer stressregulierter Gene, obwohl eigentlich nur eine Amplifikation der mRNA
durch die Verwendung des Shine-Dalgarno-Primers erwartet wurde. Zusatzlich waren bei

dieser Art der Amplifikation die Unterschiede der Bandenmuster bei Stress kaum sichtbar.
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3.7 Muster klonaler Stressresistenz

Eine zusatzliche Option der unspezifischen Amplifikation von DNA und anschlieRender
elektrophoretischer Auftrennung zur ldentifikation von Mustern stellt die RAPD-PCR dar.

Dabei werden mit Primern, von denen lediglich die Sequenz, nicht deren Bindeort auf der
DNA bekannt ist, Fragmente unterschiedlicher GréRe und Zahl vervielféltigt. Diese Form der
Polymerase-Ketten-Reaktion wird meist zur molekularen Unterscheidung verschiedener
Stdmme eines bestimmten Bakteriums verwendet (Kriger et al. 2006; Werner et al. 2003),
allerdings gibt es auch Untersuchungen von Escherichia coli bei Stressexposition (Tamanai-
Shacoori 2006). Entgegen der (blichen Verwendung von DNA wurde hier zuséatzlich cDNA
als Template benutzt, um mdgliche Unterschiede durch Stress auf der Ebene der
veranderten Genexpression nachweisen zu kdénnen und damit Transkriptomanalysen zu
betreiben. Dazu wurden 4 verschieden kurze, unspezifisch bindende Primer, die aus der
Literatur entnommen wurden, verwendet (siehe Tabelle 2.3), wobei fiir jede Amplifikation nur

ein Primer genutzt wurde (siehe Abbildung 3.23).

RNA oder DNA

Primer 1
Reverse Transkription bei RNA

|
Primer 2

cDNA oder DNA Primer 3

|
\ S ; Primer 4

Abb. 3.23: Schema der RAPD-PCR.

Fur die RAPD-PCR wurden die Gram-negativen Bakterien Pseudomonas aeruginosa und
Escherichia coli sowie die Gram-positiven Enterococcus faecium und Enterococcus faecalis
ndher untersucht. Dazu wurden sie mit den schon beschriebenen Stressparametern fir 5

Tage behandelt. Die isolierte Gesamt-RNA wurde in cDNA umgeschrieben. Parallel wurde
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aus 1 mL Bakteriensuspension die DNA isoliert und jeweils 40 ng der cDNA oder DNA als

Template verwendet. Anschliel3end erfolgte die Auftrennung durch ein 1,2%iges Agarosegel.

A) RAPD-PCR nach reverser Transkription der RNA

Enterococcus faecium

Die RAPD-PCR bei Oligotrophie ergab bei Enterococcus faecium die in Abbildung 3.24
dargestellten Bandenmuster.

Der Einsatz von Primer RP15 fiihrte zu einem sich unterscheidendem Bandenmuster im
Vergleich zur Kontrolle bei einer Behandlungsdauer von 4 Tagen durch eine zuséatzliche
Bande im hochmolekularen Bereich. Bei der Verwendung des Primers 1290 war ebenfalls
ein Stressmuster erkennbar. Hier trat eine zuséatzliche Bande bei 1600 bp nach einer
Inkubationsdauer von 4 Tagen auf. Auch die Amplifikation mit dem Primer M13 fiihrte zu
einem verédnderten Bandenmuster bei der Inkubation der Bakterien in né&hrstoffarmem
Leitungswasser, vor allem durch eine Bande bei 550 bp, die bei der Kontrolle nicht auftrat.
Osmotischer Stress hingegen flihrte bei Enterococcus faecium bei allen verwendeten
Primern zu keinem erkennbaren oder reproduzierbaren Bandenmuster, das sich bei

Stressexposition unterschied.

RP15 1290 M13
2642 bp - ™
1500 bp Fd B e
1000 bp .- -
—m W
500 bp , I ™

1 2 3 4 M1 2 3 4 M1 2 3 4

Abb. 3.24: Elektrophoretische Auftrennung der mit RAPD-PCR amplifizierten cDNA von
Enterococcus faecium wahrend Oligotrophie bei unterschiedlichen Inkubationszeiten. M: 100
bp-Marker, 1: Kontrolle, 2: nach 3 Tagen, 3: nach 4 Tagen, 4: nach 5 Tagen Inkubation.
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Enterococcus faecalis

Abbildung 3.25 zeigt die Ergebnisse von Enterococcus faecalis bei osmotischem Stress.

Bei der Amplifikation mit dem Primer RP15 zeigte sich ein deutlich unterschiedliches
Bandenmuster bei der Behandlung mit einer 0,5 M Salzlésung. Es ergaben sich zuséatzliche
Banden bei 500 bp und bei 800 bp wahrend aller Inkubationszeitrdume. Bei der Verwendung
des Primers 1290 wurden ebenfalls mehr Banden bei Stress detektiert, die sich bei 400 bp
befanden. Auch bei der RAPD-PCR mit dem Primer M13 traten bei Erhéhung der
Salzkonzentration Banden auf, die bei der Kontrolle nicht vorhanden waren. Eine Bande
wurde nach 3 Inkubationstagen bei 400 bp detektiert, die zweite befand sich bei 550 bp und

war erstmals nach 5 Tagen osmotischem Stress mit dieser Intensitat sichtbar.

RP15 1290 M13

2642 bp

1500 bp
1000 bp

..

II!
P

500 bp

—
—
M 1 2 3 4 1 2 3 4 M 1 2 3 4

Abb. 3.25: Elektrophoretische Auftrennung der mit RAPD-PCR amplifizierten cDNA von
Enterococcus faecalis wahrend osmotischem Stress bei unterschiedlichen Inkubationszeiten.
M: 100 bp-Marker, 1: Kontrolle, 2: nach 3 Tagen, 3: nach 4 Tagen, 4. nach 5 Tagen
Inkubation.

Neben osmotischem Stress wurden die Bakterien auch Oligotrophie ausgesetzt. Die
Ergebnisse hiervon sind in Abbildung 3.26 dargestellt.

Bei allen vier verwendeten Primern war ein deutliches Muster durch vermehrte Banden bei
Stressexposition feststellbar. Bei dem Primer RP15 lagen diese Banden bei 500 bp, bei dem
Primer 1290 bei 350 bp, bei dem Primer 1254 wurden die Banden bei 450 bp detektiert und
bei dem Primer M13 bei 550 bp sowie bei 350 bp.

Die in dieser Arbeit untersuchten Enterokokken zeigten signifikante Unterschiede im
Bandenmuster durch die verwendeten Stressparameter. Bei Enterococcus faecalis wurden
sowohl bei osmotischem Stress als auch bei Oligotrophie zuséatzliche Banden detektiert,

wahrend es bei Enterococcus faecium lediglich bei Nahrstofflimitierung zu Stressmustern
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kam. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass Enterococcus faecium starker an
osmotischen Stress adaptiert ist und daher bei einer erhdhten Salzkonzentration keine

Stressantwort nétig war.

RP15 1290 1254 M13

2642 bp

1500 bp
1000 bp

500 bp

Abb. 3.26: Elektrophoretische Auftrennung der mit RAPD-PCR amplifizierten cDNA von
Enterococcus faecalis wahrend Oligotrophie bei unterschiedlichen Inkubationszeiten. M: 100
bp-Marker, 1: Kontrolle, 2: nach 3 Tagen, 3: nach 4 Tagen, 4: nach 5 Tagen Inkubation.

Pseudomonas aeruginosa

Abbildung 3.27.zeigt die Ergebnisse bei osmotischem Stress von Pseudomonas aeruginosa.
Bei der Verwendung des Primers RP15 wurde eine zusétzliche distinkte Bande bei 200 bp
nach einer Behandlungsdauer von 5 Tagen im Vergleich zur Kontrolle festgestellt. Eine
weitere Bande bei 900 bp war nach diesem Inkubationszeitraum im Vergleich zur Kontrolle
und den anderen Inkubationszeiten nur noch sehr schwach nachweisbar. Des Weiteren
waren nach einer Dauer von 4 Tagen vier Banden im Bereich von 1700 bp bis etwa 2000 bp
starker ausgeprégt. Bei der Verwendung des Primers 1290 wurde nach einer Dauer von 4
Tagen eine distinkte Bande bei 950 bp detektiert, die bei der Kontrolle nicht sichtbar war. Der
Primer 1254 lieferte, wie der Primer RP15, eine distinkte Bande bei 200 bp nach einer
Behandlung von 5 Tagen. Die Ubrigen sich in Grée oder Intensitat unterscheidenden
Banden konnten bei zusétzlichen Versuchen nicht reproduziert werden.

Bei den mittels Leitungswasser gestressten Bakterien wurde bei allen verwendeten Primern

kein reproduzierbares Bandenmuster festgestellt.
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RP15 1290 1254

2642 bp

1500 bp
1000 bp

500 bp

Abb. 3.27: Elektrophoretische Auftrennung der mit RAPD-PCR amplifizierten cDNA von
Pseudomonas aeruginosa wéahrend osmotischem Stress bei unterschiedlichen
Inkubationszeiten. M: 100 bp-Marker, 1: Kontrolle, 2: nach 3 Tagen, 3: nach 4 Tagen, 4:
nach 5 Tagen Inkubation.

Escherichia coli

In Abbildung 3.28 sind die Ergebnisse bei osmotischem Stress des zweiten Vertreters der
Gram-negativen Bakterien Escherichia coli dargestellt.

Die Verwendung des Primers 1290 fUhrte zu einer zusétzlichen distinkten Bande bei 550 bp

im Vergleich zur Kontrolle nach 3 und nach 5 Tagen Inkubation.

1290 1254

2642 bp

1500 bp
1000 bp

500 bp

M 1 2 3 4 1 2 3 4

Abb. 3.28: Elektrophoretische Auftrennung der mit RAPD-PCR amplifizierten cDNA von
Escherichia coli wahrend osmotischem Stress bei unterschiedlichen Inkubationszeiten. M:
100 bp-Marker, 1: Kontrolle, 2: nach 3 Tagen, 3: nach 4 Tagen, 4: nach 5 Tagen Inkubation.
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Die Bande bei 650 bp nach 3 Tagen Behandlungsdauer, die bei der Kontrolle nicht
vorhanden war, konnte bei weiteren Versuchen allerdings nicht mehr detektiert werden. Bei
der Amplifikation mit Hilfe des Primers 1254 war eine weitere Bande bei 850 bp nach 5
Tagen Inkubation zu sehen, wahrend bei der Kontrolle diese Bande nicht auftrat. Wie bei
Pseudomonas aeruginosa lieferte Oligotrophie bei allen getesteten Primern kein von der

Kontrolle abweichendes oder reproduzierbares Bandenmuster.

Insgesamt konnten je nach Primerwahl bei beiden Gram-negativen Bakterien deutliche
Veranderungen im Bandenmuster bei osmotischem Stress gezeigt werden, wahrend
Hungerstress keine Stressantwort hervorrief. Dies kénnte bedeuten, dass beide

untersuchten Bakterien an Nahrstofflimitierung gut angepasst sind.

Zusammenfassend scheint die RAPD-PCR mit der Verwendung von cDNA als Template
eine sowohl bei Gram-positiven als auch bei Gram-negativen Bakterien universell
einsetzbare Methode zur Transkriptomanalyse bei Stressexposition zu sein und somit die

Mdglichkeit der Unterscheidung physiologischer Stadien als Antwort auf Stress zu bieten.

B) RAPD-PCR mit genomischer DNA

Die Ergebnisse der RAPD-PCR mit cDNA bei Gram-positiven Bakterien zeigten, dass
Enterococcus faecalis deutliche Unterschiede bei Stressexposition sowohl bei osmotischen
Veranderungen als auch bei Oligotrophie aufwies, wahrend bei Enterococcus faecium nur
bei Hungerstress verschiedene Bandenmuster detektiert wurden. Dies kénnte ein Hinweis
darauf sein, dass Enterococcus faecalis osmosensitiver ist. Es wurden daher zusatzlich
RAPD-PCR-Versuche mit DNA durchgefiihrt, um zu Uberprifen, ob auch auf dieser Ebene
Unterschiede zwischen diesen nahe verwandten Bakterien in der Form der Stressantwort

nachzuweisen sind.

Enterococcus faecalis

In Abbildung 3.29 sind die Ergebnisse der Untersuchungen bei erhéhter Salzkonzentration
gezeigt. Es ist deutlich zu erkennen, dass es bei allen 3 verwendeten Primern zu einem
verdnderten Bandenmuster bei osmotischem Stress kam. Bei dem Primer RP15 traten
zuséatzliche Banden bei 500 bp, 1500 bp und etwa 2000 bp auf. Bei der Amplifikation mit dem

Primer 1290 lagen sie bei 450 bp, 850 bp sowie im hochmolekularen Bereich und bei Primer
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1254 bei 650 bp und 2300 bp. Oligotrophie hingegen fihrt zu keiner Veranderung bei den
festgestellten Banden.

RP15 1290 1254

A A A
4 N N A

iy Kl
o e e
1000 bp —— 3 - B b

-

500 bp - s

2642bp

M 12 3 4 1 2 3 41 234

Abb. 3.29: Elektrophoretische Auftrennung der mit RAPD-PCR amplifizierten DNA von
Enterococcus faecalis wahrend osmotischem Stress bei unterschiedlichen Inkubationszeiten.
M: 100 bp-Marker, 1: Kontrolle, 2: nach 3 Tagen, 3: nach 4 Tagen, 4: nach 5 Tagen
Inkubation.

Enterococcus faecium

Abbildung 3.30 zeigt die Bandenmuster der RAPD-PCR bei osmotischem Stress. Im
Gegensatz zu Enterococcus faecalis waren hier bei allen drei verwendeten Primern keine
Unterschiede durch Stress erkennbar, was ein weiterer Hinweis auf eine verstarkte
Adaptation an osmotischen Stress von Enterococcus faecium ist, da diese Bakterien durch
den verwendeten Stressparameter keine Stressantwort zeigten. Auch bei der Inkubation in

nahrstoffarmem Leitungswasser kam es zu keinen veranderten Banden.
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RP15 1290 1254
A A A
s \ "4 \
2642 bp —— :HH'HHH
1500 bp s = -ﬂ:a A
1000 pr o o =
0bp e C LT

MEN— s 4 1.7728w5 g 1 2 3 4
Abb. 3.30: Elektrophoretische Auftrennung der mit RAPD-PCR amplifizierten DNA von

Enterococcus  faecium  wahrend osmotischem Stress bei unterschiedlichen

Inkubationszeiten. M: 100 bp-Marker, 1: Kontrolle, 2: nach 3 Tagen, 3: nach 4 Tagen, 4:
nach 5 Tagen Inkubation.
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3.8 Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Folgenden sind die wichtigsten Ergebnisse noch einmal zusammengefasst wieder-

gegeben.

Physiologie ausgewahlter Referenzbakterien bei Stressexposition

Bei den Gram-negativen Bakterien Pseudomonas aeruginosa und Escherichia coli wurden
keine Verédnderungen im Bezug auf die Gesamt-RNA-Menge und die Kolonie-bildenden
Einheiten (KBE) bei Stressexposition festgestellt. Bei den Gram-positiven Bakterien
Enterococcus faecium und Enterococcus faecalis konnte eine Zunahme der Gesamt-RNA-
Menge bei gleichzeitiger Abnahme der Kolonie-bildenden Einheiten gezeigt werden, wobei
bei Enterococcus faecalis die KBE-Untersuchungen nicht mit den Messungen des DNA-
Gehalts lebender Bakterien Ubereinstimmten. Dies war ein Hinweis auf ein mégliches viable

but nonculturable (VBNC)-Stadium und auf eine verstarkte Stressantwort von Enterococcus

faecalis.
Gesamt-RNA-Gehalt KBE DNA lebender Zellen
log- log-
Faktor Stufen Stufen
osmotischer Stress

P. aeruginosa gleich - gleich - n.b. -

E. coli Abnahme 10 Abnahme 1 n.b. -

E. faecium Zunahme 3 Abnahme 1-2 Abnahme 1-2

E. faecalis gleich - Abnahme 2 Abnahme 1

Oligotrophie

P. aeruginosa gleich - gleich - n.b. -

E. coli gleich - gleich - n.b. -

E. faecium Zunahme 4 Abnahme 3 Abnahme 3

E. faecalis Zunahme 2,5 Abnahme 2 Abnahme 1

- 103 -



ERGEBNISSE

Genexpression ausgewdhlter Referenzbakterien bei Stressexposition

Die Untersuchungen mittels quantitativer PCR ergaben eindeutige Induktionen bzw.
Repressionen zentraler, speziesspezifischer Regulatoren bei hygienisch relevanten
Bakterien unter verschiedenen Stressbedingungen und fiihrten zu der Erkenntnis, dass das
rcsA-Gen von Escherichia coli als ein neuer Stressmarker betrachtet werden kann. Diese

Ergebnisse wurden durch Northern Blot-Analysen bestétigt.

osmotischer Stress Oligotrophie stationdre Phase
um um um
Faktor Faktor Faktor

rpoS

P. aeruginosa
rcsA

E. coli

pbp5

E. faecium
pbpb

E. faecalis

Die Genexpressionsanalysen des an der generellen Stressantwort beteiligten, universellen
Stressgens uspA und dessen homologe Genstrukturen zeigten zumeist &ahnliche
Expressionsmuster wie die speziesspezifischen Gene und kann als weitgehend universeller

Stressmarker diskutiert werden.

osmotischer Stress Oligotrophie stationdre Phase

usp usp usp
P. aeruginosa J rpoS J rpoS J rpoS
E. coli | |/ resA] [+ resA] [/ resA
E. faecalis | |V pbp5 | |/ pbp5] |/ pbp5

Die Untersuchungen adharenter Reinkulturen unter Stress ergaben unterschiedliche
Induktionen der Gene im Vergleich zu den planktonischen Bakterien. Bei Pseudomonas
aeruginosa war die Induktion von rpoS bei adharenten Bakterien deutlich geringer, bei
Escherichia coli war dieser Effekt nur bei Oligotrophie feststellbar. Diese Feststellung spricht
fur eine Schutzfunktion eines Biofilms fur die Bakterien gegeniber Stress.

Bei der Biofilmbildung selbst ohne zusétzliche Stressparameter konnte eine Induktion von

rcsA und rpoS gezeigt werden.
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Bei adhédrenten Mischkulturen wurde bei Pseudomonas aeruginosa eine vergleichbare
Induktion bei der Biofilmbildung und Oligotrophie mit der Reinkultur festgestellt, wahrend es
bei osmotischem Stress zu einer deutlich erhdhten Induktion von rpoS bei Mischkulturen
kam. Die Untersuchung adharenter Mischkulturen bei Escherichia coli war im Rahmen dieser

Dissertation nicht mehr méglich.

Biofilmbildung osmotischer Stress Oligotrophie
um Faktor um Faktor um Faktor
P. aeruginosa
Reinkultur
Mischkultur
E. coli
Reinkultur

Stressmuster ausgewdhlter Bakterien

Die Versuche mit Hilfe der RAPD-PCR zeigten deutliche Unterschiede der Bandenmuster bei
Stressexposition. Bei Pseudomonas aeruginosa und Escherichia coli konnten
Verdnderungen bei osmotischem Stress gezeigt werden. Bei Enterococcus faecalis fuhrten
beide Stressparameter zu Unterschieden, bei dem nahe verwandten Bakterium
Enterococcus faecium nur Oligotrophie. Dieser weitere Hinweis auf eine verstarkte
Stressadaptation und damit erhdhte Fitness von Enterococcus faecium konnte auch durch
die Verwendung von DNA als Template bestatigt werden. Die je nach Primerwahl
veranderten Bandenmuster bei Stress sowohl bei Gram-positiven als auch bei Gram-

negativen Bakterien sprechen fir eine universelle Einsatzmdglichkeit dieser Methode.
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A) mit cDNA als Template fiir Stressmuster

\: unterschiedliche Bandenmuster, -: kein unterschiedliches Bandenmuster

osmotischer Stress Oligotrophie
abweichendes Bandenmuster durch
RP15 | 1290 1254 M13 RP15 1290 1254 M13
P. aeruginosa | \ \ - - - - -
E. coli - v v - - - - -
E. faecium - - - - N, N . N
E. faecalis \ \ - \ \ \ \ \

B) mit DNA als Template fur Stressmuster

\: unterschiedliche Bandenmuster, -: kein unterschiedliches Bandenmuster

osmotischer Stress Oligotrophie
abweichendes Bandenmuster durch
RP15 1290 1254 M13 RP15 1290 1254 M13

E. faecium - - - - - - - -

E. faecalis v N \ - - - . .
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4 Diskussion

4.1 Bakterielle Anpassungsstrategien

Mikroorganismen verfiigen Uber eine enorme genetische Flexibilitét, die es ihnen erlaubt auf
sich @ndernde Bedingungen in ihrem Habitat zu reagieren (Corcoran et al. 2008). Einige
Beispiele fir méglichen Stressantworten und Umweltstimuli sind in Abbildung 4.1 dargestellt.
Diese sichern das Uberleben der Bakterien, fiihren aber in technischen Prozessen und im
medizinischen Bereich zu einer Reihe von Problemen. Im Bereich der
Trinkwasseraufbereitung kénnen sich Bakterien durch ihre Fahigkeit, in ein VBNC-Stadium
Uberzugehen, einer Desinfektionsmallnahme entziehen und nachtraglich zu einer erneuten
Verkeimung des Trinkwassers filhren. Die Biofilmbildung stellt eine weitere mogliche
Stressantwort von Bakterien dar. Diese kann in technischen Prozessen mit groRen Kosten
verbunden sein, die durch Biofouling, insbesondere bei der Nanofiltration und der

Umkehrosmose, entstehen.

~

® viable but nonculturable
® Antibiotikaresistenz Mechanismen
® SOS / generelle Stressantwort

GI‘GSS

(Input)

® Desinfektion
® osmotischer Stress '
® Hitze/Kalte-Schock ® Hitzeschock Proteine
® Nahrstofflimitierung
® Protein Uberexpression
® Antibiotika oder Xenobiotika

(&

Abb. 4.1: Stressantworten bei Bakterien (modifiziert nach T. Mascher, Research Group 11-1
.Microbial Stress Responses®, Karlsruhe).

® Effluxpumpen
® Sporulation

utput)

Antwort

Die Frage nach molekularen Zusammenhangen zwischen Umweltstimuli und spezifischer
Genaktivierung ist sowohl bei planktonischen als auch bei Biofilmpopulationen von
entscheidender Bedeutung und kann zu einem Dbesseren Verstdndnis von
Pathogenitdtsmechanismen und damit zu einer verbesserten Prophylaxe und Therapie sowie
zu deutlich sinkenden Kosten fiihren. Weiterhin ist es insbesondere bei technischen

Prozessen, bei denen in der Regel verschiedenste Bakterienspezies zu Problemen flihren,
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wichtig eine Stressadaptation unabhangig von der Untersuchung spezifischer Gene
erkennen zu koénnen. So k&nnen gezielt Malinahmen ergriffen werden, um diese
Populationen zu manipulieren. Bis heute sind die Anpassungsstrategien von Bakterien
allerdings nur unzureichend untersucht worden, zumal oft nur spezifische Modellorganismen
und deren individuellen Stressantworten betrachtet wurden, wahrend die
Anpassungsstrategien bei natirlichen Populationen weitgehend unerforscht geblieben sind.
Aufgrund dessen wurden in der vorliegenden Arbeit gezielt Stressparameter bei
verschiedenen in der Umwelt vorkommenden und pathogenen Bakterien verwendet.
Mehrere molekulare Marker wurden ausgewahlt, um bakterielle Stressantworten bei

planktonischen und adharenten Bakterien erkennen und ndher charakterisieren zu kénnen.

4.2 Physiologie bei Stressexposition

Fur die Untersuchung des Verhaltens von hygienisch relevanten Bakterien bei Stress wurden
die Anzahl der Kolonie-bildenden Einheiten (KBE) und der Gesamt-RNA-Gehalt bestimmt.
Die Gesamt-RNA-Menge wurde quantifiziert, da diese einen Einblick in eine mdglicherweise
verdnderte Genexpression gibt. Dazu wurden im Rahmen dieser Arbeit Bakterien verwendet,
die sich in der stationdren Wachstumsphase befanden. Diese Phase, die durch ein
begrenztes Nahrstoffangebot und eine mégliche Anhaufung toxischer Stoffe gekennzeichnet
sein kann, stellt fiir Bakterien bereits eine Stresssituation dar, bei der die Bedingungen fiir
das Wachstum der Mikroorganismen nicht optimal sind. Als Stressparameter selbst wurden
Nahrstofflimitierung durch Inkubation in Leitungswasser (Oligotrophie) und osmotische
Anderungen durch die Inkubation in einer 0,5 M Salzlésung (osmotischer Stress) verwendet,
da diese bei technischen Prozessen eine besondere Relevanz besitzen. Somit wurden die
Mikroorganismen einem Doppelstress ausgesetzt. Aufgrund der Tatsache, dass die meisten
natlrlichen Habitate ebenfalls nicht optimal fiir eine Vermehrung sind, konnten mit der
Verwendung von Zellen der stationdren Phase die Vorraussetzungen, die natirlicherweise
vorkommen, im Labor nachgestellt werden.

Die durchgefiihrten Versuche ergaben, dass sich bei dem Gram-negativen Bakterium

Pseudomonas aeruginosa bei osmotischem Stress keine Veradnderungen Uber einen

Zeitraum von funf Tagen ergab, wéhrend es bei Escherichia coli zu einer Abnahme der
Zellzahl und des RNA-Gehalts um den Faktor 10 kam. Bei Oligotrophie wurden bei beiden
Mikroorganismen keine signifikanten Anderungen in der Anzahl der Bakterien und des RNA-
Gehalts festgestellt. Dies spricht fur eine gute Adaptation der untersuchten Mikroorganismen
an die verwendeten Stressoren. Das Absterben der Zellen und die Abnahme des RNA-

Gehaltes bei Escherichia coli kann damit erklart werden, dass Pseudomonaden weit
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verbreitete Boden- und Wasserkeime sind, wéhrend Escherichia coli ein Darmbewohner ist.
Aus diesem Grund kénnte Pseudomonas aeruginosa in seinem natirlichen Habitat mit

starkeren Veranderungen der Umwelt konfrontiert sein als Escherichia coli.

Bei den Gram-positiven Bakterien Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium wurde in

dieser Arbeit bei beiden Stressformen eine deutliche Reduktion der Zellzahl bei gleichzeitiger

Zunahme der Gesamt-RNA festgestellt. Parallele Untersuchungen befassten sich mit dem
Anteil der ribosomalen RNA in der Gesamt-RNA. Es konnte zumeist ein gleich bleibender
Anteil an rRNA bei beiden Gram-positiven Bakterien festgestellt werden, allerdings kam es
bei Enterococcus faecium zu einer Abnahme der rRNA um den Faktor 10 wahrend der
Inkubation in Leitungswasser. Dies steht im Einklang mit anderen Studien, die zeigten, dass
die rRNA bei Stressexposition, vor allem bei Nahrstofflimitierung, abgebaut wird (Deutscher
2009). Andererseits konnte beobachtet werden, dass die Menge an rRNA bei Bakterien im
VBNC-Zustand, der ebenfalls eine Stressreaktion darstellt, gleich bleibt (Lahtinen et al.
2008). Zusammenfassend zeigt der zumeist nicht verdnderte Anteil an rRNA, dass sich die
Zunahme der Gesamt-RNA tatsachlich durch einen Anstieg und somit durch eine verstarkte
Expression verschiedener, stressregulierter Gene erklaren lasst, die zum Uberleben des
Stresses oder zur Reparatur vorhandener Schaden bendtigt werden. Andererseits ist auch
eine veranderte Stabilitdt sowohl spezifischer als auch genereller mRNA-Transkripte in
Betracht zu ziehen, die bereits bei Staphylococcus aureus (Clements und Foster 1998),
Bacillus subtilis (Condon et al. 1996), Escherichia coli (Albertson und Nystrém 1994) und
Vibrionen (McDougald et al. 2002) nachgewiesen wurde. So konnten Verénderungen in der
Degradation der RNA durch eine verédnderte Aktivitdt der RNaseE (Hagege und Cohen 1997;
Takayama und Kjelleberg 2000) bei Stress gezeigt werden. RNaseE ist eine
Endoribonuklease, die RNA bevorzugt an AU-reichen Stellen schneidet (McDowall et al.
1994). Singh et al. (2009) zeigten, dass bei Escherichia coli das ribosomale Protein L4, das
bei Stress verstarkt vorliegt, die RNaseE-Aktivitat inhibieren kann, wodurch verschiedene
stressrelevante  mRNA-Transkripte, unter anderem die Lon-Protease, welche bei der
Regulation von rcsA im Rcs-Signalweg eine Rolle spielt, stabilisiert wurden. Zuséatzlich
kénnen die Interaktionen zwischen RNA und Proteinen (Chamot et al. 1999; Jones et al.

1996; Liu et al., 1998; Vytvytska et al. 1998) wahrend Stressexposition verédndert sein.

Viele Bakterien sind in der Lage, sich einem N&hrstoffmangel in ihrem Habitat anzupassen.
Dabei gibt es Bakterien, die Hungerstadien ausbilden, aber noch einen aktiven
Erhaltungsstoffwechsel betreiben (starvation), sowie zum anderen Ruhestadien oder
.Schlafende“ Zellen, die einen reduzierten Stoffwechsel aufweisen (Colwell 2000), wie es
zum Beispiel fir das VBNC (viable but nonculturable)-Stadium (Heim et al. 2002)
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beschrieben wurde. Eine groRe Relevanz hat dieser physiologische Zustand vor allem bei
Indikatororganismen und Pathogenen, die mit bisher eingesetzten, meist auf Kultivierung
beruhenden Standardmethoden, in der Umwelt nicht nachgewiesen werden konnten. Sie
sind aber dennoch vorhanden, behalten ihre Infektiositdt und stellen damit ein nicht zu
unterschéatzendes gesundheitliches Risiko dar (Huq et al. 2000; Oliver 2005). Anfangliche
kritische Betrachtungen des VBNC-Zustandes bezogen sich meist auf die Terminologie, da
einige Autoren fur die Eigenschaft ,viable® nicht nur Lebensféhigkeit, sondern auch
Teilungsfahigkeit und Kultivierbarkeit voraussetzten und die Bezeichnung ,lebendig aber
nicht kultivierbar” fur sie einen Widerspruch darstellte (Barer et al. 1998; Barer und Harwood
1999; Kell et al. 1998). In der Vergangenheit wurde die Existenz von VBNC-Stadien als
Anpassungsstrategie bei Enterobakterien von einzelnen Autoren bestritten (Bogosian und
Bourneuf 2001; Desnues et al. 2003). Vor allem wurden jene Studien kritisiert, die keinen
eindeutigen Nachweis einer Reaktivierung der VBNC-Zellen lieferten. Ohtomo und andere
erbrachten dann aber den Beweis, dass auch Enterobakterien in einem VBNC-Zustand
vorliegen kénnen, indem sie die Reaktivierung von VBNC-Zellen nachwiesen (Bjergbaek und
Roslev 2005; Na et al. 2006; Ohtomo und Saito 2001).

In dieser Arbeit wurde zur Feststellung eines VBNC-Zustands der DNA-Gehalt lebender
Zellen mit der Anzahl der kultivierbaren Einheiten (KBE) verglichen. Dazu wurden Versuche
mit Propidium-Monoazid (PMA), das aus Zellen mit intakten Zellmembranen ausgeschleust
wird (Nocker et al. 2006), durchgefuhrt. Die Unterscheidung lebender bzw. toter Zellen wird
gewohnlich Uber die Anzahl der Kolonie-bildenden Einheiten (KBE) bestimmt, inzwischen
kommen auch Fluoreszenz-basierte Assays flr die enzymatische Aktivitdt oder den
Elektronentransport sowie molekulare Methoden zur Detektion von DNA und RNA zum
Einsatz. Da alle diese Untersuchungsmdglichkeiten zu falsch positiven oder falsch negativen
Resultaten flihren kénnen (Birch et al. 2001; Josephson et al. 1993; Kort et al. 2008;
Nystrom 2001; Postgate 1976), wird heute die Chemikalie PMA verwendet, die eine
Unterscheidung zwischen toten und stoffwechselaktiven Bakterien ermdglicht und so eine
Aussage Uber ein VBNC-Stadium zulasst. Allerdings ist auch diese Methode nicht fir alle
Anwendungen geeignet. So kommt es zu Problemen bei Proben von anaeroben
Schlammreaktoren (Wagner et al. 2008). Mit der Chemikalie PMA ist es ebenfalls nicht
mdglich, die Abtétungseffizienz bei UV-Bestrahlung (Nocker et al. 2007) oder anderen
Inaktivierungsmechanismen, bei denen nicht direkt die Zellwand das Ziel ist, zu ermitteln.
Des Weiteren muss beachtet werden, dass bei dieser Methode lediglich die
Membranintegritat als Viabilitdtskriterium herangezogen wird (Nocker und Camper 2009).

Es konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass bei Enterococcus faecium der

DNA-Gehalt lebender Zellen in gleicher Weise abnahm wie die Anzahl der kultivierbaren
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Zellen. Dies deutet auf eine Anpassung an Hunger hin, da die lebenden Zellen weiterhin
kultivierbar blieben. Bei dem nahe verwandten Bakterium Enterococcus faecalis hingegen
zeigte sich, dass die Anzahl der kultivierbaren Zellen signifikant starker sank als der DNA-
Gehalt lebender Zellen. Diese Beobachtung ist ein Hinweis auf ein beginnendes VBNC-
Stadium, bei dem die Zellen nicht mehr auf herkdbmmlichen Medien kultiviert werden
konnten, aber dennoch aktiv waren. Der Ubergang in ein Stadium der Nichtkultivierbarkeit
bei Stress fand in dieser Arbeit bei einer fir die Bakterien optimalen Temperatur statt, was im
Gegensatz zu einigen Untersuchungen steht, bei denen ein VBNC-Stadium bei Gram-
positiven Bakterien nur durch gleichzeitige N&hrstofflimitierung und niedrige Temperaturen
(4°C) erreicht werden konnte (Heim et al. 2002; Gonzalez-Escalona et al. 2006; Lleo et al.
1999; Lleo et al. 1998). Eine andere Studie zeigt aber, dass auch bei héheren Temperaturen
(22-25°C) Bakterien in einen VBNC-Zustand Ubergehen kénnen (Ben Kahla-Nakbi et al.
2007).

Die Osmolaritét eines Habitats ist fur Bakterien ein bedeutender wachstumslimitierender
Faktor, daher ist die Fahigkeit auf osmotische Unterschiede in ihrer Umwelt zu reagieren, ein
wichtiger Prozess, um zu Uberleben (Csonka und Hanson 1991). Die Verdnderung der
Osmolaritat stellt fur Bakterien eine weitverbreitete Stressform dar, und es wurden bereits
unterschiedliche Anpassungsstrategien bei verschiedenen Bakterienspezies naher
untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal festgestellt, dass Enterococcus
faecalis, bei dem schon ein beginnendes VBNC-Stadium bei Nahrstofflimitierung bestimmt
wurde, auch bei osmotischem Stress (0,5 M Salzldsung) diese Anpassungsstrategie zeigte.
Bis heute gibt es noch keine Hinweise auf ein VBNC-Stadium bei Gram-positiven Bakterien,
das durch eine erhéhte Salzkonzentration erreicht wurde. Bei den Gram-negativen Bakterien
Pseudomonas fluorescens hingegen konnte ein Eintritt in das VBNC-Stadium bei
osmotischem Stress nachgewiesen werden, allerdings lag hier die Salzkonzentration héher
(Mascher et al. 2000). Auch bei Pseudomonas aeruginosa und Escherichia coli zeigte sich
ein Einfluss auf die Kultivierbarkeit bei erhdhter Konzentration an Salz (Roth et al. 1988;
Velasco et al. 1995).

Ein VBNC-Stadium wird bei Bakterien als Antwort auf Stress ausgebildet. Der in dieser
Arbeit festgestellte beginnende VBNC-Zustand von Enterococcus faecalis sowohl bei
Né&hrstofflimitierung als auch bei osmotischem Stress ist ein deutlicher Hinweis auf eine
verstarkte Stressantwort dieses Bakteriums im Vergleich zu Enterococcus faecium, bei dem
ein VBNC-Stadium nicht erkennbar war. Die Fahigkeit von Enterococcus faecium, auch bei
nicht optimalen Bedingungen weiterhin kultivierbar zu bleiben, wurde auch von anderen

Studien bestéatigt, die zeigen konnten, dass Enterococcus faecium im Vergleich zu Listeria
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monocytogenes nicht in ein VBNC-Stadium Uberging (Wery et al. 2006). Die festgestellten
Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass Enterococcus faecium besser an verschiedene
Stressoren adaptiert ist als Enterococcus faecalis. Die bessere Adaptation von Enterococcus
faecium konnte auch bei anderen Stressparametern festgestellt werden (Ahmad et al. 2002).
Dies erklart unter anderem die Tatsache, dass es mehr antibiotikaresistente Enterococcus
faecium gibt (Werner et al. 2008) und dass in verschiedenen Umweltproben verstarkt

Enterococcus faecium nachgewiesen werden konnte (Kihn et al. 2003).

4.3 Speziesspezifische Regulatoren

Die Regulation der Genexpression wird durch die Organisation der Gene in Gruppen
ermdglicht. Dabei werden Operons und Regulons unterschieden (Vanbogelen und Neidhardt
1990). Als Regulatoren auf Genexpressionsebene dienen DNA-bindende Proteine, welche
die Bindung bzw. die Aktivitat der RNA-Polymerase in der Promotor-Region eines Gens bzw.
Operons férdern (Aktivatoren), hemmen (Repressoren) oder aber erst ermdglichen. Zu den
letztgenannten zahlen die Sigmafaktoren, die durch Erkennung und Bindung eines
spezifischen DNA-Motivs in der Promotorregion und Bindung der RNA-Polymerase die
Transkription ermdglichen.

In dieser Arbeit wurde anhand des Sigmafaktors rpoS von Pseudomonas aeruginosa die
Parametrierung der Stressbedingungen durchgefiihrt. Mit diesen wurde das rcsA-Gen von
Escherichia coli, einem Faktor des Rcs-Signalwegs, untersucht, der eine Rolle bei der
Biofilmbildung als Stressantwort spielt. Zusatzlich wurde das Gen des Penicillin-bindenden
Protein 5 (pbpb) bei Enterokokken analysiert, das an der Zellwandsynthese beteiligt ist, die
als erste Stelle auf Umweltstimuli reagiert. Als Stressparameter wurde die Inkubation in einer
0,5 M Natriumchloridldsung (osmotischer Stress) und in Leitungswasser (Oligotrophie/
Hungerstress) bis zu einem Zeitraum von 5 Tagen, sowie die stationdre im Vergleich zur
exponentiellen Wachstumsphase, untersucht. Fir die Analyse der sich verdndernden
Genexpression mittels quantitativer PCR wurden fir alle untersuchten Gensysteme
spezifische Primer und Sonden hergestellt. Zusatzlich wurden zur Absicherung der

ermittelten Ergebnisse Northern Blot- Analysen durchgefiihrt.

Pseudomonas aeruginosa
Die Induktion des Sigma-Faktors (rpoS Regulon) wéhrend der stationdren Phase wird durch
unterschiedliche Stressoren hervorgerufen. Dies resultiert in der Aktivierung eines sehr

komplexen Netzwerkes funktioneller, unabh&ngiger Gene, welche die Fahigkeit der
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Bakterien erhéhen, gegen eine grole Anzahl von Stressfaktoren zu bestehen. In der Phase
des langsamen Wachstums und der beginnenden stationdren Phase bzw. des abrupten
Ubergangs von Wachstum zum Hunger (starvation) wurden zahlreiche Untersuchungen zur
Verdnderung der Physiologie und Morphologie sowie deren Regulation durchgefiihrt
(Hengge-Aronis 2002a; Hengge-Aronis 2002b; Kolter et al. 1993; Kolter 1999; Moreau 2004,
Schweder und Hecker 2004; Siegele und Kolter 1992, Wright et al. 2009). Im Rahmen dieser
Analysen wurde ein komplexes Regulationsnetzwerk beschrieben, das neben alternativen
Sigmafaktoren auch verschiedene kleinere Regulatormolekule umfasst (Repoila et al. 2003;
Riva et al. 2004; Schweder und Hecker 2004; Wick und Egli 2004), wobei die meisten
Anderungen in der stationdren Phase durch die alternative RNA-Polymerase RpoS reguliert
werden (Saint-Ruf et al. 2007).

Auch in dieser Arbeit wurde eine Induktion des rpoS-Gens in der stationdren Phase
nachgewiesen. In Ubereinstimmung mit der Feststellung, dass rpoS auch bei verschiedenen
anderen Arten von Stress verstdrkt exprimiert wird (Balaji et al. 2005; Hengge-Aronis 1996;
Hengge-Aronis et al. 1993; Lee et al. 1995; Muffler et al. 1997; Muffler et al. 1996), konnte in
der vorliegenden Arbeit eine Induktion sowohl bei Hungerstress als auch bei osmotischem
Stress ermittelt werden. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die verwendeten
Stressparameter fir die Untersuchung der lbrigen Gene bei planktonischen Bakterien und

Biofilmpopulationen herangezogen.

Bei der Biofilmbildung, als eine mdbgliche Stressreaktion, konnte bei dieser Arbeit eine
verstarkte Expression von rpoS nachgewiesen werden. Die Beobachtung korreliert mit den
Ergebnissen anderer Studien, die feststellten, dass die rpoS-Expression in einem 3 Tage
alten Biofilm im Vergleich zu planktonischen Bakterien erhoht ist (Xu et al. 2001). Dieses
Ergebnis stitzt die Annahme, dass Biofilme Charakteristika der stationdren Phase
aufweisen. Im Gegensatz dazu gibt es Untersuchungen, die die Bildung eines ,dickeren®
Biofilms (Heydorn et al. 2002) oder die verstarkte Fahigkeit zur Biofilmbildung bei rpoS-
Mutanten beschreiben (Yun et al. 2007). Auch zeigten Untersuchungen von Manos und
Kollegen (2009) eine verminderte Expression von rpoS in Biofilmen.

Zusatzlich zur Untersuchung der Biofilmbildung als Stressantwort, wurden in dieser Arbeit,
analog zu den Versuchen mit planktonischen Bakterien, adharente Pseudomonas
aeruginosa-Zellen in nahrstoffarmem Leitungswasser oder einer 0,5 M NaCl-Lésung
inkubiert. Dabei konnten deutlich geringere Induktionsfaktoren von rpoS im Vergleich zu
planktonischen Bakterien festgestellt werden. Eine Erkl&rung ist das mdgliche Vorkommen
mehrerer Resistenzmechanismen in einem Biofilm im Vergleich zu einer einzelnen Zelle,
was sich in einer verstarkte Resistenz von Biofilmen gegentber antimikrobiellen Substanzen
widerspiegelt (Burmglle et al 2006; Leriche et al. 2003; Mah und O’Toole 2001). So waren
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Biofilme von Pseudomonas aeruginosa weniger anfallig gegenliber der Behandlung mit
Wasserstoffperoxid, wobei eine Mutation im rpoS-Gen zu einem vollstédndigen Rickgang der
erhéhten Resistenz der adhérenten Bakterien fuhrte (Cochran et al. 2000).

Um den natirlichen Begebenheiten in einem Biofilm ndher zu kommen, wurden au3erdem
Untersuchungen bei adhérenten Mischkulturen vorgenommen. Hierzu wurden
Mischpopulationen aus dem Ablauf einer Kladranlage Pseudomonas aeruginosa zugesetzt
und Biofilme angezogen. Es zeigte sich eine vergleichbare Induktion des rpoS-Gens bei der
Biofilmbildung und bei Oligotrophie mit den adharenten Reinkulturen, wéhrend es bei
osmotischem Stress zu einer deutlich erhéhten Induktion von rpoS bei Biofilmen einer
Mischkultur kam. Diese Zunahme kann nicht damit erklart werden, dass die Bakterien im
Ablauf der Klaranlage aufgrund ihres natiirlichen Habitats schlecht an Anderungen in der
Osmolaritdt angepasst sind, und es daher bei osmotischem Stress zu einer starken
Stressantwort kommt. Die Untersuchung mittels quantitativer PCR wurde mit Pseudomonas
aeruginosa-spezifischen Primern durchgefiihrt, so dass die rpoS-Expression der Bakterien

aus der Klaranlage nicht gemessen werden konnte.

Escherichia coli

Das rcsA-Gen ist ein Faktor des Rcs-Signalweges, der an der Biofilmbildung (Danese et al.
2000) sowie an der Synthese der extrazelluldren Matrix in Escherichia coli (Rahn und
Whitfield 2003; Virlogeaux et al. 1996) als Stressreaktion beteiligt ist. Mutationen im rcsA-
Gen fihren somit meist zu nichtmukoiden Stdmmen (Majdalani und Gottesman 2007).
Weiterhin spielt der Rcs-Signalweg eine Rolle bei der Regulation des Schwérmens von
Bakterien (Francez-Charlot et al. 2003), der Antwort auf Austrocknung durch die
Kapselbiosynthese und Membranzusammensetzung (Ferrieres et al. 2003, Sledjeski und
Gottesman 1996). Bei Schadigungen der Peptidoglykanschicht konnte eine Beteiligung des
Rcs-Systems nachgewiesen werden (Boulanger er al. 2005). Durch die Inhibierung der PBPs
(Penicillin-bindende Proteine), die am Aufbau der Zellwand beteiligt sind und durch
Antibiotika inaktiviert werden, wurde der Rcs-Signalweg aktiviert und so die Uberlebensrate
bei Antibiotikabehandlung erhdht (Laubacher und Ades 2008). Das Rcs-System ist dartiber
hinaus bei pH-Anderungen (Castanie-Cornet 2007) und der Antibiotikaresistenz beteiligt
(Hirakawa 2003), wobei RcsA nicht bendtigt wird (Laubacher und Ades 2008). Der Rcs-
Signalweg scheint ebenfalls eine Rolle bei der Regulation des als Masterregulator der
generellen Stressantwort bezeichneten rpoS-Gens durch LrhA zu spielen (Peterson et al.
2006). Transkriptomanalysen lassen den Schluss zu, dass bis zu 2,5% des Genoms von
Escherichia coli durch das Rcs-System reguliert werden kdnnten (Ferrieres und Clarke
2003).
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Allerdings wurden noch wenige Untersuchungen durchgefiihrt zur Rolle des Rcs-Systems
bei der Anpassung an Umweltstress, der natirlicherweise auftritt (Castanie-Cornet 2007).
Insbesondre zum Verhalten des rcsA-Gen bei Umweltstimuli sind kaum Studien bekannt. Der
Rcs-Signalweg in Escherichia coli ist bei Anderung der Osmolaritdt von Bedeutung
(Boulanger et al. 2005; Ferrieres et al. 2003; Francez-Charlot et al. 2005; Sledjeski und
Gottesman 1996), allerdings wurde meist Uber eine Beteiligung des Rcs-Signalwegs ohne
RcsA berichtet. So konnte eine RcsA-unabhédngige Aktivierung des bdm-Gens (biofilm-
dependent modulation), das durch osmotischen Stress aktiviert wird, bei Escherichia coli
gezeigt werden (Francez-Charlot et al. 2005). Auch das osmB-Gen, welches bei
osmotischem Stress, aber auch in der stationdren Phase eine Induktion zeigt, wird durch den
Rcs-Signalweg aktiviert, allerdings ohne Beteiligung von rcsA (Boulanger et al. 2005).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Induktion des rcsA-Gens bei osmotischem Stress
beobachtet werden, was im Gegensatz zu den Ergebnissen der oben genannten Studien
steht und fiir eine unmittelbare Beteiligung von rcsA bei dieser Stressantwort spricht. Bei der
Untersuchung des rcsA-Gens von Escherichia coli wahrend der Inkubation in
nahrstoffarmem Leitungswasser konnte erstmals demonstriert werden, dass das rcsA-Gen
auch bei Nahrstofflimitierung als haufiger Umweltstress induziert wurde und somit auch bei
diesem Stressparameter eine wichtige Funktion Ubernimmt. Die Analyse der stationdren
Wachstumsphase flihrte ebenfalls zu einer Induktion des untersuchten Gens. Diese
Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass es sich bei rcsA um einen stressregulierten Faktor
handelt, der bei einer Reihe verschiedener Stressbedingungen eine bedeutende

physiologische Rolle spielt.

Wie bei Pseudomonas aeruginosa wurde in dieser Arbeit auch bei Escherichia coli die
Expression des Stressregulators bei Biofilmen untersucht. Bei der Biofilmbildung selbst
konnte eine Induktion von rcsA ermittelt werden. Dies wurde erwartet, da der Rcs-Signalweg
mit RcsA an der Biofilmbildung (Danese et al. 2000, Prigent-Combaret et al. 1999) sowie an
der Synthese der extrazelluldren Matrix beteiligt ist (Rahn und Whitfield 2003; Virlogeaux et
al. 1996). Die rcsA-Expression adharenter Reinkulturen und planktonischer Bakterien
unterschied sich bei den beschriebenen Stressparametern. Die Induktion von rcsA bei
osmotischem Stress war bei adhédrenten Bakterien hoéher (Faktor 3,6), wahrend es bei
Hungerstress zu einer verstérkten Induktion bei planktonischen Zellen kam (Faktor 4,3). Eine
mogliche Erklarung liegt in der Tatsache, dass es innerhalb von Biofilmen zu einer besseren
Nahrstoffversorgung kommt. Somit bendtigen die Bakterien keine verstarkte Stressantwort,
die durch eine Induktion des rcsA-Gens angezeigt wird. Die EPS-Matrix hat sorbierende
Eigenschaften und kann Na&hrstoffe akkumulieren, was fur das Leben unter Hunger-

Bedingungen entscheidend ist. Der Befund, dass die Expression von rcsA bei osmotischem

-115-



DISKUSSION

Stress bei adharenten Bakterien im Vergleich zu planktonischen Bakterien erhéht war,
kénnte darin begriindet sein, dass es im Biofilm zusétzlich zu der Behandlung mit einer
Salzlésung verstarkt zu Schwankungen in der Osmolaritdt kommt (Prigent-Combaret et al.
1999).

Enterococcus faecium und Enterococcus faecalis

Die Zellwand von Bakterien dient dem Schutz vor Umwelteinfliissen und ist daher die erste
Stelle an der es zu einer Stressreaktion kommt. Peptidoglykane (Murein) sind
Makromolekile aus mehreren miteinander verknlpften Untereinheiten. Fir das Wachstum
missen diese Strange durch Hydrolasen gelést und durch Penicillin-bindende Proteine
(PBPs) neue Strange wieder in die bestehende Peptidoglykanschicht eingebaut werden
(Holtje 1998). Dieser Prozess muss genau kontrolliert werden, um eine Hydrolyse der
Peptidoglykane zu vermeiden.

Jede Bakterienspezies besitzt eine bestimmte Anzahl verschiedener PBPs. Es sind viele
Studien vorhanden Uber die Struktur (Powell et al. 2009; Sauvage et al. 2008; Urbach et al.
2009) und Uber die physiologischen Funktionen dieser Enzyme (Bandara et al. 2008; Goffin
und Ghuysen 1998; Young 2001) sowie Uber die Empfindlichkeit verschiedener Bakterien
gegenuber Antibiotika (Oshaki et al. 2008; Yang et al. 2008). Allerdings ist bisher wenig Uber
das Verhalten der PBPs bei Umweltstimuli bekannt. In den letzten Jahren wurde bei
verschiedenen Bakterien das VBNC (viable but nonculturable)-Stadium nachgewiesen, das
als eine Antwort auf Stress gilt, wobei der Ubergang von Veranderungen in der Zellmembran
gekennzeichnet ist. Besonders signifikant sind die vermehrten Anteile des PBP5-Proteins in
der Zellwand von Enterococcus faecalis im VBNC-Stadium (Signoretto et al. 2000).
Zuséatzlich wurde das pbp5-Gen in den letzten Jahren vermehrt als Vitalitditsmarker im
VBNC-Stadium verwendet (Fischer-Le Saux et al. 2002; Leo et al. 2001; Lleo et al. 2000). Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression des pbp5-Gens bei verschiedenen Stressstimuli
untersucht. Es gibt Hinweise auf eine verédnderte Genexpression im VBNC-Stadium.
Gonzalez-Escalona und Kollegen (2006) konnten eine héhere Konzentration von tuf, das fur
die Proteinsynthese bendtigt wird, sowie von relA und rpoS, die stressreguliert sind, im
VBNC-Zustand nachweisen. Auch bei Mikroarray-Analysen konnte eine Induktion von 100
Genen in VBNC-Stadium gezeigt werden, die zumeist fur zelluldre Prozesse verantwortlich
sind. Bei Escherichia coli wurde das duf3ere Membranprotein W (OmpW) im VBNC-Stadium
induziert (Asakura et al. 2008). Bacillus subtilis wies eine Induktion von pbp4 im salzhaltigen
Medium und in der stationdren Phase auf (Palomino et al. 2008).

In dieser Arbeit konnte eine starke Repression des pbp5-Gens bei Enterococcus faecium

und Enterococcus faecalis bei Oligotrophie und osmotischem Stress gezeigt werden, wobei
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es Hinweise auf ein beginnendes VBNC-Stadium bei Enterococcus faecalis gab. Dies
korreliert nicht mit der oben genannten Untersuchung von Signoretto und Kollegen (2000),
die vermehrte Anteile des PBP5-Proteins in der Zellwand von Enterococcus faecalis im
VBNC-Stadium nachwiesen. Allerdings wurde in dieser Studie das PBP5-Protein nach einer
Inkubationsdauer von 16 Tagen in Seewasser bei niedrigen Temperaturen untersucht,
wahrend bei dieser Arbeit der Zeitraum kirzer war und die Inkubation bei hoheren
Temperaturen stattfand. Dies kdnnte eine Erklarung fur das veranderte Verhalten von pbp5
sein. Es wurde nachgewiesen, dass es im VBNC-Stadium zu Verdnderung der
Zellmorphologie kommt (Tangwatcharin et al. 2006; Vattakaven et al. 2006). Die Ergebnisse
im Rahmen dieser Arbeit lassen den Schluss zu, dass das pbp5-Gen fir mdgliche
Morphologieveranderungen im VBNC-Zustand von Enterococcus faecalis nicht vermehrt
bendtigt wird und andere Gene dieser Klasse beteiligt sein kdnnten. Auch bei Enterococcus
faecium scheint das pbp5-Gen bei Anderungen in der Salzkonzentration des umgebenden
Mediums wund bei Nahrstofflimitierung keine bedeutende Rolle zu spielen. Die
unterschiedlichen stressauslésenden Faktoren in der stationdren Phase fuhrten bei
Enterococcus faecium zu einer Repression, bei Enterococcus faecalis zu einer Induktion von
pbpb. Dies zeigt, dass Bakterien selbst innerhalb einer Gattung bei der Untersuchung

desselben Gens und Stressstimulus unterschiedlich reagieren.

Zusammenfassend konnte bei der Untersuchung der speziesspezifischen Regulatoren
erstmals eine Beteiligung des rcsA-Gens von Escherichia coli bei osmotischem Stress,
Oligotrophie sowie in der stationaren Wachstumsphase sowohl bei planktonischen Bakterien
als auch bei Biofilmen nachgewiesen werden. Bei allen verwendeten Stressparametern
wurde das rcsA-Gen induziert. Das pbp5-Gen von Enterokokken ist ebenfalls stressreguliert.
Bei Erhéhung der Salzkonzentration und bei Nahrstofflimitierung wurde pbp5 reprimiert, in
der stationaren Wachstumsphase bei Enterococcus faecium reprimiert und bei Enterococcus
faecalis induziert. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse scheinen beide Gene eine wichtige
physiologische Rolle bei verschiedenen Umweltstimuli zu spielen und sich als

Stressparameter verwenden zu lassen.

4.4 Expression des universellen Stressprotein (usp)

Zusatzlich zur Untersuchung speziesspezifischer Gene bei den in dieser Arbeit verwendeten
hygienisch relevanten Mikroorganismen wurden Expressionsanalysen verschiedener usp-

homologer Gene nach Stressexposition durchgefiihrt, bei denen zum Teil noch keine Studien
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zu ihrer physiologischen Bedeutung vorlagen. Die Usp-Proteine kommen sowohl bei
Eukaryoten, Prokaryoten als auch Archaeen vor und werden bei einer Vielzahl von exogenen
oder endogenen Stimuli exprimiert. Bis heute ist das UspA-Protein von Escherichia coli mit
einer GréRe von 15,8 kDa am besten untersucht. Das Bakterium besitzt insgesamt 6 (ber
das gesamte Chromosom verteilte Gene. Einige dieser usp-Gene befinden sich in enger
Nachbarschaft zu anderen Genen, deren Produkte wichtige Funktionen bei verschiedensten
Stressadaptationen Gbernehmen (Kvint et al. 2003). So liegt uspC direkt stromabwérts des
fur die Synthese von Trehalose benétigten otsBA-Operons (Csonka und Epstein 1996). uspE
ist direkt stromabwarts des Gens fnr lokalisiert, dessen Produkt den globalen Regulator bei
der Adaptation anaerober Bedingungen darstellt (Kiley und Beinert 1998). Das Gen uspG
liegt direkt stromaufwérts der Gene ahpC und ahpF. Beide spielen eine wichtige Rolle bei
oxidativem Stress, indem sie bei der Reduktion von organischen Hydroperoxiden beteiligt
sind (Wood et al. 2001).

ppGpp ist dabei essentiell fiir eine Induktion von uspA, uspC, uspD, uspE (Gustavsson et al.
2002; Kvint et al. 2003) und wird auch als Schliisselregulator bei vielen in der stationaren
Phase induzierten Gene bezeichnet (Magnusson et al. 2005). Zudem stehen die Gene uspA
und uspD unter der negativen Kontrolle des FadR-Regulators, der bei der Regulation des
Fettsdure-Metabolismus in Escherichia coli eine wichtige Rolle spielt (Farewell et al. 1996).
Die uspA-Expression ist zudem durch Fruktose-6-Phosphat aus der Glykolyse und
Glukoneogenese reguliert (Persson et al. 2007).

In dieser Arbeit wurden bei der Untersuchung des universellen Stressgens uspA und
mehrerer usp-homologer Gene die gleichen Stressparameter verwendet wie bei den
Analysen der speziesspezifischen Regulatoren. Ziel war es, einen mdglichst universellen
Marker fir Stressexposition bei den untersuchten Bakterien zu finden. Dazu wurden
verschiedene usp-homologe Proteine von Enterococcus faecalis und Pseudomonas
aeruginosa ausgewahlt (siehe Anhang Alignements) und zu den jeweiligen aus der
Datenbank NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) entnommenen Gensequenzen passende
Primer berechnet und validiert. Zusatzlich wurde das uspA-Gen, als ein Vertreter der Usp-
Familie von Escherichia coli, untersucht. Ubereinstimmend mit bisherigen Versuchen
(Gawande und Griffiths 2005, Nystréom und Neidhardt 1994) konnte auch bei dieser Arbeit
eine Induktion des uspA-Gens von Escherichia coli bei osmotischem Stress und in der
stationdren Phase demonstriert werden. Lediglich bei Hungerstress kam es zu einer
Repression des Gens.

Die naher charakterisierten usp-homologen Gene von Pseudomonas aeruginosa
(PLES_20451) und Enterococcus faecalis (EF1982, EF3035, EF1058 und EF1084), tber die
noch keine Studien zu ihrer Expression oder Funktion durchgefihrt wurden, zeigten

eindeutige Expressionen bei den verwendeten Stressparametern. Diese entsprachen dem

- 118 -



DISKUSSION

gleichen Expressionsmuster wie bei der Untersuchung der speziesspezifischen Regulatoren,
was einerseits bestatigt, dass es sich bei den usp-homologen Genen tatsachlich um
stressregulierte Faktoren handelt und andererseits den Schluss zuldsst, dass sich die in
dieser Arbeit untersuchten Gene als universelle Stressmarker verwenden lassen. Die
Expressionsintensitat der usp-homologen Gene von Enterococcus faecalis unterschied sich
kaum voneinander, auch wenn das Gen EF1084 zumeist starker induziert bzw. reprimiert
wurde. Dies zeigt, dass alle in dieser Arbeit untersuchten Gene bei den verwendeten
Stressoren eine ahnliche physiologische Relevanz besitzen.

Die Induktion von rcsA von Escherichia coli bei Oligotrophie konnte bei der Untersuchung
des uspA-Gens nicht bestédtigt werden. Da es sich bei dem untersuchten uspA-Gen
allerdings nur um ein einziges Mitglied der Usp-Familie handelt, kann diese Abweichung
nicht zu einer Aussage dariiber herangezogen werden, ob sich die Gene der Usp-Familie als
universelle Stressmarker eignen. Es missen somit noch weitere Untersuchungen mit
anderen usp-Genen von Escherichia coli und anderen Bakterienspezies durchgefiihrt
werden, um die ersten Hinweise darauf zu bestatigen, dass sich usp-Gene als generelle

Stressmarker verwenden lassen.

4.5 Molekulare  Fingerprints bei Stress und unterschiedlichen
physiologischen Stadien bei Bakterien

Mikroorganismen reagieren mit unterschiedlichen molekularen Mechanismen auf Stress. Die
darauf folgenden Anderungen in der Zelle, beispielsweise der Eintritt in das VBNC-Stadium,
kénnen als verschiedene physiologische Stadien definiert werden. Zur Untersuchung von
Stressantworten auf sich &ndernde Umweltbedingungen bei Bakterien wurden verschiedene
spezies- und genunabhédngige Methoden untersucht. Der Vorteil liegt in der Mdglichkeit,
auch komplexe bakterielle Populationen betrachten zu kénnen sowie auch Bakterien zu
untersuchen, deren Genom bzw. Transkriptom nicht bekannt ist. Die bis heute in der
Literatur beschriebenen Bakterien stellen lediglich 0,5-1% der geschatzten tatsachlich
existierenden Mikroorganismen dar (Hacker et al. 2003). Die Erkennung und Bewertung von
physiologischen Zustanden stellt die Grundlage dar, Bakterien in ihrem natirlichen Habitat
Zu manipulieren.

Die Analysen wurden in dieser Arbeit auf der Ebene der RNA- und zum Teil auch auf DNA-
Ebene durchgefihrt. Die RNA wurde in einem ersten Schritt revers in cDNA transkribiert und
anschlielfend amplifiziert. Die Schwierigkeit in der Amplifikation prokaryotischer mRNA liegt
generell in der Tatsache begriindet, dass sie kein Poly(A)-Ende am 3’-Ende aufweist und

somit die Basenabfolge nicht bekannt ist. Zuséatzlich kommt bei Umweltproben die
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Schwierigkeit hinzu, dass der Gehalt an RNA zumeist sehr niedrig ist und eine Amplifikation
unumganglich wird. Bei der Polymerase-Ketten-Reaktion wird allerdings weniger als 1 ng
Ausgangssubstanz als ausreichend beschrieben (Cheung und Nelson 1996), bei der es sich
zudem um eine Mischung von verschiedenen Organismen handeln kann (Piel 2002). Daher
wurden verschiedene Formen der Amplifikation zur Untersuchung der Stressantworten bei

den in dieser Arbeit verwendeten Bakterien gewahlt.

A) RAPD (randomly amplified polymorphic DNA)-PCR

Eine Mdglichkeit der Amplifikation von Nukleinsduren und Unterscheidung unterschiedlicher
physiologischer Stadien bei Bakterien ist die RAPD-PCR. Eine schematische Darstellung ist
in Abbildung 4.2 angegeben.

verschiedene Nukleinsduren diverse kurze, unspezifisch
(DNA oder revers transkribierte RNA)  bindende Primer

e =

Abb. 4.2: Schematische Darstellung der RAPD-PCR.

Die Einteilung in verschiedene physiologische Stadien wird heute zumeist mit FACS-
Analysen (Fluorescence-activated cell sorting) und Durchflusszytometrie durchgefiihrt und
dient der Erkennung lebender und toter Bakterien und den Zwischenstufen, wie das VBNC-
Stadium oder das ABNC (active but nonculturable)-Stadium (Sachidanandham et al. 2005;
Sachidanandham und Yew-Hoong Gin 2009) oder der Erfassung von Unterschieden bei
Bakterien nach Stressexposition (Nielsen et al. 2009; Sachidanandham und Yew-Hoong Gin
2008). Eine weitere Mdéglichkeit ist die Verwendung der rep-PCR, bei der repetitive DNA-
Sequenzen amplifiziert werden, um DNA-Profile bzw. Fingerprints zu erhalten (Ishii und
Sadowsky et al. 2009). Sie bietet im Vergleich zu PFGE (pulsed-field gel electrophoresis)
eine Zeit- und Kostenersparnis (Olive und Bean 1999). Zusétzlich kommen Multiplex-PCR
oder AFLP (amplified fragment-length polymorphism) zum Einsatz. Diese Methoden dienen
meist der genotypischen Unterscheidung verschiedener Stdmme von medizinisch relevanten

Bakterien oder der Analyse mikrobieller Evolution und Okologie.
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Auch die RAPD-PCR dient der Amplifikation von DNA. Diese Art der Amplifikation wird
zumeist zur Unterscheidung verschiedener Stdmme eines Bakteriums verwendet. Als
Ausgangssubstanz wird DNA verwendet. In dieser Arbeit wurde erstmals sowohl cDNA als
auch genomische DNA als Template verwendet, um zusatzlich eine Unterscheidung auf der
Ebene der Transkription zeigen zu kénnen. Als Primer dienten unterschiedliche, kurze
Primer, die aus der Literatur enthommen wurden (Gomes et al. 2008; Venieri et al. 2004).
Ein groRer Vorteil der Methode ist, dass keinerlei vorhergehende Kenntnis ber das Genom
eines Organismus benétigt wird, da sich die ,Zufallsprimer” an vorher nicht definierte Stellen
der DNA anlagern, was insbesondere bei der Analyse von Biofilmen von enormer Bedeutung
ist.

In dieser Arbeit konnten sowohl bei hygienisch relevanten Gram-positiven als auch Gram-
negativen Bakterien deutliche Unterschiede auf der Ebene der Transkription bei
verschiedenen Stressstimuli gezeigt werden, was flir eine universelle Einsatzmdglichkeit
dieser Methode spricht. Bei Pseudomonas aeruginosa und Escherichia coli konnten jeweils
nur bei osmotischem Stress Unterschiede in den Bandenmustern und somit eine
Stressantwort detektiert werden. Dies betétigt zum einen die Ergebnisse bei der
Untersuchung der Physiologie der Bakterien (siehe Kapitel 4.2), dass zumindest Escherichia
coli an eine Erhéhung der Salzkonzentration nicht ausreichend adaptiert ist. Zusétzlich
erhérten die fehlenden Unterschiede in den Bandenmustern bei Oligotrophie die Vermutung,
dass die Mikroorganismen besser an Nahrstofflimitierung angepasst sind, da bei diesem
Stressparameter keine Stressantwort nachgewiesen werden konnte. Eine bessere
Adaptation an Hunger-Bedingungen konnte auch schon bei den Untersuchungen zur
Physiologie der Bakterien beobachtet werden, bei denen bei beiden Gram-negativen
Bakterien keine Verdnderung in der Anzahl der kultivierbaren Zellen und des Gesamt-RNA-
Gehalts ermittelt werden konnte (siehe Kapitel 4.2).

Besonders auffallig waren die Untersuchungsergebnisse bei Enterokokken. Enterococcus
faecalis wies sowohl bei osmotischem Stress als auch bei Oligotrophie ein verandertes
Bandenmuster auf, wéhrend bei Enterococcus faecium dies nur bei Nahrstofflimitierung der
Fall war. Diese Beobachtung ist ein weiterer Hinweis auf eine verstérkte Stresstoleranz und
erhéhte Fitness von Enterococcus faecium, insbesondere bei osmotischem Stress. Weitere
Untersuchungen des Genoms stitzten die Vermutung, dass Enterococcus faecalis
osmosensitiver ist als Enterococcus faecium. Bei der Verwendung von DNA als Template
wurde wéhrend der Inkubation in einer 0,5 M Salzlésung bei Enterococcus faecalis ein
verandertes Bandenmuster detektiert, wdhrend sich bei Enterococcus faecium keine
Unterschiede zeigten. Diese detektierten Unterschiede kénnten durch Umgruppierungen im
Genom, beispielsweise bei Plasmiden verursacht werden. Eine weitere Mdglichkeit ist die

Mobilitat kleiner nichtkodierender Insertionssequenzen wie den EFAR (Enterococcus
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faecalis/faecium repeats) (deGregorio et al. 2009). Sie ibernehmen mdglicherweise eine
funktionelle Rolle, indem sie Sekundéarstrukturen wie Haarnadeln bilden und auf diese Weise
den Abbau der mMRNA modulieren kénnen (deGregorio et al. 2006). Zusammenfassend kann
gesagt werden, dass die verstarkte Stresstoleranz von Enterococcus faecium, insbesondere
bei osmotischem Stress, von den Ergebnissen der Untersuchung des DNA-Gehalts lebender
und toter Zellen bei Stressexposition untermauert wurde (siehe Kapitel 4.2). Bei diesen
Analysen konnte gezeigt werden, dass Enterococcus faecalis ein Ubergang in ein VBNC-
Stadium als Stressadaptation zeigte, wohingegen bei Enterococcus faecium diese Form der

Stressantwort nicht nachgewiesen werden konnte.

B) Amplifikation mittels Adapter

Als eine weitere Option der Amplifikation von cDNA und anschlieBender Identifizierung
molekularer Fingerprints wurden verschiedene Oligonukleotide an einzelstréngige
Nukleinsduren angebunden und anschlielend mit Hilfe der komplementaren Primer

amplifiziert. Die Vorgehensweise ist in Abbildung 4.3 dargestellt.

Anbinden von Adaptern

e ¢ Y e

Amplifikation mit komplementéren Primern

==
I I
==

Abb. 4.3: Schematische Darstellung der Amplifikation mittels Adapter.

Dieses Verfahren fuhrt zu einer Vervielféltigung aller vorhandenen Nukleinsdure-Molekdle.
Aufgrund dieser Basis liefien sich die Gesamt-RNA-Isolate miteinander vergleichen. Das
Verhaltnis von ribosomaler RNA und mRNA, die fir Transkriptomanalysen herangezogen
wird, aber nur etwa 5% der Gesamt-RNA ausmacht, wurde nicht verandert. Als Adapter
wurden sowohl definierte Oligonukleotide als auch einzelne Nukleotide verwendet. Das
Anbinden erfolgte durch verschiedene Enzyme wie die terminale Transferase und die T4
RNA Ligase (Troutt et al. 1992), die in der Lage ist, definierte Primersequenzen anzukoppeln
und so dafir sorgen, dass sich die Nukleinsdure-Molekile nicht in ihrer L&nge

unterscheiden. Diese Modifikation bietet - im Gegensatz zum Anbinden einzelner Nukleotide
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mit der terminalen Transferase - den Vorteil der definierten Enden der flankierten cDNA.
Nach der PCR liegen bei den Nukleinsduren nur Fragmente der gleichen GréRe vor, da nur
adapterspezifische Primer verwendet wurden. Eine Bande entspricht somit einer
Nukleinsdure-Sequenz, wodurch eine Fingerprint-Technik vorliegt. Allerdings ist das
Ankoppeln definierter Primersequenzen deutlich zeit- und kostenintensiver als die

Modifikation mit einzelnen Nukleotiden durch die terminale Transferase.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die isolierte Gesamt-RNA von Bakterien, die in
nahrstoffarmem Leitungswasser inkubiert wurden, modifiziert und die cDNA amplifiziert
werden. Im Laufe der Stresssituation waren sowohl zunehmende als auch abnehmende
Banden zu erkennen. Somit konnten schon auf der Ebene der Gesamt-RNA Unterschiede
durch exogene Stimuli sichtbar gemacht werden. Besonders interessant wird diese Methode
in Verbindung mit der in vivo-Markierung und Separation von RNA mit Hilfe funktionalisierter
Magnetpartikel, wodurch es zu einer Amplifikation ausschliellich der momentan exprimierten
RNA kommt. Dadurch ist es mdglich, gezielt Transkriptomanalysen zu betreiben und eine
veranderte Genexpression zu erkennen.

Durch die Versuche konnte aul’erdem gezeigt werden, dass Primer mit bekannter Sequenz
an Nukleinsdure-Moleklile gekoppelt werden kénnen. Dies bietet die Moéglichkeit,
Schnittstellen fir Restriktionsenzyme in Primer-Sequenzen einzubauen, um die von
bekannten Sequenzen flankierte DNA klonieren zu kénnen und eine Nukleinsaure-Bibliothek
zu erstellen. Eine weitere Anwendungsmdglichkeit besteht bei der substraktiven
suppressiven Hybridisierung. Dieses Screeningverfahren eignet sich zur Identifikation

differentiell exprimierter Gene (Diatchenko et al. 1996).

C) Amplifikation mittels degenerierter und unspezifisch bindender Primer

Eine dritte Mdoglichkeit war die Verwendung degenerierter Primer, die an die Shine-
Dalgarno-Sequenz binden, in Verbindung mit kurzen, unspezifisch bindenden Primern fir die
Amplifikation der cDNA. Abbildung 4.4 zeigt schematisch den Ablauf dieser Amplifikation.
Prokaryotische mRNA besitzen normalerweise am 5-Ende eine so genannte Shine-
Dalgarno-Sequenz, mit deren Hilfe es mdglich ist, prokaryotische Gene direkt durch einen

korrespondierenden Primer zu amplifizieren (Ping et al. 2008).
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| komplementarer Primer |

f

unspezifisch bindender Primer

Abb. 4.4: Schematische Darstellung der Amplifikation mittels degenerierter Primer.

Es konnten bei der Verwendung dieser Methode Unterschiede bei dem Gram-positiven
Bakterium Enterococcus faecium nach osmotischem Stress gezeigt werden, die allerdings
nur hier auftraten und sehr schwach ausgepragt waren. Eine Sequenzierung ergab, dass es
sich bei den abweichenden Banden um ribosomale RNA (rRNA) handelte. Aus diesen
Grunden scheint sich diese Methode nicht zur Verwendung bei anderen Bakterien oder zur
Identifizierung weiterer stressregulierter Gene zu eignen. 80% der Gesamt-RNA bestehen
aus rRNA, die sehr stabil ist und auch 48 h nach Abtétung der Zellen nachgewiesen werden
kann (McKillip et al. 1998), wahrend mRNA lediglich eine Halbwertszeit von wenigen Minuten

aufweist, was eine Erklarung fiir das Vorhandensein der rRNA darstellen kénnte.

Auch eine zuvor durchgefiihrte Separation der Gesamt-RNA in rRNA und mRNA mittels
Capture-Hybridisierungsaufreinigung fihrte zu keinem anderen Ergebnis. Die Verwendung
eines zur Shine-Dalgarno-Sequenz korrespondierenden Primers wurde bereits zur Analyse
von Fingerprints benutzt (Cuny und Witte 1996; Netto dos Santos et al. 2001). Diese
Untersuchungen beschrankten sich aber meist auf eine Bakterienart und somit konnte ein
genspezifischer Primer, statt den in dieser Arbeit verwendeten, unspezifisch bindenden
Primern, eingesetzt werden. Zusatzlich wurde bei diesen Analysen oft DNA als
Ausgangssubstanz benutzt. Dies kénnten Grinde sein, warum in der vorliegenden Arbeit
keine signifikanten Unterschiede zwischen ,gestressten® und ,ungestressten® Bakterien
gefunden wurden. Es gibt Untersuchungen (ber die Verwendung eines Shine-Dalgarno-
Primers in Verbindung mit der RAP-PCR (RNA arbitrarily primed PCR), allerdings musste

hier eine zeitaufwandige Optimierungsphase vorgeschaltet werden (Fleming et al. 1998).

Die beiden letztgenannten Methoden der Amplifikation einzelstrangiger Nukleinséure-
Molekile eignen sich nur bedingt fur eine schnelle und exakte Bewertung unterschiedlicher
physiologischer Stadien, wie sie nach Stressexposition auftreten. Die festgestellten
Unterschiede sind einerseits nicht sehr deutlich sichtbar, zum anderen ist besonders die

zweite Methode zu teuer und langwierig.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in die Adaptation von Mikroorganismen an
verschiedene Stressoren eine Vielzahl von Genen involviert ist, deren Produkte sowohl
verstérkt als auch vermindert einen Nutzen fur die Zelle darstellen. Mit den in dieser Arbeit
verwendeten molekularen und mikrobiologischen Nachweissystemen konnte bei
ausgewahlten, speziesspezifischen und universellen Genen gezeigt werden, dass sie
stressreguliert sind, wobei Bakterien innerhalb einer Gattung eine unterschiedliche
Regulation aufwiesen. Dabei scheinen die usp-homologen Gene sich als universelle
Stressmarker zu eignen. Abhdngig von ihrem natirlichen Habitat unterscheiden sich
Mikroorganismen signifikant in ihrer Anpassungsfahigkeit und den daraus resultierenden
Stressantworten, beispielsweise dem VBNC-Stadium. Die untersuchten Methoden zur
Detektion physiologischer Stadien als Reaktion auf sich dndernde Umweltbedingungen
stellen die Grundlage zur Bewertung und zum besseren Verstandnis bakterieller

Stressantworten dar.

Die Regulation speziesspezifischer Gene, aber auch Masterregulatoren, wird oft durch
(p)ppGpp gesteuert. Eine schematische Ubersicht ist in Abbildung 4.5 angegeben. Dabei
kann (p)ppGpp Uber verschiedene Proteine wirken und wird auch als Schlisselregulator
bezeichnet. Aufgrund der in dieser Arbeit festgestellten universellen Einsatzmdéglichkeit der
usp-Gene als Stressmarker und der Koregulation dieser Gene mit speziesspezifischen
Genen, stellt sich die Frage, inwieweit diese an der Regulation, analog zu (p)ppGpp, bei
verschiedenen Stressantworten beteiligt sind. Diese Fragestellung lasst sich durch

weiterfUhrende Arbeiten mit Defizit-Mutanten beantworten.

’ ® ?
usp Gene |
-?\> Polyphosphate
e e ™
rpoS-Gen rcsA-Gen recA-Gen pbp5-Gen

(1D: via sOS-Kaskade
@: via Exopolyphosphatase
@: via Lon-Protease

Abb. 4.5: Regulationsschema ausgewéhlter stressrelevanter Gene.
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5 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstreichen die Notwendigkeit der Forschung auf
dem Gebiet der Stressadaptation bei Bakterien. Besonders im Hinblick auf die mdglichen
Gefahren fir den Menschen und die hohen Kosten in technischen Bereichen, sollten
Anpassungsstrategien von Mikroorganismen, wie die Biofilmbildung oder das VBNC-
Stadium, genauer untersucht werden. Ziel ist es, verschiedene physiologische Stadien

erkennen und analysieren zu kénnen, um bakterielle Populationen gezielt zu manipulieren.

- Die in dieser Arbeit etablierte Methode der Amplifikation von cDNA und DNA mit
Hilfe der RAPD-PCR zur Detektion physiologischer Stadien muss auf bakterielle

Mischkulturen tUbertragen werden.

- Die Vervielfaltigung prokaryotischer cDNA mittels Adaptern muss in Verbindung
mit der Separation von RNA untersucht werden, um neue stressregulierte Gene

zu identifizieren und weitere Fingerprint-Methoden zu generieren.

- Es ist notwendig, mehr Daten (ber mdbglicherweise universelle bakterielle
Stressmarker, wie das usp-Gen, zu sammeln und mit speziesspezifischen,
stressregulierten Faktoren zu vergleichen, um mdglicherweise einen

Bakterienspezies-unabhdngigen Stressmarker zu finden.

- Eine Beteiligung der usp-Gene bei der Regulation von Stressantworten sollte

ndher untersucht werden.
- Die Untersuchungen der Bedingungen, die Bakterien befahigen, sich vor

Umwelteinfliissen durch den Ubergang in das VBNC-Stadium zu schiitzen,

missen weiter intensiviert werden.
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7 Anhang

Daten zum RNA-Gehalt und Anzahl der KBE

Tab. 7.1: Zellzahl im Vergleich zum Gesamt-RNA-Gehalt bei Pseudomonas aeruginosa
wahrend verschiedener Behandlungen und Inkubationszeiten. SD: Standardabweichung.

MW: Mittelwert.
MW MW RNA

KBE/mL SD [ng/pL] SD
Natriumchlorid
Kontrolle 7,26E+08 | 0,24E+08 447,30 13,63
3 Tage 3,49E+08 | 0,51E+08 | 205,40 29,37
4 Tage 1,84E+08 | 0,24E+08 [ 280,30 3,84
5 Tage 3,01E+08 | 0,84E+08 | 316,90 5,01
Leitungswasser
Kontrolle | 2,04E+08 | 0,42E+08 | 432,97 13,30
3 Tage 4,09E+08 | 0,37E+08 [ 306,90 12,32
4 Tage 3,19E+08 | 1,17E+08 | 361,30 0,46
5 Tage 2,41E+08 | 0,18E+08 | 392,30 1,56

Tab. 7.2: Zellzahl im Vergleich zum Gesamt-RNA-Gehalt bei Escherichia coli wéhrend
Inkubationszeiten.

verschiedener Behandlungen und

SD: Standardabweichung. MW:

Mittelwert.
Mw MW RNA

KBE/mL SD [ng/pL] SD
Natriumchlorid
Kontrolle | 1,38E+09 | 0,79E+09 | 1089,65 57,04
3 Tage 9,74E+07 | 1,27E+07 | 352,90 2,36
4 Tage 8,19E+07 | 0,26E+07 | 221,00 9,08
5 Tage 7,89E+07 | 0,41E+07 | 141,20 5,63
Leitungswasser
Kontrolle | 1,09E+09 | 0,13E+09 [ 1244,70 8,70
3 Tage 2,69E+09 | 0,50E+09 | 1089,60 15,99
4 Tage 2,21E+09 | 0,98E+09 | 847,70 3,27
5 Tage 4,89E+08 [ 1,35E+08 | 1093,40 13,29
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Tab. 7.3: Zellzahl im Vergleich zum Gesamt-RNA-Gehalt bei Enterococcus faecium wahrend
Inkubationszeiten.

verschiedener Behandlungen und

Mittelwert.
MW MW RNA

KBE/mL SD [ng/pL] SD
Natriumchlorid
Kontrolle | 3,36E+08 | 0,97E+08 | 253,37 8,77
3 Tage 3,20E+08 | 1,54E+08 | 715,63 0,68
4 Tage 1,70E+08 | 1,01E+08 | 752,90 39,04
5 Tage 5,78E+07 | 0,85E+07 | 775,63 23,88
Leitungswasser
Kontrolle 5,28E+08| 0,83E+08| 195,40 3,25
3 Tage 6,03E+07| 1,06E+07| 730,65 24,96
4 Tage 5,95E+05| 1,15E+05| 688,40 12,59
5 Tage 3,48E+05| 3,22E+05| 778,47 7,54

SD: Standardabweichung. MW:

Tab. 7.4: Zellzahl im Vergleich zum Gesamt-RNA-Gehalt bei Enterococcus faecalis wéhrend

verschiedener Behandlungen und

Inkubationszeiten. SD: Standardabweichung. MW:

Mittelwert.
Mw MW RNA

KBE/mL SD [ng/uL] SD
Natriumchlorid
Kontrolle | 4,28E+08 | 1,47E+08 | 337,36 12,35
3 Tage 1,33E+08 | 7,30E+07 219,7 5,47
4 Tage 3,95E+07 | 1,65E+07 | 216,85 0,97
5 Tage 2,83E+06 | 1,16E+06 | 224,95 13,71
Leitungswasser
Kontrolle | 3,98E+08 | 2,08E+08 [ 331,56 11,21
3 Tage 8,60E+06 | 2,80E+05 | 405,50 9,45
4 Tage 3,65E+06 | 7,40E+05 [ 436,60 8,91
5 Tage 3,36E+06 | 1,59E+06 | 639,25 2,57
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Daten zu Ct-Werten

Tab. 7.5: Ct-Werte der quantitativen PCR fiir 16S crDNA und 16S rDNA bei PMA-
behandelten Proben von Enterococcus faecium wahrend verschiedener Behandlungen und
Inkubationszeiten. SD: Standardabweichung.

16S crDNA SD 16S rDNA SD
Natriumchlorid
Kontrolle 17,24 1,010 13,27 0,124
3 Tage 16,89 0,123 15,06 0,005
4 Tage 17,83 0,097 16,66 0,002
5 Tage 18,37 0,048 18,34 0,053
Leitungswasser
Kontrolle 16,83 0,466 13,42 0,006
3 Tage 18,66 0,061 23,15 0,070
4 Tage 19,53 0,004 24,39 0,127
5 Tage 20,42 0,062 24,98 0,244

Tab. 7.6: Ct-Werte der quantitativen PCR fir 16S crCNA und 16S rDNA bei PMA-
behandelten Proben von Enterococcus faecalis wéhrend verschiedener Behandlungen und
Inkubationszeiten. SD: Standardabweichung.

16S crDNA SD 16S rDNA SD

Natriumchlorid

Kontrolle 22,77 0,537 14,63 0,078
3 Tage 19,14 0,297 17,01 0,304
4 Tage 19,73 0,318 17,55 0,226
5 Tage 20,19 0,226 17,2 0,283
Leitungswasser

Kontrolle 22,72 0,401 14,75 0,056
3 Tage 22,30 0,218 16,48 0,280
4 Tage 22,73 0,216 17,00 0,266
5 Tage 23,94 0,326 17,71 0,388
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Daten zu RNA-Isolierungen

Tab. 7.7. RNA-Konzentrationen aus Kulturen von Pseudomonas aeruginosa wahrend
verschiedener Behandlungen und Inkubationszeiten. SD: Standardabweichung. MW:
Mittelwert.

MW

RNA [ng/pL] SD 260/280 nm
0,5 M NaCl-Lésung
Kontrolle 447,30 13,63 2,07
1 Tag 300,80 16,48 2,10
2 Tage 289,75 28,62 2,10
3 Tage 205,40 29,37 2,08
4 Tage 280,30 3,84 2,07
5 Tage 316,90 5,01 1,98
Leitungswasser
Kontrolle 432,97 13,30 2,08
1 Tag 314,97 7,08 2,10
2 Tage 357,72 54,30 2,10
3 Tage 306,90 12,32 2,08
4 Tage 361,30 0,46 2,07
5 Tage 392,30 1,56 2,05
Optische Dichte (ODggo)
0,2 158,20 10,11 2,11
0,4 321,60 1,11 2,09
0,6 410,73 16,20 2,09
1,1 536,23 4,71 2,12
1,3 280,73 16,12 2,12
1,6 529,00 9,40 2,12

- 160 -



ANHANG

Tab. 7.8: RNA-Konzentrationen aus Kulturen von Escherichia coli wahrend verschiedener

Behandlungen und Inkubationszeiten. SD: Standardabweichung. MW: Mittelwert.

Mw

RNA [ng/uL] SD 260/280 nm
0,5 M NaCl-Lésung
Kontrolle 1089,50 57,04 2,12
1 Tag 1044,30 12,39 2,09
2 Tage 584,70 21,26 2,09
3 Tage 352,90 2,36 2,12
4 Tage 221,00 9,08 2,12
5 Tage 141,20 5,63 2,13
Leitungswasser
Kontrolle 124470 8,70 2,13
1 Tag 1140,77 62,17 2,09
2 Tage 934,43 30,05 2,09
3 Tage 1089,60 15,99 2,14
4 Tage 847,70 3,27 2,11
5 Tage 1093,40 13,29 2,11
Optische Dichte (ODggo)
0,1 100,97 12,81 2,04
0,2 280,40 15,77 2,09
0,4 422,80 30,58 2,07
0,8 892,50 12,37 2,11
1,4 1257,90 26,30 2,06
2,1 332,00 7,19 2,05
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Tab. 7.9: RNA-Konzentrationen aus Kulturen von Enterococcus faecium wahrend
verschiedener Behandlungen und Inkubationszeiten. SD: Standardabweichung. MW:

Mittelwert.
MwW
RNA [ng/pL] SD 260/280 nm

0,5 M NaCl-Loésung

Kontrolle 244 80 1,18 2,12
1 Tag 428,02 42,17 2,12
2 Tage 642,80 15,47 2,12
3 Tage 619,57 15,28 2,14
4 Tage 749,50 20,45 2,12
5 Tage 750,40 36,84 2,12
Leitungswasser

Kontrolle 249,67 7,78 2,12
1 Tag 703,78 47,18 2,12
2 Tage 906,31 9,93 2,13
3 Tage 992,27 9,53 2,15
4 Tage 1067,78 19,25 2,12
5 Tage 931,14 6,80 2,14
Optische Dichte (ODggo)

0,2 83,03 1,27 2,11
0,4 255,34 9,70 2,14
0,6 285,95 6,65 2,15
0,7 226,41 6,47 2,15
0,8 198,68 15,15 2,13
2,5 166,05 4,67 2,15
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Tab. 7.10: RNA-Konzentrationen aus Kulturen von Enterococcus faecalis wahrend
verschiedener Behandlungen und Inkubationszeiten. SD: Standardabweichung. MW:

Mittelwert.
MW
RNA [ng/uL] SD 260/280 nm

0,5 M NaCl-Lésung

Kontrolle 337,36 12,35 2,12
3 Tage 219,70 5,47 2,14
4 Tage 216,85 0,97 2,13
5 Tage 224,95 13,71 2,13
Leitungswasser

Kontrolle 372,26 6,08 2,12
3 Tage 401,70 9,90 2,15
4 Tage 449,50 7,92 2,15
5 Tage 558,00 6,79 2,20
Optische Dichte (ODggo)

0,2 44,60 0,86 2,11
25 116,40 1,71 1,94
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Alignements

CD (conserved domain) 00293, USP-ahnlich:
RILVAVDGSEESERALRWAARLARRLGAELVLLHVVDPPPSSAAELAELLEEEARALLEALREALAEAGVKVE
TVVLEGDPAEAILEAAEELGADLIVMGSRGRSGLRRLLLGVAERVLRHAPCPVLVV

PLES_20451 von Pseudomonas aeruginosa:

MPYGH LDTECDPVMKRAAALATSNQARLSVV EPMAMAFGGDVPMDLSMLQQQQFDQARE
RLDAFAVRYPDLGSEQRHLVYGQPRQEIHRLAAEQAC VGSHGRHGLA TANDVLHG D
AVHLKKA

USPA von Escherichia coli:
MAYKHILI LSPESKVLVEKAVSMARPYNAKVSLIHVDVNYSDLYTGLIDVNLGDMQKRISEETHHALTEL
STNAGYP LSGSGDLGQVLVDAIKKYDMDLVVCGHHQDFWSKLMSSARQLINTVHVDMLIVPLRDEEE

EF1982 von Enterococcus faecalis:

MLQQYQKIMIAI DEADLAFKKAVNVAKRND LLA TRSFQSVSSFDGALAEEAMSMAKETLDT
YQQQAVDMGQTKVSSVLAYGSPKNIIAKELPKEYNIDLIMLGATGLNAVERLFI SESVIRNASCD R
TDLDNKLPKNEEK

EF1058 von Enterococcus faecalis:
MKFSKIMVGVEESPDALKAFHYAIQKAKEEQ IVSILEEKEINVYQSLDKNYWQEQLAKLEKQTEKYQQ
EALANGIDKVSVIVNEGNPGELIINKLIPLNKPDLLIIGSKSTSKLKSFFGSQAAYMARYAPISVMIIR

EF3035 von Enterococcus faecalis:

MEEQMYKNILVG DQANLAYERAIEV NGSRVIVANILENQVYTMMGYSTLNDQLIDQETAAAEE

MADCKKYAESVDFHN TMFGSPKEVMSHELPEKYNV MVGQSGLNAVERVVM SSYIIRQ D
IVHSEEK

EF1084 von Enterococcus faecalis:
MSVYQH L DQSEKAFHEAVRIAKEEQ YLATIINDAEFTTSPFSFEELYDLEKHKSEEMLTGKAK
QASEI TVKKIVEIGSPKRYLANTISENYAI LGATGRGAIQRTLIGSTTDYVVNHALCN R

Abb. 7.1: Aminosaurensequenzvergleiche der Usp-homologen Proteine.
O :homologe Aminoséaure
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