
Nach Gruppierung gemäß Kolonisationsver-

halten zeigten sich signifikante Unterschiede

im Wachstum nur bei 8 C- und 7 S-Substraten.

Da die Ansätze mit den Schwefelsubstraten

aber nur sehr niedrige Wachstumsraten

erzielten, wurden diese nicht weiter

analysiert.

Es konnten zwei Stoffwechselwege identifi-

ziert werden, die signifikant mit dem Koloni-

sationsverhalten der Stämme korrelierten: (a)

der Glykolat-Stoffwechsel (mit Glykol-,

Glyoxyl- und m-Weinsäure) und (b) der

anaerobe L-Rhamnose-Abbau (1,2-Propan-

ediol, L-Rhamnose). Am stärksten war dabei

der Zusammenhang mit Glyoxylsäure und L-

Rhamnose als solitäre C-Substrate. Mit diesen

beiden konnte ein Entscheidungsbaum zur

Unterscheidung von STECper von STECspo

erstellt werden.
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Repräsentative Auswahl der STEC-Stämme für die aktuellen Untersuchungen. 
Die STEC-Stämme wurden aus der in den Abbildungen dargestellten und publizierten Stamm-

sammlung boviner STEC ausgewählt. Die jetzt weiter analysierten STEC-Stämme sind durch einen 

schwarzen Rahmen und intensivere Farbe hervorgehoben. Die Abbildung zeigt MSTs der Stämme 

basierend auf ihrem MLST (links) bzw. dem Vorkommen oder Fehlen von 71 Virulenz-assoziierten 

Genen [VAGs] (rechts). Abbildung modifiziert nach Barth et al. (2016).

Kristallviolettassay

(MW+SD, 4 biol. 

Replikate).

Signifikante 

Unterschiede des 

jeweiligen  

Mittelwertes 

gegenüber dem 

Mittelwert der 

Negativkontrolle

E. coli K-12 sind mit 

einem Stern 

gekennzeichnet 

(p <0.05, Dunnett-T). 

EcN = E. coli Stamm 

Nissle 1910.

STECspo–Stämme produzieren im Mittel bei niedrigerer Anzuchttemperatur (20°C) signifikant mehr Biofilm als STECper, was auf

eine Temperaturabhängigkeit hindeutet. Diese Beobachtung passt zu den Daten von Méric et al. (2013), dass von Pflanzen

isolierte E. coli bei Anzuchttemperaturen unterhalb der Körpertemperatur von Säugetieren mehr Biofilm produzieren, als die

von Säugetieren selbst isolierte E. coli.

Bei Abgleich der genomischen Daten zum Vorkommen von Genen (adrA, mlrA, rpoS, crl, flu) und Operons (bcs, csg), die mit

der Biofilm-Bildung in Verbindung gebracht werden, konnte nur für mlrA ein direkter Zusammenhang mit der phänotypisch

nachweisbaren Biofilm-Bildung gezeigt werden.

Die Fähigkeit bestimmter STEC-Stämme den Intestinaltrakt

von Rindern persistent (STECper) oder sporadisch (STECspo)

zu besiedeln hängt vom akzessorischen Genom des

Stammes ab (Barth et al., 2016). Zusätzlich könnten aber

auch Merkmale, die nicht zu den klassischen

Virulenzfaktoren gerechnet werden, für das spezifische

Kolonisationsverhalten der Stämme entscheidend sein.

Um dies zu klären, haben wir 28 STEC-Stämme

entsprechend ihres Kolonisationsverhaltens (11 STECper, 14

STECspo und 3 STEC mit unbekanntem Kolonisationstyp),

sowie ihres VAG- und MLST-Profils ausgewählt und ihre

Gesamtgenome sequenziert (Illumina). Außerdem wurde

bei diesen Stämmen die metabolische Aktivität (Nutzung

verschiedener Kohlenstoff-, Stickstoff-, Phosphor- und

Schwefelquellen) und die Biofilmproduktion quantitativ

erfasst.

core-Genom (MLST)

Die STECper-Cluster liegen

peripher am Ende der Äste.

akzessorisches Genom (VAG)

Die STECper clustern 

im Zentrum des Baumes.

Ergebnisse

Zusammenfassung Hintergrund

Erstellung der Stamm-

spezifischen C-Substrat-Profile 

für die Substanzen mit 

signifikanten Unterschieden 

zwischen den Klassen STECper, 

STECspo und STECunknown (n=25). 

STEC-Stämme

Inokulation von vier 96-well

Mikrotiterplatten pro Stamm

(PM1, PM2A, PM3B, PM4a)

Inkubation (37°C, 48 h) mit 

Messung von Wachstumskurven

1. Berechnung der mittleren AUCSubstrat

von 3 biologischen Replikaten/Stamm 

und Abzug der mittleren AUCnegKo.
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Produktion von BiofilmMetabolische Aktivität (Phenotype MicroArray, Biolog®)
bei STEC-Stämmen nach Inkubation in LB-Medium ohne NaCl 

in PS-Mikrotiterplatten bei verschiedenen Inkubationstemperaturen über 48 h.
von STEC-Stämmen in Abhängigkeit von ihrem Kolonisationsverhalten. 

Poster ● STEC Symposium – Shigatoxin-bildende E. coli in Diagnostik und Forschung, 24.-25.03.2022, Berlin 

2. Ausschluss von 3 O165/O172-STECper Stämmen, die kaum 

metabolische Aktivität aufwiesen („non-metabolizer“)

3. Bestimmung der mittleren AUC von allen Stämmen mit 

dem selben Kolonisationsverhalten (STECper, STECspo, 

unbekannt: STECunknown)

Klassifizierungsanalyse 

für STECper und STECspo

(n=22; Random-

Forest-Methode)

B(B) Entscheidungsbaum

Die Transkription des glc-

Operons wird durch GlcC

moduliert, dessen 

Expression durch IHF- und 

AraA-P-reguliert wird. 

Kodiert sind in dem 

Operon die Untereinheiten 

der Glykolat Oxidase 

(GlcD, GlcE, GlcF), die 

Malat Synthetase (GlcB) 

und die Glykolat Permease

(GlcA). Die Funktion von 

GlcG ist noch nicht geklärt 

(Pellicer et al., 1996).

Genomanalyse
zur Identifikation des genetischen Hintergrundes für die unterschiedlichen Phänotypen

bei der Verstoffwechslung der beiden wichtigsten Substrate Glyoxylsäure und L-Rhamnose

Für die Aufnahme von 

Rhamnose in die Zelle sind 

der Rhamnose/Proton-

Symporter RhaT in der 

inneren E. coli-Membran 

und die Transkriptions-

Aktivatoren RhaS und RhaR

verantwortlich.

Der eigentliche Rhamnose-

Metabolismus erfolgt durch 

die Rhamnulosekinase

RhaB, die Rhamnose 

Isomerase RhaA, die 

Rhamnulose-1-Phosphat-

Aldolase RhaD und RhaM, 

eine Rhamnose-Mutarotase

(Moralejo et al., 1993). 

Die genetischen Analysen erfolgten unter Zuhilfenahme der R Pakete rtracklayer, Biostrings und gggenes. Für die Sequenzabgleiche wurden die jeweiligen Protein-

sequenzen mit blastp in allen annotierten und translatierten Genen der STEC-Genome gesucht. Als Grenzwert zur Wiederfindung wurden mind. 40% Sequenzidentität und 

mind. 50% Sequenzabdeckung vorgegeben. Serotypen in rot stehen für STECper, in grün für STECspo; der jeweilige Phänotyp für (A) Glyoxylsäure- und (B) L-Rhamnose-

Verstoffwechslung ist in Klammern dargestellt (-, negativ; +, positiv). 
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Clusteranalyse und Klassifizierung von metabolischen Schlüsselreaktionen

Kolonisations-

verhalten:

Aufnahme und Verstoffwechslung von L-Rhamnose wird durch ein Genprodukt aus dem rha-Operon ermöglicht. Bei L-

Rhamnose-negativen Stämmen sind verschiedene Gene (rhaB, rhaS, rhaR) defekt, was die Unfähigkeit L-Rhamnose zu

verstoffwechseln erklären könnte. Auffällig war, dass eine 55 Aminosäuren-lange N-terminale Verkürzung des eigentlich 344

Aminosäure langen Rhamnose/Proton-Symporters RhaT, die Aktivität in den vier O157:H7-STEC nicht beeinträchtigte.

colonization type:

 Ein STECper–spezifisches metabolisches Profil wurde nicht identifiziert.

 STECspo scheinen besser an das Überleben in der Umwelt angepasst zu sein 

(mehr Biofilm bei niedrigeren Temperaturen, Verstoffwechslung von Glykol-

und Glyoxylsäure, die beide als Zwischenprodukte bei der Photorespiration

von Pflanzen entstehen) als STECper.

 In der Nutzung von Glyoxylsäure und L-Rhamnose unterschieden sich STECper

und STECspo am stärksten.

 Die Unfähigkeit diese Schlüsselsubstrate zu nutzen konnte größtenteils auf 

Mutationen in den verantwortlichen Operons zurückgeführt werden. 

 Zukünftige Transkriptomanalysen sollten die Diskrepanzen zwischen der 

genetischen Ausstattung und dem Phänotyp bei einigen Stämmen klären. 

 Die Überprüfung der gefundenen Unterschiede an einer größeren STEC-

Kollektion mit umfangreichen Metadaten ist geplant.

 Langfristig könnten bei Ausbruchsanalysen über die Klassifizierung als STECper

und STECspo bessere Rückschlüsse auf Infektionsquellen möglich sein. 

Genkarte des glc-Operons bei bovinen STEC 

bp

Genkarte des rha-Operons bei bovinen STEC 

bp
Die Abbildung (A) zeigt die Variablen geordnet nach ihrem 

Einflussgewicht auf die Klassifizierung, die Abbildung (B) 

den Entscheidungsbaum, der die beiden wichtigsten 

Klassifizierungsregeln (Glyoxylsäure, L-Rhamnose) darstellt. 

Die Abzweigungen repräsentieren die Klassenhäufigkeiten 

für alle Proben an dieser Stelle, die Enden die zugeordnete 

Klasse durch den Farbcode.

Hierarchische Clusteranalyse der binär-kodierten 

metabolischen Aktivität (dunkel = aktiv, hell = inaktiv) von 

acht C-Quellen (Säulen) für 25 STEC-Stämme (Reihen). Der 

Farbcode vor den Reihen zeigt das Kolonisationsverhalten 

der Stämme an.

Aufnahme und Verstoffwechslung von Glyoxyl- und Glykolsäure wird durch Proteine vermittelt, die im glc-Operon kodiert

werden. Die Analyse der glc-Gene zeigt, dass insbesondere die Integrität und das Vorhandensein der Permease GlcA

(verantwortlich für die Aufnahme in die Bakterienzelle) eng mit dem Phänotyp verknüpft ist. Aber drei Ausnahmen wurden

ersichtlich: (1) beide O156:H25-STEC besitzen ein vollständiges glc-Operon, sind aber nicht in der Lage Glyoxyl- und

Glykolsäure zu verstoffwechseln, (2) allen vier O26:H11-STEC fehlt das glcA-Gen, zwei Stämme sind aber

stoffwechselkompetent und (3) den vier O157:H7-STEC fehlt das komplette Operon, aber phänotypisch sind sie positiv.

(A) Einfluss auf Klassifizierung
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