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Hintergrund

Vibrio (V.) parahaemolyticus ist ein aquatisches und ubiquitdres potentiell
pathogenes Bakterium. Ein Nachweis dieser Spezies gelingt kontinuierlich aus
aquatischen Proben (z. B. Meerwasser, Sediment) sowie rohen oder nicht
ausreichend gegarten Lebensmitteln (z. B. Shrimps, Muscheln). Der Verzehr dieser
Meeresfriichte kann bei Kontamination zu Vibrio-Infektionen fithren. In der Umwelt
und in Lebensmitteln werden V. parahaemolyticus-Zellen tblicherweise in den
Ubergang in die stationére Phase gedréngt, da diese das Uberleben in der Umwelt
sicherstellt. Wenn sich Bakterien in der stationdren Phase befinden, treten
physiologische Veranderungen auf, die zu einer héheren Stressresistenz fuhren
konnen, welche physikalische und chemische Stressoren einschlieffen, die
wahrend der Prozessierung von Lebensmitteln einwirken. Der Eintritt in die
stationdre Phase geht mit massiven Anderungen des bakteriellen Metabolismus
einher. Bisher ist die globale Genexpression von V. parahaemolyticus in der friihen
stationaren Phase nicht beschrieben worden.

Material und Methoden

Bakterienstamm und Kulturbedingungen

Vibrio parahaemolyticus RIMD 2210633 wurde als Modellorganismus genutzt. Eine
Einzelkolonie wurde von Thiosulfat-Zitrat-Gallensalz-Sucrose- (TCBS) Agar in ein
50 ml-Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt, das mit ca. 25 ml alkalischem Peptonwasser
(APW) gefillt war. Die Kulturen wurden bei 37 °C unter konstantem Schiitteln
(200 rpm) fur 7 h inkubiert, bis sie sich in der stationaren Phase befanden.

Inkubation und RNA-Extraktion

Kulturen  mit 108 bis 10° CFU/ml des vollstandig sequenzierten
V. parahaemolyticus-Stammes RIMD 2210633 wurden unter aeroben Bedingungen
bei 4 °C, 15 °C, 20 °C, 37 °C und 42 °C fur 30 min inkubiert und anschlieRend die
gesamt-RNA isoliert (peqGold Bacterial RNA Kit; Peglab, Erlangen, Deutschland).
Es wurden mindestens 3 biologische Replikate je Bedingung analysiert.

Qualitatskontrolle

Die RNA-Proben wurden mittels Agilent RNA 6000 Nano Kit im 2100 Bioanalyzer
Uberpruft (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) und nur weiterverwendet, wenn
der RNA-Integritatswert >9 betrug.

Labeling, Hybridisierung und Generierung der Signale
Die RNA-Proben wurden mit Cy3 gelabelt und auf 8x15k Vibrio Pangenom-Arrays
(Agilent) hybridisiert.

RT-gPCR

Aliquots der RNA-Proben wurden in cDNA umgeschrieben (RevertAid™ Premium
First Strand cDNA Synthesis Kit mit random hexamer Primern; Fermentas) und fir
RT-gPCR Sybr-Green Assays (SsoFast Eva Green Supermix; BioRad, Hercules,
USA) verwendet. Die resultierenden log, FC dienten zur Qualitatskontrolle mittels
Korrelation mit den Microarray-Ergebnissen.

Datenanalyse

Fir die Datenanalyse wurden R und Bioconductor [1] genutzt. Die Bibliotheken
wurden mit Limma [2] und Amap [3] erstellt. Die Genset-Anreicherungsanalysen
wurden mittels der Internet-basierten Datenbank fur Annotierung, Visualisierung
und integrierter Genermittlung (DAVID) [4,5] erstellt.
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Abb.1 Heatmap 2D-Cluster der Top 50 Gene der logarithmischen und stationéren Phasen
Expressionsintensitaten wurden nach Z-Wert normalisiert. Induzierte Gene werden in rot dargestellt, wohingegen blau
auf reprimierte Gene hinweist.
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Ergebnisse

Zur Qualitatssicherung wurde die Expression ausgewahlter Gene (z.B. groES,
groEL, cspA) mittels quantitativer real-time PCR (qPCR) bestimmt. Die Microarray-
Ergebnisse wiesen im Vergleich zur gPCR einen R2 Wert von 0,961 auf (Daten nicht
gezeigt). Dieser zeigt an, wie gut die Korrelation der Daten ist, und stellt sicher, dass
aussagekraftige Daten vorliegen. Die Vergleiche der Hybridisierungen einer
Temperatur wurden mittels Heatmaps auf Reproduzierbarkeit geprift (Abb. 1). Alle
Temperaturen wurden auf 37 °C normalisiert. Herunterregulation wird hierbei in blau
angezeigt, Heraufregulation hingegen in rot.

Die Expressionsprofile der Bakterienpopulationen in log- und stationdrer Phase
wurden verglichen. Unter den 4820 untersuchten Genen waren 172 Gene signifikant
heraufreguliert, wohingegen 61 Gene signifikant reprimiert (adjusted P-value < 0,05)
waren. Das Expressionsverhalten der beiden Chromosomen war leicht
unterschiedlich. Im Vergleich zur log-Phase waren 22% (n = 68) der Gene auf dem
Chromosom 1 signifikant Heraufreguliert, wohingegen 19% (n = 34) eine
Herunterregulation zeigten. Auf dem Chromosom 2 zeigten 34% (n = 104) der Gene
eine mindestens vierfache Heraufregulation, wohingegen 15% (n = 27)
herunterreguliert waren. Insgesamt zeigten Gene 17 funktioneller Kategorien
Expressionsanderungen (Abb. 2).
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Abb.2 Funktionale, differentielle Genexpression (p-value <0,05)
Der Fettsaure- (FS) und Phospholipidstoffwechsel (PL) wies mit 19,5% die hdchste
Induktion auf. Neun der 17 induzierten Gene konnten dem FS bzw. PL-Abbau
zugeordnet waren. Das fadR Gen funktioniert als Repressor, vornehmlich der B-
Oxidation. Da das Operon wahrend des Eintritts in die stationare Phase jedoch nicht
induziert war, wurde angenommen, dass andere Gene die Versorgung mit
Metaboliten, z.B. Acetyl-CoA sicherstellen. Vermeintliche Enzyme der B-Oxidation
mit induzierter Expression konnten detektiert werden: VPA0616, VPA0622,
VPA0623, VPA0624, VPA1119, VPA1120, VPA1121, VPA1127 sowie VPA1152.
Der Energiestoffwechsel wies 26 induzierte Gene auf. Beispielsweise waren mmsA
und mmsB, die fur eine Methylmalonat-semialdehyddehydrogenase und eine 3-
Hdroxyisobutyratedehydrogenase codieren, induziert. Hierbei wird Uber die
Degradierung von Isoleuzin und Valin Propionyl-CoA gebildet, welches als wichtiger
Metabolit dient.
Weiterhin sind viele der Gene (n = 53), die eine Induktion der Expression zeigten, bis
dato in lhrer Funktion noch unbekannt.

Diskussion

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass im Vergleich zur exponentiellen Phase 172
Gene in der frihen stationaren Phase induziert waren, wohingegen 61 Gene
herunterreguliert waren. Drei funktionelle Kategorien zeigten unveranderte
Genexpression. In 10 funktionellen Kategorien tUberwog die Induktion von Genen
gegeniiber der Herunterregulation. Die globale Regulation des Uberganges in die
stationare Phase wurde uber die Aktivierung von rpoS realisiert. Die so adaptierten
Bakterien sind Ublicherweise schwieriger zu inaktivieren, was in hdoheren
Uberlebensraten in Lebensmitteln resultieren konnte.

Obwohl Gene, die mit dem endogenen Metabolismus assoziiert waren, herunter-
reguliert wurden, konnte massive Induktion in der frihen stationaren Phase detektiert
werden, was darauf hinweist, dass das exprimierte Genset von V. parahaemolytlcus
fur das Uberleben in der Umwelt und in Lebensmitteln elementar ist. E

Das Projekt wurde im Rahmen des VibrioNet durchgefiihrt, welches mit Mitteln des
Bundesministeriums fur Bildung und Forschung unter dem Forderkennzeichen 01KIO15A
geférdert wurde. o
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