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Marc Stevens (ILS) Bell Food Group (Kathrin Kiihni, Rolf Scharli)
e WGS analysis Animalco
* Bereitstellung von Bruteiern

Angelika Lehner (ILS)

 |dentifizierung von E. cecorum lsolaten Udo Hetzel & ZMB
* Klonierung von E. cecorum Mutanten * Mikroskopie

Sarah Albini und NRGK Team BLV

 E.cecorum Sammlung .

_ ) Finanzielle Unterstltzung
e allgemeine Unterstlitzung

* Bereitstellung von Gefliigel Darmproben (aus der Sektion)
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Enterococcus cecorum

* Kokkoide (rundliche) Bakterien

* gram-positiv, fakultativ anaerob

* |soliert aus dem Darm diverser Tiere (u.a. Hihner,
Enten, Kalber, Pferde, Schweine, Katzen, Hunde)

e Bisher nur wenige Falle in Menschen beschrieben

Lichtmikroskopie, 40x @INRAE

Kommensale Stamme
* Im Darm von Huhnern
- verursachen KEINE Erkrankungen

Pathogene Stamme
e Seit etwas 20 Jahren
- koénnen zu Erkrankungen in Masthihnern fihren

Ektronenmikroskopie, @INRAE

University of Bern | University of Zurich
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Krankheitsverlauf und klinisches Bild

* Septische Phase » Skelettinfektion (Enterokokken-Spondylitis, ES)
* oft ohne klinische Anzeichen (subklinisch) * Lahmbheit aufgrund von Wirbelsaulenlasionen oder Osteomyelitis des
* Leichter bis massiger Anstieg der Mortalitat um proximalen Femurs oder der freien Brustwirbel

Woche 2-3 * Die Mortalitat erreicht ihren Hohepunkt in Woche 5-6

* Makroskopische Lasionen, einschliesslich
fibrindser Perikarditis

Albini et al., 2014 Albini et al., 2014 Jung et al., 2018

University of Bern | Uni f Zuric
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Griinde die zum Krankheitsausbruch flihren

Bakterien . Wirt V' Umwelt

* Pathogenitats-/ e Schnelles Wachstum * Futterzusammensetzung
Virulenzfaktoren  Darmanatomie * Haltungsbedingungen
* Immunsystem * Tierdichte

Die Entstehung einer E. cecorum-assoziierten Erkrankung ist multifaktoriell!

vetsuisse-faculty
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Was ist bekannt?

Kommensale Stamme
* Besiedelung des Darms ab ca. 3. Woche

* genetisch divers

Pathogene Stamme

* Besiedelung des Darms bereits ab ca. 1. Woche

e genetisch ahnlicher

* etwas geringere Genomgrosse

* vermehrt Resistenzen gegenuber Antibiotika

* Translokation vom Darm in den Korper vorwiegend im Caecum
* Vermutete Pathogenitatsdeterminanten: cps-, epa-, ebp-locus

vetsuisse-faculty
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Wie kann E. cecorum untersucht werden?

In silico §
Genetisch Sequenzierung

In vivo '

 Ethische Bedenken

kann untersucht werden

Embryo-Letalitats-Assay

* Ethische Bedenken

* Nicht absolut zuverlassig

* Eine begrenzte Anzahl an Stammen
kann untersucht werden

Ex vivo Zellkulturmodell
* Ethische Bedenken 4
In vitro Zellkulturmodell
» existiert (noch) nicht

@

Infektionsmechanismen

)

vetsuisse-faculty
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* \Vergleich mit anderen Stammen
* Suche nach genetischen Unterschieden zwischen pathogenen

und kommensalen Stammen
* Pathogene Stamme

* Kommensale Stamme aus Mastpoulet und
Legehennen

Aktueues * GFP-exprimierendes E. cecorum
E. cecorum Projekt

* Knockout-/Komplementationsmutanten

* |nter- oder intrazellular? am NRGK
* Biofilmbildung?
* Epithel-Integritat?

Verwendung von embryonalem Darmgewebe

» Messung verschiedener Chemokine nach verschiedener Hybriden:

Infektion mit pathogenen und kommensalen * Legehennen (LSL)
E. cecorum-Isolaten * Langsam wachsende Masthahnchen (Hubbard)
* Herkdmmliche Masthahnchen (Ross 308)

University of Bern | University of Zurich
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University of Bern | University of Zurich
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E. cecorum Kultivierung

* Ausstrich auf CNA (Columbia Nalidixinsaure Agar)-Platten

—> enthalt Antibiotika (Nalidixinsaure und Colistin), die gramnegative Organismen hemmen

* Einzelkolonie-Ausstrich auf Schafblutagar

* Identifikation tiber sodA/ cpsO PCR oder MALDI-TOF

CH-V048.02-19

=
—

— — sodA: 155 bp E.cecorum 1D
cpsO: 195 bp patho E. cecorum

CH-V061.02-19

vetsuisse-faculty Nina Wolfrum, PhD 12/03/26
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Pathogene Stamme

-mmmmn mm_mmmn

CH-V047.05-19 2019 M  21d CH-T099.07-22 2022 22 d
02  CH-V048.02-19 2019 M  30d Herz  BE 19  CHT221.14-22 2022 ME  21d Leber VS
03  CH-V055.01-19 2019 M  13d  Herz  FR 20 CH-T242.0122 2022 M  27d KM LU
04 CH-V061.02-19 2019 M  16d KM FR 21 CHT377.0322 2022 M  18d KM  FR
05 CH-V077.01-19 2019 M  38d ST VD 22 CH-T148.0523 2023 M  14d KM LU
06  CH-T212.01-19 2019 M  17d KM  ZH 23 CH-T246.02-23 2023 M  32d KM  AG
07 CH-V108.02-19 2019 M  18d KM VD 24 CH-T291.03-23c 2023 M  24d  C AG
08  CHT363.06-19 2019 M  20d KM BE 25  CH-T291.03-23 2023 M 24d  IL AG
09  CH-V152.01-19 2019 M  19d KM FR 26  CH-TO72.4BM-25 2025 M 21d KM ZH L: Legehenne
10 CH-T521.01-19 2019 M 23d KM BE 27  CH-TO72.4HB-25 2025 M 21d  Herz  zH M: Mastpoulet
11 CH-V212.01-19 2019 M  21d KM FR 28 CH-T072.4L-25 2025 M 21d  Leber  ZH ME: Mastelterntier
12 CH-V213.01-19 2019 M  21d KM FR 29  CH-T072.4)-25 2025 M 21d  IE ZH IL: lleumn
13 CH-V218.01-19 2019 M  14d KM VD 30 CH-T072.41-25 2025 M 21d I ZH JE: Jejunum
14 CH-V219.01-19 2019 M  14d KM FR 31  CH-T073.02BM-25 2025 M  21d KM  ZH KM: Knochenmark
15  CH-T214.01-20 2020 M  25d KM  AG 32 CH-T073.02)-25 2025 M  21d  E ZH SRS GI
16  CH-T036.01-21 2021 M  29d KM  SG 33 CH-T073.02L-25 2025 M 21d  Leber  zH K: Kanton
17 CH-T076.05-22 2022 M 20d KM BE

vetsuisse-faculty Nina Wolfrum, PhD 12/03/26
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Kommensale Stamme

o e Lo ol e Lowe |

CH-V020.06-19 2019 35T

02  CH-T522.01-22 2022 Trute 6M  Lunge AG

03  CH-T063.01-23 2023 M 18T KM BE

04  CH-T234.01-23 2023 M 32T JE U

05 CH-T524.03-23 2023 L 52 W C BL L: Legehenne

06  CH-T066.05-24 2024 M 237 C LU M: Mastpoulet

07  CH-TOS4.01-24 2024 L 42W  C BE ME: Mastelterntier

08  CH-T085.03-24 2024 L 27 W JE BL C: Caecum

09  CH-T115.02-24 2024 L 42 W IL BE IL: lleum

10  CH-T131.03-24 2024 L  68W JE Al JE: Jejunum

11  CH-T143.02-24 2024 L 52 W JE BE B LTS TIIE LS
-1143.02- ST: Sehnentupfer

12 CH-T191.02-24 2024 L 21W JE NE

13 CH-T006.03-25 2025 L 37 W Herz ZU K: Kanton

vetsuisse-faculty Nina Wolfrum, PhD 12/03/26
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Vergleich mit E. cecorum

Stammen weltwei
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Antimicrobial Resistance (AMR) genes

I 7 N T

Path [n = 33] 0 % [0] 18 % [6] 6 % [2] 33 % [11] 55 % [18] 18 % [6] 55 % [18]
Com [n = 11] 18 % [2] 11 % [1] 11 % [1] 11% [1] 27 % [3] 0 % [0] 55 % [6]

45%[15]  0%[0]  33%[11]  21%[7] 1 1 2 TetM) o 1
45%[5  36%[4]  18%[2] 0% [0] ;0 A o .
total [P 4] [13] 7] [\

Tet(O) 0 Tet(L)

University of Bern | University of Zurich
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3

Virulenz-/ Pathogenitatsfaktoren

Bestatigung von cpsO
* Das Muster cpsO+/- passt mit dem klinischen Bild und bestatigt bisherige Studien

Epa und Ebp locus
* Auchin diesen beiden loci bestatigen unsere Analysen bisherige Hinweise

Weiteres Gen aus dem Cps locus
* ¢ps4l/L identifiziert in 33/33 pathogenen und in 0/13 kommensalen Stammen
* beschrieben in Streptococcus pneumoniae, Biosynthese von Kapselpolysacchariden

vetsuisse-faculty
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Stoffwechsel
g i ')) "-.;}(‘ ' P Y
Tryptophan Biosynthese L0 y
* 100 % der pathogenen Stamme aber lediglich 46 % der kommensalen Stamme / :
* Labortests ausstehend /
o C
. o0 g
Tryptophan Metabolismus (O ¥ Y
* 100% aller Stamme sollten negativ fir Tryptophanase (TnaA) sein : ;.' &

* |ndol Test

- Wenn E. cecorum (TnaA-) auf der gleichen Platte 5
wie E. coli (TnaA+) wiachst, entsteht Indol! '

J o
3
N\

Vetsuisse-faculty R At Nina Wolfrum, PhD el 12/03/26
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Stoffwechsel

Tryptophan Biosynthese
* 100 % der pathogenen Stamme aber lediglich 46 % der kommensalen Stamme
* Labortests ausstehend

Tryptophan Metabolismus
* 100% aller Stamme sollten negativ fir Tryptophanase (TnaA) sein
* Indol Test

- Wenn E. cecorum (TnaA-) auf der gleichen Platte
wie E. coli (TnaA+) wiachst, entsteht Indol!

- WARUM?
e Keine DNA kodierend fiir TnaA nachweisbar!

- Gibt es einen Protein-Transfer durch den Agar?
* Laufende Experimente

vetsuisse-faculty



University of Nationales Referenzzentrum
Zurich™ fur Gefliigel und Kaninchenkrankheiten

Stoffwechsel

Lactose
* 67 % der pathogenen Stamme und 92 % der kommensalen Stamme kdnnen Laktose als Energiequelle nutzen
* bestatigt durch Tests

University of Bern | University of Zurich
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Zusammenfassung

Stammsammlung
e 33 pathogene Stamme
* 13 kommensale Stamme

Genomsequenzierung

* Vollstandige Sequenzierung von 46 E. cecorum Stammen

* Kommensale und pathogene Stamme bilden Cluster

* Esscheint einige Schweizer Abstammungslinien zu geben

* Bestatigung bereits beschriebener Virulenz-/Pathogenitatsfaktoren

* Entdeckung eines noch nicht beschriebenen Gens als potentieller Pathogenitatsfaktor

* Keine klare Unterscheidung zwischen pathogenen und kommensalen Stammen
aufgrund von Unterschieden im Stoffwechsel

vetsuisse-faculty
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Zusammenfassung

Stammsammlung

e 33 pathogene Stamme

statigung bereits beschrie

* Entdeckung eines noch nicht beschriebenen Gens

.

* Keine klare Unterscheidung zwischen pathogenen und kommensalen Stammen
aufgrund von Unterschieden im Stoffwechsel

niversity of Bern
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Fragen???

University of Bern | University of Zurich
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