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1 Einleitung

1.1 Die Gattung Campylobacter

Weltweit stellen Campylobacter-Infektionen die hdufigste Ursache fiir bakterielle Magen-
Darm-Erkrankungen dar und sind somit haufiger als Infektionen mit Salmonella enterica oder
enteropathogenen Escheria coli (ALLOS 2001). Zur Gattung Campylobacter gehoren 18
verschiedene Spezies (HUMPHREY et al. 2007). Mehr als 95 % der Campylobacter-
Infektionen werden durch Campylobacter jejuni und Campylobacter coli verursacht und
gehoren damit zu den wichtigsten humanpathogen Campylobacter-Arten (BUTZLER 2004).

Campylobacter jejuni sind gebogene, schlanke, s-formig oder spiralig gewundene gram-
negative Stibchenbakterien. Die Stibchen sind 0,5-5 pm lang und 0,2-0,5 pm dick. Zudem
sind die Bakterien monotrich oder amphotrich begeifielt, was zur typischen
korkenzieherartigen Bewegung fiihrt (VANDAMME und DE LEY 1991).

Das Bakterium C. jejuni gehort mit einem Wachstumsoptimum von 42 °C zu den
thermophilen Arten. Unterhalb von 30 °C findet kein Wachstum mehr statt. Fiir ein optimales
Wachstum benétigt C. jejuni eine mikroaero- und capnophile Atmosphére mit 5 % Sauerstoff
und 3-5 % Kohlenstoffdioxid (PARK 2002).

5\ J Ny ' . &Y w o
Abb. 1: Elektronenmikroskopische Darstellung von C. jejuni
(Quelle: http://www.wikipedia.de/Campylobacter/jejuni; 03.01.09)
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1.2  Campylobacteriose des Menschen

Infektionen durch Bakterien der Gattung Campylobacter ssp. sind weltweit verbreitet. Mit
Inzidenzraten von mehr als 40/100.000 Einwohner/Jahr wird C. jejuni als héaufigster
bakterieller Durchfallerreger in Europa angegeben (EFSA 2010).

Wie in vielen anderen Landern zeigt sich auch in Deutschland, dass Campylobacter ssp. und
S. enterica die beiden hiufigsten bakteriellen Enteritserreger sind. Die Zahl der gemeldeten
Campylobacter-Infektionen lag 2005 laut statistischen Angaben des RKI mit 62.129
gemeldeten Fillen erstmals liber der Zahl der Salmonellosen von 52.257 (ANONYMUS
2006). Von den 2011 in Deutschland gemeldeten Campylobacter-Erkrankungen mit Angaben
zur Spezies entfielen 69 % auf C. jejuni, 6 % auf C. coli und 24 % auf C. coli/ C. jejuni (nicht
differenziert). Die tibrigen Spezies z.B. C. lari, C. upsaliensis bzw. C. fetus konnten in
weniger als 1% der Campylobacteriose-Fille nachgewiesen werden (RKI 2011). Im Jahr
2012 wurden dem Robert Koch-Institut bis zur 49. Kalenderwoche 60.390 durch
Campylobacter-Arten verursachte Enteriden gemeldet (ANONYMUS 2012).

Etwa 17 % der mit Lebensmittel-Infektionen assoziierten Krankenhausaufenthalte konnen
auf Campylobacter ssp. zuriickgefiihrt werden (MEAD et al. 1999).

Generell sind alle Altersgruppen von Campylobacter-Infektionen betroffen. Es zeigen sich
jedoch 2 Inzidenzgipfel, zum einen im Alter zwischen null und vier Jahren und zum anderen

zwischen 15 und 44 Jahren (BUTZLER 2004).

1.2.1  Infektionsquellen und Ubertragungswege

Die durch Campylobacter verursachte Infektion, die so genannte Campylobacteriose, ist wie

die Salmonellose eine im Wesentlichen durch Nahrungsmittel tibertragene Erkrankung.

Hauptinfektionsquelle fiir ~Campylobacter-Infektionen sind unzureichend erhitztes
Gefliigelfleisch und kreuzkontaminierte Nahrungsmittel sowie die daraus hergestellten
Produkte (DEMING et al. 1987). Gerade die im Gefliigelinterstitium vorherrschenden 42 °C
bilden ein natiirliches Reservoir und fordern die Vermehrung von C. jejuni (ALTEKRUSE et
al. 1999). Auch Saugetiere tragen C. jejuni als Bestandteil der kommensalen Darmflora
natiirlicherweise in sich und stellen somit ein weiteres Erregerreservoir dar (BUTZLER

2004).
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Der Erreger kann u.a. im Darmtrakt von Nutztieren wie Schweinen, Rindern oder Schafen
vorkommen. Weitere Infektionsquellen sind der Verzehr von rohem Rinder- und
Schweinehackfleisch sowie der Konsum von nicht-pasteurisierter Milch und kontaminiertem
Trinkwasser.  Dartiber hinaus konnen nach dem Baden in  kontaminierten
Oberflachengewissern Infektionen auftreten (FRIEDMAN et al. 2000). Als Reservoir fiir C.
jejuni wurden aber auch junge Hunde und Katzen identifiziert, vorrangig sind diese aber

Ubertriger der thermophilen Art Campylobacter upsaliensis (ACKE et al. 2009).

Erstmalig wurde Anfang des 20. Jahrhunderts von Campylobacter-Infektionen bei Nutztieren
berichtet. Um Campylobacter-Infektionen vorzubeugen, sollten lebensfahige C. jejuni durch
griindliches Erhitzen abgetttet werden, insbesondere vor dem Verzehr von Gefliigelfleisch.
Daneben miissen Kreuzkontaminationen bei der Lebensmittelzubereitung vermieden werden,
beispielsweise durch den Einsatz unterschiedlicher Schneidbretter zur Fleisch- und
Rohkostzubereitung. Immungeschwichte Personen, Schwangere und iltere Personen sollten
auf den Verzehr von Rohmilch verzichten.

Eine direkte Ubertragung durch Schmierinfektion von Mensch zu Mensch ist mdglich, hat
aber nur eine geringe epidemiologische Bedeutung und beschrinkt sich eher auf Kleinkinder

und immunsupprimierte Personen (FRIEDMAN et al. 2000 , ALLOS 2001).

1.2.2 Saisonalitat der Campylobacteriose

Ein typisches Charakteristikum der Epidemiologie der Campylobacteriose ist die ausgeprigte
Saisonalitit (HUMPHREY et al. 2007). LOUIS et al. demonstrierten 2005 - anhand
statistischer Auswertungen von Campylobacter-Infektionen in England und Wales im
Zeitraum von 1990-1999 im Zusammenhang mit den Wetterbedingungen- ein jdhrlich
auftretendes saisonales Muster von Campylobacter-Infektionen mit Héufung in den
Sommermonaten. Die deutlichsten saisonalen Muster wurden von LOUIS et al. fiir Kinder
unter 5 Jahren erfasst, wie auch schon von BUTZLER beschrieben (LOUIS et al. 2005,
BUTZLER 2004).

Auch die statistischen Erhebungen des RKI von 2011 zeigen einen saisonalen Verlauf mit den

hochsten Fallzahlen in den Monaten Juni bis September (RKI 2011).
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Das gehdufte Auftreten von Campylobacter-Infektionen in den Sommermonaten wird
begiinstigt durch eine hohere Besiedlung von Masthdhnchen und anderen Nutztieren mit C.
jejuni und damit erheblicheren Keimbelastungen von tierischen Lebensmitteln.

In den Sommermonaten herrscht dazu ein verdndertes Freizeitverhalten (Grillen und
Picknicken) vor. Temperaturbedingt verindern sich die Ubertragungswege, zum Beispiel
durch Wasseraktivitdten, dabei kann die orale Aufnahme von Oberflichenwasser zur

Infektion fithren (NICHOLS 2005, KONKEL et al. 2001).

1.3 Klinik der Campylobacteriose und assoziierte Erkrankungen

1.3.1 Klinisches Erscheinungsbild und Verlauf

Das klinische Spektrum der Campylobacteriose ist vielgestaltig und reicht vom
asymptomatischen Verlauf bis zur schweren peripheren Neuropathie (BUTZLER 2004).
Bereits eine geringe Infektionsdosis von ca. 500 Bakterien ist ausreichend, um eine
Erkrankung auszulosen (BLACK et al. 1988).

Typischerweise duBlern sich die meisten Campylobacter-Infektionen, nach einer
Inkubationszeit von ein bis drei Tagen und einer unspezifischen Prodromalphase, in einer
akuten unkomplizierten Enterokolitis mit wissrigen, spdter blutigen Diarrhden. Weiterhin
koénnen krampfartige abdominale Schmerzen, Fieber, Ubelkeit und Erbrechen im Rahmen der
Erkrankung auftreten (BUTZLER 2004, WASSENAAR et al. 1999). Eine Unterscheidung zu
anderen gastrointestinalen Infektionen beispielsweise durch S. enterica ist nur iiber eine
Kultivierung der Erreger aus Stuhlproben moglich. Normalerweise findet sich Campylobacter
bei gesunden Personen nur duflerst selten im Stuhl.

Abhidngig von der Population sind bis zu 50 % der infizierten Personen bei Ausbruch
asymptomatisch (ALLOS 2001). In Einzelféllen treten extraintestinale Manifestationen wie
zum Beispiel das Guillain-Barré-Syndrom oder eine reaktive Arthritis auf (BUTZLER 2004).
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1.3.2  Guillain-Barré-Syndrom

Eine duBlerst schwerwiegende postinfektiose Folgeerkrankung der Campylobacteriose ist das
1916 erstmals von Georges Guillain, Jean-Alexandre Barré und André Strohl als aufsteigende
Lahmung beschriebene Guillain-Barré-Syndrom (GUILLAIN et al. 1916).

Es handelt sich hierbei um eine periphere, meist reversible Neuropathie, die etwa ein bis drei
Wochen nach einer Campylobacter-Infektion auftreten kann. Dabei werden Antikorper insbe-
sondere gegen die Sialinsduregruppen des Campylobacter-Lipooligosaccharides (LOS) gebil-
det, die mit den Zuckerresten der Ganglioside peripherer Nerven kreuzreagieren (molekulare
Mimikry), was nachfolgend eine Schadigung des Axons auslosen kann (GODSCHALK et al.
2004, YUKI et al. 2004). Die Moglichkeit ein GBS zu entwickeln ist dabei unabhéngig vom
Serotyp des Infektionsstammes (REES et al. 1995, ENDTZ et al. 2000).

Klinisch kommt es als Folge der Immunreaktion zur Zerstorung der Myelinscheide der peri-
pheren Nerven mit Lihmungen der Arme und Beine (seltener der Atemmuskulatur) bis hin zu
moglichen Hirnnervenschidigungen. Postinfektiose Verlaufe als Miller—Fisher-Syndrom oder
Bickerstaff-Enzephalitis sind seltener (GODSCHALK et al. 2007).

Betrifft die Neuropathie nur das Gesicht mit Ldhmung der Augenmuskeln, Ataxie und
Areflexie, so spricht man vom Miller-Fischer-Syndrom, einer Variante des GBS. Die Erkran-
kung geht mit der Bildung von Autoantikérpern einher, die gegen das Gangliosid GQ1b ge-
richtet sind (CHIBA et al. 1993). Bei Patienten mit einer Bickerstaff-Enzephalitis sind zu-
sdtzlich zur Ophthalmoplegie und Ataxie noch Symptome wie Schléfrigkeit, Koma oder
Hyperreflexie diagnostizierbar (ODAKA et al. 2003).

Zwar geht eine Campylobacter-Infektion mit einem erhohten Risiko einher, ein Guillain-
Barré-Syndrom zu entwickeln, dennoch entsteht nur bei jeder 1000. Campylobacteriose ein
GBS als Spétfolge (SCHMIDT-OTT et al. 2006, HUMPHREY et al. 2007). Bei 32-45 % der
Patienten konnte C. jejuni als Ausloser fiir GBS identifiziert werden (JACOBS et al. 1996,
HAO et al. 1998).

1.3.3  Therapie

Campylobacter-Infektionen sind vorwiegend selbstlimitierend. Therapeutisch sind daher
symptomatische MalBnahmen wie die Substitution von Fliissigkeit und Elektrolyten

ausreichend. Eine antibiotische Behandlung ist im Allgemeinen nicht indiziert. Bei schweren
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Verldufen mit hohem Fieber, blutigem Stuhl und anhaltendem Krankheitsverlauf sowie bei
Riickfillen der Erkrankung sollte eine antibiotische Therapie in Erwédgung gezogen werden.
Als Risikopatienten gelten auch immungeschwéchte Patienten wie HIV-Infizierte. Aber auch
Schwangere gehdren zur Risikogruppe. Antibiotika der Wahl sind dann Makrolide wie
Erythromycin und Gyrasehemmer wie Ciprofloxacin (ALLOS 2001). Ein aufkommendes
Problem sind Antibiotikaresistenzen bei C. jejuni. In Deutschland sind bereits mehr als 10 %
der C. jejuni-Isolate resistent gegen Erythromycin. Noch gravierender ist die Resistenzlage
bei dem Fluorchinolon Ciprofloxacin. Gegen dieses Antibiotikum sind bereits circa 30 % aller

Campylobacter-Isolate resistent (TIETZE 2008).

1.4 Pathogenese der C. jejuni-Infektion

Von grundlegender Bedeutung fiir die Beurteilung einer Gesundheitsgefihrdung durch
Campylobacter jejuni ist die Kenntnis von Pathogenitits-und Virulenzmerkmalen.

Nach der oralen Aufnahme von C. jejuni gelangen die Bakterien zundchst in den unteren
Darmtrakt (Jejunum, Ileum und Kolon). Das kann zur asymptomatischen Kolonisierung oder

Durchfallsypmtomen fiihren (JANSSEN et al. 2008).

Initialer Schritt zur Kolonisierung ist die Uberwindung der humanen Intestinalflora. Der
menschliche Verdauungstrakt beherbergt eine Vielzahl kommensaler Bakterien, Archaeen
und Eukaryoten, die zusammenfassend als Darmflora bezeichnet werden. Dieses komplexe
bakterielle Okosystem etabliert sich innerhalb der ersten Lebensjahre und bietet einen
physiologischen Widerstand gegen pathogene Erreger. Im Zustand des mikrobiellen
Gleichgewichts besteht die Intestinalflora zu tiber 90 % aus obligaten Anaerobiern.
Vorherrschend sind Mitglieder der Gattungen Bacteroides spp., Bifidobacterium spp.,
Eubacterium spp., Fusobacterium spp. sowie der Ordnungen Clostridiales und
Lactobacillales. Im gesunden Zustand machen Escherichia coli und andere naheverwandte
Enterobakterienarten nur einen geringen Teil der Flora aus (GUARNER und
MALAGELADA 2003, LEY et al.2008).

Physiologische Funktion der kommensalen Darmflora ist die Kolonisationsresistenz, die eine

Besiedlung des Darms durch pathogene Bakterien verhindert (STECHER und HARDT 2008).

Genetische Pradisposition, Umweltfaktoren, fettreiche Erndhrung oder antibiotische

Behandlungen (PENDERS et al. 2006, LOZUPONE et al. 2012) koénnen die Barrierefunktion
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der Darmmukosa storen, so dass eine liberschiefende Entziindungsreaktion folgt und eine
Kolonisierung mit C. jejuni erleichtert wird (BERESWILL et al. 2011). Die vorherrschenden
Bedingungen im menschlichen Verdauungssystem stimulieren die Synthese von Virulenz-
assoziierten Faktoren, die an der Entstehung einer Campylobacteriose beteiligt sind (MALIK-

KALE et al. 2008, Konkel et al. 2001).

Die pathogenen Mechanismen der durch C. jejuni hervorgerufenen Vielfalt an klinischen Pra-
sentationen sind trotz der enormen Bedeutung als Lebensmittel-assoziierter Erreger noch we-
nig verstanden. Man geht davon aus, dass verschiedene Virulenz-assoziierte Faktoren zu-
sammenwirken. Diese kénnen aufgrund der hohen genetischen Variabilitdt der Isolate unter-
schiedlich stark ausgeprégt sein. Zu den Pathogenititsmerkmalen gehoren die chemotaktisch
gesteuerte Motilitét, die Fahigkeit von C. jejuni zur Adhésion und Invasion und die Produkti-
on von Toxinen. Weitere beeinflussende GroBen sind die Widerstandsfahigkeit gegeniiber
externen Stressoren, der Erwerb und die Verwertung von extrazelluldirem Eisen sowie die
Variabilitit der Oberflichenantigene (WASSENAAR und BLASER 1999, KONKEL et al.
2001).

1.4.1 Virulenz-assoziierte Faktoren

Ungewdhnlich fiir Lebensmittel-assoziierte Erreger hat C. jejuni nur eingeschrankte Moglich-
keiten, in der Umwelt zu liberdauern. Dieses Phdanomen findet seine Erkldrung in der unzurei-
chenden Aerotoleranz und einem sehr eng begrenztem Wachstumsbereich von 32 °C bis
42 °C (PARK 2002). Das sequenzierte Genom des C. jejuni-Isolates NCTC 11186 konnte
zeigen, dass C. jejuni iiber keine Stationdrphase-Regulatoren zur Erhhung der Stressresistenz
bei erschwerten Umwelteinfliissen verfiigt (PARKHILL et al. 2000). Allerdings reagiert C.
jejuni auf thermischen Stress und sinkende pH-Werte im umgebenden Medium durch Uber-
gang in den sogenannten ,viable but non-culturable (VBNC)-Zustand (ROLLINS und
COLWILL 1986). Unter derartigen Stressbedingungen werden verstarkt Hitzeschockproteine
gebildet, womit das Uberleben des Erregers gesichert werden soll (DASTI et al. 2010).

Eine weitere erforderliche Voraussetzung zur Invasion der Darmschleimhaut schafft die
Motalitdt und Chemotaxis von C. jejuni. Wie bereits unter Punkt 1.1 beschrieben, besitzen die

Bakterien ein oder zwei polare Flagellen. Diese Gei3eln sind aus O-glykosyliertem Flagellin
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aufgebaut und besitzen eine wichtige Bedeutung in der Kolonisation des Interstitiums und
verleihen C. jejuni eine hohe Motilitit. C. jejuni-Mutanten mit einem inaktivierten Flagellum
besitzen nur eine reduzierte Adhdsions- und Invasionsfihigkeit (WASSENAAR und
BLASER  1999). Neben dem Antrieb von C. jejuni ermdéglicht das Flagellum die
Autoagglutination und Biofilmbildung, bedingt durch eine Schicht von Lipooligosacchariden
(GUERRY 2007). Die Sequenzierung von NCTC 11168 fiihrte zur Erkenntnis, dass das
Flagellum aus tiber 50 verschiedenen Proteinen zusammengesetzt ist (PARKHILL et al.
2000). Die Flagellenproteine sind umfangreich glykolisiert und fiir den funktionellen Autbau
essentiell. Die Gencluster zur Glykolisierung der Flagellenproteine sind unter den

verschiedenen Stimmen hoch variabel (GUERRY 2007).

C. jejuni verfiigt, dhnlich wie Yersinien und Salmonellen, {iber ein flagellares Typ-III-
homologes Sekretionssystem, welches die Virulenz vieler gramnegativer Erreger
mitbestimmt. Uber den flagellaren Typ-III-homologen Sekretionsapparat werden im Rahmen
des Zell- und Gewebsinvasionsprozesses z.B. sogenannte Cia (Campylobacter-Invasions-
Antigene) in die Wirtszelle injiziert (DASTI et al. 2010). Durch das Flagellen-Segment
werden die Cia Kontakt- oder Stimulus-abhingig sezerniert und unterstiitzen die

Wirtsinvasion einiger C. jejuni—Stamme (KONKEL et al. 2001).

Die Adhision von C. jejuni an die Oberfliche der Wirtsepithelzellen wird u.a. durch den
Fibronektin-bindenden Faktor CadF (Campylobacter adhesion to fibronectin, outer membra-
ne fibronectin-binding protein, cj1478c) vermittelt. Fibronektin wird von vielen Bakterien als
Briickenmolekiil zur initialen Anheftung an die Zielzellen genutzt. Das cadF-Gen ist ein ubi-
quitir bei allen C. jejuni-Stimmen vorkommendes 37 kDa groes Membranprotein
(KONKEL et al. 1997).

Die Invasion und Schiadigung des Darmepithels (zytopathischer Effekt) kann ferner durch das
von Campylobacter produzierte Toxin CDT (cytolethal distending toxin) hervorgerufen
werden, dessen Hauptfunktion jedoch auch in der Wirtszelladhésion liegt. CDT wurde bisher
als einziges ,.klassisches” Toxin im C. jejuni-Genom identifiziert. Enterotoxine, wie sie sich
bei anderen Enteritiserregern, wie z.B. bei Vibrio cholerae oder Shigellen, nachweisen lassen,
fehlen (WASSENAAR 1997).

Weiterhin  wird die Invasivitit von C. jejuni durch die Zusammensetzung des
Lipooligosaccharids (LOS) beeinflusst. Wie bei vielen anderen Krankheitserregern auch,
entsteht durch die Lipooligosaccharide an der Zelloberfliche eine Antigenvariabilitit

innerhalb der Spezies. Dies spielt eine bedeutsame Rolle in der Interaktion zwischen
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Bakterium und Wirt (PARKER et al. 2008). Wéhrend der Kolonisierung des Darms dienen
die Lipooligosaccharide des Bakteriums als Adhdsine (MCSWEEGAN und WALKER 1986).

Mittels PCR erfolgt die Unterscheidung in sog. LOS-Klassen, diese Einteilung ist aufgrund
der verschiedenen Lipooligosaccharid-Genloci (sog. LOS-Cluster) moglich (PARKER et al.
2005). Von PARKER et al. ( 2005 und 2008 ) wurden bislang 19 LOS-Klassen beschrieben:

A 1/2, B 1/2, C-S. Diese 19 LOS-Klassen konnen in zwei Gruppen geteilt werden. Ein Teil
der Stimme besitzt eine N-Acetylneuraminsdure-Transferase und somit ein sialylisiertes LOS.
Die Stdmme mit sialylisiertem LOS besitzen eine deutlich hohere Zellinvasivitit als die
Stimme der anderen LOS-Klassen (LOUWEN et al. 2008). Da die sialylierten
Lipooligosaccharide als Bestandteil der #uBeren Membran Ahnlichkeit mit der
Oberflachenstruktur peripherer Nerven und des Hirnstammes aufweisen, sind die sialylierten
LOS-Klassen stirker mit neurologischen Stérungen wie dem GBS assoziiert (GODSCHALK
et al. 2004).

Wesentlich fiir das Wachstum von Bakterien ist Eisen. Eisen ist ein essentieller Bestandteil
beispielsweise als Kofaktor bei der DNS-Synthese oder bei Elektronen-Transfer-Reaktionen
und daher fiir die Vermehrung der Bakterien unverzichtbar (PALYADA et al. 2004). Ist Eisen
nur maBig verfiigbar, wird das Wachstum eingeschriankt. Ein begrenztes Eisenangebot dient
zudem als Signal, die Genexpression bestimmter Faktoren, z.B. von Hémolysinen oder
Siderophoren zu verstirken (LITWIN und CALDERWOOD 1993). Auf der Gegenseite fiihrt
aber eine unkontrollierte Eisenaufnahme zu oxidativem Stress und zum Abbruch des Bakteri-
enwachstums (TOUATI 2000). Unter physiologischen Bedingungen ist Eisen allerdings
schlecht 16slich. Die Bereitstellung von freiem Eisen im Menschen ist fiir Bakterien dement-
sprechend sehr gering. Somit bestimmt die Befdhigung des Bakteriums, Eisen auch unter li-
mitierten Voraussetzungen im Wirt zu akquirieren, dessen Virulenz und Uberleben (GRANT
et al. 1997). Da die Verfiigbarkeit von freiem Eisen im Wirtsgewebe aufgrund von Komplex-
bildungen sehr gering ist, haben viele Bakterien ein spezielles Eisen-Akquirierungs-System
entwickelt. Dieses besteht aus hochspezifischen Chelatoren fiir Eisen-lonen, s.g. Siderophore,
wodurch Eisen aus bestehenden Komplexen im Wirt gelost werden kann (RATLEDGE und
DOVER 2000). C. jejuni verfiigt wie die meisten gramnegativen Bakterien iiber eine Vielzahl
von Sytemen zur Eisenaufnahme und -verwertung, von denen bisher allerdings nur einige
ndher charakterisiert worden sind. Das Genom von NCTC 11168 kodiert fiinf Eisen-

Aufnahme-Systeme, die hauptsdchlich in Operonen organisiert sind: ein Enterochelin-
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Aufnahme-Protein (ceuBCDE), ein Eisenaufnahmeprotein (cfrA/cj0755), ein Siderophore-
Rezeptor der duBeren Membran (cj0178), ein System zur Himin-Aufnahme (ChuABCD ) und
cj0173c-0175¢c, eine an ein periplasmatisches Bindeprotein gekoppelte Komponente
(PARKHILL et al. 2000).

Im Jahr 2000 wurde die komplette Genom-Sequenz des C. jejuni-Stammes NCTC 11168 pu-
bliziert (PARKHILL et al. 2000). Das Genom weist eine Grofie von 1,64 Mb und einen G+C-
Gehalt von 30,6% auf und kodiert insgesamt fiir 1,654 Proteine. Die kodierenden Sequenzen
(CDS) entsprechen etwa 94,3% des Gesamtgenoms und machen es damit zum dichtesten bak-
teriellen Chromosom, das bisher sequenzanalysiert wurde. Eine auBBergewdhnliche Beobach-
tung im Genom von NCTC 11168 sind hypervariable Sequenzen, die haufig in Genen fiir
Proteine der Biosynthese oder von Oberfldchenstrukturen nachgewiesen wurden. Diese be-
trachtliche Variabilitdt innerhalb des Genomsequenz konnte ein wichtiger Bestandteil der
Uberlebensstrategie von C. jejuni sein. Die hypervariablen Regionen im C. jejuni-
Chromosom treffen vornehmlich mit den Genclustern fiir LOS- und EP-Biosynthese sowie

fiir die Modifikation der Flagellen zusammen (PARKHILL et al. 2000).

Im Folgenden werden die potentiellen Virulenz-assoziierten Faktoren bzw. die entsprechen-
den Gene: ¢j1321-1326, ciaB, cdtB, fucP, cj0178, cj0755, ceuE, pldA und cstll/cstlll genauer

erldutert, da diese im Zuge der Arbeit ndher analysiert werden sollen.

1.4.1.1 Gencluster zur Flagellin-O-Glykolisierung

CHAMPION et al. (2005) entdeckten, dass ein Cluster von sechs Genen €j1321-1326 zur
Flagellin-O-Glykolisierung iiberwiegend in Stdmmen aus Nutztierbestdnden auftritt. Sie
stellten die Hypothese auf, dass dieser Sechs-Gen-Cluster eine spezielle Flagellin-Glykoform
hauptsidchlich in Stdammen von Nutztierbestinden kodiert und damit eine Rolle bei der

Wirtszellinvasion spielt.
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1.4.1.2 Lipooligosaccharid-Sialyltransferase-Marker

Ein weiterer Faktor, der das Invasionspotential eines C. jejuni-Isolates bestimmt, ist die
Zusammensetzung des Lipooligosaccharids (LOS). Die C. jejuni-Stamme der unter Punkt
1.4.1 beschriebenen LOS-Klassen A1/2, B1/2, C, M und R besitzen Gene bzw. Enzyme fiir
die Sialylierung des LOS. Zu diesen Genen gehdren ein Homolog des neuBCA-Gens, das fiir
eine Neuraminsdure-Synthease kodiert sowie ein Homolog des cstll-Gens (Tabellel, Punkt
2.6.2), welches eine Sialinsdure-Transferase verschliisselt (GILBERT et al. 2002).

Alle anderen, nicht neuraminséurehaltigen LOS-Klassen besitzen dementsprechend nicht die
erforderlichen cst-Gene fiir die Sialylierung des LOS (PARKER et al. 2008). Das cstlll-Gen
(orf7c) findet sich bei LOS-Klasse C-Isolaten (PARKER et al. 2005), cstll (orf7ab) dagegen
bei LOS-Klasse A und B-Isolaten (PARKER et al. 2005). PARKER et al. (2005) konnten in
einer Studie von 123 getesteten C. jejuni-Isolaten durch PCR ableiten, dass mehr als 60,0 %
der Isolate LOS-Klasse A, B oder C angehoren.

Dass das Invasionspotential mit bestimmten LOS-Klassen korreliert, konnten bereits diverse
Arbeiten belegen. So gehort die Mehrheit der hyperinvasiven Isolate der LOS-Klasse C, die
wiederum mit dem MLST-CC 21 assoziiert ist, an (FEARNLEY et al. 2008).

1.4.1.3 Camplyobacter-Invasions-Antigen B

Beim Invasionsprozess kommt auch dem sog. Campylobacter-Invasions-Antigen (Cia) eine
besondere Bedeutung zu. Bisher wurden acht verschiedene Cia von KONKEL et al. 1999
nachgewiesen. Das C. jejuni-Protein CiaB (73kDa) ist fiir die Invasion von C. jejuni
erforderlich und wird im Verlauf der Zellinvasion direkt in das Zytoplasma der Zielzelle
injiziert, ciaB-Defektmutanten waren dazu nicht in der Lage. Die Sekretion der anderen Cia

(CiaA; CiaC-CiaH) ist CiaB-abhédngig (KONKEL et al.1999).

1.4.1.4 Zytolethales distendierendes Toxin (Cytolethal Distending Toxin)

Das Zytotoxin CDT besteht aus drei Untereinheiten (CdtA, CdtB und CdtC), von denen CdtB
die aktive zytotoxische Komponente darstellt. Nach Bindung von CdtA und CdtC an die
Wirtszelloberfliche kommt es zur Aktivierung von CdtB. Die B-Untereinheit wird ins

11
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Zytoplasma der Wirtszelle transloziert und anschliefend in den Zellkern geschleust. CdtB
fiihrt zum Zellzyklusarrest in der G2/M-Ubergangsphase (KARLYSHEV und WREN 2001,
PICKETT und WHITEHOUSE 1999). CDT induziert damit einen fiir Campylobacter
typischen zytopathischen Effekt - ein Aufblihen und Anschwellen der Epithelzellen. Des
Weiteren sterben vereinzelt Zellen ab (WHITEHOUSE et al. 1998). Daneben scheint das
Toxin auch eine Rolle in der Modifikation der Immunantwort zu spielen (DASTI et al. 2010).

1.4.1.5 Phospholipase A der &uReren Membran

Ebenso wurde das Gen pldA in den Kreis der zu untersuchenden Virulenz-assoziierten
Faktoren einbezogen.

Das Gen pldA kodiert fiir die Phospholipase A der duBleren C. jejuni-Membran. Dieses 35 kDa
schwere Protein weist eine bedeutsame Ahnlichkeit zur Phospholipase der dueren Membran
von E. coli auf. Zahlreiche Bakterien nutzen Phospolipasen zur Lyse von Erythrozyten,
beispielsweise Helicobacter pylori (ANSORG et al. 1993). Damit tragen Phospolipasen auch
zum krankheitserregenden Potential der Bakterien bei (GRANT et al. 1997). GRANT et al.
(1997) konnten zeigen, dass Phospholipase A auch bei Campylobacter zur zell-assoziierten
hdmolytischen Aktivitit beitrdgt und somit eine Bedeutung als Virulenz-assoziierter-Faktor

einnimmt.

1.4.1.6 Eisen-Akquirierung

Da das Spurenelement Eisen wie fiir nahezu alle lebenden Organismen auch fiir C. jejuni
essentiell ist, wurden in den Betrachtungen die Gene dreier Eisenaufnahmesysteme
beriicksichtigt: ein Bindeprotein zur Enterochelin Aufnahme (ceuE), ein Siderophore-

Rezeptor der dulleren Membran (cj0178) und ein Eisenaufnahmeprotein (cj0755).

Um Eisen aus bestehenden Komplexen im Wirt herauszulosen,  haben Bakterien
verschiedene Taktiken zur verbesserten Eiseneinlagerung wie Siderophore-vermittelte
Eisenaufnahme-systeme entwickelt. C. jejuni ist selbst nicht in der Lage Siderophore zu
produzieren (PICKETT et al. 1992), bzw. es wurden im Genom von NCTC 11168 keine Gen-
Homologe fiir Siderophore gefunden (PARKHILL et al. 2000). Diese Tatsache legt nahe,

dass C. jejuni in der Lage ist, exogene Siderophore, produziert von anderen Bakterien, zu
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nutzen. Diese werden durch ein Transportsystem im Darmtrakt abgefangen (van VLIET et al.
2002). Durch ceu (campylobacter enterochelin uptake-binding-protein, ceuBCDE) werden
Komponenten eines Bindungs-Protein-abhingigen Transportsystems speziell fiir Enterochelin
kodiert (van VLIET et al. 2002).

Das Gen ceuE kodiert ein Lipoprotein (34,5 bis 36,2 kDa), welches als Bindungsprotein an
der Aufnahme des Siderophores Enterochelin (auch bezeichnet als Enterobactin) beteiligt ist

(RICHARDSON und PARK 1995).

Die Eisenverfiigbarkeit hat Einfluss auf die Besiedlung des Magen-Darmtraktes wéhrend der
Infektion mit C. jejuni, weswegen zwei weitere Gene in die Betrachtungen einbezogen
wurden. Ebenso wie ceuE sind die Genprodukte von cj0178 und cj0755(cfrA) an der
bakteriellen Eisenaufnahme beteiligt. Das Gen ¢j0178 kodiert einen Siderophore-Rezeptor der

duferen Membran und cj0755 kodiert ein Eisenaufnahmeprotein.

1.4.1.7 Fucose-Verwertung

Die Stoffwechselleistung eines Organismus ist keine klassische Komponente, um Aussagen
iiber dessen Virulenz zu treffen, gleichwohl ist die Verfiigbarkeit von Nihrstoffen ein
essentieller Faktor, um im Wirt zu {iberleben und Krankheiten zu initieren (MURAOKA und
ZHANG 2011).

C. jejuni metabolisiert nur wenige Aminosduren (Prolin, Serin) und hauptsidchlich
Intermedidrprodukte des Tricarbonsdurezyklus (Zitratzyklus), z.B. durch Reduktion von
Fumarat zu Succinat, als Energiequelle zum Wachstum und zur Wirtszellinvasion (LEE und
NEWELL 2006, KELLY 2001). Die zusédtzliche Metabolisation der Aminosduren Glutamin
und Gluthation wird fiir eine Gruppe von C. jejuni-Stimmen durch Expression von ggt
ermoglicht. AuBlerdem konnten HOFREUTER et al. (2008) zeigen, dass ansB-positive
Stimme Asparagin metabolisieren kdnnen. Assoziiert mit diesem erweiterten Aminoséure-
Metabolismus, existiert ein alternativer anerober Stoffwechselweg, dessen Leitenzym die
Dimethyl-Sulfoxide-Oxidoreduktase (dmsA-D) ist (HOFREUTER et al. 2006 und 2008). Eine
Schliisselrolle in der Utilisation der Aminosduren Glutamat und Aspartat spielt das ubiquitir
bei allen C. jejuni-Stammen vorkommende PEB1a-Transportsystem. Dieses periplasmatische

Bindungsprotein PEB1a ist eine Komponente des ABC-Transporters PEB1 und unabdingbare
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Vorraussetzung fiir die Nutzung der Aminosduren Glutamat und Aspartat als

Kohlenstoffquelle (PEI et al. 1991, PETI und BLASER 1993).

C. jejuni ist nicht in der Lage, Glukose als Kohlenstoffquelle zu nutzen, da dem Bakterium
das Enzym Phosphofruktokinase fehlt (PARKHILL et al. 2000, VELAYUDHAN und KEL-
LY 2002). Das NCTC 11168-Genom weist aufgrund einer Phosphofruktokinase-Absenz nur
einen unvollstindigen EMP-Weg auf (PARKHILL et al. 2000). Weshalb davon ausgegangen
wird, dass das Wachstum im Wesentlichen von der Verfiigbarkeit freier Amino-und
Ketosduren aus dem Stoffwechsel des Wirtsorganismus bzw. von dessen intestinaler
Standortflora abhdngt (LEE und NEWELL 2006). Dagegen konnten STAHL et al. 2011 zei-
gen, dass einige C. jejuni-Stamme in der Lage sind L-Fucose aufzunehmen und zu
metabolisieren, da einzelne Stdmme in ihrer Studie im Beisein von Fucose ein verstirktes
Wachstum offenbarten. Fucose ist ein integraler Bestandteil der intestinalen Mucosa und kann
wihrend der Darmkolonisation des Wirts aufgenommen werden. Als Hauptquelle fiir Fucose
dient der Wirt selbst. Ein Grofteil der zelloberflichen-assoziierten Mucine ist fucolysiert.
Auch der Wirt selbst sezerniert fucolysierte Glycane. Diese kdnnen als Kohlenstoffquelle von
C. jejuni genutzt werden (STAHL et al. 2011).

MURAOKA und ZHANG identifizierten 2011 einen Genort, der fiir die Nutzung von Fucose
als Substrat notwendig ist. Dieser Fucose-Phénotyp ist Stamm-spezifisch und kann die An-
passung an nahrstoffreiche Umgebungen verbessern. Das Gen fucP ist ein Bestandteil dieser
Genregion und kodiert eine Permease um L-Fucose ins Bakterium zu transportieren (STAHL
etal. 2011).

Die Moglichkeit einzelner C. jejuni-Stamme, Fucose als Substrat zu nutzen, kann einen

enormen Wettbewerbsvorteil bedeuten (MURAOKA und ZHANG 2011).

1.5 Zusammenhang verschiedener C. jejuni-Gruppen

Der Zusammenhang verschiedener C. jejuni-Gruppen verschiedener Herkunft wurde bereits
2011 entsprechend Stoffwechsel-assoziierter genetischer Marker beleuchtet. Dazu wurden
diese Isolate auf das Vorhandensein sechs Metabolismus-assoziierter genetischer Marker
tiberpriift Um zu beurteilen, ob ihre Prisenz mit verschiedenen klonalen Komplexen von C.

jejuni korreliert (ZAUTNER et al. 2011).
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Metabolismus-assoziierte Marker:

ansB (periplasmatische Asparaginase)

e dmsA (eine Untereinheit der Dimethylsulfoxid-Oxidoreduktase),

e (j1585c (Oxidoreduktase)

e (jj81-176-1367/71 (Serin-Protease)

o tlp7m+c (transducer-like Protein, zusammengesetzt aus ¢j0951c¢ und ¢j0952¢)

e ot (periplasmatische y-Glutamyl-Transpeptidase)

Group or subgroup Most prevalent marker genes® CC Origin(s)b

¢jj1367 cj1585c dtlp7 dmsA ansB ggt

1a X X X 21 b

1b X X 21, 48, 49, 206, 446 h,e,b,t
2a X X X X 29,42 h,c,b
2b X X X 45,283 h,c
3a X X 52,353, 354, 443,658,828 h,c,t
3b X X X 61 b

4 X 1034, 1332 t

5 X X None c

6 X X X 257 h,t

# €jj1367, ¢jj81176-1367/1371 gene (cj1365¢), encoding a serine protease; Cj1585¢, gene encoding an oxidoreductase and replacing
dmsA to -D in NCTC 11168; dtlp7, cj0951c and cj0952c¢ genes, encoding the heterodimeric form of transducer-like protein 7, dmsA, gene
encoding the dimethyl sulfoxide oxidoreductase subunit A; ansB, gene encoding an asparaginase with an accessory N-terminal sec-
dependent secretion signal for periplasmic localization of the enzyme; ggt, gene encoding the-glutamyl-transpeptidase.

b h, human; c, chicken; b, bovine; t, turkey.

Abb. 2: Verteilung gentischer C. jejuni-Marker, MLST-CC und Isolat-Herkunft
Abbildung iibernommen von ZAUTNER et al. 2011,S.2361

(Ubersetzung der Bildunterschrift: * priavalente Marker: ¢jj1367, ¢jj811-76-1367/71(cj1365c)
kodiert eine Serin-Protease, ¢j1585c (Oxidoreduktase), tlp7m+c (dimeres Transducer-like-
Protein), dmsA (kodiert eine Untereinheit der Dimethylsulfoxid-Oxidoreduktase A), ansB
(eine periplasmatische Asparaginase) und ggt (eine periplasmatische y-Glutamyl-
Transpeptidase) b Ursprung(engl.origin) : h-Mensch, c-Huhn, b-Rind, t-Pute ; CC-klonaler
Komplex Gruppe/ Untergruppe (engl.group or subgroup): Einteilung der 266 Isolate in
Gruppen
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Abbildung 2 gibt die Verteilung der Metabolismus-assoziierten genetischen Marker, die
MLST-CC-Zugehorigkeit und die Isolat-Herkunft wieder. Zusammen mit den Ergebnissen
der MLST-Typisierung konnten die 266 Isolate in 6 Haupt- und 9 Untergruppen unterteilt
werden, was ebenfalls aus Abb. 2 ersichtlich wird. Die Gruppen zeigen nur eine méfige Kor-

relation mit der Isolat-Herkunft (ZAUTNER et al. 2011).

Gruppe 1-Isolate sind positiv fiir ¢}j811-76-1367/71 und cj1585c. Isolate dieser Gruppe geho-
ren zu den MLST-CC 21, 48, 49, 206 oder 446. Die Isolate aus Gruppe 3 sind wie Gruppe 1
positiv flir ¢jj811-76-1367/71 und cj1585c. Allerdings gehoren sie den MLST-CC 52, 353,
354, 443, 658 und 828 an. In Untergruppe 3b wurden tlp7m.¢ positive Isolate detektiert.
Gruppe 2-Isolate sind iiberwiegend positiv fiir dmsA, ansB und ggt und gehéren den MLST-
CC 22, 42, 45 oder 283 an. Die Mehrheit der Gruppe 4-Isolate gehort zu den MLST-CC 1034
und 1332 und ist ansB™. Gruppe 5-Isolate sind positiv fiir ¢jj811-76-1367/71 und cj1585c.
SchlieBlich finden sich in Gruppe 6 MLST-CC 257- Isolate, die positiv fiir cjj811-76-
1367/71, dmsA und ansB, aber nicht fiir ggt sind.

Zur Unterscheidung von MLST-CC 45 und 283- von MLST-CC 22 und 42 Isolaten, die zu-
satzlich ¢jj811-76-1367/71 positiv sind, konnen die in Zusammenhang stehenden Marker
ansB, dmsA und ggt betrachtet werden. Auflerdem kann eine Differenzierung zwischen CC
21, CC 48 und CC 206 vorgenommen werden, da diese Isolate ausschlieBlich ¢j1585c- und
Cjj811-76-1367/71-positiv sind. Der aus zwei Genen zusammengesetzte Marker tIp7.,.. ist
typisch fir MLST-CC 21, 53 und 61 und korreliert stark mit bovinem Isolatursprung
(ZAUTNER et al. 2011).
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1 Einleitung

1.6 Zielsetzung

C. jejuni ist weltweit der hiufigste bakterielle Enteritiserreger, deshalb besteht ein epidemio-
logisches Interesse daran, das gesundheitsgefihrdende Potential verschiedener Stimme zu
analysieren. Die Virulenz von C. jejuni wird, wie zuvor beschrieben, von unterschiedlichen

Faktoren und Eigenschaften des Bakteriums bestimmt.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die molekular-epidemiologische Untersuchung einer 266
Isolate umfassenden C. jejuni-Stammsammlung auf die Prdsenz zehn weiterer Virulenz-
assoziierter Faktoren: €j1321-1326 (ein sechs Gene umfassender Komplex zur Flagellin-O-
Glykolisierung), ciaB (Campylobacter-Invasions-Antigen B), cdtB (kodiert die Untereinheit
B des zytolethalen distendierenden Toxins - CDT), fucP (L-Fucose-Permease Gen),
¢j0178/cj0755 (Eisentransporter), CeUE (ein Enterochelin-bindendes Aufnahme-Protein), pldA
(Phospholipase A der duBleren Membran) und cstll/cstlll (die Lipooligosaccharid-
Sialyltransferase-Isoenzyme II und III) um die bestehende Gruppendefinition zu iiberpriifen
und anhand der neuen Marker weiter zu konkretisieren.

Auflerdem sollten die klinischen Parameter Hospitalisierung und blutige Diarrho fiir die Isola-
te, welche aus humanen Stuhlproben angeziichtet wurden, in die Untersuchungen einbezogen

werden, um die Isolat-Gruppen mit der hochsten Virulenz zu identifiziern.
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchungsgut und Materialien

2.1.1 Bakterienstamme

In der vorliegenden Arbeit wurden 266 C. jejuni-Isolate, davon 129 vom Menschen, 67 von
Hiithnern, 43 von Rindern und 27 von Puten untersucht. Diese wurden bereits in einer
vorherigen Studie MLST typisiert (ZAUTNER et al. 2011). Eine Ubersicht iiber alle
verwendeten C. jejuni-Stimme gibt Tabelle 13 im Anhang. Als Referenzstamm dienten die
Stamme NCTC 11168 und 81-176.

Von Herrn Prof. Dr. Thomas Alter (Bundesinstitut fiir Risikobewertung, Berlin) wurden
freundlicherweise die Rinder-, Puten- und ein Teil der Hiihner-Isolate bereitgestellt, weitere
Hiihner-Isolate stammen von Frau Dr. Ingrid Hénel vom Friedrich-Loffler-Institut in Jena.
Aus dem Stuhllabor des Institutes fiir Medizinische Mikrobiologie der Universititsmedizin
Gottingen stammen die humanen Isolate, welche freundlicherweise von Frau Zimmermann an

die Campylobacter-Arbeitsgruppe weitergegeben wurden.

Die Gattung wurde initial mittels API Campy (Biomerieux) identifiziert. Die Spezies-
differenzierung zwischen C. coli und C. jejuni erfolgte mittels Multiplex-PCR (nach
VANDAMME et al. 1997) und MALDI-TOF MS mit dem Massenspektrometer Autoflex II1
TOF/TOF und BioTyper3.0-Software (Bruker Daltonics, Bremen).

Die Referenzstimme NCTC 11168 und 81-176 wurden von der ATCC (American Type
Culture Collection) gekauft.

2.1.2  Charakterisierung der C. jejuni -Untergruppen
In einer vorrangegangen Studie wurde bereits durch Kombination von MLST mit dem

Nachweis von sechs Markergenen die Existenz von sechs C. jejuni- Untergruppen gezeigt

(ZAUTNER et al. 2011).
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Zur breiteren Charakterisierung wurden dieselben 266 Isolate auf das Vorhandensein zehn
weiterer Markergene, sowie auf eine Assoziation mit den klinischen Parametern
Hospitalisierung und Blut im Stuhl untersucht.

Von den 266 C. jejuni-Isolaten wurden iiber die Hélfte (129 Isolate) aus humaner Fézes
angeziichtet. Diese menschlichen Isolate stammen zum Teil aus Stuhlproben von in der
Universitdtsmedizin Gottingen hospitalisierten Patienten (40 %) und zum anderen Teil von
ambulanten Patienten aus Arztpraxen in und um Goéttingen (60 %). Fiir 104 der 129 Proben
liegen Informationen iiber die Parameter wassriger Stuhl (85 % der Proben) und blutiger Stuhl

(15 % der Proben) vor.

Virulenz-assoziierte Marker:

e (j1321-cj1326 - ein Sechs-Gen-Komplex zur Flagellin-O-Glykolisierung

e fuc - das L-Fucose-Permease Gen

e CeuE - ein Enterochelin-bindendes Aufnahme-Protein

e pldA - Phospholipase A der dufleren Membran

e cstll und cstlll - Lipooligosaccharid- Sialyltransferase-Isoenzyme II und III
e ciaB - das Campylobacter- Invasions-Antigen B

e cdtB - kodiert die cytolethal distending toxin (CDT) Untereinheit B

e j0178 - Siderophore-Rezeptor der duleren Membran

e jO755/cfrA - ein Eisenaufnahmeprotein

Alle Primer fiir die Polymerasekettenreaktion sind in Tab.1 aufgefiihrt und wurden von der
Firma Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen.

Vor Gebrauch sind die Primer entsprechend der Herstellerangaben mit Aqua bidest verdiinnt
und auf eine Konzentration von 100uM/ml (Stammlsg.)eingestellt worden .Nach der
Herstellung einer 1:10-Verdiinnung wurden die Stammldsungen und Verdiinnungen bei -20

°C aufbewahrt.
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2 Material und Methoden

Tabelle 1: Primer fur die Amplifikation der Markergene

Gen

Bezeichnung

Sequenz 5¢-3¢

Annealing

Referenz

cj1321

cj1322

cj1323

cj1324

Cj1325

Cj1326

fucP

ceukE

pldA

CJNCTC11168-1321_f
CJNCTC11168-1321 _r

CJNCTC11168-1322 f

CJNCTC11168-1322 r

CjNCTC11168-1323_f

CjNCTC11168-1323_r

CjNCTC11168-1324_f

CjNCTC11168-1324 r

CjNCTC11168-1325_f

CjNCTC11168-1325 r

CjNCTC11168-1326_f

CjNCTC11168-1326_r

cj0486FWD
cj0486REV
rpoC

rpsL

ceuE-811-76F01
ceuE405F
ceuE405R

pldA-81178F01
pldA-84fwd
pld-981rev

AAAATGTCATCATCATAGGAGCG
TCTAAGTTTACGCAAGGCAACA

GACTTTGGTTTAATGGGTAAGCA
TTCCGGCGTTAAAATTAGAAAA

AGAACGATTTACCCCATTGAAA
ATTTGCTAAAGCTCCTCGATTG

TGCCGTAAGTGGAGGTAAAGAT
TCTGCACACATTGTTCTATCCC

ACGGATTACTTTTTCCAGATGGT
TTTGCTTTGAAAATACGCTGAA

TACATTTCATCGATAAAGCCGA
AAATATAATGGTGTGCCGATCC

GATAGAGCATTAAATTGGGATG
CCTATAAAGCCATACCAAGCC
GAACTTGCTATTGCTGAGCC
ACCCTAGTGCAAACTCCCCT

GATAGAGTCGCAGGCGTTCC
GATAAAGTCGTTGGCGTTCC
GCGAGATTGGAGGACCAAAGG

AAACTTATGCGTTTTT
AGCTTATGCGTTTTT

TATAAGGCTTTCTCCA

60,0 °C

59,6 °C

59,7 °C

60,0 °C

60,0 °C

59,7°C

52,0°C

60,0 °C

45,0 °C

CHAMPION
et al. 2005

CHAMPION
et al. 2005

CHAMPION
et al. 2005

CHAMPION
etal. 2005

CHAMPION
et.al 2005

CHAMPION
etal. 2005

MURAOKA
und ZHANG

2011

diese Studie

FEODOROFF

etal. 2010

diese Studie

FEODOROFF
etal. 2010
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cstll orf7ab ACTACACTTTAAAACATTTAATC 56,0 °C PARKER
C AAAATCA et al. 2005
orf7ab CCATAAGCCTCACTAGAAGGTA
TGAGTATA
cstlll  orf7c TTGAAGATAGATATTTTGTGGGT 56,0 °C PARKER
AAA et al. 2005
orfc CTTTAAGTAGTGTTTTATGTCAC
TTGG
ciaB  ciaB-F TCATGCGGTGGCATTAGAATGG 57,5 °C Tareen
G etal. 2011
ciaB-R CATCATTTGGAACGACTTGAGCT
GAGA
cdtB  cgtB-F TGCAAGGCTCATCCGCAGCC 59,0 °C Tareen
cgtB-R TGGCGTCCTGTTGGAGTGGC etal. 2011
cj0178  ¢j0178-F01 TGTAGGCGGGGGTGGCAAGA 54,0 °C diese
Studie
cj0178-RO1 ACGACCGCGAGCAGAATTGC
cj0755/ cj0755/cfrA-FO1  ATGGCCGCGAAGTCGTAGGG 54,0 °C diese
Studie

cfrA  ¢j0755/cfrA-RO1  AGCGATCTATTTGCCACTCGCCT
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2.1.3  Nukleinsauren-Langenstandards

Um die GroBBe von DNS-Fragmenten zu ermitteln, wurden der Lédngenstandard ,,GeneRuler™

1kb Plus DNA Ladder* (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) und der ,,Smart-Ladder*

(Eurogentec, Koln) verwandt.

Léngenstandard ,,GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder*:

Fragmentgr6fen in bp: 20000/10000/7000/5000/4000/3000/2000/1500/1000/700/
500/400/300/200/75

Langenstandard ,,SmartLadder*:

FragmentgrofBen in bp: 10000/8000/6000/5000/4000/3000/2500/2000/1500/1000/

800/600/400/200

2.1.4  Verwendete Enzyme

Tabelle 2: Enzyme

Enzym Hersteller/Ort
Taq-DNS-Polymerase Roche/ Basel, Schweiz
Proteinkinase K QIAGEN/Venlo, Niederlande

2.15 Puffer und Nahrmedien

Elektrophoresepuffer-Losung 20ml TAE(50x)
mit 980ml H,O
TAE-Puffer (50x%) 2M Tris

50mM EDTA (pH 7, 5-7, 8)
5,75 %(v/v) Essigsdure

BHI-Medium MERCK KGaA/Darmstadt
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Lysispuffer ATL und AL

Elutionspuffer AE

QIAGEN/Venlo, Niederlande

QIAGEN/Venlo, Niederlande

2.1.6  Weitere Chemikalien, Reagenzien, Verbrauchsmittel und Geréate

Tabelle 3: Chemikalien und Reagenzien

Substanz

Hersteller/Ort

6% DNA Loading Dye

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Agarose NEED Ultra-Qualitit Roti®garose Carl Roth GmbH/Karlsruhe

fiir die DNS/RNS-Elekrophorese

Ethidiumbromid,~95 % (HPLC)

Nukleinsduren-Léngenstandard

,,GenRuler™ 1kb Plus DNA Ladder”

Nukleinsduren-Langenstandard

“SmartLadder”

PCR Grade Nucleotide Mix
(dATP,dCTP,dGTP,dTTP)

PCR reaction buffer, 10x konz.

Columbia —Agar (Basis)

Ethanol, absolut

Schafsblut, defibriniert

SIGMA-ALDRICH®/St.Louis,USA

Fermentas GmbH/St.Leon-Rot

Eurogentec/Koln

Roche/Basel, Schweiz

Roche/Basel, Schweiz

MERCK KGaA/Darmstadt

MERCK KGaA/Darmstadt

OXOID Ltd./Hampshire, England
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Glycerin, etwa 87 % reinst

Aqua bidest

MERCK KGaA/Darmstadt

Tabelle 4: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller/Ort

Entsorgungsbeutel
Filter-Pipettenspitzen
Flachendesinfektionsmittel ”Biguacid
Liquid”

Labortiicher (Kimwipes)
Nitrilhandschuhe: “Nitro-Tex®EP”
PCR-Reagiergefi3 0,2 ml
Pipettenspitzen (verschiedene Farben)

Pipettierhilfe : Pipetus®-Akku

Reagiergefd3 0,5 ml

Reagiergefdl3 2,0 ml
Schutzhandschuhe

Campy Gen TM CN25
Einweg-Impfschlingen(1 pl u. 10 pl)
Wattetupfer

Tabelle 5: Verwendete Geréte

Labor-Brand/Giefien
SARSTEDT/Niimbrecht
ANTISEPTICA/Pulheim/Brauweiler

Kimberly-Clark/Dallas,USA
Ansell/Briissel,Belgien
Biozym/Hessisch Oldendorf
SARSTEDT/Niimbrecht

Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co.KG/
Eberstadt

Eppendorf/Hamburg
SARSTEDT/Niimbrecht

Microflex Corporation/Wien,Osterreich
OXOID Ltd. /Hampshire, England
SARSTEDT/Niimbrecht

COPAN innovation/Brescia, Italien

Gerat

Hersteller/Ort

Digitaler Graphikdrucker Digital Graphic
Printer UP-D890

Elektrophoresekammer

Feinwaage LP6200S
Geldokumentationstation ,,Transilluminator

BioDoc2 ™¢

Biometra/Géttingen
Von Keutz/Reiskirchen

Sartorius AG/ Gottingen

Biometra/Géttingen
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diverse Glaswaren SCHOTT AG/Mainz

Kamera Axio Cam Carl Zeiss AG/Oberkochen
Kiihlschrank Liebherr/Bulle, Schweiz

Mikrowelle Blomberg/Neu-Isenburg
Mini-Zentrifuge/vortex CombiSpin FVL- BIOSAN/Riga, Litauen

2400N

PCR-Gerdt T3 Thermocycler Biometra/Gottingen

Spannungsgerit ,,Biometra Standard Power Biometra/Gottingen

Pack 25%

Zentrifuge Centrifuge 5415 R Eppendorf/Hamburg

NanoDrop ND-1000 Thermo SCIENTIFIC/Waltham, USA
Brutschrank (37 °C) ThermoSCIENTIFIC/Waltham,USA
Thermomixer compact Eppendorf/Hamburg

2.1.7 Software /Programme

Zur Konstruktion des (Unweighted-pair Group Method with Arithmetic mean) UPGMA-
Dendogramms wurde die MEGA4 Software (www.megasoftware.net/mega4/mega.html)
genutzt (KUMAR et al. 2008).

AuBlerdem wurde die von Keith Jolley und Man-Suen Chan entwickelte C. jejuni MLST-
Website (http//pubmlst.org/campylobacter/) zur Bestimmung der klonalen Komplexe
herangezogen.

Zur statistischen Analyse wurde die MS-Excel-Software eingesetzt. Mit dem Chi-Quadrat-
Test (y>-Test) wurden signifikante Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten der Markergene in

den definierten Gruppen tiberpriift.

2.2  Experimentelle Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurde die PCR in Kombination mit der Agarose-
Gelelektrophorese genutzt, um das Vorhandensein bzw. Nichtvorhandensein der in Tab.l1

aufgefiihrten Gene nachzuweisen.
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Die zu amplifizierende DNS wurde aus den 266 C. jejuni-Isolaten extrahiert (siche Punkt
2.1.1).

2.2.1  Anzucht und Lagerung von Campylobacter jejuni

Die Anzucht der Bakterienisolate erfolgte auf Columbia-Schafblutagarplatten mit 5 %
Schafblutzusatz. Unter capno- und mikroaerophilen Bedingungen (5-10 % CO,, 5 % O, und
85-90 % Nj) wurden die beimpften Agarplatten bei 42 °C fiir 24 Stunden vor der DNS-
Isolierung inkubiert. Diese capno- und mikroaerophile Atmosphire konnte durch Einsatz
eines CampyGen™ CN25-Gasentwicklerbeutels pro 2,5 1 Fassungsvermdgen in einem
Anaerobier-/Mikroaerophilentopf erzeugt werden.

Zur langfristigen Lagerung konnen die Bakterienstimme als Glycerinkulturen (20 % Glycerin
in BHI) oder Microbank-Rohrchen (Pro-Lab Diagnostics, Toronto, Kanada) aufbewahrt
werden. Mit einer Impfose bzw. einem Tupfer wurden dazu Campylobacter-Kolonien von der
Columbia-Schafblutagarplatte entnommen und in das Glycerin-BHI-Gemisch bzw. in das

Microbankrohrchen gegeben.

2.2.2  lsolierung von Desoxyribonukleinsaure (DNS)

Zur Gewinnung der genomischen DNS wurde das QIAmp®-DNA-Mini-Kit
(QIAGEN/Venlo) entsprechend der Herstellerangaben verwendet. Die Bakterien sind zuvor,
wie in Punkt 2.2.1 beschrieben, angeziichtet worden. Die ausplattierten Bakterien wurden in
100 pl Puffer ATL resuspendiert und mit 20 pl Proteinase K bei 56 °C und 750 min™ 1-3
Stunden im Thermomixer inkubiert, bis die Bakterien vollstindig lysiert waren. Die Proben
wurden dann nach kurzem Zentrifugieren mit 200 pl Puffer AL versetzt. Zum Denaturieren
der Proteinkinase K und zum Stopp der Reaktion sind die Proben anschlieend fiir 10 min bei
70 °C inkubiert worden. Es folgte eine erneute Zentrifugation der Proben und die Zugabe von
200 pl 100 % Ethanol. Die kompletten Proben wurden anschlieBend auf den Membranfilter
einer vorbereiteten QIAamp-Spinsiule gegeben und bei 8000 min™ fiir 1 min zentrifugiert.

Dieser Durchlauf konnte verworfen werden. Es folgten weitere Waschschritte bis die

Spinsdule frei von Pufferresten war. Danach wurde die Spinsdule in ein sauberes 1,5 ml
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Eppendorfgefd3 gestellt. Zur Eluation der DNS von der Sdule wurden 180 pl des
vorgewirmten Elutionspuffers AE auf die Membran gegeben und bei Raumtemperatur 10 min
inkubiert. Die Proben sind dann bei 8000 min™ zentrifugiert worden. Die so gewonnene DNS

wurde bei -20 °C gelagert.

2.2.3 Konzentrationsbestimmung von DNS

Mit Hilfe des NanoDrop-Photometers ND-1000 (ThermoScientific, Waltham, USA) wurde

die Konzentration von DNS gemessen.

2.2.4  Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine schnelle und effiziente Methode zur Amplifikation und zum Nachweis von
DNS. Das Prinzip wurde 1971 durch Kjell Kleppe bzw. 1983 durch Kary Mullis entdeckt und
beruht auf der Amplifikation eines spezifischen DNS-Abschnitts, welcher durch zwei Primer
gegenldufiger Orientierung festgelegt wird. Wahrend der PCR kommt es zu einer zyklischen
Wiederholung von drei Schritten: Denaturierung, Annealing und Elongation. Diese drei
Schritte sind durch einen zyklischen Wechsel der Reaktionstemperaturen fiir genau definierte
Zeiten gekennzeichnet. Hierzu wird die PCR in einem dafiir konzipierten Thermocycler
durchgefiihrt, der die Temperatur fiir den jeweiligen Schritt préizise einstellt. Initial wird der
Deckel des Gerites auf 105 °C vorgeheizt und die DNS wird in einem Reaktionsschritt bei
95 °C denaturiert.

Im AnschluB folgten i.d.R. 30 Amplifikationszyklen. Aufgrund der zyklisch hohen Tempera-
turen von 95°C ist die Verwendung einer thermostabilen DNS-Polymerase notwendig. In
dieser Arbeit wurde die 1965 durch Thomas Dale Brock isolierte Taq-DNS-Polymerase
(Roche) eingesetzt.

Im Folgenden wird der Ablauf eines Amplifikationszyklus beschrieben:

(entsprechend Stufe 2 in Tab. 8)

1) Denaturierung
Auftrennung des zu amplifizierenden DNS-Doppelstrangs durch Erh6hung der Temperatur

auf 95°C.
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2) Annealing (Hybridisierung)

In dieser Phase binden die Primer durch sukzessives Herabsetzen der Reaktionstemperatur an
den komplementiren Bereich des jeweiligen DNS-Einzelstrangs. Es kann nur eine stabile
Verbindung erzielt werden, wenn Primer und DNS-Abschnitt komplementér zueinander sind,
d.h. sich zwischen ihren korrespondierenden Basen Wasserstoffbriicken ausbilden konnen.
Die genaue Annealing-Temperatur ist abhidngig von der Lénge und der Basenzusammen-
setzung der Primer. Die jeweiligen Annealing-Temperaturen der verwendeten Primer -Paare
finden sich in Tab.1.

Wird die Annealing-Temperatur zu niedrig gewéhlt, besteht eine erhohte Wahrscheinlichkeit
dafiir, dass sich die Primer auch unspezifisch an nicht hundertprozentig komplementire
Regionen auf den DNS-Einzelstringen anlagern und sogenannte ,,Geisterbanden® durch
unspezifische Produkte entstehen konnen. Bei zu hohen Annealing-Temperaturen besteht die

Gefahr, dass sich die Primer gar nicht anlagern konnen und somit kein Amplifikat entsteht.

3) Elongation
In diesem Reaktionsschritt kommt es zur Ausbildung eines neuen DNS-Doppelstranges indem

die hitzebestiandige Tag-Polymerase in 5°>3° freie Nukleotide an die Primer anfiigt.

Zu Beginn jeder Versuchsreihe wurden die benétigten Mengen an Reagenzien fiir den PCR-
Reaktionsansatz berechnet, und es wurde ein Mastermix geméifl diesen Berechnungen
hergestellt. Dieser Mastermix ist dann auf 0,2 ml PCR-Reaktionsgefde zu gleichen Teilen
aufgeteilt worden, und in jedes Reaktionsgefdl wurden 1 ul DNS-Template hinzupipettiert.

Anschliefend wurden die Komponenten mit einem Vortexer nochmals vorsichtig vermischt.

Tabelle 6: PCR-Ansatz fur eine Probe

Fiir die PCR wurde i.d.R. nur ein '/, Mastermix hergestellt. Die Menge fiir einen ganzen

Ansatz ist in der Spalte ,,Menge*“ jeweils in Klammern angegeben.

Komponente Konzentration Menge in pl
10xPCR-Puffer 10x 2,5(5)
dNTPs (dATP,sCTP,dGTP,dTTP) jeweils 10 mM 0,5 (1)
Vorwarts-Primer 10 uM 0,5 (1)
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Ruckwarts-Primer
Tag-DNS-Polymerase
Template-DNS

Aqua bidest

Gesamtvolumen

10 uM
S5U/ul
50-150 ng / ul

0,5 (1)
0,25 (0,5)
0,5 (1,0)
20,3 (40,5)
25 (50)

Bei den Polymerasenkettenreaktionen wurden generell eine Positiv- und eine Negativ-

Kontrolle mitgefiihrt. Die Negativ-Kontrolle bestand aus einem kompletten Reaktionsansatz,

jedoch ohne die zu amplifizierende Ziel-DNS. Bei einer positiven Negativkontrolle wurde der

gesamte PCR-Ansatz wiederholt, da eine Verunreinigung des Reaktionsansatzes wahrschein-

lich war.

Als Positiv-Kontrolle dienten die Genom-sequenzierten C. jejuni-Referenzstimme NCTC

11168 und 81-176, die in den jeweiligen Relationen als eindeutig positiv charakterisiert

waren. Bei fehlender Positiv-Kontroll-Bande wurde die PCR ebenfalls wiederholt.

Tabelle 7: Thermocycler-Programm fur die PCR

( Programm fiir die Multiplex-PCR entsprechend Tab. 9)

Temperatur Zeit
Stufe 1 95,0 °C 1 min
Anfangsdenaturierung
Stufe 2
Denaturierung 95,0 °C 30 sec
Annealing entsprechend Tab.1 >34x 30 sec
Elongation 72,0 °C 30 sec
Stufe 3
Primer Extention 72,0 °C 5 min
Stufe 4
Kiihlung 4,0 °C ©
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Eine technische Ausnahme bildet der Nachweis des fucP-Gens, welcher in Form einer

Multiplex-PCR erfolgte.

Die Multiplex-PCR ermoglicht den Nachweis mehrerer Gene in einem einzigen
Reaktionsansatz. Eine wichtige Voraussetzung fiir die Anwendung der Multiplex-PCR ist die
eindeutige Zuordnung der Amplifikate aufgrund unterschiedlicher Langen der PCR-Produkte.
Die fucP-positiven Stimme produzieren Banden von 1,2 kb Fragmentgrole wéhrend die
fucP-negativen Stimme aufgrund einer Deletion im Bereich dieses Genlocus ein Amplifikat

von 446 bp Fragmentgrofle aufweisen (MURAOKA und ZHANG 2011).

Tabelle 8: Ansatz fur die Multiplex-PCR zum Nachweis von fucP

Die Angaben in Klammern stellen wieder die Menge fiir einen ganzen PCR-Ansatz dar. In der

Arbeit wurde auch fur den Fucose-Nachweis ein halber Ansatz verwendet.

Komponente Menge in pl
Aqua bidest 17,3 (34.,5)
10xPCR-Puffer 2,5(5)
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 0,5 (1)
cj0486FWD 1,0 (2)
cj0486REV 1,0 2)
rpoC 1,0 (2)
rpsL 1,0 (2)
Taq-DNS-Polymerase 0,25 (0,5)
Template DNS 1,0
Gesamtvolumen 22,5 (45)
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Tabelle 9: PCR-Programm fur die Multiplex-PCR
(entsprechend MURAOKA u. ZHANG 2011)

Temperatur Zeit
Stufe 1
Anfangsdenaturierung 95 °C 15 min
Stufe 2
Denaturierung 95 °C 45 sec
Annealing 58 °C 25x 45 sec
Elongation 72 °C 90 sec
Stufe 3 72 °C 10 min
Primer Extention
Stufe 4
Kiihlung 4°C 0

2.2.5 Nachweis der PCR-Produkte mittels Agarose-Gelelektrophorese

In der vorliegenden Arbeit wurde die Agarose-Gelelektrophorese zur Darstellung der PCR-

Produkte (aus 2.2.1) eingesetzt.

Die Agarose-Gelelektrophorese ermoglicht die Auftrennung von DNS-Molekiilen entsprech-
end ihrer Grof3e im elektrischen Feld. Grundprinzip ist die Wanderung geladener Teilchen im
elektrischen Feld. Die aufgrund der Phosphatgruppen negativ geladenen DNS-Molekiile
wandern im elektrischen Feld zur positiv geladenen Anode. Die Wanderungsgeschwindigkeit
eines DNS-Molekiils ist abhdngig von dessen Ladung und Grofle, der PorengroBle des Gels
und der angelegten elektrischen Spannung. Kleinere DNS-Molekiile kénnen sich schneller
durch die Poren bewegen als GroB3ere. Es entsteht eine Art ,,Siebeffekt. Durch Vergleich mit
Standard-DNS bekannter Fragmentlinge kann die Grofle der DNS-Fragmente nach

ausreichender Auftrennung bestimmt werden. Die aufzutrennende DNS wurde vor dem
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Auftragen in die Geltaschen mit Ladepuffer, welcher den Farbstoff Bromphenolblau enthélt,
versetzt. Dadurch wird eine Visualisierung des sonst nicht sichtbaren Gellaufs ermoglicht.
Das dem Agarose-Gel zugesetzte Ethidiumbromid interkaliert mit einzelnen Basen der DNS
und fluoresziert unter UV-Licht. Der Vorteil der Methode fiir die Studie liegt in der einfachen
Herstellung der Gele, die nach individuellen Anforderungen hergestellt werden koénnen.

Allerdings ist dadurch auch ein hoherer Zeitbedarf vorhanden.

Versuchsdurchfihrung

Zur elektrophoretischen Auftrennung der PCR - Produkte wurden 1 % Agarosegele in 1x
TAE-Puffer verwendet. Dafiir wurden 1,6 g Agarose und 160 ml 1xTAE-Puffer gemischt und
in der Mikrowelle zu einer klaren Losung aufgekocht. Zu dieser Losung wurden nach
Abkiihlung 16 pl Ethidiumbromid zugesetzt. Anschliefend ist die Losung in eine Gelkammer
mit Kdmmen zur Formung der Probetaschen gegossen worden. Nach Auspolymerisation
wurden die Kdmme entfernt und das Gel in die Elektrophoreseapparatur gelegt. Anschlieend
ist das Gel mit 1xTAE-Puffer bedeckt worden. In die Geltaschen wurde die mit Ladepuffer
und Farbindikator versetzte DNS pipettiert. Zur Groenbestimmung der Fragmente wurde
zudem ein geeigneter Langenstandard in die erste Spur je Reihe geladen. Bei einer konstanten

Spannung von ca. 150 V bei einer Laufzeit von etwa 45 min erfolgte dann die Elektrophorese.

Nach ausreichender Auftrennung der Fragmente wurden die Banden unter dem UV-Tisch

sichtbar gemacht und das Ergebnis photographisch dokumentiert.

2.2.6 Multilocus-Sequenz-Typing (MLST)

MLST ist ein molekularbiologisches Verfahren zur Typisierung von Bakterienstimmen oder
anderen Mikroorganismen mittels Sequenzierung von internen Fragmenten verschiedener
Housekeeping-Gene (MAIDEN et al. 1998). In erster Linie wurde MLST fiir weltweit
vergleichbare epidemiologische Studien und zur epidemiologischen Uberwachung entworfen.
MLST ermoglicht Laboratorien eine einfache wund schnelle Typisierung von
Bakterienstimmen durch die Sequenzierung der Housekeeping-Gene und deren Vergleich mit
bereits MLST-typisierten Referenzstimmen (URWIN und MAIDEN 2003).
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Zur MLST-Typisierung von C. jejuni wihlten DINGLE et al. (2001) nachfolgende sieben
Housekeeping-Gene (Tabelle 2): aspA (Aspartat-Ammonium-Lyase), gInA (Glutamin-
Synthetase), gItA (Citrat-Synthetase), glyA (Serin-Hydroxy-Methyltransferase), pgm
(Phosphoglycerat-Mutase), tkt (Transketolase) und uncA (ATP-Synthase).

Die untersuchten Genloci sind weitestgehend konservierte Regionen, weisen aber dennoch
eine gewisse Variabilitit auf. Diese Sequenzvarianten dienen zur Unterscheidung verschiede-
ner Isolate auf Subspeziesebene und konnen bestimmten Sequenztypen bzw. sogenannten
klonalen Komplexen (CC) zugeordnet werden. Je nach Sequenz des Gen-Abschnittes wird
jedem Genlocus eine Allelnummer zugeordnet. Auf diese Weise erhilt ein typisiertes Isolat

gemil der Kombination der Allelnummern der 7 Genloci einen Sequenztyp.

Auf der Onlinedatenbank: http://pubmlist.org/campylobacter, entwickelt von Keith Jolley und
Man-Suen Chan, erfolgt zentral die Vergabe von Allelnummern fiir spezifische Sequenzen

und deren Zuordnung zu spezifischen Sequenztypen.

Tabelle 10: Primer fur die Sequenzierung zur C. jejuni-MLST-Typisierung
(als Referenz diente die Publikation von DINGLE et al. 2001)

Bezeichnung Sequenz 5¢-3¢

aspA-F-S CCA ACT GCA AGA TGC TGT ACC
aspA-R-S TTA ATT TGC GGT AAT ACC ATC
gInA-F-S CAT GCA ATC AAT GAA GAA AC
gInA-R-S TTC CAT AAG CTC ATATGA AC
gltA-F-S GTG GCT ATC CTA TAG AGT GGC
gltA-R-S CCA AAG CGC ACC AAT ACCTG
glyA-F-S AGC TAA TCA AGG TGT TTA TGC GG
glyA-R-S AGG TGA TTA TCC GTT CCA TCG C
pgm-F-S GGT TTT AGA TGT GGC TCA TG
pgm-R-S TCC AGA ATA GCG AAA TAA GG
tkt-F-S GCT TAG CAG ATATTT TAA GTG
tkt-R-S ACT TCT TCA CCC AAA GGT GCG
uncA-F-S TGT TGC AAT TGG TCA AAA GC
uncA-R-S TGC CTC ATC TAA ATC ACT AGC
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3 Ergebnisse

3.1 Uberblick

Im Zuge dieser Arbeit wurden 266 C. jejuni-Isolate (Tab. 13 Anhang) durch Screening auf die
Prasenz von zehn Virzulenz-assoziierten Markergenen: ¢j1321-1326, ciaB, cdtB, fucP,
¢j0178/cj0755, ceuE, pldA und cstll/cstlll charakterisiert.

Bei Betrachtung der Ergebnisse ldsst sich feststellen, dass ciaB in 100 % der Isolate préasent
und somit auch der hiufigste Genmarker innerhalb der 266 Isolate ist. Gefolgt von cdtB mit
99,6 % (265 / 266).

Den Sechs-Gen-Komplex €j1321-1326 zur Flagellin-O-Glykolisierung findet man in 63,9 %
(170/266 ), fucP in 57,9 % ( 154 / 266 ), cj0178 in 76,7% (204 / 266 ) und cj0755 in 78,2 %
(208 / 266) der Isolate. Des Weiteren wurde in 87,2 % (232 / 266) ceuE nachgewiesen und in
86,1 % (229 / 266) pldA. Die Ergebnisse fiir pldA und ceuE beziehen sich hier ausschlieBlich
auf die Nutzung von Primern basierend auf der Genomsequenz von C. jejuni NCTC 11168. In
den fiir NCTC 11168-Primer-negativen Isolaten sind pldA und ceuE jedoch mit Primern
basiernd auf der Genomsequenz von C. jejuni 81-176 detektierbar, so dass hier also nur das in
NCTC 11168 vorkommende Allel erfasst wurde. Die Marker fiir die Lipooligosaccharid-
Sialyltransferase cstll sind in 53,4 % (142 / 266) und fiir cst 11l in 30,8 % (82 / 266) der

Isolate prisent.

Abbildung 3 veranschaulicht die Ergebnisse zur Hiufigkeitsverteilung der Markergene

innerhalb der Isolatsammlung. Die Ergebnisse sind auBerdem in Tabelle 11 dokumentiert.

34


Hartmut
Schreibmaschinentext
  

Hartmut
Schreibmaschinentext

Hartmut
Schreibmaschinentext
  

Hartmut
Schreibmaschinentext

Hartmut
Schreibmaschinentext

Hartmut
Schreibmaschinentext

Hartmut
Schreibmaschinentext
3  Ergebnisse 

Hartmut
Schreibmaschinentext
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M 266 C. jejuni-lsolate
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Abb. 3: Verteilung der 10 genetischen Marker
Innerhalb aller untersuchten 266 C. jejuni-Islolate.

ceuE' basierend auf der Genomsequenz von Stamm NCTC 11168

pldA? basierend auf der Genomsequenz von Stamm NCTC 11168

3.2 Definition von Gruppen

Bereits 2011 wurde die Existenz von sechs C. jejuni-Gruppen (neun Untergruppen) durch
Kombination von MLST mit sechs genetischen Markern demonstriert (ZAUTNER et al.
2011). Nach dem PCR-Test auf weitere zehn, zuvor in dieser Arbeit beschriebene, genetische
Marker féllt insgesamt auf, dass zwei groBe C. jejuni-Gruppen unterschieden werden kénnen.
Vor allem die genetischen Marker ¢j1321-1326; fucP; cjO0178 und cjO755 splitten die
Testpopulation in 2 Hauptgruppen (Gruppe 1 und 2) und 7 Untergruppen.

Die erste Gruppe besteht aus Isolaten, die positiv fiir die Gene ¢j1321-1326, fucP, cj0178 und
¢j0755 sind. Diese vier Gene sind weitestgehend miteinander assoziiert. Diese erste grofe
Gruppe setzt sich aus den Untergruppen la und 1b zusammen. Innerhalb der Teilgruppe 1b
lassen sich noch 3 Untergruppen differenzieren (167,16 ,1b™).

Gruppe 1b" und 1b"" unterscheiden sich im Auftreten der Gene cstll und cstlll. Wihrend 1b"
zu 84,1 % cstlll-positive Isolate einschlieft, finden sich in Gruppe 16" zu 97,4 % nur cstll-
positive Isolate (Tabelle 11). Untergruppe 16" zeichnet sich dadurch aus, dass im Vergleich

zu Gruppe 1b" und 1b" deutlich weniger Isolate PCR-positiv auf ¢j1321-1326 und fucP
35



3 Ergebnisse

getestet wurden (Tab.11). Die iiberwiegenden MLST-CC in Gruppe 1 sind CC 21, 206 und
48. Mit 135 der gesamt 266 getesteten Isolate enthélt diese Gruppe auch die groBte Anzahl an

Isolaten.

Die zweite grofe Isolatgruppe zeigt sich negativ fiir die Gene ¢j1321-1326, fucP, ¢j0178 und
¢j0755. In dieser 51 Isolate umfassenden Gruppe finden sich nur Isolate aus den MLST-CC
22,42, 45 und 283. Allerdings iiberwiegt MLST-CC 45 mit 58,8 %.

Die Gruppe kann in die Untergruppen 2a und 2b gespalten werden. Die Unterteilung ergibt
sich aus der Beobachtung, dass in Gruppe 2a 94,1 % (16/17) der Isolate cstll-positiv sind,
wihrend in Gruppe 2b 86,0 % der Isolate keine Lipooligosaccharid-Sialyltransferase besitzen.
Folglich sind nur 14,0 % (5/34) der Isolate cstll-positiv und alle 34 Isolate aus Gruppe 2b

cstlll-negativ.

Gruppe 3 setzt sich aus 52 Isolaten zusammen, die groftenteils den MLST-CC 61, 52, 443
und 353 angehdren. Die Isolate dieser Gruppe sind mehrheitlich cstll-positiv (Tab.11). Ein
Teil der Gruppe 3a-Isolate ist zwar €j1321-1326-positiv, aber im Gegensatz zu Gruppe 1 zu
90,0 % fucP-negativ. Anhand der fucP-Pridsenz erfolgt eine Untergliederung der Gruppe 3a
in die Untergruppen 3a” (fucP™) und 3a"" (fucP", Tab.11).

Die Gruppen 4, 5 und 6 bestehen aus maximal 9 Isolaten und sind damit vergleichsweise klein
(Tabelle 11). Auffallend ist, dass alle 3 Gruppen zu 100 % cstlll-negativ getestet wurden.
Zudem ist auch weniger als die Hilfte der Isolate (42,9 %) cstll-positiv. Somit ist der GrofBteil
der 21 Isolate aus Gruppe 4, 5 und 6 fiir die Lipooligosaccharid- Sialyltransferase-Isoenzyme
IT und III negativ.

Gruppe 6 imponiert innerhalb dieser 3 kleineren Gruppen dadurch, dass alle 9 Isolate (CC
257) fucP™ getestet wurden,wohingegen nur 33,3 % dieser Isolate fiir den Gencluster ¢j1321-

1326 positiv getestet worden sind.

Zusammenfassend lassen sich alle 266 Isolate je nach An- und Abwesenheit der zehn
genetischen Marker in 9 Gruppen unterteilen: 1a; 1b; 2a; 2b; 3a; 3b; 4; 5 und 6. Das heil3t
sechs Hauptgruppen (1, 2 ,3 ,4,5 ,6) und neun Untergruppen (1a, 16", 16”7, 16", 2a, 2b, 3a’,
32" und 3b). Die mit Asterisk (') markierten Gruppen stellen Untergruppen dar, die aufgrund

der An- oder Abwesenheit einzelner Marker eine weitere Unterteilung sinnvoll erscheinen
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lassen. Unter Einbeziehung der mit Asterisk gekennzeichneten Gruppen ergeben sich dadurch

zwoIf Gruppen:la, 1b, 1b™, 1b", 2a, 2b, 3a", 3a", 3b, 4, 5 und 6.

Tabelle 11 dokumentiert die Resultate der PCRs und die Verteilung der genetischen Marker,

sowie LLC- und MLST-CC- Zugehérigkeit entsprechend der Gruppen. Uberdies ist in der

letzten Spalte der Anteil an menschlichen Isolaten innerhalb der Gruppe dargestellt.

Abbildung 4 verbildlicht mittels einer Gesamtiibersicht iiber die Verteilung der genetischen

Marker - innerhalb der definierten Gruppen - die Ergebnisse.

~

Unter-
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10" X
1™ X
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2b
3 X
3" X
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X X

¢j0755

X X X X
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Abb. 4: Verteilung der genetischen Marker, MLST-CC-Zuordnung und Isolat-Herkunft

Innerhalb der zuvor definierten sechs Haupt-und neun Untergruppen.

X" symbolisiert ein iiberdurchschnittliches Vorhandensein des genetischen Markers

* CC-klonaler Komplex, b m-Mensch, h-Huhn, p-Pute, r-Rind
"basierend auf Primern der Genom-Sequenz von NCTC 11168

? basierend auf Primern der Genom-Sequenz von NCTC 11168

Die Gruppen 2, 3 und 4 umfassen signifikant weniger positive Isolate fir die Gene pldA und ceuE, die sich mit

den Primerpaaren, basierend auf der NCTC 11168-Genomsequenz, amplifizieren lieen, und sind darum nicht

mit einem X gekennzeichnet.Mit Primern, basierend auf der C. jejuni-81-176-Genomsequenz, waren pldA und

ceuE allerdings auch in den 11168-Primer-PCR-negativen Isolaten nachweisbar.CiaB und cdtB wurden ubiquitar

in allen Isolaten nachgewiesen und sind deshalb zur besseren Ubersicht in Abb. 4 nicht aufgefiihrt .
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Tabelle 11: Verteilung der genetischen Marker, LLC und MLST-CC *

Untergruppe |~/ciaB ~ | cdtB ~1¢j1321-1326 |~ fucP ~/¢j0178 ~/¢j0755 ~|ceuE * - pIdA2 > /cstll >/ cstlll *|LLC? ~/cct ~/Mensch |~

la 38/38 38/38 38/38" 38/38" 38/38" 38/38" 38/38" 38/38" 13/38° 33/38" C/A 21 16/38(42,1)
"100) "100) "100) "100) "100) "100) "100) "100) (34.2) (86.4)

10" 44/44 44/44 43/44" 44/44" 44/44" 44/44" 42/44° 41/44 16/44° 37/44" C/AB 21,206 19/44(42,2)
"100) "100) (97.7) "100) "100) "100) (95.5) (93.2) (36.4) (84.1)

1™ 38/38 38/38 38/38" 36/38" 37/38" 38/38" 35/38 37/38 37/38" 2/38" B2 48,206 19/38(50,0)
"100) "100) "100) (94.7) (97.4) "100) 92.1) (97.4) (97.4) (5.3)

1™ 15/15 15/15 715 5/15° 15/15" 15/15" 14/15" 15/15" "6/15 0/15" B,D 49, 446 9/15(60)
"100) "100) (46.7) (33.3) "100) "100) (933) "100) (40.0) (0.0)

2a 1717 1717 217" 0/17" 0/17" 317" 12/17 14/17 16/17* 117" Al/B 22,42 8/17(47,1
"100) "100) (11.8) (0.0) (0.0) 17,6) (70.6) (82.4) (94.1) (5.9)

2b 34/34 34/34 334" 134" 134" 134" 26/34° 29/34 534" 0/34" DEH/U 45,283 22/34°(64,7)
100) 100) (8.8) 2.9) 2.9) 2.9) (76.5) (85.3) (14.7) (0.0)

3a" 22/22 21/22 15/22 18/22° 22/22" 22/22" 18/22 18/22 18/22" 1/22" . 52, 443, 828 15/22°(68,2)
"100) (95.5) (68.2) (81.8) "100) "100) (81.8) (81.8) (81.8) 4.5)

3" 19/19 19/19 16/19° 2/19* 19/19* 19/19* 18/19* 119 "12/19 7119 E 353,354,  4/19°(21,1)
"100) "100) (84.2) (10.5) "100) "100) (94.7) (57.9) (63.2) (36.8)

3b 11/11 11/11 211 o/11* 1111 1111 10/11 8/11 10/11° 111’ - 61 3/11(27,3)
"100) "100) (18.2) (0.0) "100) "100) (90.9) (72.7) (90.9) 9.1)

4 8/8 8/8 3/8 0/8" 1/8" 0/8" 7/8 6/8 5/8 0/8" - 1034, 1332 2/8(25,0)
"100) 100) (37.5) (0.0) (12.5) (0.0) (87.5) (75.0) (62.5) (0.0)

5 4/4 4/4 0/4" 1/4 4/4* 4/4* 4/4* 4/4* 2/4 0/4* = none 1/4(25,0)
"100) "100) (0.0) (25.0) "100) "100) "100) "100) (50.0) (0.0)

6 9/9 9/9 3/9 9/9" 9/9" 9/9" 8/9 8/9 2/9° 0/9" AD 257 7/9(77,8)
"100) "100) (33.3) "100) "100) "100) (88.8) (88.8) (22.2) (0.0)

alle 2661266 265266  170/266 1540266 2041266  208/266  232/266  229/266 142266  82/266 all all 128/266(48,1)
"100) (99.6) (63.9) (57.9) (76.7) (78.2) (87.2) (86.1) (53.4) (30.8)

" innerhalb der definierten Gruppen

" negative Isolate nachweisbar mit dem Vorwirtsprimer basierend auf der Genom-Frequenz von 81-176: 5‘- GATAGAGTCGCAGGCGTTCC -3’
* negative Isolate nachweisbar mit dem Vorwirtsprimer basierend auf der Genom-Frequenz von 81-176: 5‘-AAACTTATGCGTTTTT -3

? Lipooligosaccharid Locus Klasse (LOS) entsprechend HABIB et al. 2009, HOTTER et al. 2010, REVEZ et al. 2011

*Klonale Komplexe (CC) nach MLST-Typisierung entsprechend ZAUTNER et al. 2011

" p<0,05 /¥ p< 0,001 im Vergleich zu den Isolaten, die nicht zur entsprechenden Gruppe gehéren

Die letzte Spalte der Tabelle gibt an, wie viele Isolate der entsprechenden Gruppe menschlichen Ursprungs sind, in Klammern Angaben in Prozent.
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3.3 Verteilung der Marker innerhalb der definierten Gruppen

Alle zehn gepriiften genetischen Marker (Tab.1, Kapitel 2.1.2), abgesehen vom genetischen
Marker pldA, zeigen in ihrer Verteilung innerhalb der Gruppen signifikante Unterschiede.

Die Signifikanz innerhalb der Gruppen wurde im Vergleich zu den Isolaten, die nicht zur
entsprechenden Gruppe gehoren, mittels t-Test ermittelt. Innerhalb der Gruppen zeigen sich
vereinzelte nicht signifikante Unterschiede, aber der GroBteil der Isolate hat eine signifikante
Verteilung innerhalb der Gruppen. Die ermittleten p-Werte sind in Tabelle 12 zusammen-

gestellt.

Tabelle 12 : Ergebnisse des t-Test

Ermittelt durch einen t-Test zur Bestimmung der Signifikanz der genetischen Marker innerhalb der Gruppen im
Vergleich zu den nicht zur Gruppe gehdrigen Isolaten. Felder ohne farbige Markierung entsprechen p > 0,05
(kein signifikanter Unterschied), griine Felder p< 0,05 (signifikanter Unterschied) und hellblaue Felder p<0,001
(hoch sugnifikanter Unterschied).

cj1321/26 |fucP ceuE pldA cstll CstIII cjo178 cj0755
la 0,00000 0,00000 0,00001 0,00000 0,00543 0,00000 0,00000 0,00000
1b* 0,00000 0,00000 0,03534 0,54285 0,00655 0,00000 0,00000 0,00000
1b** 0,00000 0,00000 0,92702 0,02655 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
1b*** 0,16596 0,05236 0,00001 0,00000 0,24747 0,00000 0,00000 0,00000
2a 0,00000 0,00000 0,05814 0,35506 0,00000 0,00044 0,00000 0,00000
2b 0,00000 0,00000 0,04455 0,43026 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
3a* 0,77849 0,01013 0,00001 0,52005 0,00333 0,00000 0,00000 0,00000
3ax* 0,03673 0,00000 0,00001 0,09266 0,47935 0,58713 0,00000 0,00000
3b 0,00229 0,00000 0,86244 0,20851 0,00208 0,03485 0,00000 0,00000
4 0,16230 0,00000 0,69549 0,34952 0,69902 0,00000 0,00098 0,00000
5 0,00000 0,26132 0,00001 0,00000 0,86546 0,00000 0,00000 0,00000
6 0,08327 0,00000 0,74875 0,00000 0,04971 0,00000 0,00000 0,00000

Nachfolgend wird die Verteilung der genetischen Marker ciaB, cdtB, cj1321-1326, fucP,
cj0178, cj0755, ceuE, pldA und cstll/cstlll innerhalb der definierten Gruppen detaillierter
dargestellt.
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3.3.1  Campylobacter-Invasions-Antigen und Zytolethales distendierendes Toxin

Die Gene ciaB und cdtB werden innerhalb der Testpoulation als ubiquitér betrachtet.

Wihrend ciaB in allen Subpopulationen gefunden wurde, fehlte cdtB nur in einem einzigen
Isolat der Gruppe 3a". Demzufolge sind 100 % der 266 Isolate ciaB-positiv und 99,6 % der
Isolate cdtB-positiv.

3.3.2  Gencluster zur Flagellin-O-Glykolisierung

Der Gencluster zur Flagellin-O-Glykolisierung konnte in der Mehrzahl der Isolate der
Gruppen la, 1b und 3a detektiert werden.

Jedoch sind in der 15 Isolate umfassenden Untergruppe 6™ (CC 49 und 446) nur 7 von 15
Isolaten (46,7 %) positiv fiir diesen Marker. Dariiber hinaus ist ein Teil der Isolate aus Gruppe
4 (37,5 % ,3/8) und aus Guppe 6 (33,3 %,3/9) ¢j1321-1326 PCR-positiv.

In Gruppe 5 sind alle vier zugehorigen Isolate negativ fiir diesen Gencluster. Insgesamt
konnte der Marker in den Gruppen 2a, 2b, 3b und 5 signifikant seltener eruiert werden als in
den Gruppen la, 1b und 3a. Lediglich in den Gruppen 16" 3a"; 4 und 6 sind die
Unterschiede nicht signifikant (p> 0,05, Abb.5).

120

Wcil321-1326

Angaben in %
()]
o

Abb. 5: Verteilung des genetischen Markers ¢j1321-1326
innerhalb der definierten Gruppen,* Ergebnis signifikant (p<0,05)
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3.3.3

L-Fucose-Permease

Abb. 6: Photographische Dokumentation einer Gel-Elektrophorese

Darstellung der Multiplex-PCR-Produkte einer Testreihe. Auf der linken Seite der
Abbildung sieht man die Auftrennung des Nukleinsduren-Léngenstandards
(“GenRuler™ 1kb Plus DNA Ladder”). Der weile Pfeil markiert eine Fragmentgrofle
von 500 bp und der blaue Pfeil von 1000bp. Die Zahlen markieren die aufgetrennte
DNS verschiedener Isolate: 1- BfR3551, 2- bovC246, 3-BfR3885, 4-bovC539, 5-
bovC405, 6-A28, 7-negativ Kontrolle (Isolate entsprechend ihrer Bezeichnung in
Tabelle 12; siche Anhang). Da zum Nachweis des fucP-Gens eine Multiplex-PCR
eingesetzt wurde, weisen die Banden unterschiedlich grofe, aber eindeutig zuordenbare,
Amplifikatlingen auf. Die fucP-positiven Stdmme produzieren Banden von 1,2kb
Fragmentgrofe, wihrend die fucP-negativen Stdmme, entsprechend einer Deletion des
Genclusters, Amplifikte von 446bp aufweisen (MURAOKA und ZHANG 2011).
Demzufolge ist die aufgetrennte DNS der Isolate 4 und 5 auf der Abbildung fucP-
positiv (Banden oberhalb einer Héhe von 1000bp) und die anderen fucP-negativ.

Fiir das L-Fucose-Permease-Gen fucP konnte ein vergleichbares Verteilungsmuster unter den

Subgruppen wie fiir den Marker zur Flagellin-O-Glykolisierung aufgezeigt werden (Abb.7).

Die Isolate der Gruppen la, 1b” und 6 sind zu 100 % positiv fiir fucP. Nur in Gruppe 6 sind
100 % der Isolate fiir fucP positiv, aber lediglich 33,3 % fiir cj1321-1326 (wie zuvor
beschrieben). In der Gruppe 1b” sind 94,7 % (36/38) positiv fiir fucP, d.h. nur 2 der 38
Isolate sind im PCR-Test fucP-negativ. Die kleine Untergruppe 1b ™ bestehend aus CC 49-
und CC 446- Isolaten, bildet auch hier eine Ausnahme. Lediglich 5 der 15 Isolate (33,3 %)

dieser Gruppe sind fucP-positiv. Zudem fehlt das Gen fast durchgéngig in den Gruppen 2a/b,
3a**(2/19); 3b; 4 und 5.
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Abb. 7: Darstellung der Verteilung des L-Fucose-Permease-Gens fucP

innerhalb der C. jejuni-Gruppen, * Ergebnis signifikant (p<0,05)
3.3.4  Enterochelin-Aufnahmeprotein und Phospholipase A der dauf3eren Membran

Ebenfalls wurde in der Arbeit die Priasenz der Gene ceuE und pldA mittels Polymerasen-
kettenraktion iiberpriift. Zunichst wurden die Isolate mit ceUE-Primern und pldA-Primern,
basierend auf der C. jejuni-NCTC 11168 Genomsequenz, wie in der Arbeit von FEODOROFF
et al. (2010) dargestellt, untersucht (siche 2.1.2, Tab. 1).

In den Subpopulationen la und 5 waren jeweils 100 % der Isolate ceuE- positiv und in den
Gruppen 1b™", 3a ", 3b, 4 und 6 wurde die 100 % ceuE-Positivititsrate aufgrund jeweils
einzelner ceuE-negativer Isolate verfehlt. Nur in Gruppe 2 waren signifikant deutlich mehr
Isolate negativ fiir ceuE, bei ausschlieBlicher Nutzung des Primerpaares basierend auf der

NCTC 11168-Genomsequenz..

In der Subpopulation 2a waren 70,6 % (12/17) der Isolate fiir diesen Marker positiv. In
Gruppe 2b fand sich eine dhnliche Verteilung mit 76,5 % positiven Isolaten (26/34). In
Gruppe 3a" waren mehr Isolate positiv als in Gruppe 2 (18/22). Dennoch fanden sich hier mit

81,8 % weniger ceUE-positive Isolate als in den Gruppen 1, 3a**, 3b, 4, 5und 6.
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Fiir das Markergen pldA konnten nur in den Gruppen la, 16" und in Gruppe 5 zu 100 %
positive Isolate nachgewiesen werden. In den anderen Subpopulationen blieben immer einige

Isolate mit den vom NCTC 11168-Genom abgeleiteten Primern negativ (Tabelle 11).

Die mit den von NCTC 11168-abgeleiteten Primern ceUE- und pldA-negativen Isloate wurden
zusétzlich mit den jeweiligen Primerpaaren basierend auf dem C. jejuni 81-176-Genom
untersucht. In allen diesen Isolaten, die i.d.R. eine phylogenetisch groflere Nédhe zu C. jejuni
81-176 aufweisen als zu C. jejuni NCTC 11168, konnten unter Nutzung dieser Methode beide

Markergene nachgewiesen werden.

D. h. unter ausschlielichem Gebrauch der NCTC 11168-Primer konnte nur fiir die Gruppe 2-
Isolate eine signifikant (24,0 %, p<0,002) geringere Prisenz des NCTC-11168-ceuE-Allels

festgestellt werden.

Allerdings konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Isolate-

Gruppen beziiglich der pldA-Allele festgestellt werden.

3.3.5  Eisenaufnahmesysteme

Des Weiteren wurde die Priasenz der Markergene cj0178 (kodiert einen Siderophore-Rezeptor
der duBeren Membran) und cjO755 (ein Eisenaufnahmeprotein) in der Testpopulation

untersucht.

Grundsitzlich konnten beide Gene in mehr als 76 % der Isolate nachgewiesen werden, meist
in Assoziation miteinander. In den Gruppen la, lb*, 3a*, 3a**, 3b, 5 und 6 waren 100 % der
Isolate fiir beide Gene positiv. Ahnliches gilt fiir die Gruppe 1b", in der nur ein Isolat von 38
Isolaten fiir cj0178 negativ war, wihrend fiir ¢j0755 38 von 38 Isolaten (100 %) positiv

getestet worden.

In Gruppe 2a sind alle Isolate fiir den Marker cj0178 negativ, wiahrend 3 von 17 Isolaten
¢j0755-positiv waren. In Gruppe 2b sind bis auf ein cj0178%/cj0755 -Isolat alle Isolate

negativ auf beide genetischen Marker.

Ahnlich ist die Verteilung in Gruppe 4. Dort ist lediglich ein Isolat (von insgesamt acht)
€j0178-positiv, wobei alle Gruppe 4-Isolate negativ fiir cj0755 sind.

In den Gruppen 2a, 2b und 4 wurden die Eisenaufnahme-Marker nur vereinzelt gefunden.

Allerdings waren etwa 100 % der Isolate der iibrigen Gruppen positiv fiir beide Gene.
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Abb. 8: Verteilung der Marker ¢j0178 und cj0755

innerhalb der C. jejuni-Gruppen, * Ergebnis signifikant (p<0,05)

3.3.6  Marker fur die Lipooligosaccharid-Sialyltransferase

Vor dem Hintergrund Isolate mit sialyliertem LOS von solchen ohne sialyliertem LOS zu
unterscheiden, wurden die Gene cstll und cstlll in das Markergenpanel eingeschlossen. Es
gibt bereits detaillierte Studien (HABIB et al. 2009, HOTTER et al. 2010, REVEZ et al.
2011) die MLST-CC mit verschiedenen LOS-Klassen assoziieren. Dass ermdglicht eine
Verbindung zwischen einer bestimmten Isolat-Gruppe mit einer spezifischen LOS-Klasse,
allein basierend auf MLST-CC und der Information iiber die Ab- oder Anwesenheit von cstll
und cstlll (Gruppe und zugeordnetes LLC finden sich in Tabelle 11) zu ziehen.

Isolate der Gruppe la und 1b~ konnten mehrheitlich positiv auf cstlll getestet werden, aber
auch cstll- positve Isolate finden sich in den beiden Gruppen. Die Untergruppe 1b"™, die CC
48 und CC 206 Isolate beinhaltet, ist fast ausschlieBlich cstll-positiv (37/38). Lediglich 2 von
38 Isolaten dieser Gruppe sind cstlll-positiv.In der kleinen Untergruppe 1b"~ (beinhaltet 15
Isolate der klonalen Komplexe CC 44 und CC 446) finden wir zu 40 % cstll-positive aber
durchgéngig cstlll-negative Isolate. Unter den Gruppe 3-Isolaten befinden sich mehr cstll-

positive als cst I11-positive Isolate.

Die Gruppen 4, 5 und 6 sind zum grofiten Teil fiir beide Marker negativ getestet worden.
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23 Isolate der ingesamt 266 Isolate umfassenden Testpopulation konnten auf beide
genetischen Marker positiv getestet werden. Die Mehrheit der doppelt-positiven Isolate

befindet sich in Gruppe 1 (15 %, 20/135) und gehoért dem klonalen Komplex CC 21 an.
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Abb. 9: Verteilung von cstll, cstll & cstll/cstlll innerhalb der Gruppen

Haufigkeitsverteilung unter den verschiedenen C. jejuni-Isolate-Gruppen.
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Verteilung der acht Markergene innerhalb der sechs festgelegten Gruppen (zwolf
Untergruppen).

Auf der linken Seite wird der MLST-sequenzbasierte UPGMA-Baum der 266 Isolate
abgebildet. Die Nummern an den Zweigen des Baumes geben die phylogenetische
Verwandschaft an. Auf der rechten Seite der Tabelle sind alle Isolate entsprechend Isolat-
Quelle, An- oder Abwesenheit des genetischen Markers und Zugehorigkeit zu einer der

definierten Gruppen dargestellt.

Quelle (eng. source): Isolate vom Mensch sind blau markiert; Hihner-Isolate gelb; Rinder
rot und Puten-Isolate grin. Markergene: Die Anwesenheit des genetischen Markers ist mit
hellroten Schattierungen markiert und die Abwesenheit des Markers mit hellgrinen
Schattierungen. Die Marker von rechts nach links sind: ¢j1321-6, fucP, cj0178, cj0755(cfrA),
ceuE, pldA, cstll und cstlll.

Die letzte Spalte gibt die Gruppen-Zugehorigkeit entsprechend Tabelle 11 wieder:
hellgrau(1A), hellgelb (1b”), intensives gelb (1b™), ockergelb (1b™"), hellblau (2a),
dunkelblau (2b), orange (3a’), orangerot (3a**), rostrot (3b), tiirkis (4), rot (5), kobaltblau
(6), weil (vereinzelte, nicht zuordenbare Isolate)
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3.4.  Verteilung der Markergene nach Isolat-Ursprung

Fortfiihrend wurden die Isolate innerhalb der 9 Gruppen in Hinblick auf ihren Ursprung
(Menschen, Hiihner, Puten und Rinder) ausgewertet und in Relation zur Gesamtanzahl inner-
halb der 266 Gesamt-Isolate gesetzt.

Beim Vergleich der 9 Gruppen zeigt sich, dass humane Isolate als einzige in allen Gruppen
vertreten sind. In den Gruppen 2 und 6 sind Menschen-Isolate, im Gegensatz zu den Isolaten
anderen Ursprungs, am héufigsten existent. Humane Isolate machen mit 48,5 % den GroBteil
der 266 Isolate aus, gefolgt von Hiihner-Isolaten (25,2 %), bovinen Isolaten (16,2 %) und

letztlich Puten-Isolaten mit einem Anteil von 10,2 % an der Gesamtzahl von 266 Isolaten.

Bei genauerer Betrachtung der 2 groBlen C. jejuni-Isolatgruppen 1 und 2 fillt auf, dass in
Gruppe 1 mit 69,8 % am haufigsten bovine Isolate vertreten sind, wenngleich die humanen
Isolate mit 48,8 % als zweites folgen. Insgesamt gesehen stellen aber in Gruppe 1 Isolate tie-
rischen Ursprungs (Huhn, Rind, Pute) im Vergleich zu den menschlichen Isolaten den grof3e-
ren Anteil (72/135 Isolaten). Der Anteil an bovinen Isolaten ist in Gruppe la mit 34,9 %
(15/43) fast dreimal so hoch wie der Anteil menschlicher Isolate 12,4 %(16/129).

In der 51 Isolate umfassenden Gruppe 2 treten Menschen-Isolate prozentual am zahlreichsten
auf 23,3 % (30/129). Gruppe 2b umfasst deutlich mehr humane Isolate 17,1 % (22/129) wie
Hiihner-Isolate 13,4 % (9/67), die anteilig als zweites folgen. Ahnlich verhilt sich Gruppe 6,

hier sind 7 der 9 Isolate menschlicher Herkunft.

Puten-Isolate sind Spitzenreiter in Gruppe 3 und 4. Gruppe 5 enthilt fast ausschlieBlich Hiih-
ner-Isolate 75% (3/4). Rinder-Isolate fehlen génzlich in den Gruppen 4, 5 und 6.
Eine graphische Darstellung der Isolatverteilung, gemdl ihrem Ursprung innerhalb der 9

Gruppen, bietet Abbildung 11.
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Abb. 11: Relative Haufigkeit der C. jejuni-Isolat-Urspringe in Isolatgruppen

Relative Verteilung der Isolate nach Isolat-Ursprung innerhalb der neun, entsprechend der Markergen-

Verteilung definierten Gruppen. Signifikant unterschiedliche Werte (p<0,05) sind durch einen Asterisk in der

Farbe des Vergleichswertes markiert (z.B. roter Asterisk beim Vergleich mit der von Hithnern isolierten

Subpopulation). Bei fehlendem Asterisk liegen demnach keine signifikanten (p >0,05) Unterschiede vor.

3.5  Verteilung der Marker innerhalb der Spezies

In die Untersuchung wurde auBBerdem die Korrelation zwischen genetischem Marker und Iso-

lat-Ursprung einbezogen.Von den 266 Isolaten der Testpopulation sind 129 humanen Ur-

sprungs, 67 stammen von Hilthnern, 43 haben bovinen Ursprung und 27 Isolate wurden aus

Puten isoliert.

Der sechs Gene umfassende Cluster zur Flagellin-O-Glykolisierung ¢j1321-1326 wurde in

63,9 % (174/266) der Isolate detektiert. Der Gencluster ist in Isolaten menschlichen

Ursprungs am schwichsten vertreten (59,7 %), jedoch in der iiberwiegenden Mehrheit der

Puten- (77,8 %) und Rinder-Isolate (74,4 %) zu finden. Ein dhnliches Verteilungsmuster

présentiert das L-Fucose-Permease-Gen fucP. Es konnte in 59,0 % der Isolate nachgewiesen
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werden, primér in Rinder- und Puten-Isolaten. Allerdings ist diese heterogene Verteilung
zwischen den verschiedenen Wirtsarten nicht signifikant, wie in Abbildung 12 veran-
schaulicht.

Beziiglich der Lipooligosaccharid-Sialyltransferase-Gene cstll und cstlll konnte festgestellt
werden, dass cstll in der Mehrzahl der 266 Isolate auftritt (55,3 %), cstlll hingegen nur in
30,8 % der Isolate. Begutachtet man vorzugsweise die Isolate menschlichen Ursprungs fallt
auf, dass 55,0 % cstll " sind (71/129) und nur 24,8 % (32/129) der Isolate cstlll *. Insgesamt
identifiziert man cstll mit 69,8 % am héufigsten in Rinder-Isolaten und cstlll am
zahlreichsten in Hiithner-Isolaten 40,3 % (27/67). 23 Isolate sind sowohl fiir cstll als auch fiir
cstlll positiv. Die Kombination aus beiden tritt am haufigsten in bovinen Isolaten (14,0 %)

auf. Abbildung 12 dokumentiert die relative Hiufigkeit der Markergene nach Wirtsspezies.

Verteilung der Marker innerhalb der Spezies
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Abb. 12 : Relative Haufigkeit der Markergene nach Wirtsspezies

Signifikante Unterschiede (p<0,05) sind durch Asteriske in den Farben des Vergleichswert (z.B. roter
Asterisk, wenn mit Huhn verglichen) markiert. Fehlende Asteriske markieren nicht signifikante

(p>0,05) Unterschiede.
" Ergebnisse basieren auf dem NCTC 11168-abgeleiteten Primern

? Ergebnisse basieren auf den 81-176-abgeleiteten Primern

50



3 Ergebnisse

In den Kreis der Betrachtungen wurden aulerdem einige Markergen-Kombinationen: ¢j1321-
26 / fucP; ¢j0178/cj0755; ¢j1321-26 / fucP/cj0178/cj0755 mit einbezogen.

Die Gene €j1321-1326 und fucP sind in 140 der 266 Isolate (d.h. 52,6 %) miteinander assozi-
iert. Die genetischen Marker cj0178 und cjO755 treten in 76,0 % (202/266) der Isolate zu-
sammen auf. Betrachtet man die Verkniipfung zwischen allen vier Genen (cj1321-
26/fucP/cj0178/cj0755), erkennt man, dass etwa die Hélfte der Isolate(132/266) positv fiir alle

vier Gene getestet wurde.

Diese ,,4-Gen-Kombination* findet sich innerhalb der Rinder-Isolate (67,4 %) am haufigsten.
Vergleichsweise sind nur 49,6 % der Menschen-Isolate sind positiv fiir alle vier Gene.

Die Assoziation der Gene €j1321-1326 und fucP dominiert mit 67,4 % in den Rinder-
Isolaten. Jedoch waren die meisten dieser Verteilungsunterschiede innerhalb der Menschen-,

Hiihner, Rinder und Puten-Isolate nicht signifikant, Abbildung 13.

Markergen-Kombinationen
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Abb. 13 : Verteilung der Markergen-Kombinationen

Innerhalb der verschiedenen C. jejuni-Gruppen geméf Isolat-Ursprung.
Vergleich der Markergen-Kombinationen ¢j1321-1326/ fucP; ¢j0178/cj01755
und ¢j1321-26/fucP/cj0178/cj01755 nach Isolat-Ursprung (Mensch, Huhn,
Rind,Pute). Signifikant unterschiedliche Werte (p<0,05) sind durch Asteriske

in den Farben des Vergleichswerts markiert. Fehlende Asteriske markieren

nicht signifikante (p>0,05) Unterschiede.
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3.6 Hospitalisierung und blutiger Stuhl

Zuletzt wurden die klinischen Parameter: (I) Hospitalisierung und (II) Blut im Stuhl innerhalb
der menschlichen Isolate in die Uberlegungen einbezogen. Etwa die Hilfte (129 Isolate) der
266 untersuchten Isolate stammen vom Menschen. Die relative Haufigkeit humaner Isolate
liefert daher Aussagen tiber die klinische Relevanz einer bestimmten Isolat-Gruppe.

Von 104 der 129 untersuchten humanen Isolate liegen Informationen iiber die klinischen

Parameter Hospitalisierung und Blut im Stuhl vor (Tabelle 13 Anhang).

Zwischen den verschiedenen Isolatgruppen konnten wenige signifikante Unterschiede
beziiglich der beiden untersuchten klinischen Parameter ermittelt werden. Nur die Isolate der
Gruppe 1b~ besaBen im Vergleich zu den nicht 1b”*-Isolaten eine signifikant geringere

Hospitalisierungs-Rate (p = 0,01374), wéhrend in Gruppe 6 signifikant (p = 0,01215) mehr

Hospitalisierungen zu verzeichnen waren.

Signifikant (p = 0,00020) weniger Blut im Stuhl konnte fiir die Isolate der Gruppe 3a’

demonstriert werden.
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Abb. 14 : Relative Haufigkeit von klinischen Parametern in Isolatgruppen

Relative Verteilung von blutiger Diarrhd und Hospitalisierung nach Isolat-Ursprung innerhalb
der signifikanten Gruppen. Signifikanzen wurden im Vergleich zu den nicht zur Gruppe
gehorigen humanen Isolaten ermittelt. Signifikante Werte (p<0,05) sind durch einen Asterisk
gekennzeichnet. Gruppe 4, 5 & 6 fehlen wegen mangelnder Aussagekraft in der Statistik

(jeweils nur ein Isolat mit klinischer Information).
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4 Diskussion

C. jejuni-Infektionen gehoren weltweit zu den héufigsten bakteriellen Ursachen fiir
Gastroenteritis (SCHMIDT-OTT et al. 2006). Allein 2012 wurden dem RKI bis zur 49.
Kalenderwoche 60.390 durch Campylobacter ssp. verursachte Enteriden gemeldet (RKI
2012).

Haupinfektionsquelle ist der Verzehr von kontaminiertem Gefliigelfleisch und die
Zubereitung kreuzkontaminierter Nahrung. Aber auch der Konsum von Rindfleisch und das
Trinken unpasteurisierter Milch konnen zur Infektion fithren (FRIEDMAN et al. 2000).
Klinische Symptome der Gastroenteritis reichen von milden, nicht entziindlichen, selbst
limitierenden Durchfillen bis zu schwereren, entziindlichen, blutigen Durchféllen (WASSEN-
AAR und BLASER 1999). Postinfektiose Komplikationen wie GBS oder reaktive Arthritis
konnen in seltenen Fillen auftreten (BUTZLER 2004). Daraus wird die Bedeutung von

Campylobacter als zunehmendes Problem der 6ffentlichen Gesundheit deutlich.

Im Zuge dieser Arbeit wurden 266 Isolate verschiedener Herkunft (Mensch, Huhn, Rind,
Pute) mittels PCR auf das Vorhandensein von zehn Virulenz-assoziierten Markern liberpriift,

um die Stamme mit dem hdochsten gesundheitsgefdhrdenden Potential zu ermitteln.

4.1 Gencluster zur Flagellin-O-Glykolisierung

Auf der Suche nach Mdglichkeiten, Stimme von verschiedenen Ursprungsquellen zu unter-
scheiden, identifizierten CHAMPION et al. 2005 einen Cluster von sechs Genen, Cj1321-
cj1326, zur Flagellin-O-Glykolisierung. Der Cluster kommt vorwiegend in Stimmen aus
Nutztierbestanden vor (PARKHILL et al. 2000).

Die Autoren der Studie fanden heraus, dass die Mehrheit (55,7 %) ihrer untersuchten
klinischen Isolate nicht zu den Stammen gehdrt, die von Nutztieren stammen, d.h. sie waren
negativ fiir den Gencluster ¢j1321-1326. Die cj1321-6-negativen Stimme sind iiberwiegend
bei asymptomatischen Trigern isoliert worden oder es handelte sich um Umweltisolate.
Diese Untersuchungsergebnisse fiihrten zu der Hypothese, dass die meisten Campylo-
bacteriosen durch ,,Umweltquellen” und nicht durch den Verzehr von Nutztierfleisch

hervorgerufen werden (CHAMPION et al. 2005).
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Der Gencluster zur Flagellin-O-Glykolisierung konnte ebenfalls eine Rolle in der
Wirtsbesiedlung und Zellinvasion spielen und das Uberleben im humanen Wirt von C. jejuni

durch Umgehung des Immunsystems verbessern (CHAMPION et al. 2005).

Das Vorkommen des Sechs-Gen-Clusters in 63, 9 % (170/266) der untersuchten Isolate legt

einen Isolat-Ursprung in Nutztierbestinden fiir diese Subpopulation nahe.

Wie schon bei CHAMPION et al. 2005 konnte der Marker am geringsten in klinischen Isola-
ten nachgewiesen werden. Die Mehrheit der Positivproben des Markers ¢j1321- 1326 stammt
von Puten (77,8 %) und Rindern (74,4 %) (entsprechend Abb. 12).

Priift man die Verteilung des genetischen Markers innerhalb der definierten Gruppen , erkennt
man, dass Gruppe 1 mehrheitlich positiv fiir den Gencluster zur Flagellin-O-Glykolisierung
getestet wurde, Gruppe 2-Isolate dagegen fast ausschlieBlich negativ fiir diesen Marker. Diese
Ergebnisse bedeuten gemif der Studie von CHAMPION et al. (2005), dass Gruppe 2
vornehmlich nicht aus Nutztierbestands-Stimmen zusammengesetzt ist und die 53-Isolate-

umfassende Gruppe 1 zum grofBBten Teil aus Nutztier-assoziierten Stimmen.

Die Umwelt-adaptierte Gruppe 2b (€j1321-1326" ) ist signifikant 6fter mit Isolaten humaner
Herkunft assoziiert (64,7 %, 22/34). Somit besitzen die Stimme der Gruppe 2 statistisch ein
deutlich groBeres pathogenes Potenzial fiir den Menschen als Isolate, die positiv fiir den mit

Nutztierbestdnden-assoziierten Marker ¢j1321-1326 getestet worden.

4.2 Fucose-Verstoffwechselung

Aufgrund der Abwesenheit der Phosphofruktokinase ist C. jejuni nicht in der Lage, exogene
Glukose zu verwerten (PARKHILL et al. 2000, VELAYUDHAN und KELLY 2002). Indes
konnten MURAOKA und ZHANG (2011) eine Genregion identifizieren, welche einigen C.
jejuni-Stammen die Fucose-Nutzung ermoglicht und ihre Anpassung an nédhrstoffarme

Umgebungen verbessert.

Nach den vorliegenden Ergebnissen der Multiplex-PCR iiber An-oder Abwesenheit des fucP-
Gens, dessen Expression durch Fucose induziert wird (MURAOKA und ZHANG 2010), sind
tiber die Halfte (57,9 %) der insgesamt 266 untersuchten Isolate fucP-positiv und

dementsprechend in der Lage, L-Fucose zu verstoffwechseln.
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Bei der statistischen Auswertung zum Verteilungsmuster des Virulenz-asoziierten Markers
fucP konnten signifikante Unterschiede innerhalb der definierten Gruppen ermittelt werden.
So fehlt das Gen fucP in den Isolaten der Gruppe 2. Folglich sind Gruppe 2-Isolate nicht in
der Lage, Fucose zum Wachstum zu nutzen. Zur Energiegewinnung metabolisieren sie
hauptsdchlich Carbonsduren wie Fumarat und Crotonat (KELLY 2001). Demgegeniiber
konnte im Grofteil der Gruppe 1-Isolate und in allen Isolaten aus Gruppe 6 fucP signifikant
bewiesen werden, infolgedessen die Isolate dieser Gruppen Fucose verstoffwechseln konnen
und besser an Fucose-haltige Umgebungen angepasst sind. Allerdings kann die Mehrheit der
Gruppe 2-Isolate zusitzlich einen erweiterten Aminosiurestoffwechsel (ggt’, ansB") und
einen alternativen aneroben Stoffwechselweg (dmsA") zur Energiegewinnung heranziehen

(HOFREUTER et al. 2006 und 2008).

Es wurde gezeigt, dass fucP ausschlieBlich in yp-Glutamyl-Transpeptidase (ggt)-negativen
Isolaten auftritt (MURAOKA und ZHANG 2011). Das periplasmatische Enzym ggt kommt
sowohl in Prokaryonten als auch in Eukaryonten vor und hat eine wichtige Funktion im
Abbau von Glutamin und Gluthation im Gamma-Glutamat-Zyklus. Der Zyklus reguliert die
Aufnahme von Aminoséduren in die Zellen (TATE und MEISTER 1981, HOFREUTER et al.
2008). Die in einigen C. jejuni-Stammen vorkommende GGT ermdglicht die Metabolisation
von Glutamin und Glutathion. Aulerdem wird durch die Expression der y-Glutamyl-Trans-
peptidase die Fihigkeit zur Kolonisation des murinen Intestinums verbessert (HOFREUTER
et al. 2008).

Die in dieser Arbeit iiberpriifte Testpopulation wurde auf das Vorhandensein von ggt
iiberpriift. Dabei wurde ersichtlich, dass die hauptsidchlich aus CC 22 und CC 45 bestehende
Isolat-Gruppe 2 ggt” ist (ZAUTNER et al. 2011).

Die Ergebnisse stehen zusammen mit den aktuellen Testergebnissen zum Vorhandensein von

fucP im Einkang mit Erkenntnissen von MURAOKA und ZHANG (2011).

Gruppe 2 ist fucP-negativ, aber ggt -positiv. In Gruppe 1 hingegen (v.a. Stimme vom Typ CC
21) sind die meisten Isolate fucP™, aber fiir ggt- negativ getestet worden (Ubersicht in
Abbildung 15). Interessanterweise sind die Isolate der Gruppe 6 alle in der Lage, L-Fucose zu
verstoffwechseln (fucP-positv), aber auch positiv fiir die mit ggt-assoziierten Marker ansB

und dmsA, allerdings nicht fiir ggt.
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Das Verteilungsmuster von fucP dhnelt dem in Nutztierbestdinden prominenten Marker
€j1321-1326 und der Serin-Protease cj1365 (ZAUTNER et al. 2011). Somit hat die Fucose-
Permease ebenfalls eine bedeutende Rolle in der Besiedlung der Darmmukosa, indem sie es

ermdglicht, Fucose aus der intestinalen Flora als Substrat zu nutzen.

4.3 Eisenverwertung

Die Fahigkeit, Eisen zu erwerben, ist eine wesentliche Voraussetzung zur bakteriellen Repli-
kation und damit, v.a. in eisenarmen Umgebungen, ein wichtiger Virulenz-assoziierter Faktor
(PICKET et al. 1992, van VLIET et al. 2002).

Es konnte eine Subpopulation von C. jejuni-Isolaten identifiziert werden, die mit hoheren
Raten von blutigen Stiihlen und Hospitalisierungen einhergeht. Diese Isolat-Gruppe ist ggt-
positiv. Aber ceuE, welches ein bindendes Protein zur Enterochelin-Aufnahme kodiert, konn-
te bei ausschlieBlicher Nutzung des Primers, basierend auf der Genomsequenz vom Stamm

NCTC 11168, nicht nachgewiesen werden (FEODOROFF et al. 2010).

Die von den Autoren beschriebene Subpopulation korreliert mit Gruppe 2 der vorliegenden
Arbeit. Tabelle 11 verdeutlicht, dass in dieser Gruppe tiberdurchschnittlich viele Isolate signi-
fikant weniger das NCTC 11168-ceuE-Allel besitzen als in den anderen definierten Gruppen.
Hier konnte jedoch das 81-176-ceuE-Allel nachgewiesen werden. In der Isolat-Gruppe 2
konnten die Komponenten zur Eisenaufnahme €j0178 und cfrA kaum nachgewiesen werden
(Tabelle 11). Die beiden von FEODOROFF et al. (2010) identifizierten Gruppen, die zum
einen duch signifikant mehr blutige Stiihle bei vorhandenem ggt und zum anderen mit hohe-
ren Hospitalisierungsraten bei CeUEji11es-Negativitidt charakterisiert waren, stimmen dem
Markergenprofil zufolge mit Gruppe 2b der vorliegenden Arbeit {iberein.

Es besteht eine Umkehrbeziehung zwischen der Anzahl an funktionsfahigen Eisen-
Aufnahme-Systemen und einer erhohten Wahrscheinlichkeit von blutigen Durchfillen. Neben
ceuE und ggt sind die Komponenten zur Eisenaufnahme ¢j0178 und cfrA/0755 somit auch als

Marker fiir klinische Verlaufe niitzlich.
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4.4 Zusammensetzung des Lipooligosaccharids

Sialylierte LOS sind an der Entstehung der beiden Neuropathien GBS und MFS beteiligt.
Diese Autoimmunerkrankungen konnen infolge einer Campylobacteriose durch molekulare
Mimikry zwischen C. jejuni-LOS und humanen Gangliosiden entstehen. Am héaufigsten
lassen sich bei GBS-Patienten Antikorper gegen das gleichfalls sialylierte GM1-Gangliosid,
nachweisen (GODSCHALK et al. 2004, YUKI et al. 2004). Das Schliisselenzym der
Sialylierung ist die Sialin- oder Neuraminsduresynthase neuBCA (VIMR et al. 1989).

In Anlehnung an die Organisation des LOS-Locus wurden von PARKER et al. (2005 und
2008) verschiedene LOS-Locus-Klassen (LLC) definiert. Die LLC A, B, C, M und R
enthalten die Sialinsduresynthase neuBCA und mindestens eine von zwei klassen-spezifischen
Sialintransferasen, die zum einen vom Ccstll-Gen, welches man verstiarkt in LLC A, B, M und
R findet, und zum anderen vom cstlll-Gen, das tiberwiegend in LLC C vorkommt, kodiert
werden (PARKER et al. 2005 und 2008). Die aufgefithrten LOS-Klassen verschliisseln
Enzyme um ein sialyliertes LOS zu synthetisieren. Den LOS-Klassen D-H fehlt eine
Sialintransferase (PARKER et al. 2008).

In dieser Arbeit wurden nur die Schliisselenzyme zur LOS-Sialyllierung cstll und cstlll
untersucht. Da bereits detaillierte Studien (HABIB et al. 2009, HOTTER et al. 2010, REVEZ
et al. 2011) tiber den Zusammenhang von MLST-CC und LLC existieren, kann basierend auf
der Kenntnis von MLST-CC und der An- oder Abwesenheit von cstll/cstlll, die spezifische
LLC abgeleitet werden. Das Gen cstlll (orf7c) findet sich verstarkt in LLC C (PARKER et al.
2005), cstll (orf7ab) dagegen in LLC A und B (PARKER et al. 2005).

Abgesehen von 23 doppelt-positiven Isolaten, iberwiegend in Gruppe 1, konnten die meisten
Isolate der Studien-Population entweder cstll- oder cstlll- positiv getestet werden.

In den Gruppen la und 1b" befinden sich iiberdurchschnittlich viele cstlll-positve Isolate
(86,4 % in Gruppe la und 84,1 % in Gruppe lb*). Gruppe la und 1b” bestehen aus Isolaten,
die zum CC 21 gehoren. Diese Ergebnisse stimmen mit denen von HABIB et al. iiberein, da
CC 21 Stamme entweder der LLC C oder LLC A angehoren (HABIB et al. 2009).

Die Untergruppe 16", setzt sich aus CC 206 und CC 48 Isolaten zusammen, und ist fast
ausschlieBlich cstll—positiv (97,4 %), nur 2 der 38 Isolate dieser Gruppe sind cstlll-positiv.
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Demzufolge sind die 1b" -Isolate der LLC B zugehorig (HABIB et al. 2009, HOTTER et al.
2010).

Ein Teil der CC 49- und CC 446-Isolate -beinhaltenden Gruppe 16" ist cstll-positv (6/15) ,
wihrend die verbleibenden 60,0 % sowohl cstll- als auch cstlll-negativ sind. Demnach setzt
sich die Isolatgruppe 1b" aus LLC B und D Isolaten zusammen (HABIB et al. 2009).

Die 94,1 % (16/17) der Isolate aus Gruppe 2a wurden positiv auf cstll getestet. Nur ein Isolat
war cstlll-positiv. Dieses Ergebnis korreliert mit LLC Al und B (HABIB et al. 2009, REVEZ
et al. 2011). Im Kontrast dazu ist der GroBteil der Isolate aus Gruppe 2b cstll- und cstlll-
negativ und gehort damit LLC D und E(H) an (HABIB et al. 2009).

Die Mehrheit der Isolate aus Gruppe 3 besitzt cstll. Nur einige Isolate der Untergruppe 3a
konnten positiv fiir cstlll getestet werden. Diese 7 von 19 cstlll *-Isolate aus 32" gehoren
zum CC 353 und zur LLC C. Da alle Isolate aus Gruppe 4, 5 und 6 cstlll- und auch
groftenteils cstll-negativ sind, besitzen diese Isolate Lipooligosaccharide, die nicht-

sialylisiert sind.

Von HOTTER et al. wurden LLC D und E-Isolate, welche den Gruppe 2b-Isolaten der
gegenwartigen Studie entsprechen, mit einer erhohten Hospitalisierungsrate in
Zusammenhang gebracht (HOTTER et al. 2010). Diese Beobachtung passt zu den
Ergebnissen von FEODOROFF et al. (2010), die fiir ggt-positive und ceuE;ijes-negative
Gruppen erhohte Hospitalisierungs-Raten feststellten. Auch die Prévalenzraten der Isolate

menschlichen Ursprungs aus der gegenwértigen Studie stiitzen dieses Ergebnis.

HOTTER et al. (2010) assoziierten LLC B und C mit mehr blutigen Stiihlen. LLC B und C
korrelieren in dieser Analyse mit dem groften Teil von Gruppe 1-Isolaten, aber auch mit
einem Teil von Gruppe 2a-Isolaten. In diesen Gruppen konnten jedoch nur nicht signifikant
mehr blutige Stiihle innerhalb der klinischen Isolate festgestellt werden (Punkt 3.5 im
Ergebnisteil).

45  Campylobacter-Invasions-Antigen B

Aktuellen Studien zufolge spielt das ciaB-Genprodukt eine ausschlaggebende Rolle bei der
Wirtszellinvasion. Demzufolge stellt es einen bedeutenden Faktor fiir C. jejuni-induzierte

Darmentziindungen dar (KONKEL et al. 1999, RIVERA-AMILL et al. 2001).
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Alle 266 Isolate dieser Studie sind positiv fiir ciaB getestet worden. Dieses Ergebniss deckt
sich mit den Berichten vorangegangener Studien (FEODOROFF et al. 2010, DATTA et al.
2003, TALUKDER et al. 2008).

4.6  Zytolethales Distendierendes Toxin (CDT)

Ahnlich wie bei ciaB wurde auch fiir das Zytoxin cdt das ubiquitire Vorkommen innerhalb
der Testpopulation nachgewiesen. Unabhingig von dem ubiquitdren Vorkommen der
CcdtABC-Gene konnten jedoch Unterschiede in der Genexpression, d.h. der Toxinproduktion
auf dem phénotypischen Level in einem auf CHO-K1-Zellen basierenden in vitro-Modell
demonstriert werden (HANEL et al. 2007).

Demzufolge 146t sich mit dem molekularbiologischen Nachweis der ubiquitdren Gene ciaB
und cdtB kein Riickschluss auf die unterschiedliche Virulenz der einzelnen C. jejuni-Isolate

oder Isolat-Gruppen ziehen.

4.7 Phospholipase A der aufieren Membran

Phospholipase A besitzt eine zell-assoziierte hdmolytische Aktivitdt und hat damit eine
Bedeutung als Virulenzfaktor. Ahnlich wie schon bei ceuE ist ein Teil der Isolate unter
ausschlieBlicher Nutzung eines Primers basierend auf der Genomsequenz von C. jejuni NCTC
11168 negativ fiir diesen Marker. Anders als bei ceUE waren die Ergebnisse nach Nutzung

eines Vorwirts-Primers basierend auf der Genomsequenz von 811-76 aber nicht signifikant.

4.8  Schlussfolgerungen beztiglich der Marker-Verteilung

Die Anordnung der zehn Virulenz-assoziierten Marker konkretisiert und ergénzt die vorherige
Definition der Subgruppen anhand von Metabolismus-assoziierten genetischen Markern durch
ZAUTNER et al. 2011 (kurz zusammengefasst unter Punkt 1.5).

Abbildung 15 bietet eine Gesamtiibersicht iiber die Verteilung der Metabolismus- sowie der
Virulenz-assoziierten genetischen Marker, die in der vorliegenden Arbeit betrachtet wurden.
Dadurch lédsst sich die Konkretisierung und Ergdnzung der vorherigen Gruppendefinition

besser veranschaulichen.
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Gruppe *  ¢j1321-1326 fucP ¢j0178 ¢j0755 ceuE ! pldA 2 cstll cstlll Gruppe P [cij1367/71  cj1585¢ dTLP7 dmsA ansB ggt CC LLC
la X X X X X X X la X X X 21 CA
1b" X X X X X X X 21, 206 CAB
1™ X X X X X X X 1b X X 48, 206 B2

1™ X X X X 49, 446 B,D
2a X 2a X X X X 22,42 ALB
2b 2b X X X 45, 283 D,E,H,U
33" X X X X X 3a X X 52, 443, 828
33" X X X X X 353, 354, E
3b X X X X 3b X X X 61

4 X X X 1034, 1332
5 X X X X 5 X X none
6 X X X X X 6 X X X 257 AD

Abb. 15 : Uberblick zur Verteilung der genetischen Marker

Auf der linken Seite der Abbildung unter Gruppe® finden sich die Ergebnisse der aktuellen Arbeit zu den Virulenz-assoziierten Markern: ¢j1321-
1326, fucP, cj0178, cj0755 sowie cstll/cstlll, entsprechend der aktualisierten Gruppendefinition. CiaB und cdtB sind ubiquitdr und deshalb zur
besseren Ubersicht in der Abb. nicht aufgefiihrt.

Auf der rechten Seite unter Gruppeb finden sich die Ergebnisse der Arbeit von ZAUTNER et al. 2011 fiir die Metabolismus-assoziierten Marker:
Cjj1367, cjj811-76-1367/71(cj1365¢c) kodiert eine Serin-Protease, €j1585¢ (Oxidoreduktase), tIp7m.+c (transducer-like Protein heterodimere Form vs.
monomere Form), dmsA (kodiert eine Untereinheit der Dimethylsulfoxid-Oxidoreduktase A), ansB (eine periplasmatische Asparaginase) und ggt (y-
Glutamyl-Transpeptidase).

CC-klonaler Komplex , LLC-zugehorige LOS-Klasse
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Betrachtet man alle detektierten Virulenz-assoziierten Faktoren der vorliegenden Studie sowie
die Metabolimus-assoziierten Markergene, konnen 2 Hauptgruppen von Markergenkombina-
tionen, reprasentiert durch Gruppe la und 2b, beschrieben werden. Alle anderen Gruppen
stellen einen sukzessiven evolutioniren Ubergang an Markergen-Kombinationen zwischen
Gruppe la und 2b dar. Der Hauptfokus der Betrachtungen richtet sich daher an diese beiden
Gruppen.

Eine herausstechende Population wird von den Gruppen la und 1b sowie von Gruppe 3a
geformt. Die Isolate dieser Subgruppen sind in der Lage, L-Fucose zu verwerten. Zudem
scheinen diese Staimme aufgrund der Anwesenheit von €j1321-cj1326 besonders an Nutztiere
angepasst zu sein. Uberdies sind diese Gruppen positiv fiir die Marker ¢j1365¢ (ZAUTNER et
al. 2011) und cstll/cstlll, auBerdem besitzen die Untergruppen alle 5 Eisentransportsysteme.
Das sialylisierte LOS (da cstll u./o. cstlll positiv) in Kombination mit ¢j1321-1326 fordert
eine effizientere Wirtsepithelzellinvasion und besitzt das Potential, GBS zu induzieren. Die
Stimme der drei aufgefiihrten Gruppen verfligen nicht liber die Gene des erweiterten
Aminosdure-Metabolismus, ansB  und ggt. Auch die Gene des alternativen aneroben
Stoffwechselweges (dmsA-negativ) sind nicht nachweisbar. Aufgrund ihrer Adaptation zu
Nutztierbestidnden sind diese Stimme mit weniger schweren Campylobacteriosen assoziiert.

Im Gegensatz dazu besitzen die Isolate der Gruppe 2 einen erweiterten Aminosdure-
Metabolismus basierend auf dem Vorhandensein von ansB, und ggt sowie einen alternativen
anaeroben Stoffwechselweg (dmsA-positiv) (ZAUTNER et al. 2011, entsprechend Abb.15).
Alle Isolate der Gruppe 2 besitzen kein fucP und sind damit nicht in der Lage, L-Fucose zu
metabolisieren. Daneben verfiigen die Isolate nur iiber 3 der insgesamt 5 Eisenaufnahme-

systeme.

Die Gruppe 2 teilt sich in 2 Untergruppen: 2a und 2b. Die Untergruppe 2b ist negativ fiir die
Marker €j1365c, €j1321-1326 sowie cstll/cstlll und demzufolge stirker Umwelt-adaptiert. Im
Gegensatz dazu ist Gruppe 2a positiv fiir ¢j1365¢ und cstll, wihrend cj1321-1326
gleichermallen nicht nachweisbar ist. Zusétzlich wird die Untergruppe 2a durch die Priasenz
des vom Flagellum ausgeschiedenen nicht-flagellaren Proteins A1 FSPAT charakterisiert (DE
HAAN et al. 2010). 100 % der ST-22-Stamme, welche in Gruppe 2a vorkommen, wurden
positiv fiir fspAl getestet (DE HAAN et al. 2010). FspAl schiitzt nach Auseinandersetzung
mit heterologen Stimmen vor einer Erkrankung (BAQAR et al. 2008).
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Die iibrigen Gruppen zeigen eher einen sukzessiven evolutioniren Ubergang an Markergen-
Kombinationen verglichen mit 1a und 2b. In dieser Hinsicht scheint Gruppe 6 bemerkenswert.
Die entsprechenden Isolate sind, wie es fiir Gruppe 2-Isolate typisch ist, positiv auf ansB und
dmsA sowie positiv fiir fucP, ¢j0178, ¢j0755 und cj1365c, typisch fiir Gruppe 1-Isolate.
Allerdings ist der Grofteil der Isolate negativ fiir ggt und ¢j1321-1326. Dazu besitzt nur die
Hilfte der Isolate aus Gruppe 6 ein sialyliertes LOS.

In der hochvirulenten Isolat-Gruppe von MORTENSEN et al. werden LLC D und E mit einer
hoheren Hospitalisierungsrate in Verbindung gebracht (MORTENSEN et al. 2009). In der
Untersuchung von FEODOROFF et al. (2010) werden schwerere Campylobacteriosen und
blutige Durchfille mit ggt-positiven und ceuE;;igs—negativen C. jejuni-Isolaten assoziiert.

Ubertriigt man diese Ergebnisse auf die Gruppen der vorliegenden Studie, besitzt Gruppe 2
das hochste krankheitserregende Potential, d.h. die hochste Virulenz fiir den Menschen, denn
Gruppe 2 beinhaltet Isolate vom Typ LLC D und E, zudem finden sich in dieser Gruppe die
meisten CeUE;jigs—negativen Isolate (vgl. Tab.11). Die nicht mit Nutztieren assoziierten
Staimme, d.h. Umweltisolate nach CHAMPION et al. (2005), und Stimme mit nicht-

sialylisiertem LOS dominieren diese hoher virulente Gruppe 2.

Die tlp7m+c Gene, kodierend fiir einen Ameisensdurerezeptor, assoziieren stark mit bovinem
Isolat-Ursprung und konnen damit als Indikator fiir bovinen Ursprung dienen (ZAUTNER et
al. 2011). In unserer aktuellen Studie konnen keine signifikanten Unterschiede in der

Verteilung der zehn Genmarker nach Isolat-Ursprung ermittelt werden.

Beim Vergleich der 9 Untergruppen nach Isolat-Herkunft sind die Unterschiede signifikanter.

Betrachtet man die beiden hauptfokussierten Gruppen la und 2b kann festgestellt werden,
dass Gruppe la signifikant (p = 0,00625) mehr Isolate vom Rind als vom Mensch aufweist.
Und Gruppe 2b signifikant (p =0,00861)mehr humane Isolate (17,1 % ) als Isolate vom Rind
(3,7%).
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4.9 Saisonalitat

Humane Campylobacteriosen zeigen eine auffdllige Saisonalitit mit Hiufung in den
Sommermonaten (LOUIS et al. 2005). Die Faktoren fiir diese jahreszeitlichen Unterschiede
sind noch wenig verstanden. So unterscheidet sich auch die jahreszeitliche Prédvalenz von CC
21- und CC 45 —Komplexen, den beiden hdufigsten MLST-CC bei C. jejuni-Isolaten vom
Menschen (DINGLE et al. 2002, SOPWITH et al. 2006).

Von HABIB et al. (2010) wurden unter den zu MLST- CC 21- und CC 45- gehorigen Isolaten
unterschiedliche Stressreaktionen beobachtet. Wiahrend CC 21- Stimme toleranter gegeniiber
extremen Temperaturen sind, zeigen CC 45- Stimme hohere Uberlebensraten unter
oxidativem Stress und Temperaturen unter dem Gefrierpunkt. CC 45- Stdmme sind starker
daran angepasst, auch auflerhalb des Wirts zu iiberleben als andere CC-Typen (SOPWITH et
al. 2008).

Diese Beobachtung wird durch die Festellung gestiitzt, das Campylobacteriose-Félle durch
CC 21- bzw. CC 45-Stimme unterschiedliche Peaks in ihrer jahreszeitlichen Verteilung
aufweisen, Campylobacteriosen, die durch Typ CC 45-Stimme ausgeldst werden, zeigen
einen jahreszeitlichen Peak im Friihsommer (ca.17.-38. Kalenderwoche) und sind auch der
pravalenteste C. jejuni-Typ in Oberflaichenwasserproben. In den Kalenderwochen vor und
nach dem Friihsommer sind CC 45-Stimme eher schwach vertreten. Isolate mit dem
Sequenztyp 45 finden sich in der ggt * - und fucP "-Gruppe 2b. Diese ist auch fiir den
Nutztierbestandmarker €j1321-1326 negativ. Die mit schweren Campylobacteriosen in
Zusammenhang gebrachte Gruppe 2b ist demnach v.a. im Frithsommer nachweisbar.

Eine zweite von SOPWITH et al. (2008) beschriebene Gruppe mit CC 21-Isolaten entspricht
in der vorliegenden Arbeit der Untergruppe la. Campylobacteriosen durch CC 21-Stdmme
werden stetig das ganze Jahr {iber gemeldet, mit einer Hiufung im Spatsommer (SOPWITH et
al. 2008). Die Subgruppe 1a ist in der Lage, L-Fucose zu verstoffwechseln. Die Isolate dieser
Gruppe exprimieren den Nutztier-assoziierten-Marker €j1321-1326. Krankheitsfalle durch
infizierte Rinder stehen im klarem Zusammenhang mit CC 21- Stimmen (CLARK et al. 2003
und 2005). Die Gruppe la enthdlt mit 34,9 % (15/43) Rinder-Isolaten sogar fast dreimal so

viele bovine wie humane Isolate (nur 12,4%, 16/129).
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5 Zusammenfassung

Thermophile C. jejuni gehoren weltweit zu den héaufigsten Erregern bakterieller
Gastroenteritiden beim Menschen. Der Erreger wird hauptsdchlich durch kreuzkontaminierte
Lebensmittel, zumeist ausgehend von Gefliigelprodukten, iibertragen. C. jejuni zeigt

auBlerdem eine hohe genetische Vielfalt unter seinen Isolaten.

Mit dem Ziel herauszufinden, ob das Auftreten gewisser Markergene mit bestimmten
klonalen Komplexen von C. jejuni korreliert, wurden im Rahmen dieser Arbeit 266 C. jejuni-
Isolate unterschiedlicher Herkunft (Mensch, Rind, Huhn, Pute) molekularbiologisch auf das
Vorhandensein von zehn Virulenz-assoziierten Faktoren: ¢j1321-1326 (Sechs-Gen-Komplex
zur Flagellin-O-Glykolisierung), ciaB (Campylobacter-Invasions-Antigen B), cdtB (cytolethal
distending toxin, CDT) Untereinheit B, fucP (L-Fucose-Permease Gen), cj0178/cj0755 (Ei-
sentransporter), CeUE (ein bindendes Protein zur Enterochelin-Aufnahme), pldA (Phospho-
lipase A der duBeren Membran) und cstll/cstlll (Lipooligosaccharid-Sialyltransferase) iiber-

priift.

In einer vorrangegangen Studie von ZAUTNER et al. 2011 wurden bereits 266 C. jejuni-
Isolate durch Kombination von MLST und den sechs genetischen Metabolismus-assoziierten
Markern: ansB (periplasmatische Asparaginase), dmsA (eine Untereinheit der Dimethyl-
sulfoxid-Oxidoreduktase), ggt (y-Glutamyl-Transpeptidase), €j1585¢c (Oxidoreduktase),
Cjj811-76-1367/71 (Serin-Protease) und tlp7m+c (transducer-like Protein, zusammengesetzt
aus €j0951c und ¢j0952c¢) in sechs Gruppen unterteilt.

Zur Konkretisierung dieser bestehenden Gruppendefinition und Kennzeichnung der Gruppen
mit dem hochsten gesundheitsgefdhrdenden Potential wurden dieselben 266 Isolate nun weiter

charakterisiert.

Vor allem die genetischen Marker ¢j1321-1326; fucP; ¢j0178 und cj0755 sind weitestgehend
miteinander assoziiert und splitten die Testpopulation in 2 Hauptgruppen und 7 Unter-
gruppen und stiitzen damit die alte Gruppendefinition.

Abgesehen vom Virulenz-assoziierten Marker pldA zeigen alle ermittelten genetischen

Marker signifikante Unterschiede unter den verschiedenen MLST-basierten Gruppen.
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5 Zusammenfassung

Basierend auf den Daten der Arbeit konnte ein Biotyp von C. jejuni-Isolaten, der durch die
Prasenz von ansB, dmsA, ggt und die Absenz von €j1321-1326; fucP; cj0178, cj0755,
¢j1365¢, ¢j1585¢c sowie cstll/cstlll charakterisiert ist, bestimmt werden. Isolate dieser Gruppe
gehoren hauptsdchlich den MLST-CC 22, 42, 45, 283 an und sind eher an eine Persistenz in
der Umwelt-adaptiert. Zum Wachstum nutzen die Stimme dieser Gruppe einen erweiterten
Aminosdurestoffwechsel sowie einen alternativen anaeroben Stoffwechselweg (dmsA-
positiv). Hingegen kann aufgrund des fehlenden fucP keine L-Fucose verstoffwechselt
werden. AuBlerdem sind die Stimme dieser Gruppe toleranter gegen oxidativen Stress und
besser frostbestindig. Die jahreszeitliche Pravalenz ist am stirksten im Frithsommer.

Dieser Umwelt- aber schlechter Wirts-adaptierte Biotyp wird mit mehr Campylobacteriosen
beim Menschen in Verbindung gebracht, duflert sich mit mehr blutigen Stiihlen und

Hospitalisierungen und ist somit hochgradiger virulent fiir den Menschen.

Im Gegensatz dazu ist die zweite Hauptgruppe stirker an tierische Wirte adaptiert und in der
Lage, L-Fucose aus Mucosa oder Milch zu metabolisieren. Isolate dieses Biotyps tolerieren
fiir C. jejuni extreme Temperaturen besser und zeigen eine relativ gleichméBige Priavalenz im
Jahresverlauf. Alle fiinf bekannten C. jejuni-Eisentransportsysteme sind detektierbar, ebenso
die Marker ¢j1321-1326, cj1365c, cj1585c und cstll und/oder cstlll. Die vorherrschenden
MLST-CC sind CC 21, 48, 61 und 20. Dieser besser Wirt-sadaptierte Biotyp wird mit

weniger schweren Campylobacteriosen in Zusammenhang gebracht.

Alle anderen Gruppen stellen einen sukzessiven evolutioniren Ubergang an Markergen-

Kombinationen zwischen diesen beiden Hauptgruppen dar.
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8 Anhang

8 Anhang

8.1  Verwendete C. jejuni —Stamme

Tabelle 13: Bezeichnung, Herkunft und sonstige Charakteristika

Die Tabelle sortiert die in dieser Arbeit verwendeten C. jejuni- Isolate nach ihrem Ursprung. Fiir die Isolate menschlicher Herkunft gibt die letzte
Spalte Auskunft iiber die Parameter Hospitalisierung und blutiger Stuhl. CiaB und cdtB sind ubiquitér in allen Isolaten und deshalb nicht aufgefiihrt.
Kiirzel: human-Mensch, cow-Rind, chicken-Huhn, turkey-Pute, MLST-ST-Sequenztyp, MLST-CC-klonaler Komplex

ceuE und pldA beziehen sich auf Primer basierend auf dem Genom von NCTC 11168; durch zusétzliche Nutzung von Primern basierend auf der
Sequenz von 81-176 konnten aber auch die negativen Isolate positiv fiir ceUE und pldA getestet werden.

Nr. Name Her- MLST-ST | MLST-CC | cj1321-6 | Fucose | cj0178 | cj0755 | ceuE | pldA | cstll | cstlll | Gruppe | blutiger/wéss- | Hospitali-
kunft riger Stuhl sierung

1 huBfR3943 human 60 61 0 0 1 1 1 1 1 0 3B no data no data

2 huBfR3947 human 60 61 0 0 1 1 1 1 1 0 3B no data no data

5 huE04 human 48 48 1 1 1 1 1 1 1 0 1B** 0 1

6 huB18 human 122 206 1 1 1 1 1 1 1 0 1B** 0 0

7 huB24 human 4639 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1B* 0 0

8 huB14 human 4635 21 1 1 1 1 1 1 1 0 1B* 0 1

9 huCo2 human 760 21 1 1 1 1 1 1 1 1 1B* 0 1

10 | huB10 human 48 48 1 1 1 1 1 1 1 0 1B** 0 0

11 | huCl4 human 4645 48 1 1 1 1 1 1 1 0 1B** 0 0

12 | huEO5 human 4591 48 1 1 1 1 1 1 1 0 1B** 0 1

13 | huEO6 human 4591 48 1 1 1 1 1 1 1 0 1B** 1 0

14 | huA10 human 122 206 1 1 1 1 1 1 1 0 1B 0 0

15 | huA28 human 122 206 1 1 1 1 1 1 1 0 1B** 1 0

16 | huA35 human 122 206 1 1 1 1 1 1 1 0 1B** 0 0
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8 Anhang

Nr. Name Her- MLST-ST | MLST-CC | cj1321-6 | Fucose | cj0178 | cj0755 | ceuE | pldA | cstll | cstlll | Gruppe | blutiger/wéss- | Hospitali-
kunft riger Stuhl sierung

17 | huB08 human 4633 206 1 1 1 1 1 1 1 0 1B** 0 0

18 | huA13 human 3188 206 1 1 1 1 0 1 1 0 1B** 0 0

19 | huE16 human 4654 none 1 1 1 1 1 1 1 0 1B** 0 0

20 | huE13 human 4652 206 1 1 1 1 1 1 1 0 1B** 0 0

21 | huC17 human 4647 48 1 1 1 1 1 1 1 0 1B** 0 0

22 | huA34 human 572 206 1 1 1 1 1 1 1 0 1B** 0 0

23 | huA26 human 572 206 1 1 1 1 0 1 1 0 1B** 0 0

24 | huA20 human 572 206 1 1 1 1 0 1 1 0 1B** 0 0

25 | hucli human 2845 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1B* 0 0

26 | huA24 human 19 21 1 1 1 1 0 0 0 1 1B* 0 1

27 | hucoe human 50 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1B* 0 0

28 | huB15 human 50 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1B* 0 0

29 | huc23 human 50 21 1 1 1 1 1 1 1 1 1B* 0 0

30 | huA3l human 50 21 1 1 1 1 1 1 1 1 1B* 1 1

31 | hucol human 50 21 1 1 1 1 1 1 1 1 1B* 1 1

32 | huB17 human 1823 21 1 1 1 1 1 1 1 1 1B* 0 0

33 | huco3 human 4640 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1B* 0 1

34 |huNCTC11168 | human 43 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1B* no data no data

35 | huAO5 human 507 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1B* 0 0

36 | huAl7 human 221 206 1 1 1 1 1 1 0 1 1B* 0 0

37 | huA02 human 4588 21 1 1 1 1 1 0 1 0 1B* 0 1

38 | huA21 human 4588 21 1 1 1 1 1 1 1 1 1B* 0 0

39 | huAo3 human 1519 21 1 1 1 1 1 0 0 1 1B* 0 0

40 | huB09 human 4286 21 1 1 1 1 1 1 1 1 1B* 0 1

41 | huBfRA4012 human 21 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A data no data

42 | hucze human 21 21 1 1 1 1 0 1 1 1 1A 0 0

43 |huA18 human 21 21 1 1 1 0 1 1 1 0 1A 0 1

44 | NuBfR3883 human 21 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A no data no data

45 | huBfR3869 human 21 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A no data no data

46 | huEO1l human 21 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A 0 0

47 | huBfR3872 human 21 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A no data no data

48 | NuBfR3898 human 21 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A no data no data

(o)
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8 Anhang

Nr. Name Her- MLST-ST | MLST-CC | cj1321-6 | Fucose | cj0178 | cj0755 | ceuE | pldA | cstll | cstlll | Gruppe | blutiger/wéss- | Hospitali-
kunft riger Stuhl sierung

49 |huc19 human 4648 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A 1 0

50 | huBfR3866 human 53 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A no data no data

51 |huBfR3881 human 53 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A no data no data

52 |huBfR3876 human 53 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A no data no data

53 | huB02 human 53 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A 0 0

54 | huB25 human 53 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A 0 0

55 |huBfR3865 human 53 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A no data no data

56 | huC10 human 4644 none 1 1 1 1 1 1 0 0 3A* 0 1

57 | huco4 human 4641 607 1 1 1 1 1 1 1 0 3A* 0 0

58 | huB03 human 535 460 1 1 1 1 1 1 1 0 3A* 0 1

59 | huC20 human 51 443 1 1 1 1 1 1 1 0 3A* 0 0

60 | huc24 human 51 443 1 1 1 1 1 1 0 0 3A* 0 1

61 | huAll human 2034 443 1 1 1 1 1 1 0 0 3A* 0 0

62 | huE02 human 49 49 1 1 1 1 1 1 1 0 1B** 0 0

63 | huE12 human 450 446 1 1 1 1 1 1 0 0 1B*** 1 0

64 | huB06 human 4631 446 1 1 1 1 1 1 0 0 1B*** 0 0

65 | huB07 human 4632 206 1 1 1 1 1 1 1 0 1B** 0 1

66 | huC1s human 53 21 1 1 1 1 1 1 1 1 1A 0 0

67 | huB04 human 475 48 1 1 1 1 1 1 1 0 3A* 0 1

68 |huczs human 257 257 1 1 1 1 1 1 0 0 6 0 1

69 | huAl6 human 257 257 0 1 1 1 0 1 0 0 6 1 1

70 | huB20 human 4637 52 0 1 1 1 1 1 1 0 3A* 0 0

71 | huC25 human 775 52 0 1 1 1 1 1 1 0 3A* 0 0

72 | huA22 human 4630 52 0 1 1 1 1 1 1 0 3A* 0 1

73 | huA09 human 354 354 0 1 1 1 1 1 0 0 3A* 0 0

74 | huB16 human 354 354 0 1 1 1 1 1 1 0 3A* 0 0

75 | huc21 human 4649 354 0 1 1 1 1 1 1 0 | singleton 0 1

76 | huc22 human 584 257 0 1 1 1 1 1 1 0 6 0 1

77 | huEls human 4571 257 0 1 1 1 1 1 0 0 6 0 1

78 | huE23 human 257 257 0 1 1 1 1 1 0 0 6 0 1

79 | huB11 human 257 257 0 1 1 1 1 1 1 0 6 0 1

80 | huB13 human 257 257 0 1 1 1 1 1 0 0 6 0 0
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Nr. Name Her- MLST-ST | MLST-CC | cj1321-6 | Fucose | cj0178 | cj0755 | ceuE | pldA | cstll | cstlll | Gruppe | blutiger/wéss- | Hospitali-
kunft riger Stuhl sierung

81 | huB19 human 4636 none 1 0 1 1 1 1 1 0 3A 1 1

82 | huA27 human 464 none 1 0 1 1 1 0 1 0 3A 0 0

83 | hucos human 4642 353 1 0 1 1 1 1 1 1 3A* 0 0

84 | huCi16 human 4646 460 1 0 1 1 1 1 1 0 1B** 1 1

85 | huAl4 human 380 none 1 0 1 1 1 1 1 o 1B* 0 1

86 | huB22 human 380 none 1 0 1 1 1 1 1 o 1B* 0 1

87 | huA25 human 4589 52 1 0 1 1 1 1 1 0 | singleton 0 0

88 | huco9 human 1287 1287 1 0 1 1 1 1 1 0 3A* 0 1

89 | huE03 human 61 61 0 0 1 1 1 1 1 0 3B 1 0

90 | huA29 human 658 658 0 0 1 1 1 0 1 0 3A 0 1

91 | huco7 human 4643 658 0 0 1 1 1 1 1 0 3A 0 0

92 | huEO7 human 4650 354 0 0 1 1 1 1 1 0 3A* 0 0

93 | huB12 human 4634 49 0 0 1 1 1 1 1 0 1B** 1 1

94 | huA33 human 4590 49 0 0 1 1 1 1 0 0 1B* 0 0

95 | huAO6 human 4587 49 0 0 1 1 1 1 0 0 1B** 0 1

96 | huEll human 4651 none 0 0 1 1 1 1 0 0 5 0 1

97 huBfR3895 human 45 45 0 0 1 1 1 1 0 0 2B no data no data

98 huBfR3933 human 563 177 1 0 0 1 1 0 0 0 1B** no data no data

99 | huE19 human 22 22 0 0 0 1 1 1 1 0 2A 0 0

100 | huB21 human 4638 22 0 0 0 1 1 1 1 0 2A 0 0

101 | huAos human 677 677 0 0 0 1 0 0 1 0 |singleton 0 0

102 |huB23 human 22 22 1 0 0 0 0 1 1 0 2A 0 1

103 | huA19 human 11 45 1 0 0 0 0 1 0 0 2B 0 0

104 | huEO8 human 4625 none 1 0 0 0 1 1 0 0 | singleton 0 0

105 |huc12 human 45 45 1 0 0 0 1 1 1 0 2B 0 0

106 | huE22 human 696 1332 1 0 0 0 1 1 1 0 4 0 0

107 | huEl4 human 4653 45 0 0 0 0 1 1 0 0 2B 0 1

108 | hu81-176 human 913 42 0 0 0 0 1 1 1 0 2A 1 1

109 |NuBfR3918 human 42 42 0 0 0 0 0 0 1 0 2A no data no data

110 |huEl7 human 4655 45 0 0 0 0 1 1 0 0 2B 0 0

111 | huA30 human 447 42 0 0 0 0 0 1 0 0 2A 0 1

112 | huE18 human 4592 42 0 0 0 0 1 1 1 0 2A 0 0
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Nr. Name Her- MLST-ST | MLST-CC | cj1321-6 | Fucose | cj0178 | cj0755 | ceuE | pldA | cstll | cstlll | Gruppe | blutiger/wéss- | Hospitali-
kunft riger Stuhl sierung

113 | huB05 human 137 45 0 0 0 0 1 1 0 0 2B 0 0

114 | huE21 human 137 45 0 0 0 0 1 0 0 0 2B 0 0

115 | huA23 human 267 283 0 0 0 0 0 1 0 0 2B 0 0

116 |NuBfR3907 human 267 283 0 0 0 0 0 1 0 0 2B no data no data

117 | hucos human 383 283 0 0 0 0 1 1 0 0 2B 0 1

118 huBfR1780 human 583 45 0 0 0 0 1 1 1 0 2B no data no data

119 huBfR1781 human 583 45 0 0 0 0 1 1 1 0 2B no data no data

120 | huA32 human 538 45 0 0 0 0 1 1 1 0 2B 1 1

121 huBfR3868 human 45 45 0 0 0 0 1 1 0 0 2B no data no data

122 | huBfR3880 human 45 45 0 0 0 0 1 1 0 0 2B no data no data

123 | huBfR3867 human 45 45 0 0 0 0 1 1 0 0 2B no data no data

124 | huc27 human 45 45 0 0 0 0 1 1 0 0 2B 0 1

125 huBfR4007 human 45 45 0 0 0 0 1 1 0 0 2B no data no data

126 | huBfR1764 human 22 22 0 0 0 0 1 1 1 0 2A no data no data

127 | huBfR4010 human 483 45 0 0 0 0 1 1 0 0 2B no data no data

128 | huC15 human 45 45 0 0 0 0 0 1 0 0 2B 0 1

129 | huC13 human 583 45 0 0 0 0 0 1 0 0 2B 0 0

130 |huBfR3894 human 45 45 0 0 0 0 1 1 0 0 2B no data no data

131 | huAo4 human 4626 1034 0 0 0 0 0 1 1 0 4 0 0

132 | bovC486 cow 21 21 1 1 1 1 1 1 1 1 1A

133 | bovC397 cow 21 21 1 1 1 1 1 1 1 1 1A

134 | boOVBfR3885 cow 48 48 1 1 1 1 1 1 1 0 1B**

135 | bovC0111 cow 3158 48 1 1 1 1 1 1 1 0 1B**

136 bovC090 cow 3203 48 1 1 1 1 1 1 1 0 1B*

137 bovC539 cow 38 48 1 1 1 1 1 1 1 0 1B*

138 bovC405 cow 38 48 1 1 1 1 1 1 1 0 1B*

139 |bovC323 cow 4647 48 1 1 1 1 1 1 1 0 1B*+

140 |bOV159 cow 572 206 1 1 1 1 1 1 1 0 1B**

141 |bovC508 cow 19 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1B*

142 | bovs5 cow 50 2 1 1 1 1 1 1 1 0 1B*

143 |bovi27 cow 262 21 1 1 1 1 1 1 1 0 1B*

144 |bovCO0148 cow 1704 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1B*

-
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Nr. Name Her- MLST-ST | MLST-CC | cj1321-6 | Fucose | cj0178 | cj0755 | ceuE | pldA | cstll | cstlll | Gruppe | blutiger/wéss- | Hospitali-
kunft riger Stuhl sierung

145 | bovC0172 cow 1823 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1B*
146 bov66 cow 4664 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1B*
147 bov137 cow 21 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A
148 bovC086 cow 21 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A
149 bovC567 cow 21 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A
150 bov79 cow 21 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A
151 bovC404 cow 21 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A
152 | bovC536 cow 21 21 1 1 1 1 1 1 1 1 1A
153 bovC403 cow 4667 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A
154 bov207 cow 53 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A
155 bovC248 cow 21 21 1 1 1 1 1 1 1 0 1A
156 |bovC399 cow 21 21 1 1 1 1 1 1 1 0 1A
157 | bovC540 cow 38 48 1 1 1 1 1 1 1 0 1B**
158 | bovC401 cow 21 21 1 1 1 1 1 1 1 1 1A
159 | bovC402 cow 21 21 1 1 1 1 1 1 1 1 1A
160 | PovC250 cow 21 21 1 1 1 1 1 1 1 1 1A
161 bovC246 cow 48 48 1 0 1 1 1 1 1 0 1B**
162 |bovC325 cow 628 61 1 0 1 1 1 0 1 0 3B
163 |boveo cow 4665 61 0 0 1 1 1 1 1 0 3B
164 | bovC406 cow 4668 61 0 0 1 1 1 1 1 0 3B
165 | bovC535 cow 4666 61 0 0 1 1 1 0 1 0 3B
166 |bov277 cow 352 61 0 0 1 1 1 0 1 0 3B
167 |PovBfR3889 cow 61 61 0 0 1 1 0 1 1 0 3B
168 | PovBfR3912 cow 61 61 0 0 1 1 1 1 1 0 3B
169 |bovCl7l cow 4669 none 1 0 0 0 1 1 1 0 2A
170 | bovC537 cow 42 42 0 0 0 0 0 0 1 0 2A
171 bovC117 cow 22 22 0 0 0 0 1 1 1 0 2A
172 |bovC084 cow 4670 42 0 0 0 0 1 1 1 0 2A
173 bovBfR3929 cow 45 45 0 0 0 0 1 1 0 0 2B
174 | bovBfR3899 cow 45 45 0 0 0 0 1 1 0 0 2B
175 |9al245 chicken 50 2t 1 1 1 1 1 1 0 1 1B*
176 |9al7073HE chicken 48 48 1 1 1 1 1 1 1 1 1B
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Nr. Name Her- MLST-ST | MLST-CC | cj1321-6 | Fucose | cj0178 | cj0755 | ceuE | pldA | cstll | cstlll | Gruppe | blutiger/wéss- | Hospitali-
kunft riger Stuhl sierung

177 | 9alZH0097 chicken | 122 206 1 1 1 1 1 1 1 0 1B
178 | 9al7275RP chicken | 4662 48 1 1 1 1 1 1 1 0 1B
179 | 9al7289BY chicken | 4662 48 1 1 1 1 1 1 1 0 1B
180 | 9al7060SN chicken | 572 206 1 1 1 1 1 1 1 0 1B
181 | galHS06 chicken 4657 none 1 1 1 1 1 1 1 0 1B**
182 | galHS13 chicken 3529 none 1 1 1 1 1 1 1 0 1B**
183 | galHS04 chicken 3529 none 1 1 1 1 1 1 1 0 1B**
184 | galHS12 chicken 3529 none 1 1 1 1 1 1 1 1 1B**
185 | 9aBMR3922 | chicen 46 206 1 1 1 1 1 1| 0 | 1 1B*
186 | 9aBMR3926 | chicken 46 206 1 1 1 1 1 1| 0 | 1 1B*
187 |9aBfR395L | cpicken 46 206 1 1 1 1 1 1 0 1 1B*
188 | 9al7252NI chicken 50 2t 1 1 1 1 1 1 0 1 1B*
189 |9a7278BB chicken 50 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1B*
100 |9a7297BB chicken 50 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1B*
191 gal7292BB chicken 50 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1B*
192 | 9al7240BW | cpicen | 4660 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1B*
193 |9al7267BB chicken | 4661 21 1 1 1 1 1 1| 0 | 1 1B*
104 |9a7280BY | chigren | 4663 21 1 1 1 1 1 1| 0 | 1 1B*
195 | galHW6 chicken | 2192 206 1 1 1 1 1 1 1 1 1B*
196 | galHW1 chicken | 2192 206 1 1 1 1 1 1 1 1 1B*
197 | galHW5 chicken | 2192 206 1 1 1 1 1 1 1 1 1B*
198 |gal518 chicken 21 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A
199 |9alBfR3935 chicken 21 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A
200 |9al7089RP chicken 21 21 1 1 1 1 1 1 1 0 1A
201 |9al7255BY chicken 21 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A
202 | 9al7090TH chicken | 2274 none 1 1 1 1 1 1 1 0 3A*
203 |9al4116NI chicken | 450 446 1 1 1 1 1 1 0 0 | 1B
04 |al7111BY chicken 990 257 1 1 1 1 1 1 0 0 6
05 |9aIT270BW | pinen | 2288 354 0 1 1 1 1 1 0 0 AR
206 | galHS16 chicken 4659 none 0 1 1 1 1 1 0 0 5
207 | galHS03 chicken | 4656 353 1 0 1 1 1 1 0 1 3A%
208 | galHS02 chicken 353 353 1 0 1 1 1 1 0 1 3A%
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Nr. Name Her- MLST-ST | MLST-CC | cj1321-6 | Fucose | cj0178 | cj0755 | ceuE | pldA | cstll | cstlll | Gruppe | blutiger/wéss- | Hospitali-
kunft riger Stuhl sierung
209 |galHS14 chicken 353 353 1 0 1 1 1 1 1 1 3A*
210 |9al7126RP chicken 353 353 1 0 1 1 1 1 0 1 3A*
211 | galHS07 chicken 353 353 1 0 1 1 1 1 0 1 3A*
212 | galHS09 chicken 353 353 1 0 1 1 1 1 0 1 3A*
213 | galHS08 chicken 4658 353 1 0 1 1 1 1 0 1 3A**
214 | galHSO05 chicken 1900 658 1 0 1 1 1 1 1 0 3A**
215 | galHW4 chicken 464 none 1 0 1 1 1 1 1 0 3A**
216 | galHW7 chicken 464 none 1 0 1 1 1 0 1 0 3A**
217 | galHW3 chicken 464 none 1 0 1 1 1 0 1 0 3A**
218 | galHW2 chicken 464 none 1 0 1 1 1 0 1 0 3A**
219 | galHS10 chicken 877 none 0 0 1 1 1 1 1 0 5
220 |9alBfR3948 chicken 49 49 0 0 1 1 1 1 0 0 1B***
221 |galHR1 chicken 2897 none 0 0 1 1 1 1 0 0 1B***
222 | galHR5 chicken 2897 none 0 0 1 1 1 1 1 0 1B***
223 | galHR4 chicken 2897 none 0 0 1 1 1 1 0 0 1B***
224 | galHSO01 chicken 877 none 0 0 1 1 1 1 1 0 5
225 | 92lBfR3874 chicken 1739 22 0 0 0 1 0 1 1 0 2A
226 | 9alBfR3949 chicken 45 45 1 1 0 0 1 1 1 0 2B
227 |9al7258TH chicken 4676 none 0 1 0 0 1 0 1 0 singleton
208 |9al7085NW chicken 2367 none 1 0 0 0 1 0 0 0 4
229 | 9210885018 chicken 22 22 0 0 0 0 1 0 1 0 2A
230 | 921356 chicken 230 45 0 0 0 0 1 0 0 0 2B
231 |galHS11 chicken 45 45 0 0 0 0 0 1 0 0 2B
232 | 9al08B5020 chicken 22 22 0 0 0 0 1 1 1 1 2A
233 | 9al7107BY chicken 42 42 0 0 0 0 1 1 1 0 2A
234 | 9alBiR3950 chicken 564 283 0 0 0 0 1 1 0 0 2B
235 | galHB7 chicken 4593 45 0 0 0 0 1 1 0 0 2B
236 |9alBfR3914 chicken 295 45 0 0 0 0 0 1 0 0 2B
237 | 92lBfR4009 chicken 3036 45 0 0 0 0 1 1 0 0 2B
23g | 9alBfR4232 chicken 45 45 0 0 0 0 1 1 0 0 2B
239 |9alBfR3944 chicken 45 45 0 0 0 0 1 1 0 0 2B
240 | 9alBiR4327 chicken 1003 45 0 0 0 0 1 1 1 0 2A

~
W




8 Anhang

Nr. Name Her- MLST-ST | MLST-CC | cj1321-6 | Fucose | cj0178 | cj0755 | ceuE | pldA | cstll | cstlll | Gruppe | blutiger/wéss- | Hospitali-
kunft riger Stuhl sierung
241 | 931509 chicken | 977 1034 0 0 0 0 1 o | 1| o 4
240 | meC0128 turkey 2175 none 1 1 1 1 1 1 1 0 1B**
243 | MeC0133 turkey 50 21 1 1 1 1 1 1 1 0 1B*
244 | MeC0340 turkey 50 21 1 1 1 1 1 1 1 0 1B*
245 meC0999 turkey 4673 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1B*
246 meC0318 turkey 21 21 1 1 1 1 1 1 1 0 1A
247 | MeC0287 turkey 21 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A
248 | MeC0130 turkey 2288 354 1 1 1 1 1 1 1 0 AR
249 | MeCo374 turkey 824 257 1 1 1 1 1 1 1 0 3A*
250 |Mmeco149 turkey 4675 443 1 1 1 1 1 1 | o | o [singleton
251 | MeC0438 turkey 1823 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1B*
252 meC0450 turkey 4672 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1B*
253 | meC0001-1 turkey 21 21 1 1 1 1 1 1 0 1 1A
254 | MeC0281 turkey 828 828 1 1 1 1 1 0 1 0 3A*
255 | meC0280 turkey 828 828 1 1 1 1 1 0 1 0 3A*
256 | MeC0475 turkey 257 257 1 1 1 1 1 1 0 0 6
257 | meC0283 turkey 443 443 1 1 1 1 1 1 1 0 3A*
o5g | MeC0467 turkey 828 828 0 1 1 1 1 0 1 0 3A*
259 | MeC0282 turkey 450 446 0 1 1 1 1 1 0 0 1B*
260 | MeCo0129 turkey 1348 61 1 0 1 1 1 1 0 1 3B
261 meC0680 turkey 464 none 1 0 1 1 1 1 1 0 AR
262 meC0847 turkey 2091 52 1 0 1 1 1 1 1 0 3A*
263 meC1466 turkey 696 1332 1 0 1 0 1 1 1 0 4
264 meC1541 turkey 4430 none 1 0 0 0 1 1 1 0 singleton
265 meC0306 turkey 4671 1034 0 0 0 0 1 1 0 0 4
266 meC0408 turkey 45 45 0 0 0 0 1 1 0 0 2B
267 | MeC1496 turkey 4674 1034 0 0 0 0 1 1 1 0 4
26g | MeCo816 turkey 1709 1034 0 0 0 0 1 1 0 0 4
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8.2 Bisherige Vero6ffentlichungen der Ergebnisse
Zautner AE, Ohk C, Tareen AM, Lugert R, GroB3 U (2012): Epidemiological association of

Campylobacter jejuni groups with pathogenicity-associated genetic markers. BMC Microbiol.
12: 171
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