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Einleitung und theoretische Grundlagen

1. EINLEITUNG UND THEORETISCHE GRUNDLAGEN

1.1 Einleitung

Als Ursache fur bakteriell hervorgerufene gastestihale Infektionen kommt der
BakterienspeziesCampylobacter jeguni (C. jeuni) in Deutschland und weltweit eine
herausragende medizinische Bedeutung zu. BaktdeerGattungCampylobacter und unter
ihnen hauptsachlich die Spezi€s jguni sind neben Salmonellosen die Hauptursache
bakteriell verursachter Enteritiden (Altekruse ét E999). Infektionen mit Bakterien der
Gattung Campylobacter wurden erstmals 2001 mit der Einfuhrung des
Infektionsschutzgesetzes (IfSG) bundesweit melddyity (RKI 2002).

Obwohl die relativ blande verlaufende Campylobakts herkdmmlichen Therapiestrategien
gut zuganglich ist, erwachsen bei Patienten mit danerten oder protrahierten Verlaufen-
insbesondere mit Komplikationen, wie dem Guillaiari-Syndrom (GBS), dem Miller-
Fisher-Syndrom (MFS) oder der aseptischen reakthnritis (Morbus Reiter)- erhebliche
medizinische und gesundheitliche Konsequenzen. W@arthinaus sei hier der
volkswirtschaftliche Schaden erwéhnt, der durchektibse Darmerkrankungen im
Allgemeinen und durclC. jeguni-Enteritiden im Speziellen jahrlich in Deutschlandd
weltweit verursacht wird. Nach Berechnungen detsssitchen Bundesamtes wurden allein in
Deutschland 2008 etwa 512 Millionen Euro fur die h8edlungen infektibser
Darmerkrankungen ausgegeben (Statistisches Bunt&did). Hinzu kommen Kosten fur

Arbeitszeitausfalle, Betreuung von kranken Famitiégliedern etc.

Man schatzt die jahrlich in den USA durcBampylobacter jeuni hervorgerufenen
Gesundheitskosten auf 1,3 bis 6,2 Milliarden US$hlZzman die Kosten, verursacht durch
Campylobacter-assoziierte GBS-Féalle hinzu, sind jahrliche Ausgakion bis zu 8 Milliarden
US$ auf Infektionen mi€Campylobacter zurtickzufiihren (Buzby et al. 1997). Fur die Lander
der EU werden die jahrlichen Kosten auf 2,4 Millian Euro geschatzt (EFSA 2011).
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1.2 Theoretische Grundlagen
1.2.1 Campylobacter jeuni
1.2.1.1 Morphologie, Physiologie und Kulturbedingan

Campylobacter jejuni ist ein spiralig gewundenes, gramnegatives Bakteninit einer Lange
von 1,5-6um und einer Breite von 0,2-0i8n. Die uni- bis bipolare monotriche Begeil3elung
sowie die Spiralform des Bakteriums tragen wesdnthur intraintestinalen Motilitat bei
(Ketley 1997). Campylobacter jguni wachst als mikroaerophiler und thermophiler
Mikroorganismus bei einer £Konzentration von 3-15% und einer &Ronzentration von 3-
5%, sowie einem Temperaturoptimum von 42 °C. Dkgkurbedingungen lassen sich auf
seine natlrliche Umgebung im Gastrointestinaltrada Warmblitern und Voégeln (Ketley
1997) zuruckfuhren.

Das mit einer Grof3e von 1,6-1,7 Mbp relativ kle@enom kann als moégliche Ursache fur die
anspruchsvollen Wachstumskonditionen fur Bakteden Gattung Campylobacter gedeutet
werden, die sich in der fehlenden Mdglichkeit zwhkenstofffermentation und Degradation
komplexer Substanzen widerspiegelt (Taylor 199&jrdEhromosomale DNA wurde in Form

von konjugativen Plasmiden und Bakteriophagen gefar{Owen und Leaper 1981).

1.2.1.2 Epidemiologie

Als wichtigste Erregerquelle dieser weltweit vertm&n Zoonose miussen tierische
Lebensmittel wie Fleischprodukte, insbesondere Idifteisch, aber auch Rohmilch
angesehen werden. Ebenso ist eine Ubertragung &arnthminiertes Wasser moglich. Nach
einem von Robinson durchgefiihrten Selbstversuchragpetdie zum Auslosen einer
symptomatischen Campylobakteriose notwendige Bigkterenge 5-800 KBE (Robinson
1981). Damit ist die Anzahl an Keimen geringer dis fir die Salmonellose notwendige

Infektionsdosis.
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Anzahl der Erkrankungen
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Abbildung 1: Dem RKI ubermittelte Campylobacter-&itiden nach Meldewoche im Vergleich mit dem
Median der Vorjahre und Anzahl der ErkrankungeH&ufungen nach Meldewoche fir Deutschland 2010

Mit im Jahr 2010 65.714 gemeldeten Féllen stellekt@ien der Gattung Campylobacter
noch vor Salmonellen die haufigste bakterielle Uhga fir infektiose Enteritiden in
Deutschland dar. Den mit 68% dieser Krankheitsf@ié3ten Anteil hatte die Spezies
Campylobacter jgjuni. In der jahreszeitlichen Verteilung der Krankhagsfigkeit zeigt sich
eine erhdhte Inzidenz im II. und Ill. Quartal desh®s. Demographische Untersuchungen
zeigen die hochsten altersspezifischen Inzidenzrabei einjahrigen Kindern (146,6
Erkrankungen/100.000 Einwohner) sowie in der Abesnppe der 20-24jahrigen
(138,8/100.000Einwohner) auf. Diese zweigipfligeo#lnung ist typisch und wird auch aus
anderen europaischen Landern gemeldet. Die gedgcyeh Verteilung unterliegt
deutschlandweit zum Teil erheblichen Schwankunggarwden einzelnen Bundeslandern und
weist dabei ein typisches Nord-Sidgefalle auf. éissgnt ist in den letzten Jahren eine stetige

Steigerung der Inzidenzzahlen zu beobachten (RK1R0
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1.2.1.3 Campylobakteriose

Die Campylobakteriose als klinisch fassbares Katretiner manifesten Infektion mit
Bakterien der Gattun@ampylobacter aufRert sich bei den betroffenen Patienten nackr ein
Inkubationszeit von 2-7 Tagen durch das typischanKhneitsbild einer akuten Enteritis
(Grifith und Park 1990). 12-24 h vor Auftreten agrterischen Symptomatik treten typische
Prodromi wie Fieber (bis 40 °C) Kopfschmerzen, Myt und Kephalgien auf. Spater
kommen Abdominalschmerzen und breiig bis wassrigeseltenen Fallen auch blutige
Durchfalle hinzu (Butzler und Skirrow 1979, Walladral. 1986, Skirrow 1977). Dabei kann
zwischen zwei klinischen Erscheinungsbildern dédferiert werden. Patienten in den
industrialisierten Lander zeigen haufiger einetaimimatorisch dominierten Verlauf mit Blut,
Schleimbeimengungen und Leukozyten im Stuhl sowgngidoskopisch nachweisbare
morphologische Schleimhautveranderungen, wie Sohi@iutddeme und hyperame
Reaktionen. In Entwicklungslandern dominieren dagegher durch wassrige Durchfalle
ohne morphologische Schleimhautveranderungen gekerimete Verlaufsformen das Bild
der akuten Campylobakteriose.

Die Diagnosestellung erfolgt mittels Erregernactsweius frischen Stuhlkulturen, ein
Antigennachweis mittels ELISA oder PCR ist ergamkzendglich. In der Regel ist der
Krankheitsverlauf selbstlimitierend und bedarf tgigh einer symptomatischen Behandlung
mit Volumen- und Elektrolytsubstitution. Bei schwarklinischen Verlaufsformen ist eine

gezielte antibiotische Therapie mit Erythromycineodhinolonen angezeigt (RKI 2005).

1.2.1.4 Sekundarerkrankungen n&ampylobacter-assoziierter Infektion

Neben der akuten Infektion mit Bakterien der Gaijtubampylobacter in Form von

Durchfallerkrankungen existiert eine Reihe von Eeldcrankungen, welche mit einer meist
vorausgegangenen Infektion assoziiert sein konkedor und Speed 1984, Ebright und
Ryan 1984). Von diesen sollen hier exemplarisch @Gadlain-Barré-Syndrom und der

Morbus Reiter in kurzer Darstellung Erwahnung fimde
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Guillan-Barré-Syndrom

Als seltene, jedoch schwerwiegende KomplikationeeirCampylobakteriose sind das
Guillain-Barré-Syndrom (GBS) und das damit verwanhftiller-Fisher-Syndrom (MFS) zu
nennen. Der erste Hinweis auf einen Zusammenhanigclaen einerCampylobacter-
Infektion und dem Auftreten eines GBS ergab sicheoem klinischen Fall des Jahres 1982,
als ein 45- jahriger Patient zwei Wochen nach gaggstinaler Erkrankung, hervorgerufen
durch Campylobacter, ein schweres GBS entwickelte (Rhodes 1982). @iterfolgreichen
Eradikation des Poliomyelitiserregers in weitenl@reider Welt ist das GBS zur wichtigsten
Ursache einer akut auftretenden schlaffen Lahmengjdergestreiften Muskulatur geworden
(Van Doorn et al. 2008). Das postinfektios auftneiee GBS ist gekennzeichnet durch eine
meist symmetrisch angeordnete schlaffe Lahmung chstader unteren Extremitaten,
Parasthesien, Reflexabschwachungen bis zur Areflexelche innerhalb von Tagen zur
Tetraplegie fortschreiten kann. Bedingt durch eiBeteiligung der respiratorischen
Muskulatur kann es in bis zu 20% der Erkrankuntgsfal einer Beatmungspflichtigkeit der
Patienten kommen (Rantala 1991). Obwohl der Kraibdyerlauf selbstlimitierenden
Charakter zeigt und in der Mehrzahl der Félle figr Betroffenen folgenlos ausheilt, bleiben
bei 15-20% der Erkrankten schwerwiegende dauerimedfteologische Defizite zuriick. Die
Mortalitat des GBS liegt trotz intensivmedizinischdal3nahmen bei 2-12%. (Alshekhlee et
al. 2008,Netto et al. 2011). Das Risiko, in Zusammenhangeaimér Campylobacteriose ein
GBS zu entwickeln, wird auf 2/10.000 geschatzt heag et al. 2008).

Aseptische Arthritis der groRen Gelenke und daseR&yndrom

Die reaktive Arthritis im Rahmen des Reiter-Syndsast die haufigste Form der aseptischen
Polyarthritis bei jungen Mannern. Das Syndrom wuresstmals 1916 wahrend des
1.Weltkrieges in dieser Form als Arthritis bei Sakh, welche sich in der
Rekonvaleszenzphase nach einer Durchfallerkrankef@nden, beschrieben. Die klassische
Symptomentrias besteht aus Arthritis, Urethritisl idonjunktivitis. Obwohl typischerweise
Chlamydia-trachomatis-Infektionen atiologisch in Zusammenhang mit derkr&nkung
gebracht werden konnen, verursachen auch darmpateogkeime, unter ihnen

Campylobacter jgjuni, diese Krankheitsentitat. Die Inzidenz wird ab%- der mit
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Campylobacter Infizierten geschatzt (Pope et al 2007). Pathatigatespielen wahrscheinlich

Kreuzreaktionen zwischen Peptiden des HLA-B27-Aerig)(Humanes Leukozyten-Antigen)
und Proteinen der gramnegativen Mikroorganismere @ntscheidende Rolle (Barth und
Segal 1999).

1.2.2 Humane intestinale Caco2-Zellen

Aufgrund des klinischen Erscheinungsbildes einem@dobakteriose mit zum Teil blutigen
Durchféllen und einer gelegentlich zu beobachtergkteridmie im Krankheitsverlauf kann
angenommen werden, dass Adharenz und Invasion ilegeks in die intestinale Mukosa
wesentliche Teilaspekte des pathobiologischen Mashaus wahrend der Infektion sind
(Everest et al. 1992). Zur genauen Aufklarung dergédnge wahrend einer Infektion ist daher
ein geeignetes Zellkulturmodell unentbehrlich. Diedieser Arbeit benutzte Caco2-Zelllinie
wurde urspriinglich aus dem priméren Kolonadenokamai eines 74 Jahre alten Mannes
isoliert. Der Chromosomensatz dieser sehr langsaathsenden Zelllinie mit einer

Verdopplungszeit von etwa 48 h ist hypertetraploid.

In der Vergangenheit durchgefuhrte mikroskopischéetsuchungen, sowie die Messung von
Enzymaktivitaten der Alkalischen Phosphatase, Seelsomaltase und Aminopeptidase
deuten auf eine strukturelle wie funktionelle Pisiarung von ausdifferenzierten Caco2-
Zellen hin. Im Hinblick auf die gemessenen Enzyrivdtiiten bestehen dabei Ahnlichkeiten
mit humaner Dunndarmmukosa. An ausdifferenziertano2-Zellen konnten sowohl durch
elektronenmikroskopische Beurteilung als auch duznksprechende Antikorperreaktionen
Burstensaummikrovilli an der apikalen Zelloberflachachgewiesen werden (Pinto et al.
1983). Dabei blieb jedoch der Grund fir die metsidahe Transformation der urspriinglich
aus Kolon-Schleimhaut generierten Zellen hin zu eE#yten weiter unklar. Die
hervorragende Eignung dieser Zelllinie fur in- e#tdntersuchungen bleibt jedoch aufgrund
der Ahnlichkeit zu ausgereiften humanen Enterozyeipestritten (Everest et al. 1992, Pinto
et al. 1983).
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1.3 Zielsetzung

Obwohl in den vergangenen Jahren zunehmend Fattednrder molekulargenetischen und
zellbiologischen Forschung auf diesem Gebiet drarakden, fehlen weiterhin grundlegende
Erklarungsmodelle fur den  Pathogenitatsmechanism@ampylobacter-assoziierter

Infektionen. In der vorliegenden Arbeit sollten emtZuhilfenahme eines Caco2-
Zellkulturmodells  weiterfuhrende Untersuchungen shihtlich der Invasions- und

Adharenzeigenschaften von klinisch€njeguni-lsolaten durchgefiihrt werden. Dabei sollte
in Anlehnung an die Kenntnis plasmidkodierteiru\énzfaktoren anderer darmpathogener
Bakterienspezies (siehe Tabelle 1) die Bedeutung Riasmiden fur die Expression von
Virulenzfaktoren vorC. jgjuni, vor allem im Hinblick auf Zellinvasion und -adkae, geklart

werden. Ziel war es dabei, Kklinische Isolate v@njeguni zu isolieren, weiterfihrend zu

charakterisieren und das Vorkommen von Plasmid-DiMAerfassen. Durch die Erzeugung
isogener Varianten und den in-vitro-Vergleich vorakRrienstammen, welche sich
ausschlie3lich durch den Besitz von Plasmid-DNAetstgheiden, sollten Unterschiede
hinsichtlich der Adharenz- und Invasionseigens@maftals MalR fur die Pathogenitat
aufgedeckt werden. Um den zeitlichen Verlauf deasion naher zu charakterisieren, sollten

invasionskinetische Modellversuche etabliert uncthgefthrt werden.

Virulenzfaktor Bakterienspezies Art des Virulenzfaktors
Enterotoxin E. coli Toxin

Tetanustoxin C. tetani Toxin

Y OP(yersinia-outer-membrane Yersinia spp Invasin

protein)

IPA (invasion-plasmid-antiggn Shigella spp. Invasin

SVP Galmonella-virulence-plasmjd =~ Salmonella spp. Invasin

CFA (colonization-factor-antigen  E. coli Adhasin

Tabelle 1: Beispiele fir plasmidkodierte Viruléaizoren anderer darmpathogener Bakterienspezies.
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Material

2.1.1 Bakterienstamme

2111 Wildtyp-Stamme

Die verwendeten Bakterienstamme sind klinischeateolon Patienten aus dem Klinikum
Gottingen bzw. aus peripheren Krankenhdusern dettingér Umgebung. Alle Isolate
stammen aus dem Jahr 2000; bei ihnen geht deradéetiden Nummerierung die
Kennzeichnung A voraus. Isolierte Plasmide einesn@tes wurden mit [pCj Stammname]
bezeichnet. Insgesamt konnten von symptomatiscla¢ierffen mit blutiger oder wassriger
Diarrhoe 56 verschiedene Stamme neuni isoliert werden, von denen 29% ein Plasmid
besal3en.

21.1.2 Transkonjugierte Varianten klinischer é¢elvonC. jeuni

Die hergestellten Konjuganten tragen den NamenR#spienten gefolgt vom Namen des

Plasmids des Donorstammes.

Rezipient  Phanotyp Donor Phanotyp Transkonjugani Phanotyp

A34 Nales A9 Tetes A34/pCjA9 Nafes/Tetes
A34 Nales Al3 Tetes A34/pCjAl13 Nales/Tetes
A22 Nales A9 Tetes A22/pCjA9 Naes/Tetes
A22 Nales Al3 Tetes A22/pCjAl13 Nales/Tetes
A3 Nalkes A9 Tetes A3/pCjA9 Nales/Tetes
A3 Nalkes Al3 Tetes A3/pCjAl3 Nafes/Tetes

Tabelle 2: Zusammenstellung der erzeugten tranaggtten Varianten.
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2.1.13 Andere verwendete Bakterienstamme
C. jguni Laborstamm NCTC 81-176 Julian Ketley, Universify eicester, GB
Salmonella enterica serovar Typhimurium Manassas, VA, USA

(ATCC 14028)
E. coli DH-5a Invitrogen, Karlsruhe
HS-1 Huhnerisolat

B-66 bovines Isolat

Die Isolate HS-1 und B-66 wurden uns freundlichéseeron Dr. R. Schmitt-Ott, Universitat

Gottingen, zur Verfigung gestellt.

2.1.2 Bakterienndhrmedium

Alle verwendeten Agar-Ansétze sowie die Brain-Héafiision (BHI) wurden in der
institutseigenen Nahrbodenkiche hergestellt undgarilitat Gberpruft.

Columbia-Blut-Agar (BA) in folgender Zusammensetzun

23 g/l Spezialnahrsubstrat
1,0 gl Starke

50 gl NacCl

13,0 g/l Agar-Agar

supplementiert mit 7% Schafblut

Tetrazyklin-Agar

Columbia-BA in oben angegebener Zusammensetzungplesuentiert mit 20 pug/ml
Tetrazyklin.
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Campylobacter-Flussignahrmedium (fir 500ml)

1 Einheit Campylobacter-Anreicherungssupplement oi@¥esel

25 ml lysiertes Pferdeblut Oxoid

Brain-Heart-Infusion (BHI) -Flissigndhrmedium zurak®erienkultivierung in folgender

Zusammensetzung:

200 g/l Kalberhirninfusion
250 gl Rinderherzinfusion
10 g/l Proteose Pepton
20 g/l Dextrose

50 gl NaCl

2,5 all NaHPO,

Die Brain-Heart-Infusion wurde nach der Zubereitdiing1l5 min bei 121 °C autoklaviert. In
regelmafRigen Abstédnden sowie vor Verwendung wureeSterilitat durch Inkubation einer
Probe flr 24 h Uberpruft.

2.1.3 Zellkultur

Die in dieser Arbeit genutzte Caco2-Zelllinie (DSMio. ACC 169) wurde urspringlich aus
einem Kolon-Adenokarzinom eines 72-jahrigen kawdasn Patienten isoliert. Diese seit
1974 etablierte Zelllinie wird von Professor A. Bac, Technische Universitadt Munchen,
vertrieben. Caco2- Zellen sind adharente, epitleelallen, welche bei einer Temperatur von
37°C und einer mit 5% Cf{angereicherten Atmosphéare inkubiert werden. Dalesen sie

eine Verdopplungszeit von cirka 80 h auf.

Zum Anlegen einer Subkultur wurde alle 5-6 Tagele6t bis 1:10- Splitting der Zellen unter
Verwendung von Trypsin/EDTA vorgenommen. Die Lantiggerung erfolgte mit 70%
Medium, 20% FCS, 10% DMSO, 1-2¥1Rellen pro Kryosystem.

10




Material und Methoden

2.1.3.1 Zellkulturmedien

Standardvollmedium zur Zellkultivierung

500 ml Dulbecco’s minimal essential medium (DMEM)
50 ml inaktiviertes FCS
5 mi Penicillin/Streptomycin (1000 mg/ml)

5 mi Non-essential-Aminoacids (100x)

Medium fur Langzeitlagerung von Zellkulturen

70% DMEM

20% FCS

10% DMSO

214 Antikorper
2.1.4.1 Patientenseren

21411 anticampylobacter-jgjuni-Serum

Im Rahmen der Routinediagnostik standen Seren =arfugung, die von Patienten mit
Campylobacter-jgjuni-positivem Kulturbefund, klinisch manifester Canglyhkteriose und

11
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Nachweisvon Campylobacter-jguni-spezifischen 1gG- bzw. IgM-Antikérpern stammtene D
Patientenseren wurden gepoolt und gegen konflUeate2- Zellen adsorbiert.

19G IgA
A22 + +
A21 + -
A28 + +

Tabelle 3: Antikérpernachweis in Patientenseren

2.1.4.1.2 anti-dsDNA-Serum

Das Patientenserum wurde uns freundlicherweise den Abteilung Immunologie der

Universitat Gottingen zur Verfigung gestellt und@0 in PBS, mit 1% BSA verdinnt,

eingesetzt.

2.1.4.2 Zytochromkonjugierte Sekundarantikorper

Ziege-anti-Human-1gG (H+L) TRITC-konjugiert DianmvHamburg, Deutschland
Ziege-anti-Human-1gG (H+L) CY2-konjugiert Dianowdamburg, Deutschland

Fiur die indirekte Immunfluoreszenz wurden die Selrantikbrper 1:200 in PBS mit 1%
BSA verdunnt.
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2.1.5 Verbrauchsmaterialien

Agarose Neeo Ultraqualitat
Ammoniumchlorid

Bluejuice Gel loading buffer 10x
Bovines Serumalbumin 30 % (BSA)
Campy Pack plus Mikroaerophiles System
Dulbecco’s MEM

Dulbecco’s PBS

Eppendorfcups

Essigsaure

Ethidiumbromid

Fetal calf serum (FCS)

Gentamicin (-sulfat)
Glasdeckplattchen @ 12 mm
Glucose

Glycerin

Halbmikrokivetten 1,5 ml

Kaliumacetat

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Kauhe
Sigma, Deiségimo
Bectorkipson, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
GibcoBRL, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Biochrom, Berlin
Sigma, Deisenhofen
Merck, Hannover
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Brand, Wertheim

Roth, Karlsruhe

Kryobank-Stammhaltungssystem fur Mikroorganismen siMZagnostika

Methanol 100%

Matrixpolymer Matrigel

Roth, Karlsruhe

BD Bioscience, Heidellger
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Minimal essential medium Dulbecco’s
Mowiol 4-88

Multischalen 24well

Multischalen 6well

Nalidixinsaure

Natriumazid

Natriumhydroxid
Non-essential-Aminoacids (100x)
Novobiocin
Objekttrager-Aufbewahrungsbox
PBS Dulbecco’s

Parafilm

Paraformaldehyd
Penicillin/Streptomycin 1000 mg/mi
Salzsaure

SDS

Tetracyclin

TRIS

Trypsin 10x/EDTA
Zellkulturflasche, 75 cf

Zellkulturflasche, 175 ch

GibcoBRL, IKarhe
Hoechst, Frankfurt
Nunc, Wiesbaden
Nunc, Wiesbaden
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

GibcoBRL, Kaulse
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Gibco BRL, Karlsruhe
American National Can.
Sigma, Deisenhofen

Biochrom, Ber

Roth, Karlsruhe
Biometra, Gottingen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden
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Weitere verwendete Verbrauchsmaterialien wie Eirspatgen, Petrischalen, Plastikrohrchen

und Pipettenspitzen wurden von den Firmen Costdniity Roth und Eppendorf bezogen.

2151 Antibiotikatestplattchen

In Klammern ist die Wirkstoffmenge pro Testplattolegegeben.

Erythromycin (15u9)
Tetracyclin  (30ug)
Ampicillin -~ (10 ng)
Ciprofloxacin (50ug)
Gentamicin  (1Qug)

2.1.6 Technische Geréate

Brutschrank HERAEUS BB 16 CU
Brutschrank HERAEUS B20
Bunsenbrenner, Flammi S
Feinwaage BL 310
Gelelektrophoresekammer
Transilluminator Bio Doc Il
Heizrihrer MR 3001
Mikroskop Model CK2
Tischmikroskop
Mikroskopierkamera DM RHC
Mikrowelle 800 W

Mikrozentrifuge 5417 R

Oxoid, Wesel
Oxoid, Wesel
Oxoid, Wesel
Oxoid, Wesel
Oxoid, Wesel

Kendro, Hanau
Kendro, Hanau
Schiutt, Géttingen
Sartorius, Géttingen
Kreutz, Stuttgart
Biometra, Gottingen
Heidolph, Schwabach
Olympus, Hamburg
Carl Zeiss, Jena
Leica, Bensheim
Severin;Sundern

Eppendorf, Hamburg
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Netzgerat EPS 301 Amersham Pharmacia, Brauresghw
Netzgerat EPS1001 Amersham PharmaciainBchweig
pH-Meter Calimatic 766 Knick, Berlin

Pipettierhilfe, Pipetus akku Hirschmann Laboéger Eberstadt
Schittelinkubator Typ SM 30A control Edmund BiihlEibingen
Spectrophotometer Ultrospec 1000 Pharmacia Biofeeiburg
Sterilbank BDK, Sonnenbdihl

Vortexer reax top Heidolph, Schwabach

Wasserbad mit Horizontalschuttler GFL 1092 Retth&gttingen

Als verwendete Kihlgerate dienten ein handelstbtichKihlschrank mit einer
Kihltemperatur von 4°C sowie ein Gefrierschrank eniter Kihltemperatur von -20°C. Das
Kryosystem mit den verwendeten Bakterienisolatend@un einem Gefrierschrank mit einer
Kdhlleistung von -70°C aufbewahrt. Die Caco2-Zellemvurden in einem

Flussigstickstoffkontainer gelagert.

2.1.7 Puffer und Losungen
Blockierungslésung 270 ml PBS

30 mi BSA (30%)
Elektrophoresepuffer 20 mi TAE 50x in 980 mHI®
Fixierungslosung fur Immunfluoreszenztest 90 ml  pAmva
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Mowiol Mounting Medium

Herstellung von Mowiol Mounting Medium

10

2,4

6,0
5,38

12

ml

ml

ml

Paraformaldehyd
PBS 10x

NaOH
Mowiol®4-88

Glycerol

Ampuwa

0,2 M Tris HCI (pH 8,5)

2,4 g Mowiol wurden in 6,0 g Glycerol durch permates Ruhren fur 1h gelost. Nach

Zugabe von 5,38 ml Ampuwa wurde erneut fur 2 h lgeriand 12 ml 0,2 M Tris-HCI

zugegeben. Unter standigem Rihren wurde die Logwum80 min bei 50 °C inkubiert und

danach bei 5000g fir 15 min zentrifugiert, um eidaren Uberstand zu erhalten. Die

Stammlosung wurde auf Aliquots aufgeteilt, welcle zur Verwendung bei -20 °C gelagert

wurden.

10x PBS

TAE-Puffer 50X

Plasmidpraparationslésung 1

(Resuspensionspuffer)

20
80
1,83

2,0
50
5,75

50
25

mM KEPO, (pH 7,4)
mM NaHP O,

M NaCl

M Tris Puffer

mMm EDTA (pH 7,5)
% (Vv/Vv) Essigsaure

mM

Glukose

Tris pH 8
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10 mM EDTA
Plasmidpraparationslésung 2 02 M NaOH
(Lysepuffer) 1 % SDS
Plasmidpraparationslésung 3 29,45 ¢ KAc in 60kHO
(Fallungsreagenz) 11,5 ml Essigsaure
28,5 ml diO
2.1.8 Kommerzielle Kits
Api campy BioMérieux, Marcy I'Etoile, Frankii
Gene Path Group 1 Reagent Kit Bio Rad, Herc@és,USA
Plasmid mini Kit Qiagen, Hilden
2.18.1 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)-Kit-Komgraten

Zell-Suspension-Puffer
Embedding-Agarose
Proteinase-K-Puffer
Proteinase K

10x Waschpuffer

Plug molds

Lysis-Puffer |

Lysozym/Lysostaphin (25mg/ml; 2mg/ml)
Restriktions-Enzym Sma | (5ul)

Sma | Puffer y tango

Lambda-ladder-Molekularmassenstandard
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2.1.8.2 Api-campy-kit-Komponenten
AUX Medium: 29 Ammoniumsulfat
1,59 Agar
82,8mg Anorganische Salze
250mg Aminosauren
35,9mg Vitamine/Nahrsubstrate
0,04M Phosphatpuffer
(pH=7,1)
NIT 1 Reagenz: 0,49 Sulfanilsaure
30g Essigsaure
70ml HO
NIT2 Reagenz: 0,69 N,N-Dimethyl-1-Naphthylamin
30g Essigsaure
70ml HO
FB Reagenz: 0,35g Fast Blue BB (>0,1%)
7,5mg Natriumlaurylsulfat
100ml Organische Losungsmittel
NIN Reagenz: 79 Ninhydrin
100ml 2-Methoxyethanol
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2.2 Methoden
221 Isolierung, Identifizierung und biochemiscl@harakterisierung klinischer
Campylobacter-jgjuni-  Isolate  einschlielich  Erstellung  qualitativer

Resistenzprofile

2211 API® Campy

Alle Campylobacter-jguni-Isolate stammten aus Stuhlkulturen der bakterietdgen
Routinediagnostik der damaligen Abteilung Baktexgi¢ der Universitatsklinik Gottingen.
Diese Isolate wurden auf Columbia Blut-Agar tbeffinmynd flir 24 h mikroaerophil bei 42 °C
bebritet. Im Anschluss erfolgte die Erstellung sif®ochemischen Profils mittels des
kommerziell erhaltlichen API® Campy-Systems zur gpisierung von Campylobacter

Spezies in einem standardisierten Test.

Der Test besteht aus zwei Komponenten: im ersteil Weirde unter aeroben
Wachstumsbedingungen die Fahigkeit des zu testendleims gepruft, spezifische

enzymatische Schliisselreaktionen durchfiihren zaé@rDiese sind im Einzelnen:

— Ureaseaktivitat

- Nitratreduktion

- Esteraseaktivitat

— Hippurathydrolyse

— Gamma-Glutamyltransferaseaktivitat
— Tetrazoliumreduktion

— Pyrrolidonyl-Arylamidaseaktivitat

- L-Arginin-Arylamidaseaktivitat

- L-Aspartat-Arylamidaseaktivitat

- Alkalische Phosphataseaktivitat.
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Die dabei entstehenden Stoffwechselprodukte wurdeekt oder nach Zugabe der
entsprechenden Substrate und Indikatoren nach dHerangabe durch Farbumschléage

sichtbar gemacht.

Im zweiten Testteil wurden in einem Minimalmediumter mikroaerophilen Bedingungen

diverse Assimilationsreaktionen sowie einige Artilkiaresistenzen gepruft:

Substrate der Assimilationsreaktionen:

— Glukose
— Succinat
- Acetat

— Propionat
- Malat

— Citrat.

Zur Prufung von Antibiotikaresistenzen eingesetrtgbiotische Wirkstoffe:

— Nalidixinsaure
— Cefazolin

— Erythromycin.

Die mitgelieferten Teststreifen wurden fur beidestbereiche nach Herstellerangaben mit
einer Bakteriensuspension des zu testenden Isatesshickt, inkubiert und ausgewertet.
Eine weiterfihrende Charakterisierung erfolgte Hu#ntibiotikaresistenzbestimmung in
einem semiquantitativen, standardisierten Agarsiffas-Hemmhoftest mittels kommerziell
erhaltlicher Antibiotikaplattchen. Dabei wurde jedklinische Isolat auf Sensibilitat bzw.
Resistenz gegenuber den typischen im klinischetag\kingesetzten Antibiotikagruppen hin

untersucht:

- Erythromycin

— Ciprofloxacin
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- Tetracyclin
- Ampicillin

- Gentamicin.

2.2.1.2 Weiterfuhrende Charakterisierung

Des Weiteren wurden die DNAse-Aktivitaten sowie #iatalaseaktivitaten der isolierten
Bakterienstimme getestet:

Test auf DNAse-Aktivitat

Prinzip: Der Testagar enthalt DNA. PolymerisiertBlA prazipitiert bei Anwesenheit von
Salzsaure und verfarbt den Agar opak. Bei Mikroorgiaen, die DNA mittels DNAse
abbauen, entsteht aufgrund der ausbleibenden Radioip ein heller Hof um die

Bakterienkolonie.

Durchfiuhrung:

Auf DNAse-Testagar wurde eine Kolonie des zu tektenBakterienstammes mit einer
Impfschlinge strichférmig ausgebracht und ansclelnel3fir 24 h mikroaerophil bei 37 °C
bebritet. Nach Flutung der Agarplatte mit 1 N H&ibt sich der Agar opak, wahrend um

DNAse-produzierende Bakterienkolonien ein hellef blestehen bleibt.

Test auf Katalase-Aktivitat

Auf einem Objekttrager wurden einige Tropfen eir@8bhigen Wasserstoffperoxidlésung
aufgetragen und mittels einer Impfschlinge mit einkolonie des zu testenden
Bakterienstammes verrieben. Die deutliche Gasbgdweist dabei auf das Vorhandensein
des Enzyms Katalase hin.

2 H202 22B + OZ
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2.2.2 Bestimmung des log-Phasen-Wachstums v@neuni-Isolaten unter
standardisierten Bedingungen

Der zu untersuchende Bakterienstamm wurde aufgetadtfir 24h auf frischem Columbia-
Blut-Agar bei 42 °C und mikroaerophiler Atmosphktdtiviert. Danach erfolgte die Anlage
einer Vorkultur: ein 50-ml-Falcon-Roéhrchen wurdet mOml steriler Brain-Heart-Infusion
(BHI) beschickt und unter sterilen Kautelen mitegireinzelnen Bakterienkolonie von der
zuvor angelegten Columbia-Blut-Agar-Platte beimpfie so angelegte Vorkultur wurde fr
14 h mikroaerophil bei 37 °C in einem Horizontaldtler bei 120 U/min bebritet. Im
Anschluss wurde die optische Dichte als Mal3 fur Bakterienwachstum photometrisch bei
einer Wellenldnge voi=550 nm ermittelt. Durch Volumensubstitution eirgafinierten
Menge BHI wurden die Vorkulturen auf eine Extinktigon 0,1 beh=550 nm titriert. 10 ml
der so eingestellten Bakteriensuspension wurde33@0d U/min fir 5 min zentrifugiert, der
Uberstand dekantiert, das Bakterienpellet in 2 tetliler BHI resuspendiert und anschlieRend

in 250 ml BHI in einem 500-ml- Glaskolben aufgenoemn

Mit dem Startzeitpunkt der Messung t=0 erfolgte Idieubation bei 37 °C, in mikroaerophiler

Atmosphére in einem Horizontalschittler bei 120 lb/nin regelmaligen Abstanden wurde
die Inkubation temporar unterbrochen, eine 2 mlbBraler Suspension unter sterilen
Bedingungen entnommen und ihre optische Dichtegohetrisch bestimmt. Die Beobachtung
des Bakterienwachstums erfolgte Uber einen Zeitraom16 Stunden, mindesten jedoch bis
die Plateauphase des Wachstums erreicht war.

2.2.3 Kultivierung und Subkultivierung von humar@aco2-Zellen

2231 Auftauen der Zellen

Die Caco2-Zellen wurden zur LangzeitaufbewahrungDiISO-L6sung bei -196 °C in
flissigem Stickstoff gelagert. Zum Auftauen einegllzharge wurde ein Kryoréhrchen
entnommen und sofort auf Trockeneis gelagert. Usterilen Bedingungen wurde sofort nach
Verflissigung die enthaltene Zellsuspension in @ienl-Zellkulturflasche Gberfihrt und mit
10 ml des auf 37 °C vorgewarmten DMEM Komplettmewuwerdinnt. Die Inkubation der
Zellen erfolgte fur 4-6 Tage bei 37 °C in mit 5 %9Langereicherter Atmosphare. Alle 24 bis
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48 h erfolgte ein kompletter Wechsel des Zellkuitadiums. Bei Ausbildung eines
konfluenten Zellrasens wurden die Zellen abtrygsinund zur weiteren Subkultivierung als
1:5- bis 1:10-Split auf gréRere Zellkulturflaschemteilt.

2.2.3.2 Ernte der Caco2-Zellen zur weiteren Subketung

Der konfluente Caco2-Zellrasen wurde nach mikrosah@r Kontaminationskontrolle 2x mit
jeweils 10 ml sterilem, auf 37 °C vorgewarmten P&®gfaltig gewaschen, mit 2 ml einer
Trypsin/EDTA L6sung beschickt und fir cirka 5 miei 187 °C inkubiert. Durch vorsichtiges
Beklopfen der Flaschenwand wurden die Zellen mdbgticvollstandig in Suspension
gebracht. Der enzymatische Prozess wurde durclZuligbe von 8 ml des vorgewarmten
DMEM Komplettmediums gestoppt, die Zellen als 1:Bis 1:10-Split auf weitere

Zellkulturflaschen mittlerer Gro3e verteilt und mMRMEM-Komplettmedium auf ein

Gesamtvolumen von jeweils 25 ml pro Zellkulturflascausgedehnt. Die Inkubation der

Zellen erfolgte bei 37 °C in mit 5% G@ngereicherter Atmosphare.

2.2.3.3 Beschichtung  von Glasdeckplattchen mit emin biologischen
Oberflachenpolymer zur Optimierung der Adharenzesgbaften der Caco2-
Zellen

Das Matrigel®-Biopolymer wurde nach Herstellerarggabmit sterilem Ampuwa 1:50
verdinnt und bis zur Verwendung aliquotiert bei D aufbewahrt. Die Glascoverslips
wurden dampfsterilisiert und steril gelagert. Zuretflachenbeschichtung wurden mehrere 10
ul-Tropfen des bis auf 4 °C erwarmten Matrigels@imne sterile Glaspetrischale gegeben, die
Coverslips daruber gelegt und bei RT fur 1h inketbidanach wurden die Coverslips 2x mit
sterilem PBS gewaschen, mit einer Pinzette in 2dreoch-Zellkulturplatte Gberflhrt und fir

30 min bei RT getrocknet. Die Aussaat der Caco2eAeadrfolgte unmittelbar im Anschluss.
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2.2.3.4 Aussaat der Caco2-Zellen auf oberflach@&mekerte Glasdeckplattchen

Die Zellen wurden wie im letzten Abschnitt bescher bei Konfluenz abtrypsiniert, in 10 ml
Komplettmedium aufgenommen und auf Eis gestellt. yflOder Zellsuspension wurden
entnommen, im Verhaltnis 1:10 bzw. 1:100 mit Ampuwardinnt, und in der
Neubauerzadhlkammer wurde eine Zellzahlbestimmumgermmmen. Die definitive Caco2-
Zelldichte von 150.000-200.000 Zellghivurde durch Verdinnung mit dem entsprechenden
Volumen an DMEM-Komplettmedium erreicht. Die Aussadolgte durch Zugabe von 1 ml
Zellsuspension pro Loch einer 24-Loch-Multiwellsiehanit anschlie3ender Inkubation der
Zellen bei 37 °C in mit 5 % C{angereicherter Atmosphare. Das Medium wurde &id&h
vollstandig ersetzt, das Zellwachstum regelmaRidgkroskopisch kontrolliert und das
Erreichen der Konfluenz der Caco2-Zellen dokumentie

224 Genetische Manipulation der Bakterienstamme

2241 Plasmidheilung tetrazyklinresister@ejeuni-Isolate

Die Tetrazyklinresistenz vor€. jguni wird durch auf den Plasmiden gelegenen Genen
determiniert. Als Plasmidheilung wird der vollstége irreversible Verlust eines Plasmids
definiert. Er kann u.a. durch Hemmung des Repliketmechanismus der Bakterienzelle,
durch DNA-interkalierende Substanzen oder durch iHetoffe der DNA-Gyrase, induziert
werden. Als Screening auf Plasmidverlust wurde d&hanotypwechsel von

tetrazyklinresistent zu tetrazyklinsensibel verwend

Plasmidheilung durch Ethidiumbromid

Die Stamme A6, A7, Al3, Al4 und A22 wurden fur jé&e24 h, 48 h und 120 h in
Campylobacter-Flissignahrmedien mit aufsteigendéndi&mbromidkonzentrationen von 3
ug/ml bis 20 ug/ml kultiviert, um die stammspezifische subletdd®sis zu ermitteln.
Einzelkolonien der so behandelten Stamme wurdenls&m jeweils auf Columbia-BA und
Tet-Agar (Tetrazyklin-Agar) Uberimpft und das Baktawachstum nach 24 h Bebriutung bei
42 °C und mikroaerophiler Atmosphare kontrolliert.
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Plasmidheilung durch Novobiocin

Die Stamme A6 und A7 wurden fur 24 h bis 48 h inlBHpplementiert und mit Novobiocin
in ansteigenden Konzentrationen kultiviert (@@'ml, 25 pg/ml, 50 ug/ml, 100 ug/ml, 200
ug/ml Novobiocin). Desweiteren wurde bei den Stamni&h und B2 die subletale
Novobiocindosis bei standardisierter Inokulationsgee an Bakterien von 5xiKBE/m
ermittelt. Dazu wurden die Bakterien in Eppenddrfohen in 1 ml BHI+Novobiocin in
Konzentrationen von fig/ml bis 50ug/ml fur 48 h mikroaerophil bei 42 °C kultiviert.i®®
quantitative Bestimmung der Uberlebensrate erfofiitetometrisch bei einer Wellenlange
von A=550 nm nach Eichung auf die optische Dichte vonl.Bbarauf basierend wurden
weitere Ansétze der Stamme B1 und B2 wie oben bieban mit Novobiocin behandelt. Die
Selektion tetrazyklinsensibler Klone erfolgte dustimultanes Ausstreichen der Einzelkolonie
auf Columbia-BA und Tet-Agar bzw. nach der im faigen Abschnitt beschriebenen Replica

plating Methode.

2.2.4.2 Selektion tetrazyklinsensibler Klone nat &eplica-plating-Methode

Die Selektion der durch Plasmidheilung unter Nowoli generierten tetrazyklinsensiblen
Klone erfolgte mittels der Replica-plating-Method#azu wurde ein massiver Holzzylinder
(Durchmesser cirka 6 cm) unter Zuhilfenahme einegtaifischelle mit einem sterilen

Samttuch Uberspannt. Die Bakterienisolate wurdem iBehandlung mit Novobiocin wie im

letzten Abschnitt beschrieben in einer Dichte vof His 16 KBE pro Agar Platte ausgesét
und fur 15-20 h mikroaerophil bei 42 °C bebrutebn\er so vorbereiteten Master-Platte
werden die Bakterienkolonien durch das straff gespaSamttuch auf eine Tet-Agar Platte
Ubertragen. Nach Bebrutung der Tet-Agar Platte Z0rh bei 42 °C in mikroarophiler

Atmosphare wurden korrespondierende Bakterienketoauf beiden Platten verglichen und
die tetrazyklinsensiblen Klone von der Master-Rlaigoliert. Diese wurden erneut auf
Columbia-BA subkultiviert. Zur Bestatigung des Phadverlustes wurde im Anschluss mit
den isolierten Klonen eine Plasmid-Praparation llalie im Folgenden beschriebene Alkali-

Lysis-Prozedur durchgefihrt.
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2243 Alkali-Lysis-Prozedur zur Praparation \makteriellen Plasmiden

1 ml Bakterienkultur wurde bei RT fur 1 min bei D8U/min zentrifugiert, der Uberstand
dekantiert und das Bakterienpellet in L@dGeiskaltem Resuspensionspuffer geldst. Nach der
Zugabe von 20@l frisch hergestelltem Lysepuffer erfolgte die Alguierung fir 5 min auf
Eis. AnschlieBend wurden 150 Fallungsreagenz hinzugefigt und erneut fur 5 enih Eis
aquilibriert. Anschliel3end erfolgte die Zentrifuigat fir 6 min bei RT mit 14000 U/min. 400
ul des Uberstandes wurden in ein neues GefaR UberfDie Fallung der Plasmid- DNA
erfolgte durch Zugabe von 8Q0 100 % igen Ethanols mit anschliel3ender Inkubaben
20°C far 15 min. Nach erneutem Zentrifugieren fQrrin bei 14000 U/min und 4 °C sowie
dem anschlieRenden Verwerfen des Uberstandes terftily Salzauswaschung mit 70 % igem
Ethanol. Dem folgte erneutes Zentrifugieren zu dbyen, bereits weiter oben beschriebenen,
Konditionen. Die Losung der Plasmid-DNA in 2b Tris-Cl erfolgte nach Trocknung des
Pellets fur 5 min bei RT.

2244 Erzeugung isogener Varianten durch konijpga Plasmidtransfer

Die Plasmide pCjA9 bzw pCjAl13, welche jeweils einlagmidgebundenes
Tetrazyklinresistenzgen (T& tragen, wurden durch konjugativen Gentransfer die
nalidixinsaureresistenten (M), plasmidfreien Rezipientenstamme A34, A22 und A3
transferiert. Dadurch konnten die NalTetes Transkonjuganten A3/pCjA9, A3/pCjAl3,
A22/pCjA9, A22/pCjAl13, A34/pCjA9, A34/pCjAl3 genert werden.

Zur Erzeugung der Transkonjuganten wurden die Dstaorme (Tet) A9 und Al3 sowie
die Rezipientenstamme (Nal A3, A22 und A34 Uber Nacht auf Columbia-BA
supplementiert und mit 2Qug/ml Tetrazyklin fur die Donorstamme bzw. 50/ml
Nalidixinséaure fur die Rezipientenstamme kultividdie Bakterien wurden geerntet und in
PBS+DNAse | 25.g/ml sowie MgCl 10QuM suspendiert. Die optische Dichte wurde bis zu
einer Extinktion von E=0.5 bgi=550 nm titriert, was einer Bakterienzahl von citkel(
KBE entspricht. Jeweils 0,1 ml der Bakteriensusmensines Donors und eines Rezipienten
wurden gemeinsam auf Columbia-BA (+28/ml DNAse) ausgestrichen und fur 5 h bei
37 °C in 5 %CQ@angereicherter Atmosphéare bebritet. Die Baktenarden geerntet und in
300 ul PBS resuspendiert. Die Selektion der transkomjtega Klone erfolgte durch
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Subkultivierung auf Columbia-BA (+20Qg/ml Tetrazyklin + 50ug/ml Nalidixinsdure) tber
Nacht bei 37 °C in mit 5 % CQngereicherter Atmosphare.

2245 Qualitativer Nachweis der Plasmidakquimegy der Rezipientenstamme durch
Plasmid-mini-Praparation

Das kommerziell erhdaltliche Plasmid-Préaparations-KQiagen) basiert auf einem
modifizierten  Alkali-Lyse-Protokoll. Dabei wird Faid-DNA bei niedrigen
Salzkonzentrationen und pH-Werten an einen Aniounstaascher gebunden, wobei RNA,
Proteine und héhermolekulare Verunreinigungen abget werden. Durch Anhebung des
pH-Wertes und der NaCl-Konzentration auf 1250 mMdwilie gebundene Plasmid-DNA
eluiert und in hochmolarer Salzlosung konzentriartschlie3end durch Isopropanolféallung
prazipitiert und danach schrittweise entsalzt. Ajitesteten Bakterienisolate wurden zuvor
auf Columbia-BA subkultiviert und fur 24 h bei 4Z °mikroaerophil bebriitet. Die
Praparation erfolgte nach Herstellerangaben uneéruvierwendung der im Lieferumfang
enthaltenen Chemikalien und Reagenzien sowie deon&n-Austauscher-Harze. Nach
Herstellerinformationen ist das angebotene Systaenisolierung von Plasmid-DNA bis 150

kB besonders effizient.

2246 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) von Donond Rezipientenstimmen sowie
der erzeugten isogenen Varianten

Um eine spontane chromosomale Mutation der Rezgerals Ursache des neuen
tetrazyklinresistenten Phanotyps auszuschlieRendemuDonorstamme, Rezipientenstamme
sowie die erzeugten isogenen Varianten als Tranpsganten einer Pulsfeldgelelektrophorese
der chromosomalen Bakterien-DNA im Sma I-Restriktienzymverdau mittels eines
kommerziell erhaltlichen PFGE-Kits unterzogen. Mearchfihrung erfolgte entsprechend
den Herstellerangaben und unter Verwendung derigfelumfang enthaltenen Geltaschen
sowie der entsprechenden Chemikalien und Reagenzidbweichungen vom

Standardprotokoll des Herstellers basierten aukildmknissen von Ribot et al. (2001). Die
Gelelektrophorese der vorbereiteten Proben wur@enttlicherweise von Frau Claudia

Huppach der BE Krankenhaushygiene der Universititiggen vorgenommen.
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Vorbereitung der Bakterienproben

Dazu wurden die Bakterienstamme A34, A22, A3, A3ASC A3/pCjAl13, A22/pCjA9,
A22/pCjAl13, A34/pCjA9, A34/pCjAl13, A9 und A13 Ubbdlacht auf Columbia-BA bei 37 °C
in 5 % CQ angereicherter Atmosphére kultiviert. Die Bakteneurden geerntet, in jeweils 1
ml sterilen PBS suspendiert und fir 2 min bei 10.Qdmin zentrifugiert. Die Grol3en der
entstandenen Bakterienpellets wurden mit Referéféagr des Herstellers verglichen und an
diese durch Verdinnung bzw. Volumenreduktion angspeDie Agarose wurde in einer
Mikrowelle geschmolzen und bis zur weiteren Verwergl bei 50-55 °C &aquilibriert. Die
Bakterienpellets wurden vorsichtig jeweils in 1Q0 Zellsuspensionspuffer gelést und

anschlieB3end fir 15 min bei 50 °C aquilibriert.

Lyse der Bakterienproben

Der Zellsuspension wurden gl Lysozym/Lysostaphin sowie 100l der geschmolzenen
Agarose zugegeben, gemischt und L0@avon in die mitgelieferten Geltaschen gegeben.
Nach Verfestigung zu Gelblécken wurden diese inl Eppendorfréhrchen tberfuhrt und die
Zelllyse mit 500ul Lysispuffer, 20ul Lysozym/Lysostaphin durchgefuhrt (Inkubation filr

bei 37 °C). Nach dem Entfernen des Lysispuffers demh anschlieBenden Waschen mit 1x
Waschbuffer wurde 2Ql Proteinase K in 50Ql Proteinase K Puffer zugegeben und fir 16
bis 20 h bei 50 °C inkubiert. Nach viermaligem West der Gelblécke mit jeweils 1 ml
Waschpuffer fir je 30 min bei RT wurden diese hisnzanschlieRenden Sma I-Verdau bei
4 °C aufbewabhrt.

Sma I-Restriktionsverdau der Bakterienproben

Nach einem initialen Waschschritt der Gelblocke jeuteils 1ml Waschpuffer fir 30 min bei
RT in einem Schuttelinkubator wurden die Proben58@ul Sma I-Puffer versetzt und fir 30
min bei RT inkubiert. Der eigentliche Verdau wurdé 5ul Sma | (entsprechen 25 units pro
Gelblock) in 300ul Sma I-Puffer fur 20 h bei 25 °C durchgefuhrt. Bebehandelten Proben
wurden bis zur Durchfiihrung der GelelektrophoremedlC in jeweils 50Q1 1xWaschpuffer

aufbewabhrt.
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2.25 Zellkulturversuche

2251 Kulturelle Methode mit Hilfe des Gentamiéirotektions-Assays (GPA)

Vorbereitung der Bakterienisolate

Die zu testende@. jguni-Isolate wurden in Subkultur fir 24 h auf ColumBiA-bei 42 °C in
mikroaerophiler Atmosphéare kultiviert. AnschlielRewdrden die Bakterien in sterilem PBS
in Suspension gebracht und photometrisch auf eptesame Dichte von 0,5 bei einer
Wellenlange vori=550 nm eingestellt (entspricht l&BE/mI). Eine weitere Verdiinnung
mit DMEM erfolgte im Verhaltnis 1:10.

Vorbereitung der Caco2-Zellen fur den GPA

Die Caco2- Zellen wurden, wie bereits in den vaedeAbschnitten beschrieben, in 24-Loch-
Multischalen kultiviert und am zehnten postkonflteen Tag fir den Infektionsversuch
eingesetzt. Vor Zugabe der Bakteriensuspension emurdie Zellen mikroskopisch auf
Integritat des Zellrasens und Kontamination kotigd] sowie zweimal mit auf 37 °C

vorgewarmtem PBS gewaschen.

Infektion der Caco2-Zellen fir den GPA

Pro Loch der Multischalen wurde 1 ml der Bakterispension (~10KBE) verwendet. Zur
zeitlichen Synchronisierung wurden die BakterienZimin bei 400 U/min zentrifugiert und
anschlieBend bei 37 °C in 5 % gé@ngereicherter Atmosphére fur 2 h inkubiert. Naxtem
intermediaren Waschschritt (3 x 5 min mit PBS) veudie Halfte der Ansatze mit 25@/ml
Gentamicin, die anderen Ansatze mit DMEM versetrt fur 3 h bei 37 °C inkubiert. Durch
zweimaliges Waschen mit 1 ml PBS wurde das Antikimb entfernt und anschliel3end die
Caco2-Zellen mit 50@l Triton X-100 0,01 % in PBS fur 30 min bei 37 %3ikrt. Das Lysat
der mit Antibiotikum behandelten Ansatze wurde irl-1bzw. 1:10-Verdinnungen in
Duplikaten auf Columbia-BA ausplattiert. Die unbetielten Ansatze wurden in
Verdinnungsstufen 1:10 und 1:100 in Duplikaten &dlumbia-BA ausplattiert. Die
Bestimmung der Infektionsdosis erfolgte durch Aaigrung der Infektionssuspension auf
Columbia-BA.

Bestimmung der Adharenz und Invasionsraten durctzéhiung der Kolonien

Nach Bebrutung fir 24 h bei 42 °C in mikroaerophdemosphare wurde durch Auszahlung

und Mittelwertbildung bei den mit Gentamicin behalteih Ansatzen die Invasionsrate
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bestimmt. Die unbehandelten Ansatze wurden zur tHung der zellassoziierten Bakterien
ausgezahlt.

2252 Indirekte Doppelimmunfluoreszenz zur défezierten Darstellung intra- und
extrazellularer Bakterien in infizierten Caco2-Zedinolayern

2.25.3 Praadsorption des Patientenserums gegesfopaaldehydfixierte Caco2-
Zellen

Zur moglichst vollstandigen Unterdriickung eines p@zsfischen Hintergrundsignals bei
Immunfluoreszenzversuchen wurde das gepoolte Ratiserum gegen konfluente Caco2-
Zellen praadsorbiert. Dazu wurden jeweils 2 ml @e$ 1:50 mit Ampuwa verdinnten
Patientenserums auf den konfluenten, paraformatifetigrten Caco2-Zellrasen gegeben und
fur 1 h bei RT inkubiert. Das praadsorbierte Semunde aliquotiert mit Na®lbis zu einer
Konzentration von 0,01 % versetzt und bei -20 %Czoir weiteren Verwendung aufbewahrt.

2254 Status der Zellmembranintegritat humanaco2-Zellen nach der Fixierung
mit 4 %- iger Paraformaldehydl6sung

Auf mit Matrigel beschichteten Glasdeckplattchenciksende Caco2-Zellen wurden am
zehnten postkonfluenten Tag zweimal mit auf 37 Wgewarmten PBS gewaschen und
anschlieBend mit 4 %-iger frisch zubereiteter Rarafldehydlosung fir 30 min bei RT
fixiert. AnschlieBend wurde durch dreimaliges Wasthmit PBS fir 5 min das
Paraformaldehyd vollstandig entfernt. Das QuencliagZellen wurde mit NkCL 50 mM
fur 15 min und das sich anschlielBende Blockiereh 2Zn% BSA in PBS fur 30 min
durchgefuhrt. Der antinukledre Antikérper wurdeQD5n Blockierungsreagenz verdinnt und
fur 1 h bei RT mit den Zellen inkubiert. Nach einamschlieenden Waschschritt (dreimal 5
min mit PBS bei RT) wurde zur Detektion ein Cy2-kamjierter Ziege-anti-human-Antikdrper
1:400 in Blockierungsreagenz verdunnt verwenddtufpation 1 h bei RT). In einem zweiten
parallel dazu durchgefuhrten Ansatz wurden die €agellen vor der Markierung mit dem
Primarantikoper fur 30min mit eiskaltem Methanol hledelt. Nach einem finalen

Waschschritt (dreimal 5 min mit PBS bei RT) wurake Deckplattchen beider Ansatze mit
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Mowiol-Mounting-Medium auf geschnittenen Objekttefig konserviert und nach 12 h

Aushéartung mikroskopisch beurteilt.

2.2.55 Infektion humaner Caco2-Zellen mit mid-Bigasert. jguni-Kulturen

Vorbereitung der Zellkulturen fir den Immunfluoreszversuch

Die auf Glasdeckplattchen wachsenden Zellen befasod zum Zeitpunkt der Infektion am
zehnten postkonfluenten Tag. 12-24 h vor der Indekt wurde ein kompletter
Mediumwechsel durchgefuhrt und die Zellen lichtrog&opisch auf Kontamination und
Integritat des Zellrasens hin untersucht. Unmi#telsor der Infektion wurden die Zellen

zweimal mit serumfreien DMEM- Komplettmedium gewlasic.

Vorbereitung der Bakterienisolate fur den Immunfegszenzversuch

Nach den Erkenntnissen der Versuche zum WachstumCvgejuni in BHI wurden pro
Bakterienstamm 125 nt. jguni-BHI-Kultur in mid log Phase gewonnen, bei 3300 Wm
bei 4 °C fur 5 min zentrifugiert und in jeweils 2 sterilem PBS resuspendiert. Die optische
Dichte dieser Bakteriensuspension wurde photoneétrizestimmt und durch Zugabe einer
entsprechenden Menge sterilen PBS auf eine Extimkton E=0,5 bei einer Wellenlange von
A=550 nm titriert. Durch anschlieBendes Verdinneseat Suspension (1:10 in DMEM ohne
Zusatze) wurde die endguiltige Infektionssuspensiergestellt. Durch Ausplattierung von
100 ul einer 1:18-bzw. 1:16-Verdiinnung in Duplikaten wurde fiir jedes geteststdat die

Infektionsdosis bestimmt.

Infektion der Caco2-Zellen

Jedes Bakterienisolat wurde in Quadruplikaten g¢etedPro Loch wurden 1 ml der
hergestellten Infektionssuspension auf die vorbeten Caco2-Zellen gegeben. Die
Multiwellschallen wurden bei 4 °C 400 U/min fiur Smeentrifugiert, um eine zeitliche
Synchronisierung der Infektion zu erreichen. Ansddénd wurden die Zellen fir 2 h bei
37 °C in 5% C@angereicherter Atmosphare inkubiert. Die Invasiemde durch dreimaliges
Waschen der infizierten Zellen mit PBS und ans@dreler Fixierung mit einer 4 % igen
Paraformaldehydlosung fur 30 min gestoppt. Bis Imumunfluoreszenzfarbung wurden die

infizierten Zellen bei 4 °C aufbewahrt.
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2.25.6 Bestimmung der Adharenz und Invasion durctiifferenzierte
Antikdrperreaktionen

Alle Inkubationen mit Antikdrpern wurden auf Pahafimit jeweils 50ul der entsprechend
verdunnten Antikdrperlosung durchgefuhrt; fur aMgaschschritte wurde eine 24fach-
Multiwellschale benutzt. Nach der Zugabe des erssekundarantikbrpers wurden alle
weiteren Inkubationen  im Dunkeln  durchgeflhrt. Dieinfizierten  und
paraformaldehydfixierten Zellen wurden dreimal &imin bei RT mit PBS gewaschen und
anschlie3end fir 20 min mit jeweils 5 ml 1% BSAPBS geblockt. AnschlielRend wurden die
infizierten Zellen fir 1 h bei RT mit dem gepooltétatientenserum als human-anti-
Campylobacter-Primarantikérper 1:200 in PBS mit BSA inkubiert. Nachdem der
Primarantikdrper durch dreimaliges Waschen fir & miit PBS bei RT entfernt wurde,
erfolgte die Inkubation mit einem TRITC-markiertBiege-anti-Mensch- Sekundarantikérper
1:200 verdunnt in PBS mit 1 % BSA fur 1 h bei RTadd erneutem dreimaligem Waschen
fur 5 min mit PBS bei RT zum Entfernen des Sekuawl#kdrpers, wurden die Zellen mit
eiskaltem Methanol fir 5 min bei RT permeabilisientd anschlieRend zweimal 5 min bei RT
mit PBS gewaschen. Zur Detektion der zellassoeieKeime wurden die Zellen erneut mit
dem gepoolten Patientenserum wie bereits bescinribbbandelt. Anschlie3end wurde als
Sekundarantikdrper ein Cy-2 markierter Ziege-angilgch- Antikdrper 1:200 in PBS mit 1%
BSA verdinnt und fur 1 h bei RT eingesetzt. NactchbeRendem dreimaligem Waschen der
Zellen fir 5min bei RT wurden die GlascoverslipseurVerwendung von Mowiol-Mounting-
Medium auf Objekttragern fixiert. Nach der volls#iigen Aushéartung bei RT wurden die
Objekttrager bis zur mikroskopischen Beurteilung $€°C im Dunkeln aufbewahrt. Eine
schematische Veranschaulichung des Prinzips dep&iopmunfluoreszenz ist in Abbildung

2 dargestellt.

2.25.7 Bestimmung der Invasions- und Zellassamiagtiaten durch
fluoreszenzmikroskopische Auswertung

Die mikroskopische Beurteilung erfolgte mittels éileszenzmikroskop bei 400-
facherVergroRerung. In 50 Gesichtfeldern (entspridiei dieser Vergrof3erungsstufe
durchschnittlich 123 Caco2-Zellen/Gesichtsfeld) deamr die Bakterien auf ihre
Fluoreszenzeigenschaften hin untersucht. Dabei evumlindchst in einem Gesichtsfeld alle

grun-fluoreszierenden Bakterien (intra- und extiai@®) bestimmt und nach Wechsel des
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Filters solche Keime mit zusatzlich roter Fluoreszearkierung (nur extrazellular). Durch
Bildung der Differenz beider Bakterienpopulationamrde die Anzahl der zellinvasiven

Keime ermittelt (entspricht den ausschlie3lich gnierkierten Keimen).

Mittels der Mikroskopkamera und unter Verwendung @em Hersteller mitgelieferten

Kamerasoftware wurden einzelne Gesichtfeldausgehiotographisch dokumentiert.

2258 Untersuchung der Invasionskinetik

Zur Beurteilung des zeitlichen Verlaufs der Invasimn C. jgjuni in humane Caco2-Zellen
wurden pro Isolat raumlich getrennte Ansatze vonflkenten Caco2-Zellen verwendet, die
zeitgleich wie oben beschrieben infiziert wurdeach Ablauf einer Invasionszeit von jeweils
15 min, 1 h und 2 h wurde die Invasion durch Fixmgr mit 4 % Paraformaldehydlésung
unterbrochen. Immunfluoreszenzfarbung und mikrosahe Auswertung erfolgten wie

bereits beschrieben.
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J\ Mensch-Anti-Campylobacter (Patientenseruin)
Prinzip der indirekten

- I Ziege-Anti-Mensch; Cy-2 konjugiert
Doppelimmunfluoreszenz

I Ziege-Anti-Mensch; TRITC-konjugiert
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Abbildung 2: Prinzip der indirekten Doppelimmunfteszenz
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3. ERGEBNISSE

3.1 Charakterisierung ausgewahlter klinischer Isate vonC. jguni

Die ermittelten Resistenzprofile der verwendefenguni- Isolate sowie ihr Plasmidgehalt ist

zusammenfassend in Tabelle 4 dargestellt.

Tetrazyklin  Erythromycin = Ampicillin =~ Ciprofloxacin  Gentamicin Plasmid
A3 S S R R S -
A22 S S S R S 10,1 kB
A34 S S R R S -
A9 R S R S S 40,5 kB
Al3 R S R S S 41,4 kB
NCTC S S S S S -

Tabelle 4: Antibiotika-Resistenzprofile der verweteh Wildtyp-Stamme von C. jejuni (S=sensibel Ristesit)

3.2 Bakterienwachstum unter standardisierten Bedigungen

Der Start der Inkubation der Bakterienkulturen kgt bei t=0 min. Die einzelnen ermittelten
Messwerte der photometrischen Extinktion als Maf die Keimzahl in der jeweiligen
Wachstumsphase sind in Tabelle 5 zusammenfassegéstigit. Das Bakterienwachstum als
Funktion der Extinktion bei=550 nm zur Inkubationszeit verdeutlichen die Atbiigen 3
und 4. Die mittlere logarithmische Wachstumsph@seden Abbildungen durch die roten
Markierungsbalken als Wendepunktbereiche der Fon&h gekennzeichnet) wird fur die
Stamme A22 und A3 nach 700 bis 800 min Wachsturaruign angegebenen Bedingungen
bei einer Extinktion von 0,08-0,1 Einheiten err¢éicber Beginn der Plateauphase des

Wachstums wird nach cirka 950 min erreicht.
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Inkubationszeit(min) | Extinktion (A3)ODsso Extinktion (A22) ODsso
0 0 0

210 0,001 0,003

420 0,016 0,017

580 0,039 0,033

700 0,083 0,069

825 0,142 0,116

890 0,163 0,14

Tabelle 5: Extinktionsbestimmung bei einer Wellegié vori=550nm

Wachstumsgeschwindigkeit Cj.A22
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Abbildung 3:Wachstumskinetik des WildtypstammesAZ2
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Wachstumsgeschwindigkeit Cj.A3
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Abbildung 4:  Wachstumskinetik des WildtypstammesAG

3.3 Genetische Manipulation der Bakterienstamme

3.3.1 Plasmidheilung

Eine Plasmidheilung war trotz wiederholten Einssitzerschiedener Methoden (vgl. Kapitel
2.2.4.1.) nicht mdglich. Um dennoch dem Ansprucheget zu werden, isogene Paare

klinischer Isolate im Zellkulturmodell vergleicheau kénnen, wurde auf den konjugativen

Plasmidtransfer (vgl. Kapitel 2.2.4.4.) zurtckgégni.
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3.3.2 Konjugativer Plasmidtransfer

Der Nachweis der Plasmidakquirierung nach Selektlen tetrazyklinresistenten Klone
erfolgte qualitativ durch Plasmidpraparation, wia Abschnitt Material und Methoden,
Kapitel 2.2.4.5, beschrieben. Wie in Abbildung Sg#stellt, tragen die transkonjugierten
Varianten die Plasmide A9 (40,5 kB) bzw. A13 (4kB). Der Wildtyp A22 besitzt
ursprunglich ein 10 kB grof3es Plasmid. Die dariteaus sichtbare Bande bei Stamm A22
und dessen Transkonjuganten resultiert aus demaviddnsein von Plasmid- DNA des 10 kB
grof3en Plasmids in der supercoiled-Form.
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Abbildung 5: Plasmidpréparation der Wildtypstamme der transkonjugierten Varianten

3.3.2.1 Pulsfeldgelelektrophorese der Wildtypsté&umd der Transkonjuganten

Zusatzlich zur Darstellung der Plasmidaquirierungrctd Plasmidpraparation (siehe
Abbildung 5) wurde eine Pulsfeldgelelektrophoresgcdgefiihrt. Abbildung 6 zeigt die
Restriktionsprofile der Wildtypstamme A3, A22 und3/\ sowie der durch Konjugation
erzeugten Varianten A3pCjA9, A3pCjAl3, A22pCjA9, AICjA1l3, A34pCjA9 und

A34pCjAl13. Das Restriktionsmuster eines Wildtypstaes stimmte erwartungsgemald mit
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dem der Transkonjuganten Uberein. Eine Verandedenghromosomalen DNA wahrend des

Konjugationsversuches konnte somit weitgehend agbdessen werden.
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Abbildung 6: Pulsfeldgelelektrophorese der mittds Enzyms Sma-| verdauten chromosomalen BaktExiA-
der Rezipienten (A3, A22, A34), der Donatoren (A23) sowie Konjuganten (A3pCjA9, A3pCjA13, A22pCjA9
A22pCjA13, A34pCjA9, A34pCjAl3)

3.4 Zustand der Zellmembranintegritat von humanen Caco2-Zellen
nach Fixierung mit Paraformaldehyd

Um eine vorzeitige Permeabilisierung der Caco2efelldurch die Fixierung mit
Paraformaldehyd (PFA) auszuschliel3en, wurde, wieAbachnitt Material und Methoden,
Kapitel 2.2.5.2.2 beschrieben, eine Kontrolle unter Verwerigdvon anti-dsDNA-Antikdrpern
durchgefuhrt. Abbildung 7 zeigt die Immunfluoresziesaktion nach PFA-Fixierung bzw.
nach Permeabilisierung der Zellen durch Methanoie Wh Vergleich der beiden Bilder
deutlich sichtbar, tritt durch alleinige PFA-Fixigrg keine vorzeitige Permeabilisierung der

Caco2-Zellmembranen auf.
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Abbildung 7: PFA-fixierte Caco2-Zellen zeigen ndokubation mit anti-dsDNA-Antikorpern keine spegithe
Reaktion zwischen Antikérpern und Zell-DNA (linkswahrend sich die Zell-DNA von Methanol-
permeabilisierten Zellen mit anti-dsDNA-Antikdrpespezifisch markieren lasst (rechts).

3.5 Gentamicin-Protektions-Assay (GPA)

Da das Aminoglykosidantibiotikum Gentamicin die [A@mbran der Caco2- Zellen nicht
penetriert, kdnnen extrazellulare Bakterien mitsdia Antibiotikum selektiv abgetttet
werden. Durch entsprechende Gestaltung des Verghielges in Kombination mit der
Immunfluoreszenz (vgl. Kapitel 2.2.5.1) ist damiinee Bestimmung von intra- und

extrazellular lokalisierten Bakterien mdglich.

Innerhalb eines Versuches wurde in Duplikaten geteslie Auszahlung der KBE durch
Koloniez&hlung wurde in 2 Verdinnungsstufen vorgemen, und alle Versuche wurden in
mindestens 2 voneinander unabhangigen Vorgéangeatewielt. Die Infektionsdosen konnten
durch die beschriebene photometrische Titrierurgtivekonstant und damit vergleichbar
gehalten werden und lagen bei allen Anséatzen zeis€hdx18und 3x18 KBE. Abbildung

8 zeigt die graphische Darstellung der aus allemsMehen gebildeten Mittelwerte der
zellassoziierten Bakterien (intra- und extrazetul@ logarithmischer Auftragung (auf die
Darstellung der Standardabweichungen wurde aufgratest geringen Anzahl von
Einzelwerten verzichtet). Die Kontrollstammnfaglmonella Typhimurium (ATCC14028) und
Escherichia coli DH5a zeigten eine deutlich hdhere Zellassoziation @dkx furE. coli und

Faktor 200 furS. Typhimurium) im Vergleich zu den getesteten Isolaten v@njeuni.
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Eine signifikante Erhdhung der Zellassoziationsratelche sich auf die Plasmidaquirierung

eines Wildtypstammes zuruckfihren liel3e, ist jedacht nachzuweisen.

GPA- zellassoziierte Bakterien (2h)

S. Typhimurium

E. coli

A3pCjA13

A3pCjA9

A3

A34pCjA13

A34pCjA9

A34

A22pCjA13

A22pCjA9

A22
Q" 10? 10* 108 108
KBE

Abbildung 8: Semilogarithmische Darstellung derl@agdoziationen im GPA

Die Messung der Zellinvasion durch die untersuchtéfildtypstamme bzw. die
Transkonjuganten erfolgte in analoger Weise. Dagab sich erwartungsgemald fur die
PositivkontrolleS. Typhimurium eine um den Faktor 10 hohere Invasionsrate im [€migzu
den getestetenCampylobacter-jguni-Isolaten. Der Wildtypstamm A22 sowie seine
konjugierten Varianten wiesen im Vergleich zu dexdexen beiden getesteten Isolaten eine
niedrigere Invasionsrate auf. Im Vergleich der Wjidtamme mit den transkonjugierten

Varianten konnte auch hier kein signifikanter Ustliied nachgewiesen werden. Die
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Negativkontrolle E.coli DH50 zeigte erwartungsgemald eine niedrige Invasionsiaie
Graphiken in Abbildung 8 und Abbildung 9 geben digchschnittlich im GPA gemessenen

Raten fir zellassoziierte Bakterien und ihre Ineasls Mittelwerte an.

GPA- intrazellulare Bakterien (2h)

S.Typhimurium

E.coli

A3pCjA13

A3pCiA9
A3
A34pCiA13 |
A34pCA9 |
A34 |
A22pCjA13 |

A22pCjA9
A22
1

—
o
o
—
o
n

10*

-3
o
]

10°

Q
(=]

KBE

Abbildung 9: Zellinvasion, dargestellt in halb&yghmischer Form

Tabelle 6 zeigt im Uberblick die Durchschnittswertér die im GPA gemessenen
Zellassoziations, -adharenz und -invasionsratergedaben sind die Absolutzahlen der fur
die entsprechenden Versuche gezahlten KBE. Stanaifisphe Abweichungen ergaben sich
fur A22 (und die entsprechenden Transkonjuganten3idhtlich der Zahl der relativen
invasiven Keime (Anteil der intrazellularen Keime aer Gesamtzahl der intra- und
extrazellularen Keime) mit einer etwa 5fach niedren relativen Invasionsrate im Vergleich
zu A3 und A34. Die relative Invasionsrate wurdeatiudas Vorhandensein eines Plasmids

nicht wesentlich beeinflusst.
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intra- und  extra; intrazellulare extrazellulare, relative

zellulare Bakterien | Bakterien adharente Bakterier Invasionsrate
A3 7,5x1d 9,2x10 6,6x1d 12,3
A3pCjA9 1,1x16 1,0x1d 1,0x16 9,1
A3pCjA13 1,3x16 1,6x1d 1,2x16 12,3
A22 3,7x1d 1,1x16 3,5x1d 3,0
A22pCjA9 1,8x10 4,4x16 1,8x1d 2,4
A22pCjA13 6,2x16 1,5x10 6,1x1d 2,4
A34 1,2x16 1,2x1d 1,1x16 10,0
A34pCjA9 1,0x16 1,1x1d 9,3x1d 11,0
A34pCjA13 6,3x10 4,3x16 6,0x1d 6,8

Tabelle 6: Durchschnittswerte fur intra- und exéladare Bakterien, Bakterien der Wildtypstamme A34,
A22 und deren Konjuganten im GPA.

3.6 Indirekte Doppelimmunfluoreszenz

Als Bestatigung des Gentamicin-Protektions-Assay enwd  die indirekte
Doppelimmunfluoreszenz, die eine Bestimmung auk&irellebene erlaubt. Die Auswertung
der Invasions- und Adhéarenzraten erfolgte durch zAbking von mindestens 50
Gesichtsfeldern bei einer vierhundertfachen Vergriflg am Mikroskop. Pro Gesichtsfeld
wurde zunachst die Anzahl der Cy2-markierten Badae(grin = extra- und intrazellular)
und anschlieBend im selben Gesichtsfeld nach Wwitelsel die Anzahl der zusatzlich
TRITC-markierten Bakterien (rot = nur extrazellylan allen beurteilbaren Raumebenen
ermittelt. Nach vollstdndiger Auszéhlung eines Bakihstammes wurde die gemessene

Invasionsrate pro 100 beurteilter Caco2- Zellen hndolgender Formel ermittelt:

(1) Kinvzoo)=(Kcy2-Ktrite / Ncaco2® Ng) © 100

Kinv(100) ; invasive Keime pro 100 Caco2-Zellen

Key2 : CY2 -markierte Bakterien (grunfluoreszierend =extnad intrazellulér)

44




Ergebnisse

K Trite : TRITC-markierte Bakterien (rotfluoreszierend = extrazellulér)
KeyrKrrire entspricht den intrazellularen Bakterien

Ncaco2 : durchschnitliche Anzahl der Caco2-Zellen pro Gdsield

N : Anzahl der in einem Versuch ausgewerteten Gesalder

Der Wert Noaco2 Wurde bestimmt, indem die durchschnittliche Anzahl Caco2-Zellen pro
Gesichtsfeld in 10 reprasentativen Gesichtsfel@ersgezahlt wurde. MNcoowurde bei allen

Berechnungen als Konstante mit 123 Caco2-Zellen @esichtsfeld verwendet.

Die Adhéarenzraten wurden analog dazu mit folgekaemel bestimmt:

(2) K adn100)=(Ktritc / Ncacoz® Ng) *100

Die Mittelwerte fur Kadnioo) und Kinyioo) Sowie die durch Ausplattierung ermittelten
Infektionsdosen sind in Tabelle 7 und Tabelle 8dstellt. Das Experiment wurde in vier
unabhangig voneinander durchgefuhrten Versuchedenhelt. Die graphische Darstellung
erfolgt in den Abbildungen 10 und 11.

Die MOI (multiplicity of infection) als das relatvVerhaltnis von Infektionsdosis zu Caco2-
Zellen betragt im oben dargestellten Versuchsal?&00 (die durchschnittliche Anzahl der
Caco2-Zellen pro Glasplattchen betrug etwa 200Z8mO00 Zellen).

3.7 Adharenz und Invasion der Wildtypstamme vorC. jeuni und ihrer
Transkonjuganten

Getestet wurden die Isolate A22 und A34 jeweils den konjugierten plasmidhaltigen
Varianten Uber eine Inkubationzeit von 2 h. DaalsA3, sowie seine konjugierten Varianten
lieRen sich nicht erfolgreich durch Antikérper markn. Die Experimente wurden fir A34
viermal, fur A22 zweimal wiederholt. Die AbbildungelO0 und 11 zeigen eine graphische
Darstellung der Versuchswerte. Auf die Berechnuog $tandardabweichungen wurde im
Fall von A22 aufgrund der geringen Menge an Eirateld verzichtet. Die Adharenzraten
wurden fur die getesteten klinischen Isolate A221 kB4 sowie deren plasmidhaltigen
Varianten A22pCjA9, A22pCjAl13, A34pCjA9 und A34pCiA bei nur geringer

versuchsbedingter Variabilitdt zwischen 2-3 Keimd@® Caco2- Zellen ermittelt. Die
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durchschnittlichen Invasionsraten betrugen zirkani@sive Keime/100 Caco2- Zellen. Eine

signifikante Veranderung von Invasion und Adhardee getesteten Bakterienstamme durch

die Plasmidaquirierung war nicht nachweisbar.

Stamm A22 A22pCjA9 A22pCjA13
Kinv(100) 9,1 6,9 7,5

K adh(100) 2,5 3,4 2,9
Infektionsdosis 2,5x10 3x10 3,7x16
Tabelle 7: Invasion und Adhérenz fur den Stamm A2& seine Varianten

Stamm A34 A34pCjA9 A34pCjAl13
Kinv(100) 8,9 7,3 8,4

K adh(100) 2,2 2,3 2,7
Infektionsdosis 1,7x10 3,5x16 5,6x16

Tabelle 8: Invasion und Adhérenz fiir den Stamm ABd seine Varianten
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Invasion/Adhdrenz nach 2h Inkubationszeit

Oinvasive Keime

B adharente Keime

Keimef100 Caco2-Zellen

A22 A2pCiA9  A22pCjA13

Abbildung 10: Invasion und Adharenz des Wildtypsta@s A22 und der beiden transkonjugierten Varianten
A22 pCjA9 und A22pCjAl13 im Vergleich.
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Invasion/Adhdrenz nach 2h Inkubationszeit
12
10
Oinvasive
Keime
£ 8 1 ]- H adhérente
= Keime
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A34 A34pCjA9 A34pCjA13

Abbildung 11: Invasion und Adhérenz des Wildtypstees A34 und der beiden transkonjugierten Varianten
A34pCjA9 und A34pCjAl3 im Vergleich

Die Abbildung 12 zeigt exemplarisch einen typischgldausschnitt des mikroskopischen
Ergebnisses nach Immunfluoreszenzmarkierung anpigeider hier dargestellten Bakterien
des Stammes CjA34. Das mit rotem Pfeil markiertet®&aum links (mit deutlich sichtbarer
BegeilRelung) liegt intrazellular und kommt deshatichts im identischen Bildausschnitt

(nach TRITC-Markierung) nicht zur Darstellung.
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Abbildung 12: Mit Hilfe der indirekten Doppelimmuobreszenz werden extra- und intrazellulare Ba&teri
grin (links Cy2-markiert) und streng extrazelluliokalisierte Bakterien rot (rechts, TRITC-markiert)
dargestellt..

3.8 Adhéarenz und Invasion der Kontrollbakterien

Als Vergleichskontrolle zu den getestete@. jguni Wildtypstammen und ihren
transkonjuganten Varianten wurde eine Reihe weitddakterien in analoger Weise
hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Invasion und Adédr im Zellkulturmodell untersucht. Der
als invasiv geltende Salmondla-Typhimurium-Stamm (ATCC 14028) diente als
Positivkontrolle, der nichtinvasivé. coli- Stamm (DH%) als Negativkontrolle. Des Weiteren
wurde derC. jguni- Referenzstamm NCTC 81-176, sowie ein aus einernHsolierter
Stamm verwendet. Ein weiteres bovir@geuni-Isolat, mit welchem Caco2-Zellen infiziert
wurden, konnte nicht erfolgreich durch die Antikérpnarkiert werden und entzog sich so der
Auswertung. Abbildung 13 stellt die Ergebnisse #emtrollgruppe graphisch dar. Der
Salmonellenstamm zeigte eine, im Vergleich Qujguni-Stammen, fast 10-fach hdhere
Invasionsrate. E. coli-DH50 besald praktisch keine Fahigkeit zur Zellinvasiddie
Zellinvasionsraten fir NCTC 81-176 und das Huhmdgisliegen bei 8 bzw. 5 invasiven
Bakterien pro 100 Caco2-Zellen und sind damit neibh duvor getesten Bakterienstammen

von C. jguni vergleichbar.
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Invasion/Adharenz der Kontrollgruppe nach 2h
Invasionszeit
90
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S. Typhimurium E. coli NCTC-81176 HS-1
Elnvasive Keime B Adhérente Keime

Abbildung 13: Invasion und Adharenz nach 2h Invasieit in der Kontrollgruppe

In den Abbildungen 14 und 15 sind die Bakterien 8e&mmmesE. coli DH50 dargestellt.

Morphologisch deutlich sichtbare Unterschiede @u jguni liegen in der fehlenden
Begeil3elung, sowie ihrer stabchenférmigen MorpheloBine spiralige Windung fehlt hier.
Aufgrund der fehlenden Eigenschaft der verwend&eooli Bakterien in Caco2-Zellen zu
invadieren, kdonnen die Bakterien von beiden Anfiedn markiert werden und sind somit

extrazellular lokalisiert.

Abbildung 16 verdeutlicht die Untersuchungsergesmisn Immunfluoreszenzversuch bei der
positiven  Invasionskontrolle Salmonella  Typhimurium.  Alle im  gewahlten

Gesichtsfeldausschnitt sichtbaren Keime erschemerals Cy2-positives Fluoreszenzmuster
und werden durch die TRITC-Antikdrper nicht markievas als Beweis fur ihre intrazellulare

Lokalisation bewertet werden kann.
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Abbildung 14 E. coli DH5q, zellassoziierte Keime, Cy2-markiert

Abbildung 15:E. coli DH5a, extrazellulare Keime, TRITC-markiert
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Abbildung 16:Salmonella Typhimurium Cy2- bzw. TRITC-markiert

3.9 Zeitlicher Verlauf von Adharenz und Invasion

Fur den Wildtypstamm A34 sowie seine konjugiertaarighten A34pCjA9 und A34pCjAl3
wurde der zeitliche Verlauf der Invasion und Adméareunter sonst gleich bleibenden
Bedingungen, wie in Kapitel 2.2.5.5 beschriebenstibent. Die Experimente wurden
zweimal wiederholt, die Mittelwerte fur die Invass und Adhéarenzraten der einzelnen
Bakterienstamme zu den Zeitpunkten 15 min, 60 niliB0 min sind in Tabelle 9
zusammengefasst. Die graphische Darstellung isiAbbildung 17 zu entnehmen. Auf die
Angabe von Standardabweichungen wurde aufgrundgeiengen Anzahl an Einzelwerten

verzichtet. Die einzelnen Werte sind in Tabella Kilammern angegeben.

Die Adharenzraten unterschieden sich tber den lobtdten Zeitraum weder im Vergleich
der gemessenen Zeitpunkte, noch im Vergleich votdtyistamm zu den konjugierten
Varianten signifikant voneinander. Die Invasionsratder Bakterienstimme zeigen eine
deutliche zeitliche Varianz mit einem Maximum awasiven Keimen zum Zeitpunkt t=15

min, im weiteren Verlauf ist eine deutliche Redaoktder Anzahl der invasiven Bakterien, mit

52




Ergebnisse

einem Minimum zum Zeitpunkt t=120 min zu verzeichnBieser Effekt wurde sowohl beim
Wildtypstamm A34, als auch bei den beiden transkgieyten Varianten A34pCjA9 und A34
pCjA13 beobachtet und scheint damit unabhangig demPrasenz eines Plasmids zu sein.
Die Werte fur Invasion und Adharenz nach 120 mindsvergleichbar mit den bereits

ermittelten Daten der Einzelexperimente (vgl. Kelp.6).

Kinetik der Invasion/Adharenz

A34pCjA13
A34pCjA9
A34 .

15min

Hinn

- A34pCjﬂ.\13 B Adhérente Keime
A34pCjAg mm____L
_—l_|

A34 O Invasive Keime

 A34pCjA13

_
N A3dpcipg ER_
=

A34

0 10 20 30 40
Keimef100 Caco2-Zellen

Abbildung 17: Invasion und Adharenz der Wildtypstaenund ihrer transkonjuganten Varianten im zeidith
Verlauf

Zeitpunkt Stamm Invasive Keime Adharente Keime
A34 28,2 (18,4-38,0) 2,0 (1,7-2,3)
15min A34pCjA9 33,8 (30,1-37,5) 2,2 (1,4-2,9)
A34pCjAl3 20,4 (14,8-26,0) 2,3(1,8-2,7)
A34 13,4 (13,0-13,8) 2,8 (2,2-3,4)
60min A34pCjA9 10,9 (10,2-11,6) 2,9 (0,9-4,9)
A34pCjA13 10,5 (10,4-10,5) 3,8 (1,3-6,3)
A34 8,5 (6,4-10,5) 2,5(1,8-3,2)
120min A34pCjA9 6,8 (5,8-7,7) 2,8 (1,0-4,6)
A34pCjAl3 6,8 (5,4-8,1) 3,7 (2,3-5,1)

Tabelle 9:Mittelwerte der Adharenz- und Invasiotesmazu drei verschiedenen Zeitpunkten (in Klamnsna
die Einzelwerte angegeben.)
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4. DISKUSSION

Bakterien der SpezieS. jguni nehmen aus infektionsepidemiologischer Sicht &iahtige
Stellung unter den bakteriell hervorgerufenen Etiilen ein. Sie gelten weltweit neben
Salmonellen als haufigste Ursache bakterieller Dafektionen (RKI 2011). Die gehauft in
den Sommer- und Herbstmonaten auftretende Campitkii@se &ulRert sich durch
Abdominalschmerzen mit begleitenden breiigen bis ssnigen Stuhlgangen. Die
Erregertransmission erfolgt Uber kontaminierte ig@re Fleisch- oder Milchprodukte.
Reaktive Arthritiden und das Guillain-Barré-Syndraind mit Infektionen durclC. jeguni
assoziiert (Altekruse et al. 1999, Nachamkin etl898, Rhodes 1982, Vucic et al 2009).
Eine systematische Metaanalyse aus 32 Studien zenst982 und 2010 konnte in 31% der
dokumentierten GBS-Falle einen ursachlichen Zusamhargg zu einec..jguni -Infektion
herstellen (Poropatich et al. 2010). In Tiermodelgelang es in jlngster Vergangenheit,
molekulares Mimikry zwischen Bestandteilen der Ralkinoberfliche und Bestandteilen
neuronaler Strukturen als entscheidenden Pathanirhus zu beweisen (Shahrizaila und
Yuki 2011).

In den vergangen Jahrzehnten ist es gelungen, igechtvirulenzfaktoren von
darmpathogenen Bakterien anderer Spezies genauehazakterisieren (Hueck 1998). Die
entsprechenden Pathogenitatsmechanismen sind ziirsee detailliert beschrieben. Dabei
wird eine Reihe dieser Virulenzfaktoren von Plasyeren kodiert. Diese Plasmide sind
daher wichtiger Bestandteil der genotypischen Aaigstg vieler Bakterien, welche zur
effektiven Kolonialisierung des Darms und der Utiadung der Darmschleimhautbarriere
fahig sind. Exemplarisch seien hierbérsinia outer membrane proteins (Yop) bérsinia
spp. und das invasion plasmid antigen (Ipa) Bhigellen erwahnt (vgl. Tabelle 1). Von
Bakterien der GattungYersinia rufen Y. enterocolica und Y. pseudotuberculosis
gastrointestinale Symptome hervor. Als Yop bezeathman eine Reihe von zum Teil von
Bakterien sezernierten Virulenzfaktoren, von deri@sher insgesamt 13 verschiedene
beschrieben sind und welche via Typ llI-Sekretigagsm mit der Wirtszelle interagieren
(Cornelis et al. 1998). Yop-Proteine werden voresin/0 kB grol3en Plasmid der Bakterien
kodiert. Dabei funktionieren einige Yops direkt algotoxisch wirksame Effektorproteine
(z.B. Yop E), welche vom Bakterium in die eukarynirtszelle transloziert werden,

wéahrend andere am Translokationsprozess beteiligd §Yop B, Yop D), bzw. als
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Regulatorproteine die Yop-Expression steuern (2¢Bp N). Der Regulation des Yop-
Sekretions-Apparats wird wesentlich durch Temperatnd Ca*-lonen-Konzentration
gesteuert (Portnoy et al. 1981). Bakterien der UBgtghigella sind ebenfalls Ausléser von
Durchfallerkrankungen; die Shigellose ist in Entdimgslandern endemisch. Als wichtiger
Pathogenitatsmechanismus der Shigellen wird dieadiom der Kolonmukosa und das
Uberleben in infizierten Makrophagen des lymphékisc Gewebes des Darms angesehen. Es
konnte ein grol3es Virulenzplasmid isoliert werdelessen Gene Ipa-Proteine kodieren,
welche ebenfalls tUber ein Typ-lll-Sekretionssystenfi die infizierte Wirtszelle tbertragen
werden kdnnen (Buysse et al. 1987). Die Funkti@sel Ipa-Proteine korreliert dabei mit der
in-vitro Invasion in Zellkulturen. Dabei ist beispielsweig@B in der Lage, in infizierten
Makrophagen eine Apoptose auszulésen; Ipa D istF&der bei der Lyse der
Phagozytenmembran (Hale et al. 1983, Hale et 8519

In aktuellen Untersuchungen konnten immer neue wchtige Virulenzfaktoren bei
Bakterien der SpezidS. jguni identifiziert werden (Nielsen et al. 2011). In e Teil der
aus Stuhlproben von Durchfall-Patienten isolier@njguni-Stamme liel3en sich Plasmide
unterschiedlicher GroéRe nachweisen. Dabei besal3@n %2 von 56 isolierten
Bakterienstammen ein oder mehrere Plasmide (Schbiidst al. 2005). In Anlehnung an die
Bedeutung von Plasmiden fur die Virulenz anderemgathogener Bakterienspezies war es
Ziel dieser Arbeit zu klaren, ob Plasmide Beijguni in analoger Weise flur die Kodierung
von Virulenzfaktoren essenziell sind. In einem Kalurmodel unter Verwendung von
humanen intestinalen Caco2-Zellen wurden die loresi und Adhérenzeigenschaften von

plasmidhaltigen und plasmidfrei€h jgjuni-Stammenuntersucht.

Die Erzeugung isogener Varianten stellte dabegreiwesentlichen Kernpunkt hinsichtlich
der verfolgten Fragestellung dar. Ein einfacher gieach von plasmidhaltigen und
plasmidfreien klinischen Isolaten liefert aufgrumir unterschiedlichen Ausstattung an
chromosomalen Genen nur wenig Aussagen Uber eiaetu@ll vorhandene Relevanz von
bakteriellen Plasmiden fur die Virulenz der Erregddaher mussten vorhandene
Wildtypstamme zunachst dahingehend modifiziert wardlass isogene plasmidhaltige und —
freie Varianten zur Verfligung standen. Als mdglitlisungsanséatze wurden zu Beginn der
Arbeit die Plasmidheilung sowie der konjugative dRiadtransfer gewahlt. Der
intraexperimentelle Vergleich eines Wildtyp-Stammest seiner plasmidfreien (d.h.
plasmidgeheilten) Variante bietet dabei wohl degahteste Moglichkeit zur Bestimmung der
plasmidkodierten Virulenz. Es wurde verschiedenelen Literatur beschriebene Techniken
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benutzt, um eine vollstandige Plasmideliminierungmeichen (Gellert et al. 1976, Hooper et
al. 1984, McHugh und Swartz 1977, Setlow et al.41980lfson et al. 1983). Obwohl in

zahlreichen Versuchsanordnungen eine ganze Reim&AMdtypstdammen dem Versuch einer
Plasmidheilung unterzogen wurden, gelang es niahithandene Plasmide zu eliminieren.
Die Transkonjugation von Antibiotikaresistenzgemggnden Plasmiden erwies sich als
wertvolle Alternative, um dem urspringlichen expentellen Ansatz gerecht zu werden
(Taylor et al. 1981). Im Hinblick auf ihr Resist@mafil und den Besitz von Plasmiden
konnten die Stdmme A3, A22, A34 als Plasmidrezigenund A9 und A13 als

Plasmiddonoren erfolgreich benutzt werden, um kamgsigierte Varianten zu erzeugen. Die
erfolgreiche Ubertragung des Plasmids vom Dononstaaf den Rezipientenstamm konnte
dabei durch Plasmidpraparation, sowie durch einginderte Antibiotikaresistenz (neu
generierte Tetrazyklinresistenz der Konjugantenegéber den Wildtypstammen) gezeigt
werden. Eine spontane Mutation der chromosomalerA Di¢r Rezipientenstdmme als
Ursache fir diesen neuen Phénotyp wurde mit HiifeerePulsfeldgelelektrophorese der
betreffenden Stamme ausgeschlossen. Unterschiesiehtlich Wachstumsgeschwindigkeit

oder Bakterienmorphologie nach Konjugation waremiieststellbar.

Als Zellkulturmodell wurden humane intestinale Ca&ellen verwendet. lhre langsame
Wachstumsgeschwindigkeit und anspruchsvollen Kioéddingungen erschweren zwar die
Handhabung, jedoch sind sie aufgrund ihrer biokdgs Eigenschaften als Zellkulturmodell
fur Untersuchungen darmpathogener Bakterien gugget Sie weisen eine strukturelle und
funktionelle Polarisierung auf und &hneln in ihemzymatischen Ausstattung und ihrer
mikrovillosen Besetzung menschlicher Dunndarmmuk@saerest et al. 1992, Pinto et al.
1983). Um eine vollstandige Differenzierung mit Audung von Burstensaum-Mikrovilli
und entsprechenden Enzymmustern und damit einistelle und funktionelle Polarisierung
zu erreichen, wurden die Zellkulturen in der postkeenten Phase eingesetzt. Damit wurde
eine exaktere Anndherung der experimentellen Bedigg an in-vivo Zustande
(Dunndarmschleimhaut) geschaffen und dem nattnicGewebetropismus der Bakterien
starkere Bedeutung geschenkt. In Anlehnung an Ndér Zellinvasion, in denen die
Wirtszelle einen entscheidenden Aspekt des Invasi@chanismus bildet (Woodridge et al.
1996, Oelschlaeger et al. 1993), wurde innerhatiEdperimente der Zeitpunkt der Infektion
der Caco2-Zellen konstant gehalten (10.-12. posikenter Tag). Um eine madgliche
Veranderung der Wirtszellmembran durch chemischenfign z.B. bei der Zellfixierung vor

Immunfluoreszenzmarkierung auszuschlie3en, wurdeséatzliche Kontrollen nétig. Eine

56




Diskussion

maogliche vorzeitige Permeabilisierung durch den akonsvorgang konnte hierbei

ausgeschlossen werden (vgl. Kapitel 3.4).

Zur Bestimmung der Invasion und Adhéarenz ¥@neuni wurden unter Verwendung das
vitro Modells zwei verschiedene experimentelle Ansatabliert. Im Gentamicin-Protektions
Assay (GPA) wird die bakterizide Wirkung von Gentaim genutzt, um eine Selektion von.
intra- und extrazellularen Keimen nach Infektionr deéaco2-Zellen zu erreichen. Die
Datenerhebung und Auswertung durch Kolonienzéhishdpierbei vergleichsweise schnell
durchfuhrbar, sie ist in engen Grenzen unabhangrg Wntersucher (,=Auszahler”). Damit
kénnen eine gréRere Anzahl an gewonnenen Baktsdktén - eventuell mit veranderten
Fragestellungen und damit abgeanderten Versuchdiamogen - untersucht werden.
Bakterienstamme, die auf diese Weise untersuchtlemerkonnen aufgrund ihrer Vitalitat
nachuntersucht werden (z.B. Plasmidgehalt nachlgéefo Passage, Veranderungen der
biologischen Wachstumsaktivitat). Bei den mitteRAGgetesteten Isolaten A3, A22 und A34,
sowie den transkonjugierten Varianten, konnten wede Adharenz noch flir Invasion
signifikante Unterschiede der plasmidhaltigen Maea gegentber den Wildtypstammen
nachgewiesen werden. Die Versuche mit A22 und seirerianten belegten eine um den
Faktor 10 niedrigere Invasionsrate im Vergleichdan anderen getesteten Stdmmen von
C. jguni. Der als Positivkontrolle verwendete Salmonellamsh zeigte erwartungsgemal
eine deutlich hohere Invasionsrate, die Negativiadet (E. coli) dagegen eine deutlich
niedrigere Invasionsrate. Somit lie3 sich Wi jguni kein Zusammenhang zwischen
Plasmidgehalt und Pathogenitat unter den gewaldeztingungen im GPA nachweisen. Es
zeigen sich jedoch Unterschiede zwischen den geésvékVildtypstammen, insbesondere eine
niedrigere Invasionsrate fir A22 und seine Tranglganten. Diese Beobachtung weist auf
eine Heterogenitat hinsichtlich der Pathogenitéiersthiedlicher Bakterienisolate hin, die

maoglicherweise auf chromosomal- kodierte Virulekbaen zuriickzufihren ist.

Um die im GPA erzielten Ergebnisse zu bestatigenydes als zweite Methode zur
Bestimmung von Invasion und Adharenz im Zellkultodall ein indirekter

Doppelimmunfluoreszenztest etabliert. Diese Metheatedglicht eine genauere Bestimmung
der invasiven und adharenten Bakterien durch dér@erstellung und Quantifizierung der
Bakterien zu definierten Zeitpunkten. Verzerrungdas Ergebnisses durch maogliche
Beeinflussungen der Replikationsfahigkeit der Ba&te nach Infektion der Caco2-Zellen
wurden durch diese Versuchsanordnung ausgeschldssenso war es maoglich, durch diese

Methode die Untersuchung von kurzen Infektionsaaitnen zu realisieren, wie sie bei den
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durchgefuhrten invasionskinetischen Untersuchungenig waren. Zusatzlich zu der
guantitativen Bestimmung der invasiven oder adha&renBakterien innerhalb einer
Versuchsreihe konnten gleichzeitig die verwend&gmme in ihrer Morphologie betrachtet
und beurteilt werden (Form, Begeil3elungsmusteralok/erteilungsmuster innerhalb der
Zellen). Nach Auswertung aller durchgefuhrten Vehsueihen des
Immunfluoreszenzversuches (IF-Versuch) ergaben sietohl flr die getesteten klinischen
Patientenisolate, als auch fur den Laborstamm NGIEL76 mit durchschnittlich 10
invasiven Bakterien sowie 2 adharenten Bakterien]@0 Caco2-Zellen keine signifikanten
Unterschiede zwischen Wildtypstammen und transkgeiten Varianten. Deutlich
abweichend davon zeigte sich eine erwartungsgengs@éntlich héhere Invasionsrate (x10)
fir den getestetealmonella-Stamm mit der etwa zehnfachen Invasionsrate ingah zu

C. jguni. Ebenfalls erwartungsgemal besal} der als Negatidiie verwendeteE. coli-
Stamm eine niedrige Invasionsrate von nur 0,5 prd0 1 Caco2-Zellen.
Die ermittelten Ergebnisse fiur beide verwendetenthiblden koénnen aufgrund der
verschiedenen Auswertungstechniken jedoch nichgktimiteinander verglichen werden.
Wahrend beim GPA absolute Bakterienzahlen bzw.relative Anteil der invasiven Keime
an den zellassoziierten Bakterien bestimmt wurllemiehen sich die Zahlen fir Invasion und
Adhérenz im IF-Versuch jeweils auf 100 beurteilte acG2-Zellen.
Die Ergebnisse des zeitlichen Verlaufs der Invasion C. jegjuni in Caco2-Zellen zeigten
keine signifikanten Unterschiede zwischen plasnitdfem und plasmidfreien Stammen. Die
hdchsten Invasionsraten wurden jeweils 15min nagirB der Infektion bestimmt. Der Wert
nach 2h entspricht dagegen weitestgehend den Esgebnaus den anderen Experimenten
mit fixierter Invasionszeit von 2h. In der Zusammeemau aller relevanten Versuchsergebnisse
ist festzuhalten, das€. jguni in der Lage ist, Caco2-Wirtszellen zu infiziereniege
Fahigkeit zu Adharenz und Invasion gilt als eindagdnder Virulenzfaktor und wurde bereits
in friheren Untersuchungen eingehend gezeigt (Sagknaet al. 1995, Russel und Blake
1994, Hu und Kopecko 1999). Weitere bekannte Vinzii@ktoren vonC. jeguni, welche in
Zusammenhang mit der Kolonisation des Magen-Darak{€s beim Menschen und anderen
Séaugetieren gebracht werden konnen, sind die Néitidles Erregers sowie seine Fahigkeit
zur Toxinproduktion (Walker et al. 1986). Seit meals 20 Jahren ist bekannt, dass Motilitat
ein wichtiger Virulenzfaktor vorC. jegjuni ist (Morooka et al. 1985). Es existieren eine
Vielzahl vonin-vitro und in-vivo Studien, welche eine wesentliche Rolle der Méditilides
Erregers fur seine Virulenz herausstellen. Untdrgangen an verschiedenen Tiermodellen
(z.B. Hamster, Maus) zeigten, dass ein morpholbgis funktionell intaktes Flagellum die
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Voraussetzung fur Motilitat und der damit verbunelerKolonisierung des Darmsystems ist
(Aguero-Rosenfeld et al. 1990 und Morooka et aB5)9 Untersuchungen von Black et al.
1988 am Menschen zeigten, dass bei Ingestion €eessches von Flagella-positiven und -
negativen Bakterienkulturen lediglich Flagella-posi Bakterien von den Probanden
ausgeschieden wurden, was als eine Selektion ztegumer Flagella-positiven Keime zu
werten ist. Auchin-vitro-Studien unter Verwendung von Caco2-Zellen belegtéren
Zusammenhang zwischen Motilitat v@njejuni und der Fahigkeit der Bakterien eukaryonte
Zellen erfolgreich zu invadieren (Russel und Blak94). Auch neuere Untersuchungen
unterstreichen nochmals die herausragende BedeudengMotilitat des Erregers beim
Eindringen in die Wirtszelle. Direkter Einfluss dBkgellarapparates auf den Prozess der

Internalisierung konnten jedoch nicht nachgewieserden (Novik 2010).

Neben der Motilitéat ist als weitere Virulenzdetemamte die Produktion von Toxinen
(Enterotoxine und Zytotoxine) durdd. jguni beschrieben (Johnson und Lior 1986). Dabei
wirken Enterotoxine Uber eine intrazellulare cAMBy&hung und fuhren zur
Flussigkeitssekretion in das Darmlumen (Prototyml@fatoxin), wahrend Zytotoxine durch
Proteinsynthesehemmung oder Stérung der Aktin-Fatas den Zelltod bewirken (Prototyp
Shigatoxin). Aufgrund starker regionaler Untersdeieder Stamme hinsichtlich ihrer
Fahigkeit zur Enterotoxinproduktion ist die Dateggdadiesbeziiglich jedoch uneinheitlich.
Hohe Prozentsatze an enterotoxinproduzierendenng@nkonnten beispielsweise in Belgien
(Goosens et al. 1985) und in Mexico (Ruiz-Pala@bsal. 1983) nachgewiesen werden,
wohingegen in Untersuchungen einer anderen Arbepgpg in den USA Kkeine
enterotoxinbildenden Stamme nachgewiesen werdemtéon(Perez-Perez et al. 1989).
Teilweise konnte in Untersuchungen ein Zusammenlmamgchen Enterotoxinproduktion
und dem Auftreten der durch wassrige Stuhle domtgreDurchfallform gezeigt werden
(Florin  und Antillon 1992). Auch in Tiermodellen . Huhn) konnte eine
Enterotoxinproduktion nachgewiesen werden (Sala. di988). Die Fahigkeit verschiedener
C. jguni Stamme zur Produktion von Zytotoxinen konnte eaksin verschiedenen Arbeiten
der vergangenen Jahre gezeigt werden. Aufgrundurdarschieden hinsichtlich der jeweils
verwendeten Zellkultursysteme, Bakterienstamme worgtinander abweichenden Bakterien-
Kulturbedingungen weichen die jeweils gewonnenekeimtnisse zum Teil voneinander ab
(Wassenaar 1997). Johnson und Lior beschriebema&sstl988 das cytolethal-destending-
toxin (CLT), welches bei verschiedenen Zellkultwteynen (CHO, Vero, HeLa und HEp-2)
nach 2-4 Tagen Inkubation den Zelltod ausloste Soh und Lior 1988). Zellzyklusarrest
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und Apoptoseinduktion der Wirtszellen sind dabei zligrundeliegenden Mechanismen (Jain
et al. 2010).

Wahrend bei der Charakterisierung der oben genanfitalenzfaktoren in den letzten Jahren
Fortschritte erzielt werden konnten, bleibt dageden Bedeutung von Plasmiden fir die
Vermittlung dieser Virulenzdeterminanten weiterhimklar. Frihere Untersuchungen anderer
Arbeitsgruppen zur Bedeutung von plasmid-kodierRathogenitatsfaktoren €. jeguni
ergaben zum Teil widerspruchliche Ergebnisse. Eimwche an schwangeren Meerschweinen
konnten keinen plasmidbedingten Virulenzanstiegerei(Taylor und Bryner 1984): Bei den
entsprechenden Untersuchungen wurde die Abort@atesehwangeren Meerschweinen nach
intraperitonealer Bakterieninjektion untersucht. r ZBeurteilung einer darmpathogenen
Relevanz von Plasmiden erscheint dieser Versucbaauf jedoch ungeeignet.
Andere Arbeiten belegen eine plasmidassoziiertal®firz, allerdings unter Verwendung einer
semikonfluenten INT 407-Zellkultur (Bacon et al.02Q 2002). Der intestinale Ursprung
dieser Zellen ist dabei fraglich; vielmehr handedtsich dabei um eine Subzelllinie der 1951
etablierten HeLa-Zelllinie, welche aus einem hoclignan Adenokarzinom der Cervix uteri
einer 30-jahrigen Frau isoliert wurde (Masters 2002e Verwendung der INT 407-Zelllinie
als geeignetesin-vitro-Modell zum Studium der Pathogenitdtsmechanismenesein

darmpathogenen Keimes bleibt dabei strittig.

Einer der am besten charakterisier@rjgiuni Stamme NTCT 81-176 besitzt zwei Plasmide
von jeweils einer Grole von etwa 35kB. Bacon etgelang es, einen Zusammenhang
zwischen Mutationen in einem der beiden Plasmidér)pund einer damit verbundenen
Reduktion der Invasions- und Adhéarenzraten zu reiemgegeniber hatte der Verlust des
zweiten Plasmids vo€. jguni NCTC 81-176, welches ein Tetrazyklinresistenzgémgtt
keinen Einfluss auf die Invasions und Adhéarenzrakes untersuchten Stammes (Bacon et al
2000). Dieses bei Bakterien der Spezizsenpylobacter jegjuni identifizierte Plasmid (pVir)
tragt homologe Gene eines Typ-IV-Sekretionssystems$ gab damit weiteren Anlass zu
Spekulationen Uber seine Bedeutung fur die Pathtdgetes Erregers. In Fortsetzung seiner
Versuche wurden mutierte pVir-Plasmide in einenesedC. jguni-Stamm (NCTC 11168)
transferriert. Die anschlieRend in einem Gentardriiotektions-Assay gemessene Invasion
dieses Stammes in INT407-Zellen blieb jedoch tmzhgewiesenem stabil Ubertragenem
Plasmid auf Wildtypniveau (Bacon et al. 2002). Riéggebnisse sprechen gegen eine rein
plasmidvermittelte Virulenz und bedurfen einer weeh kritischen
Auseinandersetzung mit dieser Fragestellung. Neredrespektive Analysen lieRen jedoch
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den Schluss zu, dass das Vorhandensein von pViktfikant mit dem Auftreten blutiger
Stuhle korreliert ist. Jedoch hatten nicht alle p\fir tragenden Bakterienstammen infizierte
Patienten blutige Stihle- hier liegt der Verdachhey dass weitere Kofaktoren fir den
klinischen Verlauf verantwortlich zu machen sindicA andere klinische Parameter (Fieber,
Erbrechen und Hospitalisationsdauer) konnten moisitiv mit dem Vorhandensein des pVir
Plasmids korreliert werden (Tracz et al 2005). Ehelich aufgebaute Studie aus Holland aus
dem Folgejahr konnte dagegen keinen Zusammenhargghem dem Vorhandensein von
pVir und dem Auftreten blutiger Stiihle nachweiskeoujven et al. 2006).

Plamidkodierte Proteine kbnnten moglicherweiseCald-aktoren an einem Invasionsvorgang
in die Wirtszelle beteiligt sein, innerhalb desayasen Infektionsvorganges spielen sie jedoch
wahrscheinlich nur eine untergeordnete Rolle. Damsind Pathogenitatsfaktoren
hauptsachlich chromosomal kodiert und werden dynlelsmidkodierte Faktoren verstarkt.
Inwieweit es Zustande der Bakterienzellen (TemperadtH-Wert der umgebenden Medien,
Wachstumsphase der Bakterien usw.) oder der Wilkdsgibt, in denen die Beteiligung von
plasmidkodierten Bakterienproteinen bei der Zelsion an Relevanz deutlich zunimmt,

musste Gegenstand weitergehender Untersuchungen sei

5. ZUSAMMENFASSUNG

Campylobacter jguni gilt als eine der wichtigsten Ursachen bakterieBrursachter
Durchfallerkrankungen beim Menschen. Aus epidengisicher Sicht sind Bakterien dieser
Spezies die haufigsten nachgewiesenen Erreger behiallpatienten. Bei einer Vielzahl
klinischer Isolate vorC. jgjuni konnten Plasmide in unterschiedlicher Anzahl uné(¥e

nachgewiesen werden.

In der vorliegenden Arbeit sollte daher die Bedagtuon Plasmiden fir die Pathogenitat von
C. jguni n&her untersucht werden. Dazu wurden geeigneiesétie Isolate vog. jguni aus
Stuhlproben isoliert und durch konjugativen Plagramasfer verandert, so dass Paare von
isogenen Stammen (Plasmid-positiv / Plasmid-nepatizeugt werden konnten. Diese Paare
wurden anschlieRend hinsichtlich Adhé&sion und llorasn einemin-vitro Modell mit
humanen intestinalen Caco2- Zellen in einem Zdilkuiodell getestet und miteinander

verglichen. Dazu wurden zwei Verfahren, der GentamiProtektions-Assay und die
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indirekte Doppelimmunfluoreszenz, eingesetzt. Digelbnisse weisen darauf hin, dass die
Anwesenheit eines Plasmids keinen signifikanterilisa auf Adhasion oder/und Invasion in
dem von uns gewahlten Zellkulturmodell hat. Dieplimert die Annahme, dass Plasmide
von C. jguni keine wesentliche Rolle fur die Pathogenitat gpieDiese Erkenntnisse werden
zum Teil auch durch Untersuchungen anderer Arbeipgmen gestitzt. Aul3erdem kann die
Heterogenitat der Plasmide v@hjeguni als weiterer Hinweis dafiir angesehen werden, dass
Virulenzdeterminanten wahrscheinlich eher chromadom kodiert sind.

Ob dennoch eine partielle Beteiligung plasmidkadier Virulenzfaktoren am

Pathogenitatsgeschehen existiert, muss in weitddetiersuchungen geklart werden.
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ATCC
BA

BE

BHI
BSA

C. tetani
CFA
Cy
ddH20
DMEM
DMSO
DNA
dsDNA
E. coli
EDTA
ELISA
FCS
GBS
GPA

IfSG

American Type Culture Collection
Blutagar

Betriebseinheit

Brain- Heart- Infusion

bovines Serumalbumin

Clostridium tetani

colonization factor antigen

Cyanin

doppelt destilliertes Wasser
Dulbecco’s minimal essential Medium
Dimethylsulfoxid

desoxyribonucleic acid

double- stranded desoxribonucleic acid
Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
enzyme-linked immuno sorbent assay
fetal calf serum
Guillain-Barré-Syndrom

Gentamicin- Protections- Assay

Infektionsschutzgesetz
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IPA
kB
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MOl
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NCTC
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RKI
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ssp

S Typhimurium

SVP

TAE

Immunglobulin A
Immunglobulin G
Immunglobulin M

invasion plasmid antigen
Kilobasen

koloniebildende Einheit
Megabasenpaare

Minimum Essential Medium
Miller- Fisher- Syndrom
Multiplicity of Infection
nalidixinsaureresistent
National culture type collection
phosphate buffered saline
polymerase chain reaction
Paraformaldehyd
Pulsfeldgelelektrophorese
Robert-Koch-Institut
Raumtemperatur
Sodiumdodecylsulfat
Subspezies

Salmonella Typhimurium
Salmonella virulence plasmid

Tris- Acetat- EDTA- Puffer
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TRITC
U.N.
val.
Yop

ZKF

tetracyclinresistent
Trishydroxymethylaminomethan
Tetramethylrhodaminisothiocyanat
tber Nacht

vergleiche

yersinia outer membrane proteine

Zellkulturflasche
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