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Einleitung

l. EINLEITUNG

In Deutschland rangieren Campylobacter als Ursache humaner bakterieller
Darmerkrankungen hinter den Salmonellen an zweiter Stelle (RKI,1999).
Campylobacter werden in verschiedenen europaischen Landern und in den USA
bereits ofter als Salmonellen als Verursacher bakteriell bedingter Gastroenteritiden
des Menschen nachgewiesen (GLUNDER und WEBER, 2000). Hierbei sind
besonders C. jejuni und C. coli von Bedeutung. Im Jahre 2001 wurde in Deutschland
eine durchschnittliche Haufigkeit von 66,2 Campylobacter-Fallen pro 100 000
Einwohner verzeichnet (RKI, 2002). Infektionen des Menschen erfolgen meist durch
den Eintrag der Erreger in Lebensmittel und Trinkwasser, sowie durch Kontakt zu
infizierten Tieren (KRAUSS et al., 1997). Als Hauptinfektionsquelle fir humane
Campylobacter-Infektionen wird Gefllugelfleisch angesehen (RKI, 2001). Die grofite
Bedeutung als latenter Trager und Ausscheider von Campylobacter wird unter den
landwirtschaftlichen Nutztieren dem Schwein zugemessen (WEBER, 1985; KRAUSS
et al., 1997). Wahrend Campylobacter jejuni vor allem durch Geflligel, aber auch
durch Rinder in die Nahrungskette gelangen kann, konnte in einer danischen
Untersuchung Campylobacter coli im Darm von 43% der Schlachtschweine
nachgewiesen werden (NIELSEN et al., 1997). Daruber hinaus fanden MOORE und
MADDEN (1998) in 6% der Schweinelebern Campylobacter ssp., wobei
Campylobacter coli mit 67% dominierte.

Das Auftreten von Campylobacterinfektionen in Schweineherden soll an der
Seropravalenz, d.h. dem Vorkommen von Antikdrpern gegen Campylobacter coli und
Campylobacter jejuni (analog der Prifung auf Salmonellen-Antikdrper) untersucht
werden. Im Gegensatz zur serologischen Salmonellenantikorper-Bestimmung in
Schweineseren ist kein kommerzieller ELISA zur Bestimmung von Campylobacter-
Antikérpern beim Schwein auf dem Markt. Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die
Entwicklung eines ELISA-Verfahrens zum Nachweis von Campylobacter-Antikorpern
in Serum und Fleischsaft. Da hierfur auch keine definierten porcinen Antiseren zur
Verfligung standen, mussten diese durch Immunisierung von Schweinen mit einer

selbst hergestellten Campylobacter-Vakzine gewonnen werden.
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Il LITERATUR
1.1 Charakteristika der Gattung Campylobacter
1.1.1 Taxonomische Einordnung und charakteristische Eigenschaften der

Gattung Campylobacter

Schon im Jahre 1881 beschrieb ESCHERICH spiralformige Darmbakterien bei an
Durchfall erkrankten Kindern. MC FADYEAN und STOCKMAN beschrieben 1913
Erreger, die aus Mutterschafen und auch aus abortierten Foeten isoliert werden
konnten und bezeichneten diese als Vibrionen. Als ,Vibrio fetus“ bezeichneten dann
im Jahre 1919 SMITH und TAYLOR die aus Abortmaterial von Rindern isolierten
Keime. SMITH und ORCUTT (1927), sowie JONES et al. (1931) gelang die Isolierung
von mikroaerophilen Vibrionen bei an Durchfall erkrankten Kalbern, welche von ihnen
,Vibrio fetus® genannt wurden.

In Jahre 1944 bezeichnete DOYLE ,Vibrio coli“ als Erreger der Schweinedysenterie.
In vier verschiedene Bakterienvarianten teilte KING ,Vibrio fetus“ im Jahre 1957
aufgrund  ihrer unterschiedlichen  Temperaturoptima ein. Die, die ihr
Wachstumsoptimum bei 25°C hatten, wurden als ,Vibrio fetus und die, die bei 37°C
bis 42°C ihr Optimum hatten, als ,closely related vibrios® bezeichnet. Durch SEBALD
und VERON wurde 1963 erstmals das Genus Campylobacter beschrieben. Die
beiden unterschieden zwischen nicht mikroaerophilen und mikroaerophilen, sowie
Kohlenhydrate nicht verstoffwechselnden Vibrionen, wobei sie die letztgenannten als
Campylobacter bezeichneten. Aufgrund elektronenmikroskopischer Untersuchungen
wurde die Gattung Campylobacter spater der Familie der Spirillaceae zugeordnet
(RITCHIE et al., 1966).

Das Wort Campylobacter stammt aus dem Griechischen und ,kampylos® heif3t
gekrummt. Die Gattung Campylobacter, sowie die Gattung Arcobacter gehoren beide
zu der Familie der Campylobacteriaceae. Beide Gattungen sind phylogenetisch eng
verwandt und in vielerlei Hinsicht sehr ahnlich (VANDAMME und DE LEY, 1991).
Campylobacter, Arcobacter und Helicobacter gehéren gemeinsam mit dem Genus
Spirillum zur rRNA-Superfamilie VI der Klasse Proteobacteria (ROLLE und MAYR,
2002).
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Der Gattung Campylobacter gehéren gramnegative Bakterien mit einer GroRe von
0,2-0,9 um x 0,5-5,0 ym an. Sie zeigen eine schlanke, schraubig gedrehte, stabchen-
ahnliche Form wund bewegen sich durch ihre monotriche BegeilRelung
korkenzieherartig fort (ROLLE und MAYR, 2002). In alteren Kulturen kénnen sich
kokkoide Degenerationsformen ausbilden (JONES et al.,, 1993). Bakterien der
Gattung Campylobacter bilden keine Sporen und wachsen unter verminderter
Sauerstoffspannung. Die Bebrutung erfordert ein Gasgemisch aus 5 % O,, 10 % CO,
und 85 % Ny (KIST, 1983). Sie sind weder in der Lage, Kohlenhydrate zu
fermentieren, noch sie zu oxidieren (ROLLE und MAYR, 2002). Sie sind Oxidase
positiv, reduzieren Nitrat und bilden Katalase (BISPING und AMTSBERG, 1988).
PENNER und HENNESSY entwickelten 1980 und LIOR et al. 1982 ein
Serotypisierungsschema fur Campylobacter. Campylobacter (C.) Dbesitzen
thermostabile und thermolabile Oberflachenantigene, die bei Campylobacter jejuni
(C.jej.) und Campylobacter coli (C.c.) eine Einteilung in verschiedene Serovare
erlaubt. Nach dem Schema von LIOR et al. (1982) lassen sich Serogruppen aufgrund
von hitzelabilen Antigenen unterscheiden. PENNER et al. (1983) entwickelten auf der
Basis von hitzestabilen Antigenen von Oberflachen-Lipopolysacchariden ein System
zur Serotypisierung von C..

Aufgrund ihres Wachstumsverhaltens bei unterschiedlichen Bebrutungstemperaturen
wird zwischen ,thermophilen® und ,nicht thermophilen® C. unterschieden. PENNER
(1991) unterteilte die Gattung C. in zwei Gruppen mit jeweils einigen Untergruppen

auf.
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Nomenklatur der Gattung Campylobacter nach PENNER ( 1991):

Echte Campylobacter
e Thermophile enteropathogene Campylobacter
» C. jejuni ssp. jejuni
»> C. coli
» C. laridis

» C. upsaliensis

e Andere echte Campylobacter
» C. fetus ssp. fetus
» C. fetus ssp. venerealis
» C. hyointestinalis
» C. sputorum Biovar sputorum
Biovar bubulus

Biovar fecalis

Y
@)

. mucosalis

» C. concisus

Die thermophilen Campylobacter C.jej. und C.c. konnen bei einer Vielzahl von
warmblutigen Tieren isoliert werden. lhre optimale Wachstumstemperatur liegt bei
ungefahr 42°C; in der Umwelt kdnnen sie sich aufgrund ihrer relativ hohen Mindest-
Wachstumstemperatur, die bei 28°C bis 30°C liegt, nicht vermehren. Sie sind
allerdings in der Lage, fur mehrere Monate in kaltem Wasser zu Uberleben
(SKIRROW, 1994). PALUSZAK und OLSZEWSKA (2000) untersuchten die
Uberlebensfahigkeit von C.jej. in gelagerter Rindergiille. Dabei stellten sie fest, dass
infizierte Bestande einen wesentlichen Beitrag bei der Verbreitung von C. in der
Umwelt leisten. Die Lagerungstemperatur der Gllle spielte eine grof3e Rolle bei der
Reduktion der Keime. Am langsten konnten die Keime bei einer Lagerungstemperatur
von 4°C uberleben (durchschnittlich 41 Tage); um 29,1 Tage kurzer war die
Uberlebenszeit bei einer Lagerung der Giille bei 20°C. Wurde die Giille bei 50°C
gelagert, konnten nach 240 min C. nicht mehr nachgewiesen werden. In der oben
beschriebenen Studie wurden die Bakterien der Gulle in einer hdheren Konzentration

zugegeben, als dies in der Praxis beschrieben ist. Auch in einem Versuch von
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BLASER et al. (1980) Uberlebten C. in einer Umgebungstemperatur von 4°C langer
als bei 25°C. Bei Umgebungstemperaturen von 4°C konnten die Erreger noch nach
drei Wochen aus Kotproben isoliert werden und ihren Studien zur Folge konnen C.
bis zu vier Wochen im Grundwasser Uberleben. Ganz allgemein Uberleben C. in der
Umwelt aber nur sehr schlecht, da sie auf verschiedene Umweltfaktoren sehr
empfindlich reagieren, wie z.B. auf hohe Temperaturen, einen niedrigen pH-Wert
(DOYLE und ROMAN, 1981), auf den Sauerstoffgehalt (HOFFMAN et al., 1979) oder
auf Feuchtigkeitsmangel (DOYLE und ROMAN, 1982). Ein pH-Wert, der unter 3,0
liegt, wirkt sich laut BLASER et al. (1980) nachteilig auf das Uberleben von
Campylobacter fetus subsp. jejuni aus. OBIRI-DANSO et al. (2001) untersuchten den
Effekt von UV-Strahlung und Temperatur auf das Uberleben verschiedener C. spp..
Dabei wurde unter anderem C.jej. in Flusswasser kunstlichem Sonnenlicht
ausgesetzt, welches der Intensitat der Sonnenstrahlung an einem sonnigen Junitag
entsprach. Nach einer 40-minutigen Bestrahlung war kein Wachstum von C. mehr
nachweisbar. Bei Dunkelheit zeigte sich, dass das Uberleben temperaturabhangig

war.

1.1.2 Pathogenitat von Campylobacter

Bakterien der Gattung C. verursachen zum einen eine akute enterale und zum
anderen eine Infektion der Geschlechtsorgane bei Mensch und Tier. Bis heute
wurden 15 Spezies beschrieben, wobei vor allem C.c. und C.jej. mit Erkrankungen
des Menschen assoziiert wurden (RKI, 2001). Ganz im Gegensatz zu Salmonellen
vermehren sich C. bei Umgebungstemperaturen nicht in einem Lebensmittel oder auf
der Oberflache von Arbeitsgeraten (BORCH et al., 1996). Die von den Salmonellen
bekannte ,Langzeit Kreuz-Kontamination®, wie z.B. eine Ubertragung des Erregers
von Arbeitsgeraten, spielt bei C. keine Rolle, sondern vielmehr die ,Kurzzeit Kreuz-
Kontamination®, also die Ubertragung des Erregers direkt in die Mundhéhle
(BUTZLER und OOSTEROM, 1991). Zu Beginn einer C.-Infektion des Menschen sind
Veranderungen des Darmes in Bereichen des Jejunums und des proximalen Anteils
des lleums zu erkennen, die sich allerdings meistens auf das restliche lleum und das

Colon ausbreiten. Die Mukosa zeigt entzindliche Veranderungen mit der Bildung von
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Abszessen im Bereich der Krypten, die nicht zu unterscheiden sind von
Veranderungen, wie sie bei einer Salmonellen- oder Shigellen- Infektion zu finden
sind. Die Mesenteriallymphknoten sind meist entzindlich verandert (SKIRROW,
1994). Folgende Eigenschaften des Keimes sind maligeblich fur das gute Angehen
einer C.-Infektion: zum einen ist dies die spiralige Gestalt des Erregers und zum
anderen die bewegliche Geil3el, die ein korkenzieherartiges Durchbohren der
mukosen Schleimhaut ermdglicht, was anderen geraden Bakterien nicht gelingt. Des
weiteren wurden von DE MELO und PECHERE (1990) spezielle Outer Membrane
Proteins (OMP’s) bei C.jej. entdeckt, die es dem Erreger ermdglichen, an die
Epithelzellen des Darmes zu binden. Allerdings setzt dies ein intaktes Flagellum fir
die Zellinvasion voraus (GRANT et al., 1993). MOROOKA et al. (1985), sowie UEKI
et al. (1987) betrachteten eine bewegliche Geildel als Voraussetzung fur eine
Besiedelung des Darmes. Die Struktur der Geil3el selbst wurde von WASSENAAR et
al. (1993) als ausschlaggebend fir die Kolonisation angesehen, unabhangig von der
Beweglichkeit des Erregers. Hierbei war die Zusammensetzung des Geildelproteins
aus Flagellin Typ A oder B von Bedeutung (GRANT et al., 1993; WASSENAAR et al.,
1994).

C. weisen ebenso wie andere gramnegative Bakterien Lipopolysaccharide in ihrer
Zellwand auf, die als Endotoxine wirken (SKIRROW, 1994). Als Virulenzfaktoren
werden von ROLLE und MAYR (2002) Enterotoxine, Zytotoxine und das
Invasionsvermdgen beschrieben. Bei einigen Stammen konnte aullerdem ein
,Cholera-like enterotoxin® nachgewiesen werden. Klinische und experimentelle
Untersuchungen ergaben Hinweise auf die Produktion von hepatotoxischen Faktoren
(KITA et al.,, 1990). Das Kolonisationsvermégen von C.jej. konnte durch in vivo-
Passagen gesteigert werden (CAWTHRAW et al., 1996). Schon eine einzige in vivo-
Passage verringerte die Infektionsdosis, die notwendig war, um eine vollstandige
Kolonisation des Blinddarmes zu erreichen. Von einer Steigerung der Virulenz
sprachen SANG et al. (1989), nachdem ein C.jej.-Stamm in Gefligel passagiert

worden war.
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1.3 Campylobacter-Infektionen beim Menschen

Durch C. hervorgerufene Erkrankungen haben in der Humanmedizin immer mehr an
Bedeutung gewonnen. Eine Campylobacteriose stellt meist eine durch
Nahrungsmittel bedingte Infektion dar (RKI, 2001). Bereits 1980 stellten SVEDHEM
und KAJISER, sowie 1994 NOTERMANS bei gastrointestinalen Erkrankungen C. als
den haufigsten Erreger fest. 1998 lagen lebensmittelbedingte Erkrankungen durch C.
in GroRbritannien, den Niederlanden und Kanada an erster Stelle vor den
Salmonellosen. Das BgVV (2000a) wies darauf hin, dass C. auch in den
skandinavischen Landern und in der Schweiz bei Lebensmittel-Infektionen vor den
Salmonellen rangierten. Die oben genannten Beobachtungen waren nicht nur auf ein
gehauftes Auftreten von C.-Infektionen zurlickzufihren; wahrscheinlicher war die
Tatsache, dass diesem Keim mehr Beachtung geschenkt wurde (BgVV, 2000a). In
Europa konnte wahrend der warmen Jahreszeit ein gehauftes Auftreten an
Erkrankungen durch C. beobachtet werden (RKI, 1999). In Deutschland lag die
Haufigkeit in einigen Bundeslandern bei 10 bis 50 Erkrankungen pro 100000
Einwohnern. Betrachtete man in Deutschland die bakteriellen Darmerkrankungen, so
lagen die Salmonellen-Infektionen vor den C. bedingten Infektionen (RKI, 1999).
Starke regionale und auf Bundeslander bezogene Unterschiede fuhrten zu
unterschiedlichen Meldefrequenzen. So gab es in Deutschland einzelne
Bundeslander, die im Jahre 2000 Uber dem bundesdurchschnittlichen Inzidenzwert
von 68,8 gemeldeten Fallen pro 100 000 Einwohner lagen. In Hamburg war der
Unterschied so gravierend, dass C.-Infektionen haufiger diagnostiziert wurden als
Salmonellen-Infektionen. Das Interesse der behandelnden Arzte sowie der
Labordiagnostiker flihrte zu diesen unterschiedlichen Ergebnissen (BgVV, 2000b).
FUr das Jahr 2001 wurden in Deutschland insgesamt 54 410 C.-Falle gemeldet. Dies
entsprach einer durchschnittlichen Inzidenz von 66,2 Fallen pro 100 000 Einwohner.
In den Fallen, in denen genauere Angaben zur Spezies vorlagen, wurden C.jej. zu
84,5%, C.c. zu 13,1%, C.lari zu 0,5% und C.fetus ssp. zu 0,5% nachgewiesen (RKI,
2002). Kinder bis zu einem Alter von 6 Jahren waren haufiger von einer C.-Infektion
betroffen als Erwachsene mit Ausnahme der 18- bis 35- Jahrigen, bei denen ebenfalls

ein gehauftes Auftreten zu verzeichnen war (RKI, 2001).
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Die Infektion erfolgte meist oral durch Aufnahme kontaminierter Lebensmittel,
Trinkwasser oder durch Kontakt mit infizierten Tieren und deren Ausscheidungen
(KRAUSS et al.,, 1997). Im Gegensatz zu den Salmonellen oder Escherichia coli
(E.coli) vermehren sich die Keime bei herkdmmlichen Umgebungsbedingungen nicht
im Lebensmittel. Die erforderliche Anzahl an Keimen kann allerdings durch eine
Kreuzkontamination im Kichenbereich oder aber eine unzureichende Erhitzung der
Lebensmittel erreicht werden. Auch rohe oder nicht ausreichend erhitzte Milch stellen
eine Infektionsquelle dar (BgVV, 1998). Als Hauptinfektionsquelle fur eine humane C.-
Infektion konnte unzureichend erhitztes oder rekontaminiertes Geflugelfleisch
angesehen werden. Nicht gechlortes Trinkwasser und der Kontakt zu Heimtieren kam
als weitere Infektionsquelle in Frage (RKI, 2001). Die Ergebnisse durchgefuhrter C.-
Serotypisierungen lieRen erkennen, dass zwischen C.-Serotypen von Huhnern und
humanen C.-Isolaten haufiger eine positive Korrelation festzustellen war, als dies
zwischen humanen und C.-Isolaten von Schweinen der Fall war (BANFFER, 1985).
Durch vergleichende Untersuchungen von C.-Schweineisolaten und humanen C.-
Isolaten konnten KRAMER et al. (2000) belegen, dass Schweinefleisch nur zu einem

geringen Anteil fir humane C.-Infektionen verantwortlich war.

.1.3.1  Pathogenese und Klinik beim Menschen

Die Aufnahme einer relativ geringen Anzahl an C.-Keimen von ungefahr 500 kann zu
einer Gastroenteritis fuhren (BLACK et al.,1988; BgVV,1998). C.jej. kann durch seine
Spiralform und hochgradige Motilitat die schitzende Mukusschicht der
Darmschleimhaut passieren und sich an die Enterozyten des Intestinaltraktes
anheften. Eine Diarrhoe wird durch die Freisetzung von stammspezifischen Toxinen,
vor allem Enterotoxine und Zytotoxine, ausgelost (WALLIS, 1994). C.jej. ist beim
Menschen weltweit eine der haufigsten Ursachen der bakteriellen Enteritis und
Enterokolitis. Andere darmpathogene C.-Arten sind von untergeordneter Bedeutung.
Der Verlauf und die Symptome einer C.jej. Infektion sind nicht sehr charakteristisch
und dadurch ist es klinisch nicht moglich, sie von anderen Pathogenen abzugrenzen.
Die Inkubationszeit betragt gewdhnlich 2-5 Tage, sie kann aber in Ausnahmefallen bis

zu 10 Tage dauern. Das Prodromalstadium, welches von einigen Stunden bis zu
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wenigen Tagen dauern kann, ist gekennzeichnet durch Unwohlsein, Bauch- und
Kopfschmerzen, Benommenheit, Appetitlosigkeit, Muskel- und Gelenksschmerzen
sowie Fieber. Die profuse Diarrhoe wird von Bauchkrampfen begleitet. Die
Stuhlbeschaffenheit ist wassrig, zum Teil auch schleimig. Mikroskopische
Untersuchungen von Stuhlproben lassen inflammatorisches Exsudat, Leukozyten,
frisches Blut, sowie die charakteristische Morphologie des Erregers selbst erkennen.
Die Durchfalle sistieren meist im Verlauf von 2 bis 10 Tagen. Auch nach deren
Abklingen konnen Unwohlsein und die Bauchschmerzen noch einige Tage bis
Wochen anhalten (BUTZLER und OOSTEROM, 1991). Im allgemeinen ist eine
Erregerausscheidung noch etwa drei Wochen nach Abklingen der Enteritis
nachweisbar (SVEDHEM und KAIJSER, 1980). An Komplikationen sind das
Appendicular Syndrom, Cholecystitis, Peritonits, Septikamie, Meningitis, Arthritis und
das Erythema nodosum bekannt (BUTZLER und OOSTEROM, 1991).

Das Auftreten des Guillan-Barré-Syndroms (GBS) ist ebenfalls assoziiert mit einer C.-
Infektion. Dieses Syndrom besteht in einer akuten neurologischen Erkrankung. Dabei
kann es zu aufsteigenden Paralysen der peripheren Nerven Uber eine
Beeintrachtigung der Atemmuskulatur bis hin zu Todesfallen kommen (NACHAMKIN
et al., 1998).

.1.3.2 Immunantwort bei einer Campylobacter-Infektion des Menschen

Beim Menschen ist die Immunantwort auf eine C.-Infektion ahnlich der anderer
Infektionskrankheiten. Die IgG- und IgM-Spiegel im Serum stiegen aufgrund der
Infektion an, blieben flr drei bis vier Wochen erhéht und sanken dann 90 Tage nach
erfolgter Infektion auf ihren Ausgangswert zurlick (BLASER und DUNCAN, 1984).
Der IgA-Spiegel im Serum stieg wahrend der ersten Wochen der Infektion und fiel
dann sehr schnell ab (KALDOR et al.,, 1983; BLASER und DUNCAN, 1984;
MASCART-LEMONE et al., 1987). Spezifische IgG-, IgM- und IgA- Antikérper in
Humanseren wurden auch von SKIRROW (1994) beschrieben. Antikorper, welche
spezifisch fur Flagellin- und Oberflachenproteine waren, zeigten eine schitzende
Wirkung vor einer Reinfektion mit C.. Nur wenige Infektionen genlgten bei Kindern in
Entwicklungslandern, um durch stetig ansteigende IgA-Spiegel in der Kindheit eine
schutzende Immunitat aufzubauen. Auch BLASER und DUNCAN (1984) berichteten
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von einer mit zunehmendem Alter sinkenden Infektionsrate bei Kindern in
Entwicklungslandern. Auch diese Autoren begrindeten diese Beobachtung ebenfalls
durch die gebildete Immunitat nach der Exposition gegenuber C.. Antikdrper der
Klassen IgG und IgA waren in einer Studie von LANGE et al. (1999) zu Beginn der
Erkrankung, sowie 5 Monate spater, mit einem niedrigeren Titer, vorhanden.
Antikorper der Klasse IgM waren nur zu Beginn der Infektion nachweisbar und waren
wahrend der folgenden 5 Monate nicht mehr messbar. IgA-Antikdrper konnten auch in
den Faeces und im Urin einiger Erkrankter wahrend der ersten Wochen der akuten
Infektion nachgewiesen werden (LANE et al., 1987; NACHAMKIN und YANG, 1992;
WU et al., 1993). Die erworbenen zirkulierenden Antikorper wiesen offenbar auf eine
lokale Antwort der Darmmukosa hin und wurden als fakal- und urinspezifisch
sezernierte IgA-Antikorper bezeichnet (LANE et al., 1987).

Die Untersuchung von natirlich infizierten Menschen hatte gezeigt, dass
campylobacterspezifische Antikorper-Spiegel als Antwort auf eine stattgefundene
Infektion anstiegen (WALZ et al., 2001). Untersuchungen an freiwilligen Probanden
erbrachten, dass eine experimentelle Infektion mit C.jej. sowohl Serumantikdrper, als
auch intestinale Antikorper gegen den Erreger induzierte (BLACK et al., 1992).
Menschen, die durch eine vorangegangene C.-Infektion Antikorper gegen C.
aufwiesen, waren nicht vor einer erneuten Besiedelung des Darmtraktes mit den
Erregern geschitzt, wohl aber vor der Ausbildung von Symptomen bei einer
Reinfektion. Als mdgliche Erklarung wurde diskutiert, dass die Antikdrper vor allem
gegen Virulenzfaktoren gerichtet waren, die Krankheitserscheinungen verursachten,
nicht jedoch gegen Faktoren, die lediglich die Ansiedelung begunstigten (NEWELL
und NACHAMKIN, 1992). Die Exposition empfanglicher Menschen gegentber C.jej.
schien zu einer Resistenz gegenulber einer klinischen Erkrankung auf Grund der
Entwicklung einer schutzenden Immunitat zu fuhren. Um diese Vermutung zu
bekraftigen, wurden von CAWTHRAW et al. (2000) die C.jej. spezifischen 1gG- und
IgM- Antikorper-Spiegel im Serum von in Gefligelschlachthéfen arbeitenden
Menschen bestimmt. Diese Menschen waren standig C.jej. ausgesetzt, aber offenbar
erkrankten sie selten an einer Campylobacteriose. Seren von Kurzzeit-Arbeitern
(Beschaftigung < 1 Monat), Langzeitarbeitern und Blutspendern wurden untersucht.
Es wurden deutlich hohere spezifische IgG-Antikorper-Spiegel bei Langzeitarbeitern,

als bei irgend einer anderen Gruppe festgestellt. Von besonderer Bedeutung war ein
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Flagellinprotein und ein 40 kDa Polypeptid (CAWTHRAW et al., 2000). In einer Studie
von KANTELE et al. (1988) wurde bei 23 von 24 Patienten eine Woche nach Beginn
der Enteritis eine dramatische Zunahme aller Zellen, die aktiv Immunglobuline
sezernierten, festgestellt. Die meisten dieser Zellen produzierten IgA. Zellen, die
spezifische Antikérper gegen C.jej. produzierten, lieRen sich zu dieser Zeit auch
nachweisen, machten aber nur einen Teil der Gesamtantwort aus. Diese Daten lielRen
vermuten, dass die Enteritis eine kraftige, anscheinend polyklonale Antwort

induzierte, die Antikdrper gegen die normale intestinale Flora mit einschloss.

STRID et al. (2001) fuhrten eine Untersuchung der Antikérper-Antworten auf C.-
Infektionen mittels ELISA in einer zweijahrigen Studie an 210 Patienten durch. Hierzu
wurde ein ELISA entwickelt, um IgG-, IgM- und IgA- Antikdrperspiegel gegen C.jej.
und C.c. in humanen Serumproben zu bestimmen. Als Antigen wurde eine
Kombination aus zwei C.jej.-Serotypen im ELISA verwendet. 631 Seren von 210
Patienten mit bestatigten C.-Enteritiden wurden in verschiedenen Intervallen nach der
Infektion untersucht. Eine Kontrollgruppe mit 164 Seren wurde herangezogen, um
den cut-off-Wert flr negative Ergebnisse zu bestimmen. Ein erhdhter IgG-Spiegel
konnte Uber einen Zeitraum von viereinhalb Monaten nach der Infektion beobachtet
werden. Variationen des Absinkens der verschiedenen Immunglobuline wurden
deutlich. IgA- und IgM- Antikdrper waren wahrend der akuten Phase der Infektion
erhoht (bis zu zwei Monate nach Beginn der Infektion). Die Antikdrper-Antwort hing
meist nicht von der C.-Spezies oder dem C.jej. Serotyp ab, allerdings mit der
wichtigen Ausnahme der Antwort auf C.jej. O:19, des Serotyps, der am haufigsten mit
dem Guillan-Barré-Syndrom (GBS) assoziiert war. Alle Patienten, die mit diesem
Serotyp infiziert waren, hatten im Vergleich zu anderen C.jej.- und C.c.- Serotypen,

hdhere Level an beiden, IgM- und IgA- Spiegeln.

1.1.4 Immunantwort bei einer Campylobacter-Infektion bei Tieren

Studien zur Immunantwort beim Schwein auf eine C.-Infektion wurden in der
Vergangenheit nicht durchgefthrt. Die Immunantwort bei anderen Tierarten ist mit der

des Menschen vergleichbar. Nach der experimentellen Infektion von Menschen und
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Kaninchen schuitzte der ansteigende IgA-Spiegel vor einer Infektion und Erkrankung
beim Menschen und vor einer Kolonisation und Bakteridmie beim Kaninchen
(BLACK et al.,1988; BURR et al.,1988). Untersuchungen mit Gefligel zeigten, dass
eine aktive Immunisierung die Anzahl an intestinalen Infektionen mit C.jej. reduzieren
konnte. In einer Untersuchung von SCHULZE und ERLER (2002) konnten hohe
maternale 1gG-Titer im Serum von SPF-Kuken Uber einen Zeitraum von neun Tagen
nachgewiesen werden. Ein Abfall dieser Titer konnte bis zum 15. Lebenstag
beobachtet werden. Keine maternale, sowie keine in diesem Zeitraum von den Kuken
selbst gebildete nennenswerte IgA- und IgM- Titer lieRen sich bei diesen Tieren
nachweisen. AuRerdem wurden zwei und acht Tage alte SPF-Kiken mit C.jej. oral
infiziert und die Immunantwort auf IgG, IgM und IgA untersucht. Dabei zeigte sich,
dass zwar ein Anstieg an IgG zu verzeichnen war, die IgM- und IgA- Siegel nach
kinstlicher Infektion aber nicht anstiegen. SCHULZE und ERLER (2002) beschrieben
eine anscheinend positive Korrelation zwischen den C.-Keimzahlen im Zakum und
der IgG-Antwort im Serum. Die hohen Antikorperspiegel schutzten nicht vor einer
Besiedelung des Zakums mit C.. Gegenteilige Ergebnisse verdffentlichten WIDDERS
et al. (1996) mit intraperitoneal am 16. und 29. Lebenstag immunisierten Broilern.
Immunisiert wurde mit gereinigtem C.-Flagellinprotein und einer Kombination aus
gereinigtem C.-Flagellinprotein und hitzeinaktiviertem C.jej.-Antigen. Am 36.
Lebenstag wurden die immunisierten Tiere, wie auch einige Kontrolltiere, mit Broilern
in Kontakt gebracht, die den fir die Immunisierung verwendeten C.-Stamm
ausschieden. Nach Euthanasie am 43. Lebenstag wurde die immunologische und
bakteriologische Reaktion der Tiere auf die Immunisierung und die Infektion
untersucht. Dabei zeigten die mit einer Kombination aus gereinigtem Flagellinprotein
und hitzeinaktiviertem C.jej.-Antigen immunisierten Tiere im Blinddarminhalt eine
signifikante Reduktion der C. Kolonie-bildenden-Einheiten (KbE) im Vergleich zu den
nicht immunisierten Kontrolltieren. Bei den nur mit gereinigtem Flagellinprotein
immunisierten Tieren konnte diese Reduktion nicht beobachtet werden. Eine
schitzende Immunitat wurde auch durch die intramuskulare Verabreichung eines
C.jej.-Stammes an Kuiken nicht aufgebaut. Die Vakzine wurde mit und ohne
Adjuvans, sowie mit und ohne zusatzliche orale Verabreichung eines nicht
kolonisierenden Stammes eingesetzt (ZIPRIN et al., 2002a). Durch eine
Prainkubation von C.jej. mit Immunseren von Kaninchen und C.-Antikérper-Extrakten

aus der Gallenblase von Gefllgel, konnte die Fahigkeit der Bakterien zur Kolonisation
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vermindert werden (STERN et al., 1990). SAHIN et al. (2001) berichteten von Kiiken,
die in den ersten beiden Lebenswochen frei von C. waren und begrindeten die
Resistenz des Intestinaltraktes junger Kuken mit dem Vorkommen von maternalen
Antikérpern. In dieser Studie konnte hauptsachlich ein Anstieg des IgG-Spiegels
beobachtet werden; IgM- und IgA- Spiegel stiegen hingegen in viel geringerem Male
an. Den Gipfel der maternalen Antikdrperkonzentration erreichten die Kiken am 3. bis
4. Lebenstag; danach sank der Spiegel bis zur 2.-3. Lebenswoche kontinuierlich bis
auf nicht mehr messbare Werte ab (KOWALCZYK et al.,1985). Eine Studie an
Mausen von PANCORBO et al. (2001) zeigte, dass enterotoxische C.-Stamme im
Gegensatz zu nicht enterotoxischen in der Lage waren, die Immunantwort zu
beeinflussen. Die von enterotoxischen C.-Stammen produzierten Toxine fuhrten zu
einer verminderten Synthese von IgM und IgG. Die Immunantwort von Hunden wurde
von NEWTON et al. (1988) untersucht. Es zeigte sich, dass bei acht Wochen alten
Welpen aus einem mit C. infizierten Bestand ein spezifischer IgG Anstieg zu
verzeichnen war. Altere Hunde wiesen, auer Hindinnen wahrend dem Zeitabschnitt
zwischen Geburt und Sdugephase, niedrigere Antikorper-Titer auf. Frettchen zeigten
nach einer Infektion mit C. eine spezifische Immunantwort, die nicht vor einer
Kolonisation mit C. schitzte, wohl aber vor einer Erkrankung und Diarrhoe. Jungtiere
immuner Mutter (mit hohen Antikorpertitern) waren durch die erworbene passive
Immunitat geschitzt (BELL und MANNING, 1990).

1.5 Antigene Strukturen

Zur Diskussion und Frage, welche Antigene fir eine Immunantwort verantwortlich
sind, liegen verschiedene Untersuchungsergebnisse vor. NEWELL und NACHAMKIN
(1992) waren der Meinung, dass nur wenige Protein-Antigene fur die schiutzende
Immunitat gegen C.-Infektionen wichtig waren. In anderen Unteresuchungen wurde
belegt, dass Serumantikérper von dem Erreger endemisch ausgesetzten Personen
gegen eine grofle Anzahl an Antigenen gerichtet waren (CAWTHRAW et al., 2000).
82% der in dieser Studie untersuchten humanen Seren wiesen Antikorper auf, die
gegen ein 40 kDa Polypeptid und bzw. oder gegen Flagellinproteine gerichtet
waren. In einer Untersuchung von CAWTHRAW (1994) zeigte sich mittels Western-
Blot-Technik, dass IgG, IgM und IgA sich hauptsachlich gegen ein 62 kDa grolRes
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Flagellinprotein richteten. Das Flagellum von C.jej. war auch laut TOMPKINS (1992)
als Antigen von grolRer Bedeutung. In einer Untersuchung von WIDDERS et al.
(1998) wurde festgestellt, dass Flagellin-spezifische Antikorper einen Hauptanteil der
Immunantwort in Seren und intestinalen Sekreten von zuvor immunisierten Broilern
darstellten. Epitope in jeder Region des Flagellinproteins wirkten immunogen. Die
Antikorper bildeten allerdings, im Gegensatz zu einer Immunantwort auf eine
Kombination aus ganzem C.-Antigen und gereinigtem Flagellinprotein, keinen Schutz
vor einer C.-Infektion. WIDDERS et al. (1998) erklarten dies mit dem Unvermdgen zur

Bindung von ganzen C.jej.-Zellen durch die Flagellin-spezifischen Antikdrper.

In einer Untersuchung im Geflugelbereich wurde von SAHIN et al. (2001) gezeigt,
dass die Antikorper-Antwort im Serum, wie auch im Eidotter, gegen multiple
Membrankomponenten von C.jej. gerichtet war, die von 19 bis 107 kDa reichten.
Die starkste Immnunantwort war gegen ein Lipopolysaccharid von C.jej. gerichtet,
welches im Immunoblot unterhalb des 19-kDa-Markers registriert werden konnte. Der
angewandte Immunoblot machte deutlich, dass Geflugelantikbrper mit einer Vielzahl
von Komponenten der auf’eren Membran von C.jej. reagierten. Bei wiederholten
Untersuchungen von aufeinanderfolgenden Subkulturen derselben C.-Isolate konnten
PATTON et al. (1985) voneinander abweichende Antigenfaktoren feststellen. Die
spezifische Immunantwort kann moglicherweise durch eine Phasen- oder
Antigenvariation von C. in die Irre gefihrt werden. Dabei kommt es zu Veranderungen
der ,antigenen Oberflachendeterminanten. Die unspezifischen Abwehrreaktionen
des Wirtes konnen durch die teilweise Ausbildung einer Serum- und
Phagozytoseresistenz umgangen werden (STURZENHECKER, 1995). 18-kDa Omp
(18-kDa Outer Membrane Protein) ist ein Protein der auleren Membran und gehort
zur Familie der PALs (Peptidoglycan-assoziierte Lipoproteine). Diese waren in C.jej.
zahlreich enthalten (BURNENS et al., 1995). In Abbildung 1 sind die in der Literatur

erwahnten Immunogene von C. dargestellt.

In einer Untersuchung von JANVIER et al. (2000) wurde die humorale Immunantwort
von 153 Patienten mit Hilfe der KBR und eines Western-Blot-Assays untersucht. Ein
positiver Titer bei der Komplementbindungsreaktion ist immer verdachtig auf eine
frische oder klrzlich abgelaufene Infektion. Ziel der Untersuchung war es, ein Antigen

fur die Diagnose von Infektionen mit C.jej. zu finden. Die erste Gruppe (mit 79 Seren)
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setzte sich aus Patienten mit einer C.jej.-Infektion zusammen, die an Enteritis (n=16),
am GBS (n=40) und an Arthritis (n=23) litten. Eine zweite Gruppe mit 49 Seren
bestand aus gesunden Blutspendern und eine dritte Gruppe mit 25 Seren aus
Kindern unter vier Jahren. Bei der KBR waren 88,6% der mit C.jej. infizierten
Patienten, 28,5% der gesunden Blutspender und keines der Kinder seropositiv. Der
Westernblot ermdglichte die Erkennung der Antikorper, die gegen Antigene gerichtet
waren, die von 14 bis 67 kDa reichten. Bei allen erwachsenen Patienten und bei 32%
der Kinder konnte eine immunologische Bande bei 67 kDa nachgewiesen werden.
Die korrespondierenden Antigene waren wahrscheinlich ein Flagellinprotein und bzw.
oder ein Hitzeschockprotein. Diese beiden Proteine hatten ein ahnliches
Molekulargewicht und wurden in gramnegativen Bakterien haufig nachgewiesen
(THORNTON et al.,1990; WU et al.,1994; FUJIMOTO und FUJITA,1999). Im Serum
von Patienten, die an einer Infektion durch gramnegative Bakterien (ohne C.) litten,
konnte haufig eine zweite Bande bei 14 kDa identifiziert werden. Dieses Antigen
wurde als ein Lipopolysaccharid bzw. als ein Hitzeschockprotein bezeichnet und
bezuglich einer Kreuzreaktion zwischen gramnegativen Bakterien schon mehrfach
beschrieben (PERREZ-PERREZ et al.,1986; JOHANSEN et al.,1995). Aus diesem
Grund wurden die Banden bei 67 kDa und 14 kDa als nicht spezifisch fur eine C.-
Infektion beurteilt. Drei Banden mit einem molekularen Gewicht von 29, 37 und 43
kDa wurden zu 86%, 84,8% und 91,1% bei den mit C.jej. infizierten Patienten
nachgewiesen. Die Verwendung dieser drei Antigene schien hilfreich fur die
Entwicklung eines Assays zur direkten und indirekten Diagnose von C.-Infektionen zu
sein. Bei dem 43 kDa Antigen handelte es sich um ein Major Outer Membrane Protein
(MOMP) (BLASER und DUNCAN, 1984; BOLLA et al., 1995), welches neben einem
Flagellinprotein eines der beiden Hauptimmunogene von C.jej. darstellte (JANVIER et
al., 2000).

In einer Untersuchung von LUNEBERG et al. (2001) wurden Ratten mit
unterschiedlichen Antigen-Praparationen von C.jej.-Stdmmen immunisiert. Diese
entwickelten daraufhin hohe Titer an spezifischen Antikérpern. Lewis Ratten wurden
entweder mit ganzen Zell-Lysaten, mit LPS-Praparationen oder AufRenmembran-
Praparationen von C.jej. immunisiert und geboostert. Die Antigen-Praparationen
waren hoch immunogen und induzierten eine starke zelluldare und humorale

Immunantwort.
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Abbildung 1 Lokalisation der Immunogene bei Campylobacter

LPS-Praparationen und Praparationen der
ganzen aulieren Membran von C.jej. sind
hochimmunogen und bewirken eine starke
zelluldre und humorale Immunantwort Omp 18 (18 kDa outer membrane protein)
(Lineberg et al., 2001) ist ein Protein der auReren Membran,
gehort zur Familie der Pal’s (Peptidoglycan
assoziierte Lipoproteine) und bewirkt eine
mittellange humorale Immunantwort
(Burnens et al., 1995).

auflere Membran = Lipopolysaccharidschicht

Zytoplasmamembra

67, 73,5 und 77,5 kD-Antigene:
kommen nicht auf der
Oberflache der Bakterien
vor; fuhren zu einer
humoralen Immunitat
(Widders et al., 1998).

Das 43 kDa-Antigen, auch major outer
Membrane protein (MOMP) genannt, ist

neben dem Flagellinprotein eines der beiden
wichtigsten Immunogene fiir eine spate humorale
Immunantwort (Janvier et al., 2000).

Gegen 40 kD Polypeptide und
Flagellinproteine konnten
in 82% der untersuchten
humanen Seren Antikorper
nachgewiesen werden.
(Cawthraw et al., 2000).

Alle Epitope in jeder Region der Flagellinproteine wirkten
immunogen und fuhrten zu einer spaten humoralen und
zellularen Immunantwort

( Widders et al., 1998).

Flagellum ——»

—Flagellinproteine bewirken eine humorale sowie zellulare Immunantwort.
IgG und IgA sind zu Beginn der Erkrankung sowie flinf Monate spater
noch nachzuweisen, IgM sind nur zu Beginn der Erkrankung vorhanden
(Lange et al., 1999).
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11.1.6 Vorkommen von Campylobacter bei Schweinen

Abgesehen vom Geflugel kommt dem Schwein als latentem Trager und Ausscheider
von thermophilen C. von den landwirtschaftlichen Nutztieren die gréf3te Bedeutung zu
(WEBER, 1985; KRAUSS et al., 1997). Schwankungen zwischen Farmen,
Zuchtbetrieben und Landern bezuglich des Vorkommens von C.-Stammen wurden
von YOUNG et al. (2000) beschrieben. C.c. wurde unter den thermophilen C. als
dominierend im Verdauungstrakt von Schweinen bezeichnet (WUTHE und
VOLKHEIMER, 1986; GAULL et al.,, 2001), es konnte jedoch auch C.jej. aus
Schweinekot isoliert werden (GORGEN, 1982; WEBER et al., 1985; STICHT-GROH,
1982). Schweine beherbergten nicht nur einen thermophilen C.-Stamm, sie konnten
auch gleichzeitig mit C.c. und C.jej. infiziert sein (MADDEN et al., 2000). Auch
GAULL et al. (2001) hielten die Moglichkeit einer Mehrfachinfektion von Schweinen

mit verschiedenen C.-Stdmmen fur gegeben.

Die Pathogenitat von C. fur Schweine wurde schon seit langerer Zeit diskutiert, da
C.c. nicht nur bei an Durchfall erkrankten Schweinen nachgewiesen werden konnte,
sondern die Isolierung aus Kotproben auch bei den meisten gesunden Schweinen
moglich war (GORGEN et al., 1983; SKIRROW, 1994). Kulturelle Untersuchungen
von Kotproben gesunder und darmerkrankter Schweine zeigten, wie in Tabelle 1
dargestellt, bei zwei Untersuchungsgruppen (gesunde und darmerkrankte Schweine),
dass in verschiedenen Altersklassen C. zu 35% bis 100% isoliert werden konnten
(GORGEN et al., 1983). Sie isolierten C. bei gesunden Schweinen zu 48% bis 100%
und erwahnten die Moglichkeit, dass dieser Keim zur normalen Darmflora von
Schweinen gehoéren konnte und bezeichneten die antibiotische Behandlung von
darmerkrankten Schweinen als mogliche Ursache fir die teilweise geringeren

Nachweisraten gegenuber den gesunden Tieren.
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Tabelle 1 Nachweisraten von Campylobacter aus Kotproben vergleichend bei

gesunden und bei darmerkrankten Schweinen (nach GORGEN et al.,

1983)
Alters- und Gesunde Schweine Schweine mit
Gewichtsklasse Darmerkrankungen
Saugferkel bis
48% 35,7%
3 Wochen
Saugferkel
. 100% 37,5%
3-6 Wochen bis ca. 12 kg
Muttersauen der 100% 75%
Saugferkel
Absatzferkel
66,7% 96,2%
15-25 kg
Laufer
90% 90%
25-50 kg
Schweine
88,2% 50%
10-110 kg
8

Experimente mit gnotobiotischen Schweinen zeigten, dass Schweine frei von C.jej.
und von C.c. geboren wurden (BOOSINGER und POWE, 1988). In einer in
Deutschland durchgefiihrten Untersuchung, in welcher 736 Kotproben von klinisch
gesunden Schlachtschweinen auf C. untersucht wurden, lielen sich aus 54,3 % der
Proben thermophile C. isolieren, wobei 38,3% der Isolate als C.jej. und 61,7% mit
Hilfe der Hippuratspaltung als C.c. identifiziert wurden (WEBER et al., 1985).
STICHT-GROH  (1982) erhielt aus 173 untersuchten Kotproben von
Schlachtschweinen ahnliche Ergebnisse. Aus 59% der Proben konnten C. isoliert
werden, wobei 24% der Isolate als C.jej. identifiziert wurden. In den Niederlanden
zeigte eine Untersuchung von WEIJTENS et al. (1993), dass 85% der Mastschweine
Uber die gesamte Mastperiode Trager von C. waren und deshalb Schweine als
naturliches Reservoir fur C. angesehen wurden (WEIJTENS et al., 1993; HARVEY et
al., 1999). WEBER et al. (1985) bezeichneten C. als zur normalen Darmflora des
Schweines gehdrender Keim. In einer epidemiologischen Studie in der Umgebung

von Leipzig, durchgefiihrt von GAULL et al. (2001), wurden Kotproben von 60
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Mastschweinen und von 30 Ferkeln mehrmals bis zur Schlachtung bakteriologisch auf
C. untersucht. Dabei konnten 376 C.-Isolate gewonnen werden, wobei es sich bei
allen um C.c. handelte. Die Pravalenz von C. infizierten Mastschweinen lag wahrend
der Mastperiode und bei der Schlachtung zwischen 70% und 93%. Am Tage der
Geburt waren alle untersuchten Ferkel C.-negativ, die Muttersauen hingegen alle C.-
positiv. In den drei darauf folgenden Wochen waren dann bis zu 90% der Ferkel C.-
positiv. Die Tiere schieden den Erreger teilweise standig, teilweise aber auch
intermittierend aus. Um ebenfalls die C. Pravalenz zu beleuchten, wurde eine
Untersuchung auf einer Schweinefarm in den USA durchgefihrt (YOUNG et al.,
2000). Dabei wurden verschiedene Schweinegruppen (erwachsene Schweine,
trachtige Sauen, Ferkel am Tage der Geburt, sowie entwohnte Ferkel) ausgewahlt
und von jedem Tier Kotproben untersucht. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 2

detailliert zusammengestellt.

Tabelle 2 Durch bakteriologische Kotuntersuchungen ermittelte Pravalenz von

Campylobacter in einer Schweinefarm (nach YOUNG et al., 2000)

C. spp. C. jejuni C. coli C.lari
Erwachsene Schweine 76% 76,3% 21% 2,6%
Trachtige Sauen 100% 89% 11% 0%
Ferkel am Tage der 57.8% 31.7% 68,3% 0%
Geburt
Entwohnte Ferkel 85% 82% 18% 0%

Die Inzidenz der untersuchten Kotproben bei den erwachsenen Tieren betrug 76%,
wobei drei Viertel davon als C.jej. identifiziert wurden. Bei trachtigen Sauen konnten
zu 100% C. isoliert werden, von denen 89% der Isolate C.jej. waren. Ferkel am Tage
der Geburt waren zu 57,8% mit C. infiziert, wobei 68,3% dieser Isolate als C.c.
identifiziert wurden. Entwdhnte Ferkel waren zwar mit 85% haufiger mit C. infiziert,
C.jej. kam allerdings im Vergleich zu den neugeborenen Ferkeln mit 82% der Isolate
deutlich haufiger vor. Laut YOUNG et al. (2000) konnte ein einzelnes mit C. infiziertes

Schwein in einem geschlossenen Stall den Erreger sehr schnell auf die anderen Tiere
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ubertragen und somit die hohe Pravalenz verursachen. Die hohe Befallshaufigkeit bei
neugeborenen Ferkeln konnte auf die stark befallenen Muttertiere zurlckgefuhrt
werden. Beobachtungen wiesen darauf hin, dass Ferkel durch ihre Mutter infiziert
wurden (WEIJTENS et al.,, 1997) und die Besiedelung des Darmes neugeborener
Ferkel schon in den ersten 24 Stunden nach der Geburt erfolgen konnte. HARVEY et
al. (2000) untersuchten den Effekt eines sehr frihen Absetzens der Ferkel auf die
Besiedelung des Darmes mit C.. Dazu bildeten sie mehrere Gruppen und setzten
einige Tiere innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Geburt ab, die dann ohne
Kontakt zu Muttersauen versorgt wurden. Ein Teil der Ferkel verblieb bei den
Muttertieren. Im Laufe der Studie wurden regelmaRig Kotproben auf C. untersucht.

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Tabelle 3 dargestellt

Tabelle 3 Campylobacter-Pravalenz bei neugeborenen Ferkeln von Tag 1 bis
Tag 20, vergleichend bei mutterlosen Ferkeln und Ferkeln, die bei den
Sauen geblieben sind (nach HARVEY et al., 2000)

Lebensalter in Tagen 1 2 12 20
Gruppe | Campylobacter positive Proben/Proben-Gesamtzahl
mutterlose Ferkel 7114 13/14 0/14 0/14
Ferkel bei Sauen 6/9 8/9 8/9 8/9
Gruppe |l

mutterlose Ferkel 8/29 12/29 8/27 5/26
Ferkel bei Sauen 7/15 nicht untersucht 14/15 15/15

Diese Ergebnisse machten deutlich, dass neugeborene Ferkel vor einer Besiedelung
mit C. durch eine Separation von infizierten Muttertieren bewahrt werden konnten
(HARVEY et al., 2000). In einer von WEIJTENS et al. (1997) in den Niederlanden
durchgefuihrten Untersuchung der Faeces von Muttersauen und deren Ferkel zeigte
sich, dass in den meisten Kotproben der trachtigen Muttersauen und in allen

Kotproben von Muttersauen nach der Geburt, C. nachzuweisen war. Bei bis zu zwei
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Dritteln der Ferkel konnte in der ersten Lebenswoche C. kulturell nachgewiesen
werden. Eine Infektion der Ferkel durch ihre Mautter konnte durch eine
Ubereinstimmung der C.-Subtypen von Sauen und deren Ferkel belegt werden. Nach
acht Wochen waren 90% der untersuchten Ferkel mit C. infiziert. Eine mogliche
Erklarung fir die verstarkte C.-Ausscheidung von Sauen um den Geburtszeitpunkt,
sahen WEIJTENS et al. (1997) in der verminderten Resistenz des Intestinaltraktes
durch den physiologischen Stress, dem die Schweine um den Geburtszeitpunkt
ausgesetzt waren. Eine C.-Infektion bei nicht trachtigen, erwachsenen Schweinen
breitete sich im Vergleich zu Ferkeln im Bestand viel langsamer aus. Eine Resistenz
des Intestinaltraktes bei erwachsenen Schweinen durch eine stabile Darmflora
verhinderte eine Kolonisation des Darmes durch die Erreger (WEIJTENS et al.,,
1999).

Tabelle 4 beinhaltet bakteriologische Untersuchungsergebnisse von
unterschiedlichen Schweinekotproben. Je nach Autor wurden unterschiedliche

Altersklassen und Nutzungsarten untersucht.
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Tabelle 4 Campylobacter-lsolierungsraten aus Schweinekotproben nach

verschiedenen Autoren

Literaturstelle Untersuchungsmaterial Positiver C" C.c.-Isolate Clej-
Nachweis Isolate
STICHT-GROH Kotproben von o o o
(1982) Schlachtschweinen s 23,38% 76,62%
Kotproben von:
keine keine
0,
9%."6” 80,5% Angaben Angaben
GORGEN Schweinen
et al. (1983) aller Altersklassen
keine keine
0,
darmerkrgnkten 66,2% Angaben Angaben
Schweinen
aller Altersklassen
WEBER
Kotproben von 54,3% 61,7% 38,3%
et al. (1985) Schlachtschweinen
WEIJTENS Kotproben von 85% keine keine
et al. (1993) Mastschweinen ° Angaben Angaben
NIELSEN -
Kotproben von 46% 95% keine
et al. (1997) Schlachtschweinen Angaben
Kotproben von
BOTTELDORN Schweinen o o o
et al. (2001) verschiedener ail 100% .
Altersklassen
Kotproben von:
GAULL neugeborenen Ferkeln 0% 0% 0%
et al. (2001) Ferkeln, 3 Wochen alt 90% 100% 0%
Muttersauen 100% 100% 0%
Mastschweinen 70%-93% 100% 0%
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Experimentelle Infektionen von Ferkeln, die per Kaiserschnitt geboren und ohne
Kolostrum aufgezogen wurden mit einem porcinen C.c.-Stamm lielen die
Korpertemperatur der Ferkel ansteigen und I6sten eine Diarrhoe aus. Konventionell
aufgezogene Ferkel hingegen zeigten kaum klinische Anzeichen einer Erkrankung
(OLUBUNMI und TAYLOR, 1982). Die Mesenteriallymphknoten der kolostrumfrei-
aufgezogenen Ferkel waren vergrolert und bei der histologischen Untersuchung
zeigte sich eine geringgradige Zottenatrophie, sowie geringgradige entzundliche
Veranderungen im Bereich des Diinndarmes. Ahnliche Ergebnisse zeigte eine
Infektion mit C.jej., wobei eine Entzindung des Caecums und des Colons im
Vordergrund stand (PRESCOTT et al., 1982; BABAKHANI et al., 1993).

Ferkel, die durch Kaiserschnitt geboren und Kolostrum-frei aufgezogen wurden,
stellten durch das Fehlen einer konkurrierenden Darmflora, wegen fehlender
maternaler  Antikdrper und wegen der Ahnlichkeit zum menschlichen
Verdauungssystems ein gutes in-vivo-Modell fur humane C.-Infektionen dar. Nach
Infektion der Ferkel mit einem C.jej.-Stamm zeigten die Tiere schleimigen bis blutigen
Durchfall, ahnlich wie dies beim Menschen beschrieben wurde. Pathologische
Veranderungen wie Odem, Hyperamie und Schleimhautdefekte waren vor allem im
Bereich des Dickdarmes zu finden (BABAKHANI et al., 1993). Die Anzahl der C.-
Kolonien war in einer Studie von WEIJTENS et al. (1993) im lleuminhalt meistens
hdher als in den Faeces. Vergleichende Untersuchungen von Dinn- und Dickdarm
zeigten, dass C. beide Darmabschnitte gleichermaflen besiedeln konnte (GORGEN
et al., 1983). Eine Isolierung von C.spp. gelang haufig bei an der porzinen
proliferativen Enteropathie erkrankten Schweinen. C. stellte in diesem Fall im
Gegensatz zu Lawsonia intracellularis aber nicht die Ursache der Erkrankung dar
(DAHME und WEISS, 1999).

Im Intestinaltrakt von Schweinen wurden nach BORCH et al. (1996) C. spp.
mengenmaldig in grolerer Anzahl als Salmonella oder Yersinia spp. isoliert.
OOSTEROM et al. (1985) konnten pro Gramm Darminhalt im Durchschnitt 4000 KbE
isolieren. Dabei handelte es sich, wie auch in einer Untersuchung von MANSER und
DALZIEL (1985), fast ausschlieflich um C.c.. Aus Kotproben gesunder und
darmerkrankter  Schweine  konnten in  einer quantitativ-bakteriologischen

Untersuchung 107 bis 10° Keime pro Gramm Kot isoliert werden, wobei in Proben von
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Schweinen, die an einer Enteritis erkrankt waren, keine hoheren Keimkonzentrationen
festgestellt werden konnten (GORGEN et al., 1983). Bis zu vier phanotypisch
unterschiedliche C.-Stamme konnten MOORE et al. (2002) aus Schweinelebern
isolieren, was ihrer Meinung nach durch mehrfache C.-Infektionen der Schweine zu
erklaren war. Porcine C.-Stamme waren aber nicht nur in der Lage, Schweine zu
infizieren, sondern konnten auch die Blinddarme von Gefligel besiedeln. Eine
fehlende Wirtsspezifitat lield die Vermutung zu, dass C.-Stamme zwischen Schweinen
und anderen Wild- und Farmtieren Ubertragbar sein konnten (ZIPRIN et al., 2002b).
Ferkel, denen experimentell Ochratoxin A verabreicht wurde, zeigten eine
hamorrhagische Diarrhoe, die in Verbindung mit Serpulina hyodysenteriae und C.c.
gebracht wurde. Die Empfanglichkeit fur bakterielle Infektionen nahm laut den
Autoren durch die Immuntoxizitdt des Ochratoxins zu (STOEV et al., 2000).
BOTTELDOORN et al. (2001) untersuchten nicht nur Schweine auf C., sondern auch
deren Umgebung. Insgesamt wurden in 150 untersuchten Rektumtupferproben aus
vier verschiedenen Betrieben 51 C.-positive Ergebnisse festgestellt. Proben aus allen
Betrieben waren gleichmaRig betroffen. Auch aus der Umgebung der Tiere konnte in
allen Betrieben C. isoliert werden. Die Isolate wurden als C.c. identifiziert. Im
Gegensatz zu Salmonellen, bei denen mit Salmonellen kontaminierte Stalle und nicht
mit Salmonellen infizierte Schweine vorkamen, waren alle Schweine, die in C.-

kontaminierten Stallen lebten, auch mit C. infiziert.

Obwohl aus Schweinekotproben sehr haufig C. isoliert werden konnten, zeigten
Untersuchungen an Schlachttierkorpern nur eine geringe C.-Kontamination. In
Hackfleisch, welches eine hohere Anfalligkeit fur Kontaminationen hat, waren C.
meist nicht zu finden (BUTZLER und OOSTEROM, 1991). Es konnte beobachtet
werden, dass C. auf Schweinehalften durch den Kihlvorgang und dabei vor allem
durch den Trocknungseffekt der mechanischen Ventilation beseitigt wurden
(OOSTEROM et al., 1983). GILL und BRYANT (1993) berichten von 10° bis 10° KBE
C. pro Gramm Abfall, der bei der maschinellen Entborstung anfiel. Aulerdem wurden
nach dem Entborsten auf der Oberflache von Schlachtschweinen E.coli und C. in
einer GroRenordnung von 70 KBE/cm? gefunden. Durch das anschlieRende
Abflammen der Tierkdrper wurde die Keimzahl in Abhangigkeit von Temperatur und
Dauer wieder gesenkt (NERBRINK und BORCH, 1989). WEIJTENS et al. (1993)
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hingegen betrachtete Schweine als natirliches Reservoir fur C. und somit stellten fir

ihn Produkte aus Schweinefleisch ein Risiko fur den Konsumenten dar.

Das Vorkommen und der Nachweis von C.c. und C.jej. bei Schlachtschweinen in
Osterreich wurde von SCHNOTZLINGER (1994) untersucht. Dabei wurden 1050
Proben (Kot, Tonsillen, Mesenteriallymphknoten und Gallenflissigkeit) auf C.c. und
C.jej. von insgesamt 300 fur tauglich beurteilten Schlachtschweinen aus 42 Betrieben
in drei Schlachthofen in Osterreich untersucht. Bei 70,8% der Tiere lieR sich C.c.
nachweisen; davon waren 69% im Kot nachweisbar, 27,9% in den Tonsillen und 3,1%
in der Gallenflissigkeit. C.jej. konnte in nur einer einzigen Kotprobe gefunden
werden. Ganz im Gegensatz zu den Schlachttierkérpern konnte in Innereien oder an
Organen wie z.B. in Leber, Niere und Herz haufig C. nachgewiesen werden
(SKIRROW, 1991). Eine Untersuchung in Nordirland von MOORE und MADDEN
(1998) zeigte, dass in 6% der von frisch geschlachteten Schweinen enthommenen
Lebern C. nachzuweisen war, wobei 50% der C. spp. als C.c. identifiziert werden
konnten. Die Gallenblase, sowie die Gallengange stellten auch nach Untersuchungen
von ROSEF (1981) ein wichtiges Reservoir fur C. dar. Mit einer Kontamination der
Lebern beim Schlachtvorgang und der Fleischuntersuchung durch freiwerdende
Gallenflissigkeit bei der Inzision von Gallengangen, konnte das Vorkommen von C.
auf der Oberflache von Schweinelebern erklart werden (ROSEF, 1981). KRAMER et
al. (2000) isolierten in GroBbritannien aus Schweinelebern zu 71,7% C.. 34,3%
wurden als C.jej. und 42,3% als C.c. identifiziert. Die Autoren waren der Meinung,
dass der mikrobielle Status von Schweinelebern von frisch geschlachteten Tieren als
Indikator fur die Hygienepraxis in Schlachthofen angesehen werden konnte. Die
starke Kontamination der Lebern wurde mit der bei der Eviszeration angewandten
Technik erklart. Hierbei bestand die Gefahr, den Magen-Darmtrakt zu verletzen und
somit eine Kontamination der Schlachttierkdrper zu verursachen. Einen Anstieg von
C. im Intestinaltrakt von Schweinen zum Zeitpunkt des Schlachtens wurde von
HARVEY et al. (2001) mit dem Futterentzug und dem Transportstress der Schweine

zum Schlachthof in Zusammenhang gebracht.

In Landern, in denen Schweinefleisch nur gesalzen bzw. nur schwach erhitzt verzehrt
wurde, stellte C.c. eine wichtige Ursache klinischer Infektionen dar (SKIRROW,
1991). STICHT-GROH (1982) konnte in einer Untersuchung belegen, dass das in
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Deutschland praktizierte Waschen und Salzen von Schweinedarmen C. nicht

eliminieren konnte.

1.7 Vorkommen von Campylobacter bei anderen Tierarten

In Danemark wurden 1997 in einer umfassenden Untersuchung von NIELSEN et al.
folgende Isolierungsraten fur thermophile C. im Verdauungstrakt von verschiedenen
Tierarten festgestellt: 36% bei Broilern, 47% bei Rindern und 46% bei Schweinen.
Isolate von Geflugel und Rind wurden zu 83% bis 91% als C.jej. und beim Schwein zu
95% als C.c. identifiziert. Bei Menschen, die an einer Enteritis litten, wurde in dieser
Untersuchung zu 94% C.jej. und zu 6% C.c. festgestellt. C. konnte von ALLSUP und
HUNTER (1973) bei an Enteritis erkrankten Kalbern haufiger isoliert werden, als bei
gesunden Vergleichstieren. Wie diese Erkenntnis zu werten war, konnte damals nicht
beurteilt werden. Experimentelle Infektionen zeigten, dass verschiedene C.-Stdmme
in der Lage waren, eine Enteritis unterschiedlichen Schweregrades zu erzeugen. Die
Kalber zeigten frisches bzw. okkultes Blut im Kot, bis hin zu Diarrhoe (FIREHAMMER
und MYRES, 1981). AL-MASHAT und TAYLOR (1980 und 1983) infizierten Kalber
verschiedener Altersklassen mit C.jej. und mit C.intestinalis. Das klinische Bild mit
Fieber und Diarrhoe war bei den mit C.jej. und den mit C.intestinalis infizierten Tieren
in ahnlicher Form zu beobachten. Eine milde mukoide, bis manchmal blutige Diarrhoe
konnte durch die Verabreichung von C. jej. an gnotobiotische Kalber ausgeldst
werden. Histologisch war eine akute Colitis und Enteritis zu erkennen (TERZOLO et
al., 1987).

Lammer, die experimentell mit C. infiziert wurden, entwickelten teilweise eine milde
mukoide Diarrhoe bzw. schieden blutigen Kot ohne Anzeichen einer Diarrhoe aus.
Histologisch waren je nach eingesetztem C.-Stamm gering- bis mittelgradige
Veranderungen des Intestinaltraktes zu erkennen (FIREHAMMER und MYERS, 1981,
TERZOLO et al., 1987).

Hunde schienen Trager von C. zu sein, ohne dabei Anzeichen einer Erkrankung zu
zeigen. Unter hyperendemischen Bedingungen zeigten acht Wochen alte Welpen mit
einer C.-Infektion spezifische IgG-Antikérper-Spiegel, die sie anscheinend vor einer
Erkrankung schitzten (NEWTON et al.,, 1988). Gnotobiotische Hundewelpen
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erkrankten im Gegensatz zu konventionell aufgezogenen Welpen nach oraler
Infektion mit humanen und caninen C.jej.-Stammen an Mattigkeit, Inappetenz, milder
Diarrhoe mit Tenesmus und geringgradiger Colitis (PRESCOTT und BARKER, 1980).
Die klinischen Symptome waren, im Gegensatz zu den Symptomen bei einem mit C.-
infizierten Menschen, vergleichsweise milde (BABAKHANI et al., 1993). Bei Katzen
wurde C. in Zusammenhang mit einer Erkrankung viel seltener isoliert als beim Hund
(FOX et al.,1983).

Junge Nerze und Frettchen erwiesen sich ebenfalls als empfanglich fur eine C.-
Infektion. Bei einem Ausbruch auf einer kanadischen Nerzfarm zeigten die jungen
Tiere Fieber, blutige Diarrhoe, Tenesmus und vereinzelt einen Rectumprolaps.
Histologisch war eine Colitis erkennbar, wobei die Erosionen im proximalen Abschnitt
des Colons lokalisiert waren. Altere Tiere waren nicht betroffen. Frettchen schienen
ein geeignetes Model fuir humane Infektionen zu sein, da sie ein dem Menschen sehr
ahnliches Erkrankungsbild zeigten (FOX et al. ,1987; BELL und MANNING, 1990).

Nager, wie z.B. Ratten, Mause, Meerschweinchen und Kaninchen, waren selten
Trager von C. und zeigten bei einer Kolonisation des Darmes meist keine
Krankheitssymptome (SKIRROW, 1994 ).

Hauptreservoir fur C.jej. waren wildlebende Végel, sowie Zucht- und Nutzgefliigel.
Bei Puten, Enten und HUhnern gelang zu einem hohen Prozentsatz, zum Teil bis zu
100% die Isolierung dieser Bakterienspezies aus dem Darminhalt (WEBER, 1985).
Ahnlich wie bei den Nagern, war es beim Gefliigel schwieriger, durch experimentelle
Infektionen eine Diarrhoe auszuldésen (RUIZ-PALACIOS et al., 1981). Gefllgel
gehorte zu den Tierarten, deren Intestinaltrakt und dabei am starksten der Blinddarm,
der Dickdarm und die Kloake hochgradig mit C. besiedelt war. Die Bakterien waren
meist auch im Blut und in der Leber nachweisbar (BEERY et al., 1988). C.jej. konnte
laut GIESSEN et al. (1992) und dem RKI (1999) als Kommensale der intestinalen
Flora von Broilern betrachtet werden. In Spitzenherden wurde von Infektionsraten von
bis zu 90% berichtet. Die Ubertragung erfolgte beim Gefliigel auf horizontalem und
nicht auf vertikalem Wege (SHANE, 1992). Untersuchungen mit Kiken zeigten, dass
diese in den beiden ersten Lebenswochen frei von einer Besiedelung mit C. waren

und eine C.-Infektion erst zu einem spateren Zeitpunkt stattfand. Auf Gefligelfarmen
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waren in einer Untersuchung von NEWELL und WAGENAAR (2000) die meisten
Tiere ab einem Lebensalter von drei Wochen zu einem hohen Prozentsatz mit C.jej.
infiziert. SCHULZE und ERLER (2002) infizierten zwei und acht Tage alte SPF-Kuken
oral durch Kropfinstillation mit 11 verschiedenen C.jej.-Isolaten und untersuchten das
Kolonisationsvermdgen der einzelnen Isolate. FUnf Isolate zeigten eine starke, zwei
Isolate eine schwache oder spate und vier Isolate keine nachweisbare Besiedelung
des Darmes. Bei Kiken, die am zweiten Lebenstag infiziert wurden, konnten die
Erreger nach drei Wochen im Caecum nachgewiesen werden. Im Caecum von
Klken, die am achten Tag infiziert wurden, konnten die C.jej.-Isolate schon nach zwei
Wochen isoliert werden. Auch aus den Lebern der infizierten Tiere konnten die C.-
Isolate teilweise rekultiviert werden. Uber den gesamten Untersuchungszeitraum
zeigten die infizierten Tiere keinerlei Anzeichen einer Erkrankung oder sonstige
Auffalligkeiten. Im Lebergewebe von zuvor infizierten Kiken konnten Keimzahlen
von10*/g Gewebe isoliert werden, ohne dass klinische Verdnderungen festgestellt
werden konnten (SCHULZE und ERLER, 2002). JunghUhner wurden in einer Studie
von WILLIS et al. (2002) experimentell mit C.jej. infiziert und in zwei Gruppen
aufgestallt. Direkten Kontakt zu ihrem Kot hatten die Tiere, die in Bodenhaltung
untergebracht wurden. Keine Maoglichkeit mit ihren Ausscheidungen in Kontakt zu
kommen, hatten die in Kafigen untergebrachten Hennen. Im Verlauf eines Jahres
zeigte sich, dass die Kafigtiere nach acht Monaten C. nicht mehr ausschieden,

wohingegen die Tiere in Bodenhaltung weiterhin kulturell C.-positiv waren.

1.2 Moglichkeiten der Campylobacterdiagnostik

11.2.1 Kulturelle Nachweismethoden

Es gibt eine grofle Vielfalt an kulturellen Methoden, um C. aus verschiedenen
Materialien zu isolieren. Dazu stehen verschiedene Nahrbéden mit unterschiedlichen
Zusatzen zur Verfugung. C. stellt bei der Anzichtung hohe Anspriche an
Nahrmedien und Bebrutungsbedingungen. Die besten Ergebnisse werden erzielt,
wenn die Untersuchungsmaterialien am Tag der Entnahme angelegt werden oder
aber ein spezielles Transportmedium, wie z.B. das Cary-Blair-Medium verwendet
wird (ROLLE und MAYR, 2002). Wie im OXOID-Handbuch (1993) beschrieben, hat

sich die Anreicherung in einer Bouillon vor der Beimpfung von Selektivhahrbdden als

28



Literatur

hilfreich erwiesen. Zur Anreicherung von C. spp. aus Untersuchungsmaterial mit
hoher Begleitflora und/oder nur geringer Anzahl an C., eignet sich die Preston-
Selektiv-Anreicherungsbouillon. Dabei wird das Untersuchungsmaterial in der
Anreicherungsbouillon suspendiert und fur 24 Stunden bei 42°C aerob bebritet.

Danach wird der Erreger auf einem C.-Selektivhahrboden subkultiviert.

Als Nahrboden kénnen Columbia-A- (Col A), Columbia-B- (Col B), sowie Columbia-
Butzler-Agar (CBA) verwendet werden. Die Basisnahrboden bestehen jeweils aus
Columbia-Agar-Basis. Durch Zusatz von C.-Selektiv-Supplement nach SKIRROW
(1977) erhalt man Col A, durch den Zusatz von Brillantgrinlésung Col B und durch
das C.-Selektiv-Supplement nach BUTZLER, dessen urspruangliche
Zusammensetzung von LAUWERS et al. (1978) stammt, entsteht CBA. Weitere
Basisnahrboden (Blutagar-Basen) fur die C. Diagnostik sind Blutagar-Basis Nr. 2,
Brucella-Agar-Basis und C.-Agar-Basis (OXOID Handbuch, 1993). Die Bebrutung der
beimpften Nahrboden erfolgt meist flr zwei bis vier Tage bei 37°C und 42°C in einem
mikroaerophilen Gasgemisch aus 5% O3, 10% CO; und 85% N (KIST, 1983, OXOID
Handbuch, 1993). Die verschiedenen Selektivnahrbéden unterscheiden sich in ihrer
Hemmstoffzusammensetzung. So enthalt das SKIRROW-Selektiv-Supplement
Polymyxin B, Vancomycin, sowie Trimethoprim. Das Supplement nach BLASER-
WANG enthalt zusatzlich noch Cephalotin und Amphotericin (SKIRROW, 1977,
BLASER et al., 1980). Der Zusatz von Amphotericin B hemmt das Wachstum von
Pilzen, Cephalotin steigert die Selektivitat des Supplementes. Der Selektivnahrboden
nach BUTZLER enthalt bis auf Cephalotin die gleiche Zusammensetzung wie das
Supplement nach SKIRROW, nur wurde Cephalotin durch Cephazolin ersetzt,
wodurch Pseudomonas spp. starker gehemmt werden (LAUWERS et al., 1978). Ein
weiteres Supplement mit Cefoperazon, Vancomycin und Cycloheximid ist das C.-
Selektiv-Supplement nach KARMALI et al. (1986). Dieses, ebenso wie der CCDA-
Selektivnahrboden (Cefoperazon-Charcoal-Deoxycholat-Agar) nach BOLTON et al.
(1984), bietet den Vorteil, dass eine Bebritung von 48 Stunden als ausreichend
betrachtet werden kann. Der CCDA-Selektivnahrboden enthalt Cefoperazon und

Amphotericin B.

ATANASSOVA et al. (1998) flhrten eine vergleichende Untersuchung Uber kulturelle

Methoden zum Nachweis von C. durch. Dabei verglichen sie die Methoden | und Il
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nach ISO 1989 mit einer weiteren, im eigenen Labor modifizierten Methode. Die ISO-
Methode | bestand aus einer C.-Selektiv-Anreicherung nach PRESTON. Diese wurde
bei 42°C fur 48 Stunden mikroaerophil bebritet. AnschlieRend wurde ein C.-
Selektivagar nach SKIRROW beimpft und fur sechs Tage bei 42°C bebritet. Eine
Voranreicherung mit PRESTON-Selektiv-Supplement und C.-Anreicherung-
Supplement wurde bei Methode Il eingesetzt. Diese wurde zunachst fur vier Stunden
bei 37°C bebrutet und danach bei 42°C fur 44 Stunden weiterbebrutet. Als
Nahrboden wurde Agar nach SKIRROW und PRESTON verwendet. Diese wurden
bei 42°C fur 24 Stunden mikroaerophil bebritet. Die laboreigene
Untersuchungsmethode bestand in der Verwendung von PRESTON-Selektiv-
Anreicherungsbouillon Nr. 2, welche fur 24 Stunden bei 42°C bebrutet wurde.
Ausgestrichen wurde die Bouillon anschliefend auf CCDA-Selektiv-Agar, welcher
zunachst bei 37°C und danach bei 42°C, jeweils fur 24 Stunden bebritet wurde. Die
laboreigene  Methode erbrachte in dieser Untersuchung die Dbesten

Isolierungsergebnisse.

11.2.2 Biochemische Differenzierung

Die biochemische Differenzierung ermdglicht die Abgrenzung von thermophilen zu
nicht thermophilen C.-Isolaten, bzw. zu den C.-Deckseuchenerregern.

In Tabelle 5 sind Merkmale verschiedener C.-Stamme nach BISPING und
AMTSBERG (1988) und KOTSCHE (1993) zur Differenzierung und kulturellen

Isolierung von Campylobacter dargestellt.
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Tabelle 5 Kulturelle und biochemische Differenzierung von Campylobacter
(nach BISPING und AMTSBERG,1988 und KOTSCHE, 1993)

C. fet.ssp. ven.| C. fet.ssp. fet. C. jejuni C. coli C. laridis
Katalase + + + + +
H281 - v v v -
H,S? v + + + v
3,5% NaCl - v - - -
1% Glyzin v + + + +
0,1% Selenit - + + + +
Hippurat - - + - -
25°C + + - - -
42°C-43°C - - + + +

" unempfindlicher Test, Nachweis in Leberbouillon mit eingehdngtem
Bleiacetatstreifen oder in Agar nach Kligler

2 empfindlicher Test, Nachweis in Nahrbouillon mit 0,025% Cystein mit
eingehangtem Bleiacetatstreifen

v variabel

Des weiteren gibt es ein industriell gefertigtes ldentifizierungssystem fur C., den Api
Campy (bioMérieux). Hierbei wird durch standardisierte Tests und eine spezifische

Datenbasis eine Identifizierung von C. ermoglicht.
11.2.3 Moderne Antigen-Nachweismethoden

Fir den Nachweis von C.-Antigen in Kotproben stehen mehrere Antigen-ELISAs zur
Verfligung. Eine molekularbiologische Methode, um C. nachzuweisen, besteht in der
PCR (polymerase chain reaction) durch den Nachweis von Nucleinsauren. Mit dieser
Methode ist eine Unterscheidung zwischen den einzelnen Spezies zu treffen und sie
basiert auf der Amplifikation von Flagellin- bzw. ribosomalen Genabschnitten. Dabei
existiert eine grol3e Vielfalt an Modifikationen bei der jeweiligen Durchflihrung der
PCR’s (WASSENAAR, 2000). Des weiteren besteht die Moglichkeit durch Southern-
blots eine Spezifizierung zu erreichen. Die PCR stellt eine schnelle, sensitive und

spezifische Methode dar, um in Kotproben und tierischen Lebensmitteln C.c.- und
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C.jej.-Stamme nachzuweisen (BOLTON et al.,, 2002; CLOAK und FRATAMICO,
2002). Durch die Durchfuhrung einer Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) besteht die
Moglichkeit der Feintypisierung (CLOAK und FRATAMICO, 2002). Dies dient vor
allem der Sicherung von Infektketten und wird deshalb nicht routinemaRig
durchgefuihrt. Bei C.-Ausbrichen kann es notwendig werden, dass in
Speziallaboratorien ein Flagellin-RFLP (Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus)
oder ein AFLP (Fragmentlangenpolymorphismus nach Amplifikation) durchgefihrt
wird (RKI,1999).

1.2.4 Methoden des Antikdorpernachweises

.2.4.1 Campylobacter-Antikorper-Diagnostik in der Humanmedizin

Der C.-Antikorper-Nachweis ist in der Humanmedizin mdglich, doch wird er
routinemaldig in den humanmedizinischen Labors nicht durchgefuhrt (RKI,1999). Zur
Bestimmung von C.-Antikérpern in Seren stehen in der Humanmedizin eine ganze
Reihe von Madglichkeiten zur Verfligung. Neben Nachweisverfahren wie die
Komplementbindungsreaktion (PALMER und WHALEY, 1986; JANVIER et al., 2000)
oder ein Diffusion-in-Gel ELISA (SVEDHEM et al., 1983), werden vor allem ELISAs
eingesetzt (BLASER und DUNCAN, 1984; HERBRINK et al., 1988). Die meisten
diagnostischen Verfahren, die in der Humanmedizin zur serologischen
Antikorpererkennung genutzt werden, verwenden proteinreiche Antigene, um
Antikorper nachzuweisen. Diese Antigene weisen Antikdrper nach, die nicht gegen
einzelne Serotypen, sondern allgemein gegen C. gerichtet sind (NACHAMKIN et
al.,1998). Ein kommerziell erhaltlicher Test um C.-Antikérper zu bestimmen, basiert
auf einer Komplementbindungsreaktion, die eine Antigenpraparation beinhaltet,
welche aus 5 C.jej.-Stammen besteht. Dieser Test zeigt eine gute Spezifitat, ist aber
zeitraubend, schwierig durchzufuhren und zeigt keine Unterscheidungsmadglichkeit
zwischen C.jej. und C.c.. Der Test unterscheidet nicht zwischen IgG und IgM; die
meisten Antikorper, die nachgewiesen werden, sind aus der IgM-Klasse. Somit eignet
sich dieser Test vor allem fur die Diagnose von akuten Erkrankungen (JANVIER et
al., 2000). Durch eine von JANVIER et al. (2000) eingesetzte Western-blot-Technik
lassen sich vor allem IgG nachweisen, womit sich dieser Test fir die Diagnose einer

etwas langer zurlckliegenden Infektion und dadurch fir epidemiologische
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Erhebungen eignet (JANVIER et al.,, 2000). Ein von SVEDHEM et al. (1983)
verwendeter Diffusion-in-Gel ELISA zeigte bei der Untersuchung auf Antikorper
gegen C.jej. eine hohe Spezifitat, Verlasslichkeit, Sensitivitat und Kapazitat. Er war
einfach in der Anwendung und man bendtigte keine teure Ausstattung. IgG und IgM
Antikérper konnten dabei separat erfasst werden. Als Beispiel fur einen C.-Antikdrper
ELISA im Bereich der Humanmedizin, wird ein von CAWTHRAW et al. (2000)
entwickelter ELISA beschrieben. Seren von im Gefligelschlachthof arbeitenden
Menschen wurden auf C.-Antikérper untersucht. Als Antigen fanden

Oberflachenproteine von in der Region isolierten C.-Stammen Verwendung.

1.2.4.2 Campylobacter-Antikorper-Diagnostik in der Tiermedizin

Diagnostik beim Schwein

Uber einen ELISA zur Bestimmung von porcinen C.-Antikérpern in Fleischsaft wurde
von KRAMER et al. (2001) berichtet. Als Antigen fanden eine Kombination aus
Lipopolysacchariden von zwei verschiedenen C.c.- und C.jej.-Stammen Verwendung.
500 Fleischsaftproben zeigten unterschiedliche Antikdrperspiegel, wobei auf IgG, IgM
und IgA untersucht wurde. Die Autoren berichten, dass der Nachweis der
Immunglobuline mit ihrem entwickelten ELISA spezifisch und sensitiv sei. Nahere
Beschreibungen der Methode und Ergebnisse wurden aber noch nicht veroffentlicht
(Stand Januar 2003).

Diagnostik beim Geflugel

In der Tiermedizin wurden auf dem Geflligelsektor verschiedene ELISA’s zur
Bestimmung von Antikorpern entwickelt. Ein von SAHIN et al. (2001) entwickelter
ELISA setzte Komponenten der aufderen Membran als Antigen fur die Beschichtung
ein. Der cut-off Wert fir positive Proben wurde bestimmt indem drei
Standardabweichungen zum Mittelwert der negativen Kontrollen addiert wurden.
Negative Kontrollen setzten sich aus Proben von SPF-Tieren und Proben von C.-
negativen Broilern zusammen. Als Positivkontrollen wurden Proben von C.-infizierten

Elterntieren mit einem OD-Wert von 1,5 und hdher eingesetzt.
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HAAS et al. (1999) entwickelten einen ELISA zur Antikérperbestimmung bei zuvor
oral oder subkutan, mit C.jej. infiziertem Geflugel. SPF-Tiere wurden Uber den Kropf
mit verschiedenen C.-Serotypen infiziert und alle drei bis sechs Tage wahrend der
ersten finf Wochen und einmal in der sechsten Woche post infectionem einer
Blutabnahme unterzogen. Wie sich zeigte, konnte dieser ELISA zur Bestimmung von
Antikorpern bei Gefligel bis zu einem Alter von 10 Wochen eingesetzt werden. Dann
nahm die unspezifische Immunreaktion mit dem Alter des Gefligels zu. Bei dieser
Untersuchung konnten in nahezu jedem Serum spezifische Antikérper nachgewiesen
werden. Dies wies darauf hin, dass vorausgegangene Infektionen eine spezifische
Immunreaktion ausgeldst hatten (HAAS et al., 1999). Von WIDDERS et al. (1996)
wurde ebenfalls ein ELISA zur Bestimmung von C.-Antikbrpern beim Geflugel
beschrieben. Des weiteren wurde von WIDDERS et al. (1998) ein Western-blot
vorgestellt, mit dessen Hilfe eine Bestimmung der Spezifitdt von C.-Antikérpern und
von intestinalen Sekreten durchgefihrt werden konnte. Ein weiterer ELISA zur
Bestimmung von C.-Antikorpern im Geflugelbereich wurde von SCHULZE und
ERLER (2002) eingesetzt. Als Antigen fur die Beschichtung wurden Proteinantigene
als Glycin-Extrakte in PBS-Puffer verwendet. Seren von kulturell C.jej.-positiven
Legehennen wurden als Positivkontrolle gepoolt und Seren von Kiken bis zu einem

Alter von vier Wochen als Negativkontrolle herangezogen.
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1.3 Derzeitige rechtliche Handhabung

11.3.1 Humanmedizinische Vorschriften

Infektionsschutzgesetz (IfSG)

Nach § 7 besteht bei indirektem oder direktem Nachweis einer darmpathogenen
Campylobacter spp. namentliche Meldepflicht, soweit die Nachweise auf eine akute
Infektion hinweisen.

Gemaly § 6 IfSG sind Krankheitsverdacht und Erkrankung meldepflichtig, wenn die
entsprechende Person eine Tatigkeit nach § 42 IfSG ausubt (Herstellen, Behandeln
oder Inverkehrbringen von in Absatz 2 genannten Lebensmitteln, wenn sie mit diesen
in Berihrung kommen oder in Kichen von Gaststatten oder sonstigen Einrichtungen

tatig sind).

11.3.2 Tiermedizinische Vorschriften in Europa

Tierseuchenverordnung der Schweiz (Stand vom 28. Dezember 2001)
Art. 5 zu Uberwachende Seuchen:

Als zu Uberwachende Seuchen gilt unter anderem die Campylobacteriose.

Geltendes Gemeinschaftsrecht, Dokument 301D0029

2001/29/EG: Entscheidung der Kommission vom 27.Dezember 2000 Uber eine
besondere Finanzhilfe der Gemeinschaft fir ein Programm zur Uberwachung von
Campylobacter-Erregern bei Masthahnchen und Huhnern, vorgelegt von Schweden.

»In der Schlussfolgerung zu seinem Gutachten vom 12. April 2000 bezeichnete der
wissenschaftliche Ausschuss ,Veterinarmallnahmen im Zusammenhang mit der
offentlichen Gesundheit® Salmonella- und Campylobacter- Erreger als die derzeit
wichtigsten lebensmittelbedingten Zoonosen, wenn man von der Zahl der

festgestellten  Infektionen  beim Menschen  ausgeht.” Mit dem

35



Literatur

Uberwachungsprogramm fiir Masthdhnchen und Hihner gelang es, die Pravalenz
von Campylobacter-Erregern bei geschlachteten Tieren zu reduzieren.
,Das Programm liefert technische und wissenschaftliche Informationen, die fur das

gemeinschaftliche Veterinarrecht von groRer Wichtigkeit sein durften.”

11.3.3 Vorschlage fiir Rechtsakte

Kommissionsvorschlage, Dokument 599PC0004

Vorschlag fur eine Richtlinie des Europaischen Parlaments und des Rates zur
Anderung der Richtlinie 92/117/EWG liber MaRnahmen zum Schutz gegen bestimmte
Zoonosen bzw. ihre Erreger bei Tieren und Erzeugnissen tierische Ursprungs zur
Verhutung lebensmittelbedingter Infektionen und Vergiftungen (1999).

»im Hinblick auf die Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit und die
Durchfuhrbarkeit gezielter Bekampfungsmalinahmen im landwirtschaftlichen Betrieb
sollten Bakterien wie Campylobacter und cytotoxische E.coli ins Auge gefasst

werden.”

Dokument 32001D0232

2001/232/EG: Entscheidung der Kommission vom 13.Marz 2001 Uber den Entwurf
einer Verordnung des Konigreichs der Niederlande Uber die Etikettierung von
Geflugelfleisch (Amtsblatt Nr. 1084 vom 23/03/2001, S. 0057-0058).

Verordnungsentwurf mit besonderen Vorschriften fur die Etikettierung, die unter
bestimmten Bedingungen fur Gefligel gelten, das in den Niederlanden im
Einzelhandel verkauft wird. Gemal® dieses Verordnungsentwurfes darf
Geflugelfleisch, bei dem Salmonellen oder C. jejuni in 25 Gramm nachweisbar sind,
nur verpackt ausgestellt, dem Verbraucher zum Verkauf angeboten, verkauft und
geliefert werden, wobei es mit einem Etikett versehen sein muss, das folgende
Aufschrift tragt: , Achtung, dieses Produkt enthalt krankheitserregende Bakterien.
Achten Sie darauf, dass diese Bakterien nicht durch die Verpackung, Ihre Hande oder
Kuchengerate in Ihr Essen gelangen. Das Fleisch muss grundlich gegart werden, um

die Bakterien abzutoten.”
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11.3.4 Fleischhygienerechtliche Vorschriften

Schweiz: Beurteilung nach den allgemeinen Kriterien (FUV, Anhang 3).
Campylobacter jejuni und Campylobacter coli durfen in nicht
genussfertigen Lebensmitteln den Grenzwert von 10° kolonienbildenden
Einheiten nicht Gberschreiten und in genussfertigen Lebensmitteln den
Grenzwert von 10* koloniebildenden Einheiten pro Gramm nicht tiber-

schreiten.
(Hygieneverordnung vom 26.Juni 1995; SR 817.051).

Deutschland : FIHV, Anlage 1, Kapitel 1

5a. Die Schlachterlaubnis kann versagt werden, wenn bei dem unter-
suchten Tier eine andere auf Mensch oder Tier Ubertragbare
Krankheit als die in Nummer 5.1 genannten festgestellt worden ist,

oder der Verdacht auf eine solche Krankheit vorliegt.

11.3.5 Lebensmittelrechtliche Vorschriften

LMBG §8 Verbote zum Schutz der Gesundheit

,Es ist verboten,
1. LM fur andere derart herzustellen oder zu behandeln, dass ihr Verzehr

geeignet ist, die Gesundheit zu schadigen.*
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M. EIGENE UNTERSUCHUNGEN
.1 Material und Gerate
n.1.1 Impfschweine

Auf der Versuchsstation fur Tierhaltung der Universitat Hohenheim am Unteren
Lindenhof in Eningen wurden sechs Schweine zur Gewinnung von C.- Antikdrpern
zur Verfigung gestellt. Die Schweine der Rasse DL (Deutsche Landrasse) wurden
mit einem Alter von ca. 10 Wochen separat in einer AuRenbucht aufgestallt und durch
Ohrmarken gekennzeichnet. Uber einen Zeitraum von vier Monaten wurden die Tiere
mehrmals mit zwei selbst hergestellten unterschiedlichen C.-Vakzinen immunisiert
(Tabellen 6 und 7) und der Verlauf der Immunisierung zeitgleich mittels

Antikorperbestimmung kontrolliert.

.1.2 Kulturmedien fiir die Anzucht von Campylobacter

In Klammern ein Beispiel eines Herstellers oder einer Bezugsquelle.

11.1.2.1 Halbfestes Nahrmedium

Flussiges Thioglycolat Medium ( DIFCO Nr. 0256-17-2) pH 7,1 £ 0,2

gll
Bacto Casein 15,00
Bacto Hefeextrakt 5,00
Bacto D(+)-Glucose 5,50
Natriumchlorid 2,50
L(+)-Cystein 0,50
Natriumthioglycolat 0,50
Bacto Agar 0,75
Resazurin 0,001
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l11.11.2.2 Feste Nihrmedien

Columbia A-Agar (COL-A)

Columbia-Agar-Basis (OXOID, Nr. CM 331) pH 7,3 £ 0,2

g/l
Spezialpepton 23,0
Starke 1,0
Natriumchlorid 5,0
Agar 10,0

+ Campylobacter-Selektiv-Supplement (Skirrow) (OXOID, Nr. SR 069)

Mengel/l
Vancomycin 10,0 mg
Polymyxin B 2500 IE
Trimethoprim 5,0 mg
+ Steriles defibriniertes Blut (HAEMOVET- MESE)

ml/I
Steriles defibriniertes Blut 50,0

Columbia B-Agar (COL-B)

Columbia-Agar-Basis (OXOID, Nr. CM 331) pH 7,3 £ 0,2

gll
Spezialpepton 23,0
Starke 1,0
Natriumchlorid 5,0
Agar 10,0
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+ 1%ige Brillantgrinlésung (MERCK, Nr. 101310)

ml/I
1%ige Brillantgrinlosung 0,87
+ Steriles defibriniertes Blut (HAEMOVET-MESE)

ml/I
Steriles defibriniertes Blut 50,0

Columbia-Butzler-Agar (CBA)

Columbia-Agar-Basis (OXOID, Nr. CM 331) pH 7,3 £ 0,2

g/l
Spezialpepton 23,0
Starke 1,0
Natriumchlorid 5,0
Agar 10,0

+ Campylobacter-Selektiv-Supplement (Butzler) (OXOID, Nr. SR085)

Mengel/l
Bacitracin 15 000 IE
Cycloheximid 25 mg
Colistin 10 000 IE
Cephazolin 7,50 mg
Novobiocin 2,50 mg
+ Steriles defibriniertes Blut (HAEMOVET-MESE)

ml/I
Steriles defibriniertes Blut 50,0
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Karmali-Selektivhahrboden, blutfrei

Campylobacter-Agar-Basis nach Karmali, blutfrei (OXOID, Nr. CM 908) pH 7,4 + 0,2

g/l
Columbia-Agar-Basis 39,0
Aktivkohle 4,0

+ Campylobacter-Selektiv-Supplement (Karmali) (OXOID, Nr. SR 139)

mg/I
Hamin 32,0
Natriumpyruvat 100,0
Cefoperazon 32,0
Vancomycin 20,0
Cycloheximid 100,0

Blutagar, pH 7,3 £ 0,2

Gewodhnlicher Agar 2%ig mit 0,1% Glucose, pH 7,4 £ 0,2

g/l
Fleischextrakt (MERCK, Nr. 103979) 50
Hefeextrakt (MERCK, Nr. 103753) 3,0
Natriumchlorid (MERCK, Nr. 106400) 3,0
Natriumhydrogenphosphat (MERCK, Nr. 106580) 2,0
Beco- Agar (WBCO, Nr. E406) 17,14
Pepton aus Casein tryptisch verdaut (MERCK, Nr. 107213) 10,0
Glucose (MERCK, Nr. 108342) 1,0

+ Steriles defibriniertes Blut (HAEMOVET-MESE)

ml/|
Steriles defibriniertes Blut 100,0
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Gassner-Agar, pH 6,5- 6,6

Basisnahrboden:

gll
Fleischextrakt (MERCK, Nr. 103979) 5,0
Hefeextrakt (MERCK, Nr. 103753) 3,0
Natriumchlorid (MERCK, Nr. 106400) 50
Pepton aus Casein tryptisch verdaut (MERCK, Nr. 107213) 10,0
Beco- Agar (WBCO, Nr. E406) 17,14
Laktose (MERCK, 107657) 50,0
+ Zusatz von:

ml/I

Metachromgelbldésung 2%ig (CHROMA, Nr. 1A438) 25,0

Wasserblaulésung 1%ig (CHROMA, Nr. 1B 529 6B extra P) 62,5

n.1.3 Biologische Materialien

Bakterien:
e Campylobacter coli DSM 4689
e Campylobacter jejuni CCUG 10935
e Campylobacter lari DSM 11375
e Campylobacter coli-Feldstamm B 243

e Campylobacter fetus ssp. venerealis Refenrenzstamm TiH Hannover

PB242/01 (92)
e Campylobacter fetus ssp. fetus, Feldstamm Jena F 286
E. coli DSM 1103
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Seren:
e C.-Hyperimmunseren von sechs Impfschweinen (111.2.7)
e Schweine-Feldseren (n=408) aus Einsendungen, die zur serologischen
Untersuchung auf Morbus Aujeszky, PRRS und Salmonellen an das STUA

Aulendorf eingeschickt wurden.

Fleischsaft:
e Schweine-Fleischsaftproben (n= 302) aus Einsendungen, die zur
serologischen Untersuchung auf Salmonellen-Antikérper an das STUA

Aulendorf eingeschickt wurden.

An Material und Geraten wurde die in einem gehobenen mikrobiologischen und

serologischen Labor vorhandene Ausstattung genutzt.

n.1.4 Material und Gerate fiur die Anzucht und Identifizierung von

Campylobacter

e Begasungsbrutschrank 37°C, TYP 91400013, Gasgmisch CO215%, O2 4,5% ,
N2 80,5% (Binder)

e Begasungsbrutschrank 42°C, TYP 91400013, Gasgmisch CO215%, O, 4,5% ,
N2 80,5% (Binder)

e Brutschrank 37°C (HERAEUS, B 6420)

¢ Anaerobiertopf, ohne Katalysator (OXOID, Nr. HPO031A)

e Mikroskop, Axioskop (ZEISS)

e Gas Generating Kit (OXOID, Nr. BR038B)

e Mikrobank (MAST DIAGNOSTIKA, Nr.291609)

e McFarland Standard (BIO MERIEUX, Nr.70900)

43



Material

Reagenzien fir die Identifizierung von Campylobacter

Api Campy (BIO MERIEUX, Nr. 20800)

Im Testsystem enthaltenes Material:

Streifen mit Mikrorohrchen

Ampullen NaCl 0,85%iges Medium (3ml)
Ampullen AUX Medium

Ampulle McFarland Nr. 6
Inkubationswannen

Ergebnisblatter

Arbeitsanleitung

Zusatzlich bendtigte Reagenzien:

1.5

NIT 1 (BIO MERIEUX, Nr. 70 440)
NIT 2 (BIO MERIEUX, Nr. 70 450)

FB (BIO MERIEUX, Nr. 70 560)

NIN (BIO MERIEUX, Nr. 70 490)

OX (BIO MERIEUX, Nr. 70 460)
Paraffindl (BIO MERIEUX, Nr. 70 100)

Material und Gerate fur die Antigenherstellung

Zentrifuge Rotixa P 4201 (HETTICH, Seriennr. 4051)
Tischzentrifuge Mikrofuge 20 (HETTICH, Seriennr. 953)
Zentrifugenglas 250 ml (VWR, Nr. 525K1114)
Zentrifugenglas 80 ml (VWR, Nr. 525K1110)

Schuttler, Minishaker MS 1 (IKA)

Hand- Homogenisator (VWR, 432B1215)

Pistille fir Homogenisator (VWR, 432B1250)

Branson Ultraschall-Desintegrator Sonifier ,, B-12“ (HEINEMANN)
Eismaschine Typ AF 10 ASB0600 (SCOTSMAN)
Spezialphotometer (ZEISS, PMQ 2/M 4Q3)
PP-Réhrchen, 50 ml (GREINER BIO-ONE, Nr. 210261)
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.1.6 Reagenzien und Laborbedarf fur die Impfstoffherstellung,

Immunisierung und Probengewinnung

¢ Inkomplettes Freundsches Adjuvans (SIGMA- ALDRICH; Nr. F5506)
e Zentrifuge, 8 Gehange (STOCK, Seriennr. 2421)

e Zentrifugenglas 250 ml (VWR, Nr. 525K1114)

e Formaldehydlésung mind. 35% (MERCK, Nr. 104001)

e Schduttler, Minishaker MS 1 (IKA)

e Hand-Homogenisator (VWR, Nr. 432B1215)

e Pistille fur Homogenisator (VWR, Nr. 432B1250)

e Einweg-Kanulen, 1,8 x 43 mm (STRAUSS)

e Einweg-Kandule, 20G x 2% 0,9 x 50 mm (TERUMO)

e Einwegspritzen, 10 ml (HENKE SASS WOLF)

e Blutréhrchen 10 ml (SARSTEDT, Nr. 26.323.037)

e Vacuette® 9ml (GREINER BIO-ONE, Nr. 455001)

e Weithalsfasser, 15,4 Liter (ROTH, Nr. 0789.1)

e Stuhlréhrchen (SARSTEDT, Nr. 80.734.001)

¢ Anschneidemesser mit Kunststoffgriff (GIESSER)

e Fleischsaftrohrchen (SARSTEDT)

e Deep-well-Platten 1,2 ml (ABGENE, Nr. AB-0564)

e Deep-well-Platten 2,2 ml (ABGENE, Nr. AB-0661)

e Verschlussmatten fur Deep-well 1,2 ml (ABGENE, Nr. AB-0574)
e Verschlussmatten fur Deep-well 2,2 ml (ABGENE, Nr. AB-0675)
o Weithals Zentrifugenflasche (VWR, Nr. 5252361)

1.7 Material und Gerate zur Proteinbestimmung der Antigensuspension

Proteinbestimmung nach Lowry et al. (1951)
e Spezialphotometer (ZEISS, PMQ 2/M 4Q3)
e Schuttler, Minishaker MS 1 (IKA)
¢ Folin-Ciocalteus Phenolreagenz (MERCK; 109001)
e Natriumcarbonat, wasserfrei Na,CO3 (MERCK, Nr. 106398)
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e Natriumhydroxid, NaOH (MERCK, Nr. 106498)

e Kupfersulfat-Pentahydrat, CuSO4 * 5 H,O (MERCK, Nr. 102790)
e Kaliumtartrat (RIEDEL DE HAEN, Nr. 25510)

e BSA Rinderserumalbumin, Fraktion V (MERCK, Nr. 112018)

EiweiRbestimmung mit Merckotest®
o Gesamteiweild Merckotest® (MERCK, NR. 103327)

Im Testsystem enthaltene Reagenzien:

e Biuret-Reagenz (Konzentrat)
e Vergleichsreagenz (Konzentrat)
e Standardlésung (6g/100 ml)

.1.8 Material und Gerate fiur die Entwicklung und Durchfiihrung des
ELISA’ s
.1.8.1 Gerite

e Waage TYP 824-32 (KERN)

e Schduttler, Minishaker MS 1 (IKA)

e Schdttler,Titramax 100 (HEIDOLPH)

e Kreisschuttler, KS 250 (IKA)

e Magnetrihrer Combimag ( IKA, Seriennr. 35399)

e Magnetriihrstabchen (BRAND, Nr.137120)

e pH-Meter, TYP 537 (WTW)

e Waschkamm, Immuno Washer 12 (NUNC, Nr. 470175)

e Schlauchsatz fir Nunc- Immuno Wash (NUNC, Nr. 554569)

e Pipettierautomat, Tecan “Genesis” Serie (SLT)

e ELISA-Reader , Spektra Classic lll (Tecan / SLT) mit Software Easy-Fit
Version 7.01 (SLT)
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Pipetten
. 0,5-10 yl Reference®, variabel (EPPENDORF, Nr. 4910000.018)
o 10-100 yl Research®, variabel (EPPENDORF, Nr. 3111000.041)
o 20-200 pl Research®, variabel (EPPENDORF, Nr. 3111000.050)
e 100-1000 yI Research®, variabel (EPPENDORF, Nr. 3111000.068)

Multikanalpipette
o 30-300 yI Research®, 8-Kanal (EPPENDORF, Nr. 3114000.050)
e 50-1200 yIl Research® pro, 8-Kanal (EPPENDORF, Nr. 4860000.577)

Manueller Handdispenser
e Multipette® plus 4981 (EPPENDORF, Nr. 4981000.019)

e Pipettierhilfe Pipetus (ROTH, Nr. N 472.1)

e Multibox mit Schiebedeckel (ROTH; Nr.2681.1)

e Wechseleinsatze fur Multibox 1-200ul (ROTH; Nr.H609.1)
e Wechseleinsatze fur Multibox 1000ul (ROTH; Nr. H610.1)

11.1.8.2 Gebrauchsmaterialien

e F 96 POLYSORP™ NUNC-IMMUNO™ Plate (NUNC, Nr. 475094)
e Mikrotiterplatten, 8 x 12 Cups aus PP (NEOLAB, Nr. 107-9706)

e PP-Rohrchen, 50 ml (GREINER BIO-ONE, Nr. 210261)

e Reaktionsgefale 2 ml, Safe-Lock (EPPENDORF, Nr. 0030120.094)
e Pasteurpipetten 145 mm (BRAND, Nr. 747715)

e Gummihutchen fur Pasteurpipetten (BRAND, Nr. 124700)

e Einwegpipetten 10 ml (TPP, Nr. 94010)

e Einwegpipetten 5 ml (TPP, Nr. 94005)

e Reagenzreservoir (BRAND, Nr.703459)

e Abdeckfolien fur Mikrotiterplatten (ROTH, Nr. H769.1)

o Zellstoff

47



Material

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen Standartips 20 pl (EPPENDORF, Nr. 0030001.168)
Pipettenspitzen Standartips 100 pl (EPPENDOREF, Nr. 0030003.004)
Pipettenspitzen Standartips 300 yl (EPPENDORF, Nr. 0030001.486)
Pipettenspitzen Standartips 1 000 ul (EPPENDORF, Nr. 0030015.002)
Pipettenspitzen Standartips 1,25 ml (EPPENDORF, Nr. 0030058.615)
Combitips® plus 5ml (EPPENDOREF, Nr. 0030069.250)

.1.8.3 Reagenzien fur ELISA

Natriumchlorid NaCl (MERCK, Nr. 106400)

Kaliumchlorid KCI (MERK, Nr. 104936)

di-Natriumhydrogenphosphat-2-hydrat Na,HPO,* 2 H,O (MERCK, Nr. 106580)
Kaliumhydrogenphosphat KH,PO4 (MERCK, Nr. 104873)

Natriumcarbonat, wasserfrei Na,CO3; (MERCK, Nr. 106398)
Natriumhydrogencarbonat, NaHCO3 (RIEDEL DE HAEN, Nr. 31437)

Salzsaure HCI (MERCK, Nr. 109970)

Natriumhydroxid NaOH (MERCK, Nr. 106498)

Schwefelsaure 96% H,PO4 (MERCK, Nr. 100731)

Magermilch (DIFCO, Nr. 232100)

3,3',5,5- Tetramethylbenzidin, TMB, gebrauchsfertig (SIGMA- ALDRICH, Nr. T
8665)

Konjugat: Ziege- anti- Schwein IgG (H+L)-Peroxidase (DIANOVA, Nr. 114-035-
003)

Tween® 20 Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (ROTH; Nr. 9127.1)

BSA Rinderserumalbumin, Fraktion V (MERCK, Nr. 112018)
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n.1.9 Herstellung der Gebrauchslosungen fur den ELISA

Carbonatpuffer

Es wurden zwei Stammldsungen angesetzt, aus denen die Gebrauchslésung

hergestellt wurde.

Stammldsung A: 0,2 M Na, CO3 x 10 H20
2,86 g ad 50 ml A. dest.

Stammldsung B: 0,2 M NaHCO3
0,84 g ad 50 ml A. dest.

Gebrauchslésung, pH-Wert 9,5-10: 3,25 ml Stammldsung A
+ 9,25 ml Stammldsung B
+ 37,5 ml A. dest.

PBS- Lésung

10-fach
NaCl 80g
KCL 29
NaHPO4 * 2 H,O 14,4 g
(di-Natriumhydrogenphosphat-2-hydrat)
KH2PO4 29
(Kaliumhydrogenphosphat)
A. dest. ad 1 000 ml.

Je nach Wasserqualitat muss der pH- Wert noch durch Zugabe von Salzsaure oder

Natriumhydroxid auf 7,2 eingestellt werden.
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Waschlosung (PBS / Tween)

Far 1 000 ml (PBS, 1-fach) werden 100 ml PBS 10-fach + 900 ml A. dest.
+0,5ml Tween® 20 ( = 0,05%) verwendet.

Blockpuffer (MMP)

500 ml PBS + 25 gr Magermilchpulver (= 5%)

Verdiinnungspuffer fiir Proben und Konjugat

500 ml Waschlésung (PBS Tween®) + 25 gr Magermilchpulver (= 5%)

Puffer mit Bovinem Serumalbumin

100 ml PBS + 3 gr bovines Serumalbumin (= 3%)
Diese Losung wurde als Waschpuffer sowie zur Verdinnung der Seren und des

Konjugates eingesetzt.

Konjugat

Ziege- Anti- Schwein- Meerrettichperoxidase- Konjugat IgG (H+L) in Puffer mit

Bovinem Serum Albumin als Proteinstabilisator, konserviert mit Thimerosal.

Verdinnung des Konjugates in Magermilchpuffer mit Tween® 20.

Substrat

TMB-Substratlosung, 3,3°,5,5’- Tetramethylbenzidin

Stopplosung

1 N Schwefelsaure H,PO4
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1.2 Methoden

n.2.1 Indirekter ELISA

Das Prinzip des ausgewahlten Verfahrens (indirekter ELISA) zum Nachweis von

Antikdrpern gegen Campylobacter (C.) wird in Abbildung 2 schematisch dargestellt

Abbildung 2 Schematische Darstellung des indirekten ELISAs

Campylobacter Antigen

1. Beschichtung
der

Mikrotiterplatten

A

Vi e PN
Al /e 2\
Mikrotiterplatte
Blockpuffer
2. Blocken
der
y::N AN Mikrotiterplatten
A v v
fa bN
A N
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Fortsetzung Abbildung 2
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.2.2 Fur die Antigenherstellung verwendete Campylobacterstaimme

Folgende thermophile Campylobacterstamme aus der Stammsammlung des STUA

Aulendorf wurden eingesetzt:

e C. coli DSM 4689

e C. jejuni jejuni DSM 4688
e C.jejuni CCUG 10935
e C.lari DSM 11375

Zusatzlich wurde ein C.coli-Feldstamm
e B 243 verwendet, der
aus einem Rektaltupfer eines ca. drei Wochen alten Ferkels isoliert worden war. Der

Keim war mittels APl Campy zu 99,9% als C. coli identifiziert worden.

Fur Vergleichsuntersuchungen wurden die beiden Deckseuchenerreger
e C. fetus ssp. venerealis Referenzstamm TiH Hannover PB 242/01 (92)
o C. fetus ssp. fetus Feldstamm Jena F 286

herangezogen.

1.2.2.1 Mikrobankmethode

C.-Referenzstamme und C.-Feldstdmme wurden mittels Mikrobankmethode bei -
20°C in der Stammsammlung am STUA Aulendorf gelagert. Die Mikrobank™ ist ein
steriles Kryogefald mit je 25 porésen Keramikkligelchen in einem speziellen
Kryomedium. Die Rohrchen wurden unter sterilen Bedinungen mit je einem Aliquot
einer C.-Flussigkultur (Thioglycolatbouillon, McFarland 3-4) beimpft, verschlossen
und vorsichtig gemischt; dabei kommt es zu einer Bindung der Mikoorganismen an
die Kigelchen; das Medium wurde anschlielend abpipettiert, verworfen und das
Kryogefall bei -20°C gelagert. Zum Ansetzen einer neuen Kultur wurden unter
sterilen Bedingungen zwei bis drei Kugelchen entnommen und damit das jeweilige

feste Nahrmedium wie unter [11.2.2.2 beschrieben beimpft.
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1.2.2.2 Anzucht der Bakterien

Die Anzucht der Bakterien erfolgte wie in Abbildung 3 beschrieben auf Col A-, Col
B-, und CBA- Nahrbdden. Die Nahrboden wurden mit jeweils zwei bis drei
Kryoktgelchen beimpft und die thermophilen C.-Stdmme bei 37°C und 41°C
mikroaerophil vier Tage lang bebritet. Fir die thermophilen C.-Stamme fanden auch
Karmali-Nahrboden, mit einer um zwei Tage kurzeren mikroaerophilen
Bebrutungdauer, Verwendung. Die mikroaerophile Bebritungsatmosphare setzte
sich bei Verwendung von Begasungsbrutschranken aus 15% Kohlendioxid, 4,5%
Sauerstoff und 80,5% Stickstoff zusammen. Alternativ zu der Bebritung in einem
Begasungsbrutschrank wurden auch Anaerobiertopfe mit Gas Generating Kits
genutzt. Die beiden Deckseuchenerreger wurden auf Col A- und Col B- Nahrboden
angeziuchtet, wobei diese nur bei 37°C vier Tage lang mikroaerophil bebritet
wurden. Fur die anschlieRende Beimpfung einer halbfesten Thioglycolatbouillon
(ohne Zusatz) mit den kultivierten Kolonien wurde jeweils mit einer kleinen Ose eine
Kolonie inklusive Agar abgestochen und in eine Thioglycolatbouillon gegeben. Diese
wurde bei allen Stammen bei 37°C sieben Tage lang bebritet und anschlieRend die
oben beschriebenen Nahrbdden mit einem drei- Osen-Ausstrich beimpft. Zur
Reinheitskontrolle wurde zusatzlich jede Bouillon auf Blut- und Gassner- Nahrbdden
ausgestrichen. Die beimpfte Thioglycolatbouillon konnte ca. eine Woche bei
Raumtemperatur aufbewahrt werden und bei Bedarf wurden weitere Nahrbéden mit

dieser Bouillon beimpft.
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Abbildung 3 Schematische Darstellung der Bakterienanzucht fiit die Antigengewinnung
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1.2.2.3 Identifizierung von thermophilen Campylobacter-Stammen

Nach Isolierung und mikroskopischem Nachweis von C. wurde mit Hilfe eines API
Campy der C.-Stamm naher bestimmt. APl Campy ist ein Identifizierungssystem flr
C.. Das Testsystem beinhaltet flr jeden Testansatz zwei Streifen mit insgesamt 20
Mikroréhrchen. In diesen Rohrchen befinden sich dehydrierte Substrate. Der erste
Streifen zeigt enzymatische und konventionelle Reaktionen an. Der zweite Streifen

weist Assimilations- oder Inhibitionsreaktionen nach.

Reaktionen des ersten Streifens

Urease, Nitratreduktion, Esterase, Hippurat. Gamma Glutamyl Transferase (GGT),
Reduktion von Tetrazolium (TTC), Pyrrolidonyl Arylamidase, L-Arginin Arylamidase,
L-Aspartat Arylamidase, Alkalische Phosphatase (PAL)

Reaktionen des zweiten Streifens

H>S Produktion, Glukose (Assimilation), Succinat (SUT, Assimilation), Nalidixinsaure
( Empfindlichkeit), Cefazolin (CFZ, Empfindlichkeit), Acetat (Assimilation), Propionat
(Assimilation), Malat (MLT, Assimilation), Citrat (Assimilation), Erythromycin (ERO,
Empfindlichkeit)

Die zu identifizierenden C.-Kolonien wurden auf Col- A, Col- B, CBA- oder Karmali-
Nahrbéden angeziichtet und mit Hilfe einer Ose in 0,85%igem NaCl Medium (3ml),
auf eine Tribung nach McFarland Nr. 6 visuell eingestellt. Mit dieser Suspension
wurde der gesamte erste Streifenabschnitt sowie das erste Rohrchen des zweiten
Streifens, nach Vorschrift der Arbeitsanleitung beimpft und der erste Streifen in einer
vorbereiteten Inkubationswanne 24 h bei 37°C aerob bebrutet. Die restliche
Bakteriensuspension wurde in eine Ampulle AUX Medium pipettiert, gemischt und
damit nach Herstellerangaben die verbliebenen Rohrchen gefullt. Der zweite Streifen
wurde ebenfalls in eine mit A. dest. befeuchteten Inkubationswanne gelegt und fir
24h bei 37°C in mikroaerophiler Atmosphare inkubiert. Die Stoffwechselprodukte der

enzymatischen und konventionellen Reaktionen (erster Streifen) flhrten bei aerober
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Bebrutung zu einem Farbumschlag, der entweder direkt oder nach Zugabe von
Reagenzien (NIT 1, NIT 2, FB, NIN, OX) visuell abzulesen war. Assimilations- oder
Inhibitionsreaktionen waren die Grundlage des zweiten Streifens und bei Verwertung
des Substrates durch die Bakterien bzw. einer Resistenz gegen das jeweilige
Antibiotikum, war ein Wachstum der Bakterien und somit eine Trubung des
Rohrchens zu erkennen. Die Katalase-Reaktion wurde zusatzlich gepruft und mit den
visuell abgelesenen Ergebnissen auf die im Testsystem enthaltenen Ergebnisblatter
eingetragen. Anhand dieses Ergebnisblattes wurden die Reaktionen in ein
numerisches Profil umgewandelt, welches mit einer Liste in der Arbeitsanleitung
verglichen wurde oder mit einer Identifizierungssoftware durch Eingabe des 7-

stelligen Profils zur Identifizierung des Erregers fuhrte.

.2.3 Antigenherstellung

l.2.3.1 Gewinnung der Kolonien

Gewonnen wurden die Kolonien zum einen durch Abschwemmen von den
Festnahrbdéden mit PBS bzw. A. dest. und zum anderen durch Abnahme der Kolonien
mit Hilfe einer Ose. Abgeschwemmt wurden die Kolonien indem 5 ml A. dest. bzw.
PBS auf eine dicht bewachsene Agarplatte pipettiert und die Kolonien mit einem
Spatel abgeldst wurden. Die somit auf der Agarplatte entstandene Suspension wurde
in 50 ml PP-Réhrchen pipettiert. Bei der Abnahme mit Hilfe einer Ose wurden in ein
50 ml PP-Réhrchen etwa 5 ml A. dest. bzw. PBS vorgelegt und die mit der Ose

abgenommenen Kolonien darin suspendiert.

Die Suspension wurde anschliefend fur 20 min bei 20°C und 1 700 x g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgekippt und das Sediment erneut je nach Versuchsansatz in
A. dest. bzw. PBS resuspendiert. Die Zentrifugation und Resuspension des
Sedimentes kann als Waschvorgang bezeichnet werden. Dieser Waschvorgang
wurde dreimal wiederholt. Nach dem letzten Waschvorgang wurde die Suspension
mit A. dest. bzw. PBS auf eine Tribung nach McFarland Nr. 6 eingestellt.

Vergleichend hierzu wurde dieselbe Suspension ungewaschen eingesetzt.
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1.2.3.2 Antigen-Fragmentierung

Von der je nach Versuchsansatz mit A. dest. bzw. PBS auf eine Trubung nach
McFarland Nr. 6 eingestellten Bakteriensuspension wurden jeweils 5 ml in
Handhomogenisatoren pipettiert. In diesen wurde die Suspension im Eiswasserbad
mittels Ultraschall so lange beschallt, bis mikroskopisch ca. 90% der Bakterien als
Bruchstiicke zu erkennen waren. Uberpriift wurde der Beschallungserfolg und die
Sterilitdt des Antigens durch die Beimpfung und Kultivierung von Blutplatten, Col A-,
Col B-, und CBA- Agarplatten.

Um den Unterschied zwischen beschalltem und nicht beschalltem Antigen
festzustellen, wurde ein Teil der Suspension ohne Beschallung fur den ELISA

verwendet.

1.2.3.3 Praparation von Campylobacter-Flagellin

Eine weitere Moglichkeit der Antigenfragmentierung stellte die von LOGAN und
TRUST (1983) beschriebene lIsolierung von Flagellinproteinen durch Zentrifugation
bei 10000 x g dar. Die Kolonien wurden mit einer Ose von den Na&hrboden
abgenommen, homogenisiert, nicht gewaschen und auf eine Trubung nach
McFarland Nr. 6 eingestellt. Mit dieser Suspension wurden Reaktionsgefalle zu je
einem ml geflllt und fiir 1 h bei 10000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abpipettiert und der Proteingehalt des Uberstandes und des resuspendierten Pellets
photometrisch bestimmt. Fir die Beschichtung wurden vergleichend der Uberstand

und das resuspendierte Pellet verwendet.

.2.4 Proteinbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in der Antigensuspension boten sich
mehrere Moglichkeiten. Nachfolgend die drei eingesetzten Verfahren, um den

Proteingehalt des Antigens bestimmen zu konnen:

ll.2.4.1 Proteinbestimmung nach LOWRY
Die Proteinkonzentration der Antigensuspensionen wurde nach der von LOWRY et al.

(1951) beschriebenen Methode bestimmt. Diese stellt eine Abwandlung der Biuret-
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Reaktion dar. Drei Reagenzien, bestehend aus Reagenz A, B und C bildeten die
Grundlage der Reaktion. Reagenz A bestand aus 100g Na,COs; gelost in 11 0,5 N
NaOH. Fur Reagenz B wurden 1g CuSO4 « 5 H>O in 100 ml A. dest. gelost. 2g
Kaliumtartrat wurden fir Reagenz C in 100 ml A. dest. in Lésung gebracht. Fir die
Erstellung einer Eichgeraden wurde eine 0,03 %ige Rinderserumalbumin-Lésung in
10 numerierte Reagenzglasrohrchen nach folgendem Schema pipettiert: 0; 0,1; 0,2;
0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 1,0 ml. Jedes dieser Rohrchen wurde mit A. dest. auf ein
Volumen von 1 ml aufgefullt. Auch die zu bestimmenden Proben wurden in
Reagenzglaser pipettiert und die Proteinkonzentration wie folgt bestimmt: 15 ml
Reagenz A, 0,75 ml Reagenz B und 0,75 ml Reagenz C wurden gemischt und jeweils
1 ml den einzelnen Rohrchen zugegeben. Diese inkubierten fur 15 min bei
Raumtemperatur. Nach Zugabe von je 3,0 ml einer Folin-Phenol-Lésung (5,0 ml
Folin-Phenol-Reagenz in 50 ml A. dest.) musste die Losung sofort gemischt werden
und anschlieend fur 45 min bei Raumtemperatur inkubiert werden. Die Absorptionen
der Standardverdunnungen wurden bei 540 nm gemessen und in einer Eichkurve
graphisch dargestellt. Die Proteinkonzentrationen der zu bestimmenden Proben
wurden nach Messung der Absorptionen bei 540 nm anhand der Eichgeraden

abgelesen.

l.2.4.2 Proteinbestimmung mit Merckotest® (Biuret)

Merckotest® beinhaltet einen vollstandigen Reagenziensatz fir photometrische
Bestimmungen der Eiweil3-Konzentration in Serum, Plasma und Liquor. Grundlage
dieser Bestimmung ist die Biuret-Methode. Zur Bestimmung der Proteinmenge der
Antigensuspension wurde die beschriebene Eiweil3-Bestimmung in Liquor verwendet.
Im Reagenziensatz enthalten waren Biuret-Reagenz (Konzentrat), Vergleichsreagenz
(Konzentrat), sowie eine Standardlosung (6g/100 ml). Zwei ml der zu bestimmenden
Proteinsuspension wurden mit 0,2 ml Biuret-Reagenz- Konzentrat vermischt und
inkubierten 30 min bei Raumtemperatur. Die Extinktion dieses Ansatzes wurde gegen
eine Blindprobe aus 2ml Wasser und 0,2 ml Biuret-Reagenz-Konzentrat bei 546 nm
gemessen. Als Kontrolle wurde stets eine Standardlosung (60mg/ml) mitbestimmit.

Die Berechnung der Eiweil3-Konzentration erfolgte nach folgender Formel:

Eiweil3-Konzentration (mg/100ml) = Extinktion der Analyse - 400
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1.2.4.3 Photometrische Proteinbestimmung (ohne Farbreaktion)

Der Proteingehalt des durch Beschallung bzw. Zentrifugation hergestellten Antigens
wurde auch ohne Reagenzien spektralphotometrisch bestimmt. Die Suspension
wurde auf eine Tribung nach McFarland Nr. 3 eingestellt und bei 260nm, 280nm und
320nm gemessen. (260nm = Nukleinsauren, 280nm = Protein, 320nm =
Verunreinigungen). Die somit ermittelten Werte fuhrten dann rechnerisch nach
folgender Rechnung (PHARMACIA BIOTECH, 1993) zu dem Proteingehalt pro ml

Ldsung:
Protein (mg/ml) = 1,55 X ( Azgo — A320) - 0,76 X ( A260 -A 320)

Die Antigensuspension wurde nach erfolgter Proteinbestimmung in 2ml
Reaktionsgefale aliquotiert, bei — 20°C gelagert und bei Bedarf aufgetaut. Neben der
Proteinbestimmung der Antigensuspensionen wurde auch die Proteinmenge einer
Ldsung bestimmt, welche durch das Abschwemmen nicht beimpfter Col A- und Col B-
Agarplatten mit jeweils 5 ml A. dest. gewonnen wurde. Das A. dest. wurde hierzu mit
einem Spatel auf den Agarplatten verteilt, die Losung in ein 50 ml PP-Réhrchen

abgekippt und photometrisch die Proteinmenge bestimmt.

.2.5 Antigenbeschichtung
ll.2.5.1 Auswahl der Mikrotiterplatten

Als Festphase wurden Nunc MaxiSorp™- und Nunc Polysorp™- Platten, jeweils 96-
Lochplatten, vergleichend eingesetzt. MaxiSorp™- wie Polysorp™ - Platten bestehen
beide aus einer Polystyroloberflache mit unterschiedlichen Bindungskapazitaten fir
Proteine oder Antikdrper. MaxiSorp™- Platten haben eine hohe Affinitat zu Proteinen
und Molekulen mit hydrophilen und hydrophoben Bereichen, wie sie z. B. bei
Antikorpern vorkommen. Fur Nicht- Antikdrper-Beschichtungen und Beschichtungen
mit hydrophoben Molekllen eignen sich laut NUNC™ (2001) vor allem PonsorpTM-
Platten. Um die geeignete Festphase fur die Beschichtung zu ermitteln, wurden

sowohl MaxiSorp™- als auch Polysorp™- Platten mit unterschiedlichen
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Antigenkonzentrationen beschichtet und die verwendeten Feldseren sowie die Seren
der immunisierten Schweine in unterschiedlichen Verdunnungen, aufgetragen. Als
Kontrolle wurde in einige Vertiefungen nur Magermilchpuffer (MMP) anstelle der

Seren pipettiert.

1.2.5.2 Auswahl des Beschichtungspuffers

Fir die Beschichtung der Mikrotiterplatten wurde das Antigen in Carbonatpuffer, PBS
oder A. dest. an die Mikrotiterplatte gebunden. Zur Kontrolle wurde jeweils die
entsprechende Losung ohne Antigen pipettiert, bzw. die Vertiefung leer gelassen;
d.h. weder mit Antigen beschichtet, noch mit reinem Beschichtungspuffer pipettiert.
Die so vorbereiteten Vertiefungen wurden mit verschiedenen Verdunnungen der

Hyperimmunseren vergleichend inkubiert.

1.2.5.3 Antigenkonzentration flir die Beschichtung

Die Antigenkonzentration fir die Beschichtung (100ul/well) der Mikrotiterplatten
wurde festgelegt, indem unterschiedliche Konzentrationen vergleichend eingesetzt
wurden. Die Antigenkonzentrationen bei Einzelantigenen von C.c. oder C.jej. lagen
bei 5 pug bis 50 ug Antigen-Protein pro ml Suspension. Eine Kombination von C.c. und
C.jej. wurde mit je 5 und je 10 pg pro ml getestet.

Abbildung 4 zeigt ein typisches Entwicklungs-Pipettierschema mit unterschiedlichen
Antigen- und Antikorpermengen, das zudem den Vergleich unterschiedlicher Puffer
oder Seren oder Konjugatkonzentrationen ermdglicht, da die obere und untere
Plattenhalfte identisch sind. Seren in verschiedenen Verdinnungen (1:50, 1:100 und
1:400) wurden vergleichend auf den einzelnen Beschichtungsantigen-

Konzentrationen der oberen und unteren Halfte der Mikrotiterplatte getestet.
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Abbildung 4 Entwicklungs-Pipettierschema zur Bestimmung der Beschichtungs-Antigenkonzentration und der
Konjugatverdiinnung
Serumver- Ag-Konzentration: Ag-Konzentration: Ag-Konzentration: Ag-Konzentration:
diinnung 5ug/ml, 10ug/ml, 40ug/ml,
Beschichtung mit: Beschichtung mit: Beschichtung mit: Beschichtung mit:
Ag/Puffer[nur Puffef leer JAg/Puffer|nur Puffel leer JAg/Puffer|nur Puffeq leer JAg/Puffer|nur Puffe] leer
1:50
1:100
Konjugiak 1:2500
1:400
MMP
1:50
1:100
1:400
MMP

apoylol\
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11.2.5.4 Unterschiedliche Beschichtungsbedingungen

Es wurden verschiedene Methoden der Beschichtung getestet, z.B. die beschichteten
Mikrotiterplatten bei Raumtemperatur etwa 16 Stunden inkubieren zu lassen und
anschliellend direkt zu verwenden. Eine Abwandlung der Beschichtung stellte das
Eintrocknen lassen des Antigens im Brutschrank dar. Hierfur wurde die
Mikrotiterplatten in zwei Halften geteilt, beide Seiten identisch beschichtet, je eine
Halfte mit einer selbstklebenden Abdeckfolie verschlossen und die andere Halfte mit
einem sauberen Baumwolltuch abgedeckt. Diese Platten wurden in einen 37°C
beheizten Brutschrank gestellt und dort solange belassen, bis das Antigen auf der
nicht abgeklebten Seite vollstandig eingetrocknet war. Auf diese Platten wurden
vergleichend auf beide Halften mehrere Seren pipettiert. Des weiteren wurden
beschichtete Platten, die bereits 16 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert hatten, bei
-20°C eingefroren. Zwei Vorgehensweisen kamen hierbei zum Einsatz: die erste
bestand darin, die Mikrotiterplatten mit dem bereits inkubierten Antigen einzufrieren
und die zweite, das Antigen nach Inkubation durch 200ul Blockpuffer (MMP) pro

Vertiefung zu ersetzen und dann einzufrieren.

111.2.6 Durchfiihrung des ELISA

1.2.6.1 Auswahl der Waschlosung und des Blockpuffers

Als Waschlosung wurde eine 0,05 % Tween enthaltende PBS-Losung verwendet.
Alle eingesetzten Losungen wurden vor Gebrauch auf Raumtemperatur erwarmt.
Durch Zugabe von 5 % Magermilchpulver zu der Waschlésung entstand ein
Blockpuffer (MMP) sowie ein Verdlinnungspuffer fir die Schweineseren,
Fleischsaftproben und das Konjugat. Durch die Verwendung von PBS ohne Tween
mit 5% Magermilchpulver stand auch ein Blockpuffer ohne Detergenzien zur
Verfligung. Vergleichend wurde auch eine Waschlésung und ein Blockpuffer aus PBS

mit 3 % Bovinem Serumalbumin verwendet.
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l.2.6.2 Waschvorgang der Mikrotiterplatten

Das Waschen der Mikrotiterplatten nach den einzelnen Inkubationsschritten wurde
mit Hilfe eines 12-Kanal-Waschkammes durchgefiihrt. Die Kavitaten wurden mit
300ul Waschlésung befiillt und anschlielend durch Auskippen der Platten wieder
geleert. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Platten auf Zellstoff ausgeklopft.
Der erste Waschvorgang fand nach dem Blocken mit MMP statt; um dessen
Notwendigkeit beurteilen zu kénnen, wurden zwei beschichtete Mikrotiterplatten mit
denselben Proben pipettiert. Eine der beiden wurde nach dem Abkippen des MMP
dreimal gewaschen, auf die andere Platte wurden nach dem Abkippen die Proben
pipettiert. Dreimaliges Waschen folgte auf die Inkubation der Seren- bzw.
Fleischsaftproben. Nicht gebundenes Konjugat wurde durch funf Waschschritte vor

der Substratzugabe entfernt.
1.2.6.3 Verdiinnung der Proben

Geeignete Verdunnungen der Seren und des Fleischsaftes mussten fur jeden
Versuchsansatz festgelegt werden. Die Feldseren wurden in den Vorversuchen 1:50
bis 1:400 verdunnt. Die Verdinnung des Fleischsa