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I. EINLEITUNG

Die australischen Wissenschaftler, Robin Warren und Barry Marshall, erhielten
2005 den Nobelpreis der Medizin fiir die bahnbrechende Entdeckung des
Bakteriums Helicobacter pylori und dessen Bedeutung fiir die Gastroenterologie.
Durch seine Arbeit als Pathologe stieB Warren in Magenbiopsien mit chronisch
verdnderten Magenschleimhduten immer wieder auf das Bakterium, aber nur mit
der Hilfe des Mikrobiologen Marshall konnte dieses auch angeziichtet werden.
Nach unzdhligen gescheiterten Versuchen konnte H. pylori erst kultiviert werden,
als eine Agarplatte iiber die Urlaubszeit im Brutschrank vergessen wurde
(PAJARES und GISBERT, 2006). Mit einem waghalsigen Selbstversuch, bei
dem Warren die Bakteriensuspension schluckte und darauthin eine Gastritis
entwickelte, konnte der Zusammenhang bewiesen werden (ZYLKA MENHORN,
2005).

Seit der Entdeckung 1984 (MARSHALL und WARREN, 1984) und dem
Nobelpreis fiir Medizin wurde viel Forschung betrieben, um mehr iiber die
klinische Relevanz und die Pathomechanismen zu erfahren, welche ein Uberleben
von Helicobacter im sauren Magenmileu moglich machen und letztendlich beim

Menschen zur Entstehung von Magenkrebs fiihren konnen.

H. pylori ist ein gram-negatives Stidbchen, welches mikroaerophil, beweglich und
zusdtzlich auch noch begeiflelt ist (MARSHALL und WARREN, 1984). Nur
durch seine ausgesprochen gute Beweglichkeit ist es diesem Bakterium moglich
in die protektive Schleimschicht des Magens einzudringen. Zusitzlich besitzt es
Chemorezeptoren, welche in der Lage sind den HCI Gradienten zu erkennen und
sich aktiv von diesem wegzubewegen. Das Enzym Urease vereinfacht ihm
zusitzlich das Uberleben im Magen, in dem es Ammoniak freisetzt und damit die

saure Umgebung neutralisieren kann (CAMILO et al., 2017).

Eine bestimmte Gengruppe, die Pathogenitdtsinsel cagPAI, welche bei manchen
H. pylori nachgewiesen wurde, geht mit einer noch hoheren Virulenz einher.
CagA ist ein Virulenzfaktor, welcher mit einem erhohten Grad an Entziindung
und proinflammatorischer Zytokinexpression assoziiert wird. Wobei Triger des
Virulenzfaktors VacA eine ausgepragtere Storung der transepithelialen Barriere

und Zellvakuolisierung auslosen konnen (CAMILO et al., 2017).



I. Einleitung 2

Die hohe Virulenz von H. pylori und die breitschichtige Interaktion mit dem
menschlichen Organismus, konnen nicht nur der Ausloser fiir chronische Gastritis
sein, sondern ist auch der Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung eines
Adenocarcinoms im Magen (VOGIATZI et al., 2007). H. pylori wurde dadurch
schon 1994 als Karzinogen der ersten Klasse von der WHO gelistet (CANCER,
1994).

Seit der Entdeckung von H. pylori hat der Genus Helicobacter eine stetige
Zunahme erfahren. Mittlerweile wurden tiber 50 verschiedene Helicobacter-
Spezies in verschiedenen Tierarten, wie unseren Haus- und Nutztieren, Nagern,
aber auch Vogeln und Delphinen, und natiirlich dem Menschen nachgewiesen
(LPSN, 2023). Diese werden dabei in gastrische und nicht-gastrische bzw.
enterohepatische Arten unterschieden. Beim Versuchstier Maus wurden bis jetzt
elf verschiedene Helicobacter-Spezies definiert, wobei es sich um
enterohepatische Arten handelt, welche vor allem in den Organen Leber,

Gallenblase, Pankreas und auch dem Darm vorkommen.

EHS gehoren bei Méausen nicht nur zur physiologischen bakteriellen Flora,
sondern konnen eine klinische Symptomatik auslésen, wie zum Beispiel eine
verminderte Reproduktionsrate, Rektalprolapse, IBD und Typhlocolitis (WHARY
und FOX, 2006; SHARP et al., 2008; MILLER et al., 2014). Viele Infektion
bleiben inapparent und subklinisch, dennoch koénnen Versuchsergebnisse
verfalscht werden, nicht mehr reproduzierbar bleiben und damit eine hohere
Tierzahl benotigt werden (LEMKE et al., 2009; GE et al., 2011). Auch steht ein
zoonotisches Potential in der Diskussion (PANDEY et al., 2010; SEGURA-
LOPEZ et al., 2015), was eine genaue Uberwachung unabdinglich macht.

2014 wurden Empfehlungen zur Uberwachung des Hygienestatus in
Versuchtierhaltungen von der FELASA verdffentlicht (MAHLER et al., 2014).
Die FELASA wurde 1978 als Vereinigung der  européischen
versuchstierkundlichen  Gesellschaften gegriindet (PRINS, 2022). Diese
Vereinigung verdffentlicht Empfehlungen auf dem Gebiet der Versuchstierkunde
wie zum Beispiel dem Health Monitoring. Auch hier ldsst sich die wachsende
Bedeutung der Helicobacter-Spezies klar erkennen: Wobei im Jahr 1996 noch
keine Uberwachung der Besiedelung mit EHS stattgefunden hat (REHBINDER et
al., 1996), wurde ab 2002 eine jihrliche Uberwachung der EHS auf
Gattungsebene empfohlen (NICKLAS et al., 2002). In der Empfehlung von 2014
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wird eine Uberpriifung der Versuchstiereinrichtung alle 3 Monate auf
Speziesebene von H. hepaticus, H. bilis und H. typhlonius als unerlésslich

gesehen (MAHLER et al., 2014).

Jede Versuchstiereinrichtung sollte iiber ein addquates Health Monitoring
verfiigen, in dem die mikrobiologische Uberwachung der spezifischen Pathogene,
die Auswahl der Sentineltiere, die Testmethoden und die zeitlichen Abstinde der
Uberpriifung definiert sind. Nur durch eine genaue Uberwachung der
Versuchstiere lassen sich die 3R Ziele einer nachhaltigen Versuchstierkunde
umsetzen. Diese Prinzipien wurden 1959 von Russell und Burch definiert:
einerseits sollen Tierversuche vermieden werden (Replacement) und andererseits
die Zahl der Tiere (Reduction) und ihr Leiden (Refinement) auf das geringste Mal3
beschrinkt werden (RUSSELL und BURCH, 1959).

Um Helicobacter-Spezies nachzuweisen eignen sich verschiedene Techniken, wie
zum Beispiel die mikrobielle Kultur und das Elektronenmikroskop, aber auch eine
histologische Untersuchung aus Biopsien. Als sensitivste Methode hat sich die
PCR erwiesen, wobei eine Multiplex-PCR die schnellste und kostengiinstigste

Methode darstellt, da hierbei mehrere Spezies zeitgleich getestet werden konnen.

Das Ziel dieser Arbeit ist, eine verldssliche und einfache Methode, in Form einer
Multiplex-PCR  zu etablieren und validieren, um den Helicobacter-
Infektionsstatus von Versuchstiereinrichtungen verldsslich wieder zu spiegeln und

damit im Sinne der 3R zu handeln.
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I1. ERWEITERTE LITERATURUBERSICHT

1. Helicobacter spp.

Die elf bei Maiusen beschriebenen Helicobacter-Spezies (LPSN, 2023)
unterscheiden sich in ihren chemischen Eigenschaften, der klinischen Relevanz
und der Pravalenz. Helicobacter hepaticus ist der EHS mit der hochsten Pravalenz
in Europa, gefolgt von Helicobacter bilis mit der zweit hochsten Pridvalenz
(PRITCHETT-CORNING et al., 2009). Aber auch bei Helicobacter typhlonius,
Helicobacter muridarum und Helicobacter rodentium wurde eine signifikant zu
beriicksichtigende Pravalenz festgestellt (GOTO et al., 2000; BOHR et al., 2006;
JOHANSSON et al., 2006; TAYLOR et al., 2007; LOFGREN et al., 2012),
welche sich je nach Untersuchungsland und Institut geringgradig voneinander
unterscheiden: Taylor ef al. konnten in einer Studie eine Prévalenz von 59 % fiir
Hh, 26 % fiir Ht und 6 % fiir Hr ermitteln. Die Studie von Lofgren et al. zeigt eine
Pravalenz von 26 % fiir Hh, 16 % fiir Hb und Ht, und 12 % fiir Hr. Daher wurden
diese fiinf EHS fiir die Etablierung der Multiplex-PCR ausgewihlt. Im Folgenden

wird genauer auf die jeweiligen EHS eingegangen.

1.1. Helicobacter hepaticus

H. hepaticus ist ein ca. 0,2 - 0,3 um x 1,5 - 5 um groBes Bakterium mit einem
gebogenen bis spiralformigen AuBeren (Abbildung 1). Es besitzt bipolare Geifleln
und eine glatte Oberfliche. Aufnahmen mit dem Elektronenmikroskop und
biochemische Eigenschaften wurde von Fox et al. 1994 veroffentlicht, denen es
moglich war H. hepaticus in der Leber, dem Caecum und dem Kolon von Mausen
nachzuweisen (FOX et al., 1994). Die chemischen Eigenschaften sind in Tabelle 1
dargestellt.
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Abb. 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von H. hepaticus (FOX et al.,
1994)

Fox et al. war es moglich H. hepaticus aus der Leber von jungen Médusen zu
isolieren, welche an einer akuten fokalen nekrotischen Hepatitis litten, die sich im
Verlauf zu einer chronischen aktiven Hepatitis weiterentwickelte (FOX et al.,
1994). Diese Beobachtungen konnen mit keimfreien Mausen, welche oral mit
H. hepatius infiziert wurden, reproduziert werden (FOX et al., 1994). Klinisch
zeigte sich die Hepatitis durch Nekrose, Hepatozytenmegalie mit Zellhyperplasie
und Cholangitis (FOX et al., 1994).

Die gleichen Leberldsionen konnten auch von Ward et al. nachgewiesen werden.
Dabei entwickelten A/JCr Maéause im hoheren Alter, nach Auftreten dieser
Liasionen hdufig Lebertumore (WARD et al., 1994b; WARD et al., 1994a). Somit

steht H. hepaticus im Verdacht ein Cofaktor fiir die Leberkarzinogenese zu sein
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(HAILEY et al., 1998). In einer Studie von 2004 (ROGERS et al., 2004) konnte
nachgewiesen werden, dass das Geschlecht und die bakterielle Expositionszeit
einen signifikanten Einfluss auf den Krankheitsverlauf haben. Je ldnger die
Expositionszeit mit H. hepaticus bei miannlichen Maéusen anhielt, desto

ausgepragter waren die praneoplastischen Lésionen.

Neben der Leber kann H. hepaticus aber auch den Darm infizieren. Dabei wurde
beobachtet, dass es zur Entstehung von IBD bei natiirlich infizierten
immundefizitiren SCID-Mausen kommen kann (WARD et al., 1996; CAHILL et
al.,, 1997; LI et al., 1998). Diese Tiere zeigten eine Hyperplasie der Mucosa,
Entziindung des Caecums, Colitis, Typhlitis und Rektalvorfille (WARD et al.,
1996). Auch hier konnte eine Verbindung zwischen der ausgeprigten Colitis und
der Entstehung von Darmkrebs hergestellt werden (FOX et al., 2011).
Interessanterweise zeigen die weiblichen Méuse eine erhohte Anfalligkeit fiir die

Entziindungsreaktionen im Darm (LIVINGSTON et al., 2004).
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1.2. Helicobacter bilis

1995 wurde von Fox et al. das Bakterium H. bilis beschrieben (FOX et al., 1995).
Die Wissenschaftler konnten H. bilis aus der Leber, der Galle und dem
Magendarmtrakt von Méusen isolieren. Bei diesem Keim handelt es sich um ein
ca. 0,5 ym x 4 - 5 pum groBBes Bakterium mit einem spindel- bis leicht
spiralformigen Aussehen (Abbildung 2). Es besitzt drei bis 14 bipolare Geilleln,
wodurch es eine groBe morphologische Ahnlichkeit zu ,,F. rappini®, H.
muridarium und H. felis aufweist. Die chemischen Eigenschaften sind in Tabelle

1 zusammengefasst.

Abb.2: Elektronenmikroskopische Aufnahme von H. bilis (FOX et al., 1995)

Auch fiir H. bilis ist eine klinische Signifikanz bekannt. Es kann genauso wie
H. hepaticus eine multifokale chronische Hepatitis auslosen. Die Infektion ist vor

allem bei alten Tieren nachgewiesen worden (FOX et al., 1995).

In einem Infektionsversuch mit SCID-Mausen konnte durch H. bilis eine
schwerwiegende Diarrhoe, proliferative Typhlitis und Colitis ausgeldst werden
(FRANKLIN et al., 1998; SHOMER et al., 1998). Somit kdonnen mit H. bilis

infizierte SCID-Méuse als gutes Tiermodell zur weiteren Erforschung der
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bakteriell-ausgelosten IBD dienen (SHOMER et al., 1997).

Eine H. bilis Infektion beim Menschen gilt als Zoonose und steht in der
Diskussion Erkrankungen der Gallenblase auszuldsen. Schon in einer Studie von
1998 (FOX et al., 1998) wurde gezeigt, dass zwischen einer H. bilis Infektion und
einer Cholezystitis ein Zusammenhang bestehen kann. Auch hier wurde
untersucht, ob die bakterielle Infektion mit einer begiinstigten Karzinogenese
einhergeht (MURATA et al., 2004). Segura-Lopez et al. konnten beweisen, dass
eine H. bilis Infektion eine signifikante Assoziation mit extrahepatischen

Gallengangskarzinomen hat (SEGURA-LOPEZ et al., 2015).

1.3. Helicobacter muridarum

Lee et al. haben das erste Mal 1992 H. muridarum beschrieben (LEE et al., 1992).
Es ist mit 0,5 - 0,6 um x 3,5 - 5 um in etwa genauso groll wie H. bilis. Durch sein
spiralformiges Aussehen und die 10 - 14 bipolaren Geil3eln ist die morphologische
Ahnlichkeit zu ,,F. rappini“ und H. bilis groB (Abbildung 3). Zusitzliche

chemische Eigenschaften sind in Tabelle 1 zu finden.

Abb. 3: Elektronenmikroskopische Aufnahme von H. muridarum (LEE et al.,
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1992)

H. muridarum siedelt im Darm, hauptsdchlich im Ileum, kann aber auch den
Magen besiedeln und dort eine atopische Gastritis auslost (LEE et al., 1993; FOX,
1997). In einem Infektionsversuch wurden konventionelle Méuse oral mit 0,1 ml
einer H. felis Suspension infiziert. Diese waren nachweislich frei von
Helicobacter spp. im Magen, trugen aber H. muridarum im Darm. Ab ca. zwei
Wochen nach der Infektion konnte bei 82 % der Tiere eine Co-Kolonisation von
H. felis und H. muridarum im Magen nachgewiesen werden, wobei diese mit
ausgepragteren histopathologischen Verdnderungen einherging. Zusétzlich konnte
ein zeitlicher Zusammenhang hergestellt werden: Je linger die Expositionszeit,
desto haufiger wurde H. muridarum im Magen nachgewiesen. H. felis scheint das
Milieu im Magen so zu verdndern, dass sich H. muridarum dort ansiedeln kann

(LEE et al., 1993).

Mit H. muridarum infizierte SCID-Maiuse konnen eine IBD entwickeln (JIANG et
al., 2002). Interessant an dieser Studie ist, dass immundefiziente Mause, denen
T-Zellen transferiert wurden, sogar schneller eine IBD entwickelten, als
unbehandelte SCID-M4iuse. Somit scheint das Immunsystem und die Aktivierung
der T-Zellen durch das Pathogen ausschlaggebend fiir den Krankheitsverlauf der

IBD zu sein.

14. Helicobacter rodentium

H. rodentium ist Urease-negatv (SHEN et al., 1997). Seine Morphologie zeigt
Ahnlichkeit zu den anderen murinen Helicobacter-Spezies. Bei H. rodentium
handelt es sich um ein schlank gebogenes bis spiralformiges Stdbchen mit
bipolaren Geifleln und einer GroBe von 0,3 um x 1,5 - 5 um (Abbildung 4). Es
wurde im Caecum und Kolon von Versuchsmiusen nachgewiesen. Weitere

chemische Eigenschaften finden sich in Tabelle 1.
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Abb. 4: Elektronenmikroskopische Aufnahme von H. rodentium (SHEN et al.,
1997)

Eine Monoinfektion mit H. rodentium scheint keine Pathologien hervorzurufen
(MYLES et al., 2004), aber bei Koinfektionen von H. rodentium mit anderen EHS

werden schwerwiegende Entziindungen im Darm ausgel0st.

Eine Co-Infektion mit H. bilis fiihrte zur akuten Diarrhoe und proliferativer
Typhlocolitis bei SCID-Méusen (SHOMER et al., 1998). Zusitzlich gibt es durch
die Co-Infektion von H. rodentium mit H. bilis einen signifikanten Anstieg von
Zyktokinen, wie IL-10, und damit eine stirkere Aktivierung des Immunsystems

(MYLES et al., 2004).

Bei Infektionsversuchen mit H. hepaticus konnte bewiesen werden, dass
H. rodentium alleinig keine Hepatitis oder Enteritis auslésen kann. Aber in
Kombination mit H. hepaticus zeigte sich eine klinische Manifestation mit zu
fliissigen Blinddarminhalt und einem geringen Korpergewicht der Tiere (MYLES
et al., 2004).
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Des Weiteren konnte derselbe Zusammenhang zwischen H. rodentium und
H. typhlonius hergestellt werden. Dabei zeigten infizierte IL10” Méuse bei einer
Co-Infektion hochgradige Entziindungsreaktion im Caecum, Colon und Rektum

als Symptome der IBD (CHICHLOWSKI et al., 2008).

1.5. Helicobacter typhlonius

Offiziell beschrieben wurde H. typhlonius das erste Mal 2001 (FRANKLIN et al.,
2001), aber schon 1999 wurde in zwei unabhdngigen Laboren gleichzeitig die
ersten Hinweise auf diesen neuen Helicobacter entdeckt (FOX et al., 1999;
FRANKLIN et al., 1999), da H. typhlonius aus entziindlich verdnderten Caecum
und Colon von natiirlich infizierten IL-10”" Mausen isoliert wurde (FOX et al.,
1999). Das spiralformige Stidbchen hat eine Grofle von 0,3 um x 2 -3 pum mit
bipolaren GeiBleln (Abbildung 5). Den hochsten Verwandschaftsgrad besitzt es zu
H. hepaticus mit 97,44 % (FRANKLIN et al, 2001). Wobei der grof3te
Unterschied darin besteht, dass H. typhlonius, wie H. rodentium, Urease-negativ

ist. Sonstige chemische Eigenschaften sind in Tabelle 1 erldutert.

Abb. 5: Elektronenmikroskopische Aufnahme von H. typhlonius (FRANKLIN et
al., 2001)
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H. typhlonius kann eine klinische Problematik bei Versuchsmiusen auslosen. Bei
einer experimentellen Infektion von SCID-Mausen l6ste H. typhlonius eine
proliferative Typhlocolitis aus. Diese duf3erte sich in Hyperplasie der Mukosa und
entzlindliche Verdnderungen im Caecum, aber auch im Colon. Im Vergleich zu
H. hepaticus und H. bilis, ruft H. typhlonius dhnliche Lisionen wie H. hepaticus
hervor. H. bilis Infektionen verlaufen milder. Lebererkrankungen, ausgelost durch
H. typhlonius, konnten in dieser Studie nicht beobachtet werden (FRANKLIN et
al., 1999).

In der bereits erwdhnten Studie von Chichlokwski et al. zeigte sich die gleichen
klinischen Symptome (CHICHLOWSKI et al., 2008). Wobei auch hier eine
Monoinfektion mit H. typhlonius hochgradigere Lisionen erkennen ldsst, als bei

einer Monoinfektionen mit H. rodentium.

Auch H. typhlonius hat einen Einfluss auf die Karzinogenese. Dabei wurde 2015
in einer Infektionsstudie gezeigt, dass eine Besiedelung in immunkompetenten
Maidusen einen Anstieg von Darmkrebserkrankungen auslosen kann

(DINGEMANSE et al., 2015).
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2. Nachweismethoden fiir Helicobacter spp.

Um Infektionen bei Médusen mit murinen Helicobacter spp. zu diagnostizieren
gibt es verschiedene Moglichkeiten. Einerseits lassen sich die Bakterien in
Kulturen anziichten. Des Weiteren konnen durch histologische Untersuchungen
und mittels Elektronenmikroskopie Helicobacter-Infektionen nachgewiesen
werden. Ebenso ist ein Nachweis mittels Serologie sowie Polymerase-

Kettenreaktion moglich.

2.1. Kultur

Zum Erstellen einer Kultur werden Proben aus dem Caecum, Colon oder Leber
der betroffenen Tiere unter aseptischen Bedingungen entnommen und in einer
mikroaerophilen Atmosphére angeziichtet (SHAMES et al., 1995). Es handelt sich
somit um eine invasive Methode, bei der die Versuchsmiuse euthanasiert werden

miissen.

Die Anzucht von Helicobacter spp. ist anspruchsvoll. Murine Helicobacter spp.
wachsen nur unter mikroaerophilen Bedingungen mit einer Sauerstoffsittigung
von 3 -7 % bei 37 °C auf Blutagarplatten. Die Wachstumsdauer betrdgt dabei im
Schnitt 5 - 7 Tage, wobei eine Charakterisierung meist erst nach 1 - 3 Wochen
moglich sein kann, wenn eine ausreichenden Anzahl an Bakterien kultiviert wurde
(ZENNER, 1999). Problematisch ist dabei, dass vor allem ein hoher Anteil der
bakteriellen Flora des Darmes leichter und schneller zur kultivieren ist, wodurch
es zu einer Kontamination und Uberwucherung der Kultur kommen kann (RILEY
et al., 1996). Versuche durch eine Filtration der Probe (JACOBSEN, 2004), oder
durch Anwendung eines Selektiv-Agars mit Trimethoprim, Vancomycin und
Polymyxin (SHAMES et al., 1995), trugen nur zur minimalen Verbesserung des

kulturellen Nachweises bei.

2.2. Histologie

Zum Nachweis von Helicobacter spp. mittels histologischer Verfahren miissen
histologische Schnitte aus Leber - bzw. Darmpriparaten erstellt werden. Diese
konnen mit der Hamatoxylin-Eosin Féarbung gefiarbt werden (WARD et al.,
1994b). Aber auch eine modifizierte Versilberung nach Steiner (GARVEY et al.,
1985), mit der die spiralférmigen Bakterien sichtbar gemacht werden konnen,

kann zum Helicobacter Nachweis genutzt werden.
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Aus Sicht des Tierschutzes und der Einhaltung der 3R ist der grof3te Nachteil der
Histologie, dass auch hier jedes Tier fiir den Nachweis euthanasiert werden muss
(ZENNER, 1999). Ein zusidtzlicher Nachteil ist der groBle Arbeits- und
Zeitaufwand zum Erstellen der Pridparate. Des Weiteren kann nur fachkundiges

Personal die histologischen Priparate interpretieren (MAHLER et al., 1998).

Diese Methode besitzt eine niedrige Spezifitit, da eine Differenzierung der
verschiedenen Helicobacter Spezies nicht mdoglich ist. Zusitzlich kann eine
Unterscheidung zu anderen spiralformigen Bakterien, welche den Magen-
Darmtrakt besiedeln wie zum Beispiel Campylobacter spp., nicht getroffen
werden (MAHLER et al., 1998). Auch weist die Methode eine geringe Sensitivitit
auf, da ein Nachweis erst ab einer bestimmten Anzahl von Bakterien moglich ist

(MAHLER et al., 1998).

2.3. Elektronenmikroskopie

Um Helicobacter spp. elektronenmikroskopisch zu untersuchen, werden entweder
Gewebeproben oder Bakterienkulturen benétigt. Dabei konnen die murinen
Helicobacter spp. auf Grund der unterschiedlichen Morphologie gut voneinander

differenziert werden (MAHLER et al., 1998).

Leider handelt es sich hierbei auch wieder um eine invasive Methode, wobei
Versuchstiere euthanasiert werden miissen. Zusitzlich ist die
Elektronenmikroskopie zeitaufwendig und eine kostenintensive

Nachweismethode (MAHLER et al., 1998).

24. Serologie

Zum serologischen Nachweis von murinen Helicobacter spp. wird Serum von
Versuchsméusen durch eine Blutentnahme gewonnen (FENG et al., 2002; BUTT
et al., 2023). Somit stellt es eine weniger invasive Methode dar, da Tiere hierfiir
nicht euthanasiert werden miissen. Dennoch werden serologische Verfahren zum
Nachweis von murinen Helicobacter spp. noch nicht routineméfig genutzt, was

vielfaltige Griinde hat.

In der Literatur kann immer noch keine verldssliche Aussage dariiber getroffen
werden, wann genau es zur Serokonversion bei Versuchsméausen kommt. In einer
Studie von Fox et al. konnte eine Infektion mit H. hepaticus erst 16 Wochen nach

Inokulation durch eine positive Reaktion im ELISA bestdtigt werden (FOX et al.,
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1996). Wobei der hochste Titer erst in Woche 58 nach der Infektion nachweisbar
war (FOX et al., 1996). Im Gegensatz dazu haben Livingston et al. eine Studie
verdffentlicht bei der es zu einem positiven ELISA Ergebnis zwei Wochen nach
Infektion kam (LIVINGSTON et al., 1997). Die gleiche Beobachtung machten
Butt et al.: In einem Infektionsversuch konnten Antikorper gegen H. hepaticus
und H. bilis zwei Wochen nach der DNA Detektion aus dem Kot nachgewiesen

werden (BUTT et al., 2023).

Auch scheint das Alter des jeweiligen Versuchstiers einen Einfluss auf den
Nachweis der IgG Antikorper zu haben. Seren von immunkompetenten Tieren,
welche in einem Alter von 29 Tagen euthanasiert wurden, zeigten keine positiven
Banden fiir H. hepaticus-Proteine im Western Blot. Wohingegen Tiere, welche
erst am Tag 262 euthanasiert wurden, stark positive Banden aufwiesen. Dabei
machte es keinen Unterschied, ob die Tiere natiirlich oder experimentell mit H.

hepaticus infiziert waren (WARD et al., 1994b).

Zusétzlich scheint der genetische Hintergrund des einzelnen Versuchstieres einen
Einfluss auf die Serokonversion zu haben. Es ist moglich, dass immunkompetente
Versuchsméduse erst sehr spdt im Infektionsgeschehen einen niedrigen Titer
zeigen. Oder, dass es immuninkompetenten Mause nicht moglich ist iiberhaupt

eine nachweisbare Antikorperantwort zu erzeugen (FENG et al., 2005).

Die verwendeten Antigene zur Durchfithrung des ELISAs unterscheiden sich in
ithrer Sensitivitdt. Einerseits wird ein einfaches Lysat des Bakteriums als Antigen
verwendet, das sich als wenig sensitiv erwies (WARD et al., 1994b; FOX et al.,
1996). In einer Studie von Whary et al. konnte zwar eine hohere Sensitivitdt mit
einem Bakterienlysat von H. hepaticus oder auch von H. rodentium erzielt
werden, die Spezifitit lag jedoch nur bei 34 - 44 %, da es zu falsch positiven
Ergebnissen auf Grund von Kreuzreaktionen zwischen H. hepaticus, H.
rodentium und H. bilis kam (WHARY et al, 2000). Andererseits werden
rekombinante Proteine verwendet. Als H. bilis spezifisches Antigen wurde das
167-kDA Protein P167 entdeckt (FENG et al., 2002). Fiir den Nachweis von H.
hepaticus wurde das 18-kDA Protein MAP18 identifiziert (LIVINGSTON et al.,
1999). Dadurch erhoht sich zwar die Spezifitit auf 98 % des ELISAs fiir H.
hepaticus , aber die Sensitivitit bleibt trotzdem noch gering bei 66 %

(LIVINGSTON et al., 1999).
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Durch die geringe Spezifitit, die geringe Sensitivitdit und die spéte
Serokonversion wird der ELISA nicht als Routine-Nachweismethode fiir

Helicobacter-Infektionen genutzt.

2.5. Polymerasekettenreaktion

Die sensitivste Nachweismethode zum Nachweis von murinen Helicobacter-
Spezies ist bis heute die Polymerasekettenreaktion. Dabei handelt es sich um eine
nicht invasive Methode, da die PCR anhand von Kotproben durchgefiihrt werden

kann und somit in einer Linie mit den 3R steht.

Zum Helicobacter spp.-Nachweis konnen gattungsspezifische PCRs genutzt
werden, welche auf die hochkonservierte ribosomale 16s RNA zuriickgreifen und
einen, fiir alle bis dato bekannten Helicobacter-Spezies, identischen Genabschnitt
nutzt, um diese nachzuweisen (BECKWITH et al., 1997; MAHLER et al., 1998).

Eine Speziesdifferenzierung ist dabei nicht moglich.

Um die Spezifitit der Methode zu erhdhen, konnen nested-PCR‘s verwendet
werden. Bei einer nested-PCR werden zwei Primerpaare in zwei
aufeinanderfolgenden Reaktionen genutzt. In einer ersten Reaktion wird der erste
Primer genutzt und in ca. 15 - 30 Zyklen amplifiziert. In der zweiten Reaktion
greift der zweite Primer dann auf eine Sequenz innerhalb des aus der ersten

Reaktion entstandenen Amplikons zu (SEVERINI, 1993).

o ]
duBerer Primer auRerer Primer
. -
innerer Primer innerer Primer

gesuchte DNA-Sequenz

Abb. 6: Schematische Darstellung Nested PCR
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Diese Methode machten sich Nilsson ef al. und Pellicano et al. zu Nutze, um
Helicobacter-Infektionen bei Krebspatienten nachzuweisen (PELLICANO et al.,
2004; NILSSON et al., 2006). Auch die Sensitivitdt ldsst sich mit einer nested-
PCR erhohen. Qin et al. entwickelten eine nested-PCR, welche spezifisch fiir
mindestens 34 Helicobacter-Stimme ist und diese mit einer Sensitivitdt von bis zu

102 CFU/ml aus Kotproben nachweisen kann (QIN et al., 2016).

Gleichzeitig besteht die Mdoglichkeit durch charakteristische Gensequenzen der
jeweiligen Bakterien eine speziesspezifische PCR durchzufiihren. Dabei konnen
zum Beispiel H. hepaticus (BATTLES et al.,, 1995; SHAMES et al., 1995),
H. bilis (FOX et al., 1995; HODZIC et al., 2001), H. rodentium (SHEN et al.,
1997) und H. typhlonius (FRANKLIN et al., 2001) eigenstdndig mit individuellen,
definierten Abschnitten im 16s RNA-Gen nachgewiesen werden. Aber auch
andere Gensequenzen konnen genutzt werden um speziesspezifische PCRs
durchzufiihren. Zur Identifikation von H. hepaticus kann die gut konservierte
Nukleotidsequenz der Urease ureAB genutzt werden (SHEN et al.,, 1998;
DRAZENOVICH et al., 2002). Durch das cdt-Gen lassen sich H. hepaticus und
H. bilis in der Leber oder in Kotproben von Mausen nachweisen (YOUNG et al.,
2000; KOSTIA et al., 2003). Speziesspezifische PCR koénnen genutzt werden, um
bestimmte Helicobacter-Infektionen in Maushaltungen nachzuweisen. Der
Arbeitsaufwand zum Nachweis von mehreren Helicobacter auf Speziesebene ist
aber zeitaufwendig und kostenintensiv, da jedes Mal ein eigener Durchlauf am

Cycler durchgefiihrt werden muss.

Um diesen Nachteilen entgegenzuwirken haben schon Riley et al. die PCR-
Methode mit der Restriktionsenzym-Analyse erginzt (RILEY et al., 1996). In
dieser Studie wurde zuerst eine gattungsspezifische PCR durchgefiihrt. Die
generierten Primer detektieren dabei das 16s RNA-Gen und ergaben ein
Amplikonprodukt von 374 bp, welches dann im Anschluss mit den
Restriktionsenzymen Mbol, Mael, und Hhal verdaut wurde. Dadurch entstehen
spezifische Fragmente mit unterschiedlichen Léangen. Somit konnen die Bakterien
H. hepaticus, H. muridarum und H. bilis voneinander unterschieden werden.
Leider kann mit dieser Methode H. bilis nicht von ,Flexispira rappini‘
unterschieden werden. Bei ,,F. rappini“ handelt es sich um gram negative,
spiralformige, bewegliche Bakterien, welche sich morphologisch und

phylogenetisch kaum von Helicobacter spp. abgrenzen lassen (DEWHIRST et al.,
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2000). Bis jetzt besitzt diese Bakteriengruppe keine genau definierte Taxonomie

(YOUSSEF et al., 2021).

Wu et al. nutzten eine andere Erweiterung der PCR um den Speziesnachweis zu
vereinfachen (WU et al., 2017). Dabei wird eine nested-PCR mit der HRM-
Analyse erginzt. Die Analyse basiert auf den Schmelzpunkten der Amplikons,
welche sich durch die Liange, der Komplementaritit und den Aufbau
unterscheiden. Den Amplikons wird ein Fluorezenzfarbstoff beigefiigt und in
einem  realtime-Cycler  erhitzt.  Dadurch  entstehen  charakteristische
Schmelzkurven fiir H. hepaticus (82,95 + 0,09 °C), H. bilis (80,51 + 0,09 °C), H.
muridarum (82,11 £ 0,18 °C), H. rodentium (78,7 £ 0,12 °C), H. typhlonius (81,6
+0,1 °C) (WU et al., 2017).

Zum quantitativen Nachweis von murinen Heliobacter-Spezies kann eine real-
time PCR durchgefiihrt werden. Denn iiber die Routinemethode der
Koloniezdhlung (CFU-Methode) kann keine Aussage tliber die Anzahl der
murinen Helicobacter getroffen werden, da die Bakterien keine Kolonien auf
Agarplatten formen, sondern ,,schwiarmen® (GE et al., 2001). Dabei ist die auf
Fluoreszenz basierende Methode 10 - 100-fach sensibler verglichen mit einer
normalen Gelelektrophorese (DRAZENOVICH et al., 2002). Zusitzlich werden
Kosten durch den Verzicht auf Gele eingespart (DRAZENOVICH et al., 2002).
Die Anschaffung des teuren realtime-Cyclers ist allerdings hierbei nicht mit

bewertet worden.

Der simultane Nachweis von EHS war erst moglich als Feng et al eine
Multiplex-PCR  entwickelten, welche in einem einzigen PCR-Durchlauf
gleichzeitig H. hepaticus, H. bilis, H. muridarum, H. rodentium und H. typhlonius
nachweisen kann. Dafiir wurden neue Primer entwickelt, wobei die Primer fiir
H. rodentium und H. typhlonius auf Sequenzen der 16s RNA basieren. Die
restlichen Primerpaare nutzen andere spezifische Gensequenzen (P17 fiir H. bilis,
P25 fiir H. hepaticus und P20 fiir H. muridarum). Durch diese Nachweismethode
konnen Maushaltungen effektiv, schnell und kostengiinstig auf Helicobacter-

Infektionen untersucht werden (FENG et al., 2005).

Neben den vielen positiven Aspekten der PCR, wie hohe Sensitivitit und
Spezifitdt mit Speziesdifferenzierung, Zeit - und Kostenersparnis, gibt es auch bei

dieser Methode gewisse Beeintrachtigungen. Dazu zdhlen die PCR-Inhibitoren,
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wodurch es zu falsch negativen Ergebnissen kommen kann. Dabei handelt es sich
zum Beispiel um komplexe Polysaccharide, wie Zellulose und Hemizellulose,
aber auch Proteine und Gallensalze. Alles chemische Verbindungen, welche sich
vor allem in Mausekot wiederfinden (MONTEIRO et al., 1997; FERRAND et al.,
2014). Ein weiteres Problem, das vor allem bei einer Multiplex-PCR auftreten
kann, ist die Formation von Primer Dimern oder auch Primerakkumulationen.
Dabei konnen die Primer entweder aneinander oder an sich selber binden und
somit eine Haarschleifenformation bilden. Zum Vermeiden dieser Formationen
miissen die Primer mit hochster Sorgfalt designt und gepriift werden. Zusétzlich
kann die Verwendung von Hot-Start-Polymerasen, welche erst bei 95 °C aktiviert

werden, die Primer Dimer Bildung verhindern (ZANGENBERG et al., 1999).
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II1. MATERIAL UND METHODEN

1. Unterbringung der Sentineltiere

Die Versuchstiereinrichtung des Institutes fiir Mikrobiologie der Technischen
Universitdt Miinchens hilt als Sentineltiere ,,Soiled Bedding Sentinels“. Dabei
wird jedem Rack ein bestimmter Sentinel-Kéfig zugeteilt, in welchem zwei
weibliche BALB/cOlaHsd Méause gehalten werden. Einmal pro Woche wird von
jedem Kiéfig aus dem zugeteilten Rack ca. 25 ml schmutzige Einstreu entnommen
und die Sentineltiere diesem ausgesetzt (SMITH et al., 2007). Nach zwolf
Wochen Exposition wird jeweils ein Sentineltier in einem diagnostischen Labor
auf Basis der vierteljdhrlichen Hygieneuntersuchung laut den FELASA
Empfehlungen untersucht (MAHLER et al., 2014). Dazu wird das Sentineltier
euthanasiert und eine vollstdndige Autopsie durchgefiihrt, zusitzlich wird das Tier
histopathologisch und mikrobiologisch auf ausgewihlte Pathogene getestet

(MAHLER et al., 2014).

Die Miuse werden unter spezifisch pathogen freien Bedingungen in IVC-Kéfigen
gehalten, wodurch die Beliiftungsverhéltnisse in einem Rack konstant gehalten
werden konnen. Verwendet werden einerseits Kifige der Firma Tecniplast (Blue
Line Sealsafe Next Typ I/Il und Green Line Sealsafe Plus) und andererseits
Kéfige der Firma Thoren Caging Systems (Maxi-Miser mit auswechselbarem
Filter). Nur so kann die Umgebung auf eine relative Luftfeuchte von 45 - 47 %,
einer Temperatur von 20 - 24 °C und einer Luftwechselrate von 3 - 13-fach pro
Stunde standardisiert werden. Ein Hell:Dunkel Zyklus von 12:12 wird fiir die
Tiere eingehalten. Als Enrichment wird den Versuchstieren Einstreu, Hauschen
und Nestlets zur Verfiigung gestellt. Eine autoklavierte Teklad global Nagerdiét
mit 18 % Proteinanteil (Envigo, UK) und angesduertes Wasser wird den Méusen

ad libitum angeboten.

2. Kotprobenentnahme

Um ein sicheres Handling der Versuchstiere zur gewéhrleisten, wird mit einer
Laminar Flow System Umsetzstation (Typ BHO2A faster, Tecniplast) gearbeitet,
unter welcher verschmutzte Kifige gewechselt und auch Proben entnommen

werden konnen. Die Kotproben wurden von BALB/cOlaHsd und C57Bl/6JolaHsd
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Maiusen gesammelt, wobei weibliche sowie minnliche Miuse, in einem Alter
zwischen vier Wochen bis sechs Monaten, in die Versuche mit einbezogen
wurden. Zur Kotprobenentnahme wurden die Mduse sanft auf einem Gitter
abgesetzt und auf den aktiven Kotabsatz gewartet. Die Kotpellets wurden in
einem 2 ml Mikrozentrifugenréhrchen (Eppendorf Safe-Lock Tubes) fiir die

weitere Verarbeitung gesammelt und aufbewahrt.

Das Handling und das Sammeln der Kotproben der Tiere des
Versuchstierbestandes des Institutes fiir Medizinische = Mikrobiologie,
Immunologie und Hygiene wurde im Rahmen eines Tierversuchantrages von der
Regierung von Oberbayern genehmigt (ROB-55.2-2532.Vet 02-16-98). Die
weiteren Proben stammten von Tieren des Bestandes der jeweiligen
Versuchseinrichtungen und wurden im Rahmen der Hygieneiiberwachung beim

Umsetzen der Tiere entnommen.

3. Bakterienstimme

3.1. Herkunft der Bakterienstimme

Die Bakterienstimme H. hepaticus (DSM 22909), H. muridarum (DSM 22221),
H. mastomyrinus  (DSM  22886), Acrobacter  butzleri (DSM  8739),
Wolinella succinogenes (DSM 1740), Enterococcus faecalis (DSM 20478),
Clostridioides difficile (DSM 1296), Lactobacillus reuteri (DSM 20016) und
Streptococcus salivari (DSM 20560) wurden iiber das DSMZ bezogen.

H. bilis (CIP 104752T) und auch H. typhlonius (CIP 107729T) stammen aus der
Collection de I‘Institut Pasteur. Aus der amerikanischen Zellkultur Sammlung

stammt H. rodentium (ATCC 700285).

Die Stimme H. pylori SS1, H. pylori PMSS1, H. pylori J99,
Citrobacter rodentium (ATCC 51459), Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Campylobacter jejuni (ATCC 33560) und
Campylobacter coli (ATCC 33559) wurden durch die hauseigene Sammlung des
Institutes fiir Mikrobiologie der Technischen Universitdt Miinchen zur Verfiigung

gestellt.

3.2. Kultivierung der Bakterienstimme

Die murinen Helicobacter spp. wurden auf Columbia 5 % Schafblutagar, welcher
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mit einer zusdtzlichen fliissigen Schicht von 2,5 ml BHI {iberschichtet ist,
kultiviert. Die Agarplatten wurden unter mikroaerophilen Bedingungen in einem
Anaerobiergefa3 inkubiert. Durch den AnoxomatTM Mark II wurden die
Bedingungen von 6 % O, geschaffen und bei 37 °C fiir 2 - 4 Tage bebriitet.

H. pylori-Stimme wurden auf dem Selektivagar WC-DENT kultiviert. Dieser
wird aus Wilkins-Chalgren-Agar mit Hefeextrakt in destillierten Wasser herstellt.
Zusitzlich wird 10 % fetales Kélberserum und das DENT-Supplement, bestehend
aus Vancomycin 5 mg, Trimethroprim Lactat 2,5 mg, Cefsulodin 2,5 mg,
Amphotericin B 2,5 mg, hinzugefiigt (RAD, 2009). Diese Stimme bendtigen
mikroaerobe Umweltbedingungen von 10 % CO,, 5 % O, bei 37 °C fiir zwei
Tage.

Die restlichen Bakterienstimme wurden nach den Empfehlungen fiir Ndhrbéden
und den jeweiligen Wachstumsbedingungen des Leibniz-Institutes (LEIBNIZ-
INSTITUT DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON MIKROORGANISMEN
UND ZELLKULTUREN GMBH, 2019) kultiviert. Acrobacter butzleri,
Enterococcus  faecalis, Streptococcus salivari, Campylobacter jejuni und
Campylobacter coli wurden mit Columbia 5 % Schafblutagar bei 37 °C unter
mikroaerophilen Bedingungen angeziichtet. Staphylococcus aureus bendtigt den
gleichen Agar und aerobe Verhiltnisse. Auch Citrobacter rodentium und
Escherichia coli bendtigen aerobe Bedingungen bei 37 °C. Sie wachsen am besten
auf einem Casein-Soja-Pepton-Agar. Fiir die folgenden Bakterien sind spezielle
Agarplatten notig: Wolinella succinogenes wachst anaerob bei 37 °C auf einem
ndhrstoffreichen Wollinella-Agar. Clostridioides difficile bendtigt anaerobe
Verhiltnisse bei 37 °C und einen Fastidiuos Anaerobe Agar. Auf dem MRS-Agar

wachst Lactobacillus reuteri aerob bei 37 °C.

4. Extraktion von DNA

Es wurden mehrere DNA Extraktions-Kits verglichen, um die bestmogliche
Qualitdt der DNA fiir den Nachweis von Helicobacter spp. zu erlangen. Fiir die
Extraktion von bakterieller DNA wurden fiinf kommerziell erwerbbare
Extraktions-Kits beurteilt. Fiir die Extraktion und den Nachweis der DNA aus
Maiusekotproben  wurden  vier  verschiedene  Kits  iberpriift.  Eine
Zusammenfassung der jeweiligen Eigenschaften der Kits ist in Tabelle 2

aufgelistet.
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Tbl. 2: Eigenschaften der kommerziell erwerblichen DNA Extraktions-Kits

(B: bead beating, CLB: Zell Lyse Puffer, L: Lysozyme, PF: Prifilter, RPI: Entfernung von PCR-

Inhibitoren, T: Temperatur)

EIGENSCHAFTEN DES KITS
EXTRAKTIONS-KITS

Material Abkiirzung Em fohler'1e Lyse-Prozess
- Start-Dosis
QIAGEN DNEASY BLOOD & TISSUE KIT Bakterien QB <5x10° CLB, T
ANALYTIK JENA INNUPREP BACTERIA
. < 9
DNA KIT Bakterien AB <1x10 CLB, T
STRATEC RTP® BACTERIA DNA MINI KIT Bakterien SB <1x10° CLB, T
BIOTECHRABBIT GENUP™ BACTERIA .
<
GDNA KIT Bakterien BB <1x10 CLB, L, T
ZYMO RESEARCH QUICK-DNA MINIPREP . 5
<
PLUS KIT Bakterien ZQ <5x10 CLB, T
QIAGEN QIAAMP F?;T DNA STOOL MINI Kot as 180-220 mg CLB, RPI, T
ANALYTIK JENA INI:;JPREP STOOL DNA Kot AS 200-400 mg CLB, PF, T
STRATEC PSP® SPIN STOOL DNA KIT Kot SS <200 mg B, CLB, RPI, T
ZYMOBIOMICS DNA MINIPREP KIT Kot ZIM <200 mg B, CLB, RPI, T

4.1. Extraktion von bakterieller DNA

Die Extraktion der bakterieller DNA wurde in vier der fiinf Kits (Qiagen DNeasy
Blood & Tissue Kit, Analytik Jena innuPREP Bacteria DNA Ki, Stratec RTP®
Bacteria DNA Mini Kit und dem Zymo Research Quick-DNA Miniprep Plus Kit)
durch chemischen Zellaufschluss in Verbindung mit Lysozym erreicht. Das
Biotechrabbit GenUP™ Bacteria gDNA Kit nutzt zusédtzlich eine Erwdrmung der
Proben auf 70 °C zur Zelllyse. Da die empfohlene bakterielle Anzahl zur
Extraktion sich zwischen den Kits unterscheidet, wurde fiir jede Probe die gleiche

bakterielle Konzentration von 2 x 10° H. hepaticus/ml eingestellt.
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4.2. Extraktion von DNA aus Kotproben

Zur Extraktion der DNA aus Kotproben wurde auf zusétzliche Techniken
zuriickgegriffen. Das Stratec PSP® Spin Stool DNA Kit und ZymoBIOMICS
DNA Miniprep Kit machen sich die Technik des ,,bead beating* zu Nutze, wobei

die DNA mechanisch aufgeschlossen wird.

PCR-Inhibitoren werden mit dem Qiagen QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit und
auch dem SS vor der Extraktion entfernt. Das Analytik Jena innuPREP Stool
DNA Kit nutzt Vorfilter.

Bei allen Kits wurden zur Extraktion der DNA 50 mg Madusekot von
Helicobacter spp. freien Méusen mit 500 pl 2 x 10° H. hepaticus/ml gespiked.

Fir die DNA-Extraktion wurden die Herstellerangaben jedes Extraktions-Kit

genaustens befolgt und mit 100 ul des jeweiligen Elutionspuffer geldst.

4.3. Bestimmung der DNA-Eigenschaften
Um die DNA-Konzentration (ul/ml) und auch die DNA-Qualitdt, welche durch
die Absorptionsraten 260nm/280nm und 260nm/230nm beschrieben wird, zu

bestimmen, wurde das Spektrophotometer NanoDrop™ 1000 verwendet.

Die Absorptionsraten messen die Reinheit der DNA-Proben. Bei einer
Absorptionsrate 260nm/280nm spricht ein Wert von 1,8 fiir eine Probe mit reiner
DNA. Reine RNA-Proben haben einen Wert von 2,0. Bei Verunreinigungen
konnen sich diese Werte verdndern. Bei einer Kontamination mit Proteinen,
Phenolen oder Ethanolen fallt der Wert, da diese Stoffgruppen am stirksten bei
280nm absorbieren. Absorptionsraten von 260nm/230nm dienen als zweiter
Parameter zur Beurteilung der DNA-Qualitit. Werte von 2,0 - 2,2 sind hier
erstrebenswert. Hier fillt der Wert durch Kontaminationen, welche bei 230nm
absorbieren, z.B. EDTA, Phenole und Kohlenhydrate (THERMOSCIENTIFIC,
2019).

Die DNA-Ausbeute wurde errechnet, in dem die DNA-Konzentration mit dem
totalen Probenvolumen (ml) multipliziert wurde.
5. Primer Konzeption

Zur Entwicklung einer Multiplex-PCR, welche gleichzeitig H. hepaticus, H. bilis,

H. muridarum, H. rodentium und H. typhlonius nachweisen kann, wurden neue
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Primerpaare entworfen oder vorhandene modifiziert. Dabei wurden die Primer
von bereits bestehenden Verodffentlichungen (FENG et al.,, 2005) verbessert,
indem die Primer gekiirzt wurden, damit die Lange durchschnittlich 24 bp betrigt.
Zusétzlich wurden die Schmelztemperaturen der verschiedenen Primer aneinander
angendhert und die Amplikonldnge verdndert, damit die Amplikons leichter
voneinander zu unterscheiden sind (siehe Tabelle 3). Jedoch wurde die Position
im Genom des jeweiligen Helicobacter spp. beibehalten: H. hepaticus mit Gen
P25, H. muridarum mit Lipoproteingen P30Hm13, H. bilis mit P17 Gen, und H.
typhlonius als auch H. rodentium mit dem 16sRNA Gen.

Die Primer wurden mit Hilfe der Bioinformatik Software Geneious v8.1.9
konzipiert und die jeweilige Sequenz mit den Gensequenzen der GenBank

Nukleotid Bibliothek durch eine BLAST-Suche verglichen.
6. Durchfiihrung der PCR

6.1. Single-PCR

Zur Durchfiihrung der Single-PCR wird eine 20 pl Reaktionslosung bendétigt,
welche folgende Bestandteile enthdlt: 10 ul GoTaq® G2 Green Master Mix, 8 pl
Nuklease freies Wasser, 1 pl des 10 uM konzentrierten speziesspezifischen
Primerpaar (siche Tabelle 3), 1 ul der Probe, wobei es sich entweder um
aufgereinigte DNA aus einer bakteriologischen Kultur oder einer Kotprobe

handelte.

Die Reaktion lduft dabei in einem BioRad C1000 Touch Thermal Cycler ab, mit
einer Initialisierung von 95 °C fiir fiinf Minuten und einer anschlieBenden
Denaturierung von 95 °C fiir 30 Sekunden. Zur Primerhybridisierung wird eine
Temperatur von 55 °C fiir 30 Sekunden gewaihlt. Wéhrend der Elongation liegt
die Temperatur bei 72 °C fiir eine Minute. Diese Schritte werden in 35 Zyklen
wiederholt. Am Schluss erfolgt eine finale Elongation bei 72 °C fiir fiinf Minuten.

Das PCR-Produkt wird im néchsten Schritt durch die Gelelektrophorese sichtbar
gemacht. Dazu wird es auf ein 1,5 % Agarosegel, welche mit dem Farbstoff
Roti®-GelStain versetzt ist, aufgetragen und durch den Gel Doc™ XR+ Imager

sichtbar gemacht.
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6.2. Multiplex-PCR

Fir die Durchfiihrung der Multiplex-PCR wird eine groflere Menge an
Reaktionslésung bendtigt. Die 50 ul Losung besteht aus: 25 ul GoTaq® G2 Green
Master Mix, 22 pul Nuklease freies Wasser, 2 ul der Primermischung, 1 pl der
Probe. Die Primermischung selbst unterscheidet sich fiir genomische DNA und
DNA aus Kotproben. Fiir genomische DNA kann eine equimolare
Primerkonzentration gewahlt werden, aber fiir DNA aus Kotproben benétigt jedes

Primerpaar eine unterschiedliche genau definierte Konzentration (siche Tabelle 3).

Die Reaktion im BioRad C1000 Touch Thermal Cycler lduft mit ein paar
Anderungen ab. Die Initialisierung wird bei 94 °C fiir fiinf Minuten und die
Denaturierung bei 94 °C fiir eine Minute. Bei der Primerhybridisierung liegt die
Temperatur bei 53 °C fiir eine Minute. Die Elongation lduft bei 72 °C fiir eine
Minute wiederholt in 40 Zyklen. Die finale Elongation erfolgt bei 72 °C fiir fiinf

Minuten.

Zur Darstellung durch die Elektrophorese wird fiir die Multiplex-PCR ein 2,5 %
Agarosegel benotigt.

Tbl. 3: Primer zur Detektion der murinen Helicobacter-Spezies

*modifizierte Primer
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MULTIPLEX-PCR

SPEZIES SEQUENZ (5 TO 39) AI\:I-ZI&:E(E)N- PRIMER
KONZENTRATION
H. hepaticus
(Hh)
forward GAGCCTCAAAAGGTTTATAGC * 657 bp 100 pmol
reverse CTATTTCATATCCATAAGCTCTTGAGAATC
H. bilis
(Hb)
forward ATGGAACAGATAAAGATTTTAAAGCAACTTCAG 435 bp 70 pmol
reverse CTATGCAAGTTGTGCGTTAAGCAT
H. muridarum
(Hm)
forward CACAAAACTATTCATTGGTGCG * 293 bp 40 umol
reverse GTAGAGGACCTCTAGTTTTTGC *
H. rodentium
(Hr)
forward TTGTGAAATGGAGCAAATCTTAAAAACT 192 bp 35 umol
reverse TAGCCAGTTTGGCATTCC
H. typhlonius
(Ht)
forward GGGACTCTTAAATATGCTCC * 119 bp 25 pmol
reverse CATCGTGTTTGAATGCGTC *

7. DNA Spiking

Das DNA Spiking wird wie in der Verdffentlichung von Ferrand ef al. mit
gewissen Modifikationen durchgefiihrt (FERRAND et al., 2014). Dabei wird
Maiusekot mit einem Gewicht von 50 mg mit 500 pl bakterieller Suspension
versetzt, welche die hier beschriebenen fiinf Helicobacter-Stimme zu gleichen
Teilen enthélt. Zur Aufbereitung der Bakterien werden die jeweiligen Stimme mit
BHI gewaschen, um freie DNA von toten Bakterien zu entfernen. Im Anschluss
wird die optische Dichte und damit auch die Konzentration mit dem Eppendorf
BioPhotometer 6131 gemessen und auf ODgy 1 eingestellt, was somit einer
Konzentration von 2 x 10° Bakterien/ml entspricht. Zehnfache Verdiinnungen der
Bakteriensuspension wurden angefertigt (von 2 x 10® bis 2 x 10" Bakterien/ml)
und den Kotproben hinzugefiigt. Die gespikten Proben werden bei 13,000 x g fiir
fiinf Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die DNA aus dem

entstandene Pellet mit Hilfe des AS-Kit extrahiert.

8. Validationsprozess

Der Validationsprozess wurde basierend auf den Empfehlungen fiir hausinterne
entwickelte Tests durchgefiihrt (RABENAU et al.,, 2007, NEWMAN und
MARITZ, 2017). Folgende Parameter wurden in dieser Studie analysiert: Untere
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Nachweisgrenze (LLOD), Sensitivitidt, Spezifizitit, Genauigkeit, Prazision,

Reproduzierbarkeit und Robustheitsbewertung.

Um die untere Nachweisgrenze der etablierten Methode genau zu bestimmen,
wurden gespikte Méusekotproben verwendet. Dazu wurden Verdiinnungen mit
einer bekannten Konzentration angefertigt. Die fiinf EHS wurden dabei in jeweils
gleicher Menge hinzugefiigt. Dabei wurde jede Verdiinnung dreimal repliziert und

dies in drei eigenstindigen Durchldufen.

Die Validierung der Sensitivitit erfolgte mit zehn positiven (= mehr als 1 logl0
iiber dem LLOD) und zehn niedrig positiven (= bis zu 1 logl0 {iber dem LLOD)

gespikten Kotproben, welche in drei unabhangigen Durchldufen getestet wurden.

Die Spezifitit der etablierten Multiplex-PCR wurde mit 20 negativ gespikten
Kotproben untersucht. Dafiir wurden 50 mg einer Maiusekotproben mit
verschiedenen Bakterienspezies versetzt, jeweils in einer Konzentration von 2 x
10° Bakterien/ml. Unter Anderem wurden zehn Helicobacter-Stimme verwendet:
H. hepaticus, H. bilis, H. muridarum, H. rodentium, H. typhlonius,
H. mastomyrinus, H. felis, H. pylori J99, H. pylori SS1, H. pylori PMSSI.
AulBlerdem wurden sechs gram negative Bakterien (C. jejuni, C. coli, A. butzleri,
W. succinogenes, C. rodentium, E. coli) und fiinf gram positive Bakterien

(S. aureus, L. reuteri, E. faecalis, C. difficile, S. salivarius) untersucht.

Um die Genauigkeit der Methode zu validieren, wurde diese mit einer
Referenzmethode verglichen. Jeweils sieben positive, niedrig positive und
negative gespikte Méusekotproben wurden mit der Multiplex-PCR analysiert und
diese dann mit jeweils einer positiven, niedrig positiven und negativen gespikten
Probe der korrespondierenden Helicobacter Single-PCR verglichen. Jede Probe

wurde in drei separaten PCR-Durchldufen getestet.

Als néchster Schritt wurde die Prédzision der Methode ermittelt. Dabei wird
zwischen Intra-Prizision und Inter-Prizision unterschieden. Zur Validierung der
Intra-Prézision wird eine gespikte Kotproben dreimal in einem Durchlauf getestet.
Im Gegensatz dazu wird bei der Inter-Prézision eine gespikte Kotprobe dreimal in

einem Durchlauf und zusétzlich an drei verschiedenen Tagen getestet.

Die Reproduzierbarkeit des Testsystems wird iiberpriift in dem eine positive und

eine negative gespikte Kotprobe mindestens in drei unabhdngigen Durchlaufen
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von drei verschiedenen Personen durchgefiihrt wird. Zusitzlich werde die Proben

an zwei verschiedenen Cyclern und in zwei unabhéngigen Laboren getestet.

Fiir die Robustheitsbewertung, also wie stabil murine Helicobacter in Kotproben
von Miusen sind, wurden gespikte Kotproben verwendet, entweder jeweils drei
Proben mit 100 ul Stabilisator oder drei Proben ohne Stabilisator. Diese wurden
bei Raumtemperatur entweder am Tag des Spikens (entspricht Tag Null)
weiterverarbeitet oder flir drei, sieben und zehn Tage aufbewahrt. Die DNA aller
Proben wurde mit AS extrahiert und die etablierte Multiplex-PCR durchgefiihrt.
Als Kontrolle wurde jeweils eine ungespikte Kotprobe unter den gleichen

Bedingungen aufbewahrt und getestet ( BECKWITH et al., 1997).

9. Testen der Methode in Versuchstiereinrichtungen

Um einen Uberblick iiber die Privalenz der verschiedenen Helicobacter-Spezies
in Versuchstiereinrichtungen in Bayern zu kriegen, wurden acht verschiedene
Einrichtungen untersucht. Die Mausekotproben unterscheiden sich in der Anzahl,
welche von den Einrichtungen im Rahmen des jeweiligen Hygienemonitorings
zur Verfligung gestellt wurden. Dabei wurden vier bis 39 Kotproben gesammelt,
insgesamt wurden 162 Proben untersucht. Sie stammten von den Sentineltieren
aus verschiedenen Barrieren. Alle Versuchstiereinrichtungen arbeiten mit
,»soiled bedding® Sentineltieren und deren jeweiliger Helicobacter-Status variiert
zwischen positiv oder negativ. Alle Proben wurden direkt am Tag der
Probennahme weiterverarbeitet in dem die DNA mit dem AS-Kit extrahiert und

die etablierte Multiplex-PCR durchgefiihrt wurde.

10. Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm GraphPad Prism 8 verwendet.
Die nicht parametrischen Daten wurden mit dem 1way ANOVA Bonferroni-Test
ausgewertet. Ab einer Abweichung von p * < 0.05 galt dieses als statistisch

signifikant.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Background: Murine Helicobacter species have gained increasing awareness in mouse
facilities over the last years. Infections with Helicobacter species may have an impact
effect on the health of mice and might pose a zoonotic risk to researchers. To minimize
the interference with experiments and hence contribute to the 3Rs, a reliable method
of monitoring Helicobacter infections in animal facilities needs to be available. The aim
of this study was to improve and validate the detection of the most common murine
Helicobacter species.

Material and Methods: A multiplex PCR assay was developed for identification of
Helicobacter hepaticus, H. bilis, H. muridarum, H. rodentium, and H. typhlonius that could
simultaneously detect these five strains in fecal samples. To ensure the quality of the
results, the method was validated based on recommendations for in-house developed
tests.

Results: The method established was highly sensitive and specific. All five strains
were detectable with a detection limit of 102 bacteria. Eight different mouse facilities
were tested with the validated assay, and the following prevalence were found: H. ro-
dentium 57%, H. hepaticus 46%, H. typhlonius 17%, H. bilis 12%, and H. muridarum 0%.
Conclusion: The multiplex PCR is a reliable, economic, and time-saving diagnostic tool
for routine health monitoring. Further prevalence studies are needed to confirm the
high prevalence and hence importance of H. rodentium, as until now this agent is not
yet listed in FELASA recommendations.

KEYWORDS
multiplex PCR, non H. pylori Helicobacter, validity

Enterohepatic Helicobacter species (EHS) are the predominant

Since Robin Warren and Barry Marshall discovered Helicobacter (H.)
pylori in 1984, the genus Helicobacter has rapidly expanded, now in-
cluding more than 40 species.? They can be divided into two groups:
gastric Helicobacter species, that colonize the stomach, and entero-
hepatic Helicobacter species, that can be found in the intestine and
in the hepatobiliary system. Helicobacter spp. are not only found in
humans, but in the entire animal kingdom, which is particularly im-
portant in laboratory rodents.

Helicobacter species in mice and are globally endemic in mouse fa-
cilities,® with H. hepaticus (Hh) * being the most dominant species,
followed by H. bilis (Hb).? Other studies®° have also found a signif-
icant prevalence of H. typhlonius (Ht),"**? H. muridarum (Hm),** and
H. rodentium (Hr).**

In laboratory rodents, Helicobacter spp. are known to be able to
cause clinical symptoms. Some EHS are associated with decreased
reproductive performance, rectal prolaps, inflammatory bowel dis-
ease, and typhlocolitis.*>*” H. hepaticus and H. bilis can additionally

Helicobacter. 2022;00:e12888.
https://doi.org/10.1111/hel.12888
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cause hepatitis and hepatocarcinoma in mice.*® In humans, infection
with H. bilis might provoke biliary tract carcinoma.®-2°

Additionally, colonization with EHS can also influence experi-
mental infections. An experimental co-infection with H. pylori and
H. bilis can attenuate H. pylori-induced gastritis. Hence mice, which
have been previously exposed to Helicobacter antigens, can have a
reduced gastric pathology, when Helicobacter primed native T,
cells migrate from the lower bowel to the stomach upon H. pylori
infection.?* The same outcome was seen when C57BL/6 mice were
experimental co-infected with H. pylori and H. muridarum. However,
an experimental co-infection of H. pylori and H. hepaticus can lead to
the exact opposite result: A stronger gastric pathology developed
compared to H. pylori mono-infected mice. This could be due to the
fact that H. hepaticus stimulates Th17 cells more than TREG cells,
which then enhance signals of the Th17 pathway and lead to a more
distinct pathology.??

The high number of rodent facilities with positive tests for
Helicobacter spp. as well as the possible health impact on mice and
hence animal welfare, alongside the discussion of zoonotic potential,
has led to an increased awareness of the importance of monitor-
ing Helicobacter spp. in mouse facilities, since the microbiological
quality of the laboratory animals has to be secured. Only animals
which are not infected with any pathogen or potentially zoonotic
commensal should be used in experimental studies. However, a lot
of Helicobacter spp. infections are inapparent. These infections could
lead to wrong interpretations of research results, experiments may
have to be repeated, or results may be not reproducible anymore, all
of which leads to a higher number of animals being used. Therefore,
the Federation of European Laboratory Animal Science Associations
saw a need to raise monitoring frequencies of murine Helicobacter
from no surveillance in 1995 to a quarterly surveillance of H. hepati-
cus, H. bilis, and H. typhlonius in 2014.%

Techniques to detect EHS include culture, electron micros-
copy, histologic examination from biopsies, or PCR from feces.
Mahler et al described a genus-specific PCR, based on 16S rRNA
gene sequences, to be more sensitive compared to other tech-
niques. Most animal facilities test for infections with EHS using such
genus-specific PCR as part of their health monitoring. According to
FELASA, positive results should be followed up by species-specific
PCR for H. hepaticus, H. bilis, and H. typhlonius.?® To simplify this pro-
cedure, Feng et al developed a five-plex PCR to detect H. hepaticus,
H. bilis, H. muridarum, H. rodentium, and H. typhlonius simultaneously.
However, this assay, in our hands, showed insufficient sensitivity
and specificity, and was not formally validated.

The purpose of this study was to optimize the detection of
murine Helicobacter species by the establishment and systematic
validation of a multiplex PCR. Thus, primers were improved and
characterized, so they could reach a higher sensitivity and specificity
and a lower LLOD. Also, with the validation, we provide a reliable and
easy method for animal facilities to test for Helicobacter spp., survey
their infection status and act in the sense of the 3R (Refinement,
Reduction, Replacement).

2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Animals, sample collection, and sentinel
monitoring

Mice were housed in Blue Line Sealsafe Next (Typ 1/1l) and Green
Line Sealsafe Plus individually ventilated cage (IVC) systems
(Tecniplast, Italy) or in Maxi-Miser filter-top interchangeable IVC
caging (Thoren Caging Systems, PA, USA) under specific pathogen-
free conditions with bedding material (Abedd, Wien, Austria) and
enrichment such as houses (Zoonlab, Castrop-Rauxel, Germany) or
nestlets (J. Rettenmaier & S6hne, Rosenberg, Germany). Autoclaved
Teklad global 18% protein rodent diet (Envigo, UK) and water acidi-
fied to a pH of 2.5-3 was available ad libitum. The environment was
standardized with 45-47% relative humidity, 20-24°C temperature,
3-13 air exchange per hour, and 12:12 dark:light cycle. A laminar
flow system (Typ BHO2A faster, Tecniplast) was used to handle ani-
mals, collect samples, and change cages.

Fecal samples were collected from BALB/cOlaHsd and
C57BI/6JolaHsd mice of both sexes, aged four weeks to six
months. For this, animals were lifted up briefly on to a grid; pellets
were collected in a microcentrifuge tube at defecation for further
processing.

The animal facility of the Institute for Medical Microbiology of
the Technical University, Munich, is monitored using soiled bedding
sentinels. Each sentinel cage is appointed to one rack side in every
room, and two female BALB/cOlaHsd mice are housed per sentinel
cage. Once a week dirty bedding is collected from all cages of one
rack side and sentinels are exposed to soiled bedding for at least
12 weeks. A sentinel is then sent to a diagnostic laboratory for quar-
terly hygienic monitoring according to FELASA recommendations.?®

2.2 | Bacterial strains and cultivation

Helicobacter hepaticus (DSM 22909), H. muridarum (DSM 22221),
H. mastomyrinus (DSM 22886), Acrobacter butzleri (DSM 8739),
Wolinella succinogenes (DSM 1740), Enterococcus faecalis (DSM
20478), Clostridioides difficile (DSM 1296), Lactobacillus reuteri (DSM
20016), and Streptococcus salivari (DSM 20560) were obtained from
the German Collection of microorganisms and cell cultures (DSMZ),
kindly provided by German Center for Infection Research (DZIF);
H. bilis (CIP 104752T) and H. typhlonius (CIP 107729T) were obtained
from the Collection de I‘Institut Pasteur and H. rodentium (ATCC
700285) from the American Type Culture Collection. H. pylori SS1,
H. pylori PMSS1, H. pylori J99, Citrobacter rodentium (ATCC 51459),
Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 29213),
Campylobacter jejuni (ATCC 33560), and Campylobacter coli (ATCC
33559) were obtained from strain collection of the Institute for
Medical Microbiology of the Technical University, Munich. Murine
Helicobacter species were cultivated on Columbia 5% sheep blood
agar with a liquid phase of 2.5 ml brain heart infusion (BHI). Agar
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TABLE 1 A:General attributes of the commercially available DNA extraction methods evaluated; B: yields and qualities of DNA extracted from H. hepaticus or fecal spiked with H. hepaticus

B: DNA quantity and quality

A: General attributes

Nucleic acid yield

(ng)?
1.6
5.20

0.8

Recommended starting

amount

A260/A230
0.8

Azo/Are0
1.6
21

Lysis procedure

Abbreviation

QB

Material

Extraction kit

CLB, T
CLB, T
CLB, T

<5 x 10%
<1 x 10%
<1x 10%
<1x10%
<5 x 10%

Bacteria
Bacteria
Bacteria

Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kit

0.5

AB

Analytik Jena innuPREP Bacteria DNA Kit

Stratec RTP® Bacteria DNA Mini Kit

0.4
1.1¢

1.1

2.3

sB
BB
ZQ
Qs

2.0
2.0
1.3
2.0°
1.8
1.7

4.6

0.9

CLB, L, T
CLB, T

Bacteria

Biotechrabbit GenUP™ Bacteria gDNA Kit

Bacteria

Zymo Research Quick-DNA Miniprep Plus Kit
Qiagen QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit
Analytik Jena innuPREP Stool DNA Kit

Stratec PSP” Spin Stool DNA Kit

0.9

0.03
1.2°

0.2

CLB,RPI, T
CLB, PF, T

180-220 mg
200-400 mg
<200 mg
<200 mg

Feces

1.2
0.1

AS

Feces

BB,CLB,RPI, T

SS

Feces

0.9

0.3

BB,CLB,RPI, T

M

Feces

ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit

Abbreviations: B, bead beating; CLB, cell lysis buffer; L, lysozyme; PF, prefilter; RPI, removal of PCR inhibitors; T, temperature.

“DNAyield for bacteria from H. hepaticus 2 x 10° bacteria/ml, for feces (50 mg) measured with the Nanodrop photometer (mean of five replicates).

®Data significantly different to other methods. Analyzed using the one-way ANOVA Bonferroni test, p-values less than 0.05 were considered statistically significant.

‘Cell number.
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plates were incubated in an anaerobic jar under microaerophilic con-
ditions (6% O,) using Anoxomat™ Mark Il (Mart Mircobiology BV,
Lichtenvoorde, Netherlands) at 37°C for 2-4 days. H. pylori strains
were grown on WC-Dent agar plates (selective agar with Bacitracin,
Nalidixicacid, Polymyxin B) in a microaerobic atmosphere (10% CO,,
5% O,) at 37°C for 2 days. All other strains were cultivated accord-
ing to Leibniz-Institute recommendations on media and growth
conditions.?*

2.3 | DNAisolation and determination of
quantity and quality

Five commercially available kits for the extraction of bacterial DNA
were tested; for the extraction of DNA from mice fecal samples, four
commercially available kits were tested. The attributes of the DNA
extraction kits are described in Table 1.

The extraction of bacterial DNA was performed through
chemical cell lysis enhanced with lysozyme in four of the five
kits: Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kit (QB) (Qiagen, Hilden,
Germany), Analytik Jena innuPREP Bacteria DNA Kit (AB)
(Analytik Jena, Jena, Germany), Stratec RTP® Bacteria DNA Mini
Kit (SB) (Stratec SE, Birkenfeld, Germany), and Zymo Research
Quick-DNA Miniprep Plus Kit (ZQ) (Zymo Research, Irvine, CA,
USA). The fifth kit, Biotechrabbit GenUP™ Bacteria gDNA Kit (BB)
(biotechrabbit, Hennigsdorf, Germany), additionally uses heat for
cell lysis. Since the recommended starting amount differed among
the kits, the same bacterial load of 2 x 10° H. hepaticus/ml was
used for each.

Kits for DNA extraction out of fecal samples use additional tech-
niques such as bead beating (Stratec PSP® Spin Stool DNA Kit (SS)
and ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit (ZM)); removal of PCR inhibi-
tors (Qiagen QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit (QS) as well as SS); or
the usage of prefilters (Analytik Jena innuPREP Stool DNA Kit (AS)).
DNA was extracted from 50 mg mice feces> spiked with 500 ul bac-
terial suspension of H. hepaticus (2 x 10° bacteria/ml).

All tested methods were performed as recommended in the
manufacturer's manual and eluted with 100 ul of the respective elu-
tion buffer.

The DNA concentration (ug/ml) and quality (represented by the
absorbance ratios 260 nm to 280 nm and 260 nm to 230 nm) were
measured with a NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA). DNA vyield (ug) was calculated as
DNA concentration multiplied by the total sample volume (ml).

2.4 | Primer design

For a multiplex PCR targeting, H. hepaticus, H. bilis, H. muridarum,
H. rodentium, and H. typhlonius primer pairs were designed or modi-
fied from previously published data,?® by reducing the length of the
primer, shorter amplicon lengths, or lower melting temperatures
(Table 2).
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TABLE 2 Primer sets for detection of murine Helicobacter strains

Species and primer

H. hepaticus (Hh)
Forward
Reverse

H. bilis (Hb)
Forward
Reverse

H. muridarum (Hm)
Forward
Reverse

H. rodentium (Hr)
Forward
Reverse

H. typhlonius (Ht)
Forward
Reverse

*Modified Primers.
PRef. [26].

Sequence (5’ to 3')

GAGCCTCAAAAGGTTTATAGC?
CTATTTCATATCCATAAGCTCTTGAGAATC®

ATGGAACAGATAAAGATTTTAAAGCAACTTCAG?
CTATGCAAGTTGTGCGTTAAGCAT®

CACAAAACTATTCATTGGTGCG?
GTAGAGGACCTCTAGTTTTTGC?

TTGTGAAATGGAGCAAATCTTAAAAACT®
TAGCCAGTTTGGCATTCC®

GGGACTCTTAAATATGCTCC®
CATCGTGTTTGAATGCGTC?

Product length

657bp

435 bp

293 bp

192 bp

119 bp

Multiplex PCR primer concentration

100 pumol

70 pmol

40 umol

35 pmol

25 pmol

TABLE 3 Overview of parameters validated for home-brewed qualitative nucleic acid tests and the results obtained with the established

method

No. Samples required for testing

Accuracy

LLOD

Intra-Precision

Inter-Precision

Reproducibility

Robustness

Sensitivity

Specificity

7 positive®
7 low negativeb
7 negative

serial dilutions with a known concentration in the analytic range of the

expected LLOD with 3 replicates

1 positive®
1 low positiveb
tested 3 times within one run

1 positive®

1 low positiveb

tested 3 times within one run

1 positive®

1low positiveb

tested in 3 runs, either with different:

3 operators, 3 cyclers, 2 separate laboratories

3 positive® stored for 0, 3, 7, 10 days with or without stabilizer

3 negative stored at the same manner

10 positive®
10 low posit:iveb

20 negative

Result
100%

107 bacteria

100%

100%

100%

Storage up to 10 days with stabilizer

100%

100%

Note: Intra-precision = each spiked fecal sample is tested three times within a run; Inter-precision = each spiked fecal sample is tested three times
within a run on three different days; LLOD = lower limit of detection.

*More than to 1 log,, over LLOD.
®Up to 1 log,, over LLOD.

Primers were designed with the help of the Geneious bioin-
formatics software package (Geneious v8.1.9, Biomatters Ltd.,
Auckland, New Zealand), and primer sequences were compared with

gene sequences available in the GenBank nucleotide library of the
National Center for Biotechnology Information (Bethesda, Maryland,
USA) by BLAST searching. Genomic locations for H. hepaticus
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(P25 gene), H. muridarum (putative lipoprotein P30Hm13 gene), H. ty-
phlonius (16s gene), H. rodentium (16s gene), and H. bilis (P17 gene)
were undertaken from Feng et al.?

2.5 | Single and multiplex PCR assay

For single PCRs, a species-specific primer (Table 2) was used in a
20 pl reaction containing 10 ul GoTaq® G2 Green Master Mix
(Promega, Madison, USA), 8 ul nuclease-free water, 1 ul of 10 uM
primer, and 1 ul template (purified DNA either from bacterial culture
or fecal sample). The PCR was amplified in a BioRad C1000 Touch
Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) under the fol-
lowing conditions: initial denaturation of 95°C for 5 min; denaturing
at 95°C for 30 s, annealing at 55°C for 30 s, elongation at 72°C for
1 min repeated in 35 cycles; and a final elongation step at 72°C for
5 min. Amplicons were analyzed using electrophoresis with a 1.5%
agarose gel and Roti®- GelStain (Carl Roth, Karlsruhe, Germany) and
visualized with Gel Doc™ XR+Imager from BioRad.

To perform multiplex PCR, an amplification mixture of 50 pl
was used,?® containing 25 ul GoTaq® G2 Green Master Mix, 22 pl
nuclease-free water, 2 pl of primer mix, and 1 pl template. For ge-
nomic DNA, equimolar primer concentrations were used, for fecal
DNA different concentrations for each primer pair had to be evalu-
ated (Table 2). Changes also were made in amplification conditions:
initial denaturation 94°C for 5 min; denaturing at 94°C for 1 min,
annealing at 53°C for 1 min, elongation at 72°C for 1 min repeated in
40 cycles; followed by a final elongation step at 72°C for 5 min. For
electrophoresis, a 2.5% agarose gel was used.

2.6 | Spiking experiments

Spiking experiments were conducted as previously described by

Ferrand et al®®

with minor modifications. A fecal pellet (50 mg) was
spiked with a 500 ul bacterial suspension containing the five murine
Helicobacter strains in equal amounts. Prior to spiking, bacteria were
washed with BHI to remove free DNA from dead bacteria. The con-
centration of the bacterial suspension was measured by optical den-
sity using the Eppendorf BioPhotometer 6131 (Eppendorf, Hamburg,
Germany) and adjusted to OD . 1, which represents 2 x 10° bacteria/
ml. Tenfold dilutions of the bacterial suspension were made. Spiked
fecal samples were centrifuged 5 min at 13,000g. The pellet was used

for DNA extraction with AS kit, and the supernatant was discarded.

2.7 | Validation process

Validation of the method was based on recommendations®”® for in-
house developed tests. The following parameters of the multiplex
PCR were analyzed in the validation study: lower limit of detection
(LLOD), sensitivity, specificity, accuracy and precision, reproducibil-
ity and robustness (Table 3).

To define the LLOD, fecal samples were spiked with dilutions of a
bacterial suspension containing the five murine Helicobacter strains
in equal amounts with a known concentration. Each concentration
was replicated three times and tested in three independent runs.

For testing of sensitivity, ten “positive” (= more than 1 log, , over
LLOD) and ten “low positive” (= up to 1 log, , over LLOD) spiked fecal
samples were used; this was repeated three times.

Specificity was evaluated with 20 “negative” spiked fecal sam-
ples. For this purpose, ten Helicobacter strains (H. hepaticus, H. bilis,
H. muridarum, H. rodentium, H. typhlonius, H. mastomyrinus, H. felis,
H. pylori J99, H. pylori SS1, and H. pylori PMSS1), six additional gram-
negative (C. jejuni, C. coli, A. butzleri, W. succinogenes, C. rodentium,
and E. coli), and five gram-positive (S. aureus, L. reuteri, E. faecalis,
C. difficile, and S. salivarius) bacteria species were tested. Each spe-
cies was spiked with a concentration of 2 x 10° bacteria/ml into a
50 mg fecal sample.

To test the accuracy, the established method was compared to
a reference method. Seven of each “positive,” “low positives” spiked
fecal samples and “negative” fecal samples were tested with the
multiplex PCR and compared to one “positive,” one “low positive”
spiked fecal sample, and one “negative” fecal sample from the cor-
responding Helicobacter single PCR; each sample was tested in three
separate runs.

Precision was tested on the one hand as intra-assay precision, in
which each spiked fecal sample was tested three times within a run
and on the other hand as inter-assay precision, in which each spiked
fecal sample was tested three times within a run on three different
days. In both cases, one positive and one low positive spiked fecal
samples were included.

To test reproducibility, the method was performed by three op-
erators, in three different cyclers and in two separate laboratories,
in each case with one “positive” and one “low positive” spiked fecal
sample being tested in three runs.

To analyze the robustness, the stability of murine Helicobacter in
fecal samples was tested by using three “positive” spiked fecal sam-
ple stored for zero, three, seven, and ten days at room temperature,
either with or without 100 pl stabilizer (DNA/RNA Shield, Zymo
Research). DNA was extracted with AS, and multiplex PCR was per-
formed. As a control, unspiked fecal samples were stored and tested
in the same manner.?’

2.8 | Screening feces samples from animal facilities
Eight animal facilities in Bavaria, Germany, were tested, to gain an
overview of the prevalence of Helicobacter species in Germany.
Samples received from facilities varied between four and 39 fecal
pellets; in total, 162 samples were screened. They were collected
from soiled bedding sentinel mice within defined hygienic barriers
varying between breeding and experimental units from animal facili-
ties that either have a positive or negative Helicobacter spp. status.
The DNA was isolated on the day of collection with AS stool kit, and
the established multiplex PCR was performed.
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2.9 | Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 8
(GraphPad Software, LA Jolla, CA, USA). Nonparametric data were
analyzed using the one-way ANOVA Bonferroni test. Statistical sig-
nificance of differences was established when *p < 0.05.

3 | RESULTS

3.1 | DNA extraction method

In order to obtain the highest quality of DNA and achieve the best
results in the detection of murine Helicobacter species, we compared
five commercially available DNA extraction kits (Table 1).

For the extraction of bacterial DNA, H. hepaticus was used with
a starting amount of 2 x 10° bacteria/ml. Substantial differences in
bacterial DNA yield were seen. SB (mean of five replicates: 0.8 ug)
and ZQ (0.9 ug) showed the lowest nucleic acid yield, followed by
QB (1.6 pg). In contrast BB (4.6 pg) and AB (5.2 pg), a higher DNA
yield was obtained. The differences between BB or AB to the other
kits were both statistically significant (***p = 0.0001). To also com-
pare DNA quality, the absorbance ratios were evaluated. While pure
DNA is defined as having a A,,,/A,4, ratio between 1.8 and 2.0, a
A,4o/As0 ratio higher than 1.5 demonstrates the purity of the nu-
cleic acids.*® The only two kits which presented a A, /A, ratio in
the described range were BB (2.0) and ZQ (2.0). The other kits either
had a too low ratio (QB: 1.6) or were above the upper limit: AB (2.1)
and SB (2.3). None of the kits reached the demanded ALeo/Asrso ratio
of 1.5, but again, BB (1.1) and ZQ (1.1) achieved the best result. We
chose BB for the extraction of bacterial DNA, as the highest DNA
yield and a constant acceptable DNA quality was achieved with this
kit.

We tested four kits for the extraction of DNA from mice fecal
samples (Table 1). The DNA was extracted from 50 mg of fecal
spiked with 2 x 10° bacteria/ml of H. hepaticus. AS reached the high-
est DNA yield with 1.2 pg. SS (0.2 ug) and ZM (0.3 pg) had a low yield.
Only QS (0.03 pg) showed an even lower DNA vyield (***p = AS/QS:
0.0001; AS/SS: 0.0001; AS/ZM: 0.0001). When looking at A, /A .
ratio, QS showed the lowest value (1.3). ZM was slightly out of the
required range (1.7). SS (1.8) and AS (2.0) obtained results within the
required range. Concerning A, /A, ratio, only AS came close to
the expected values (1.2), showed significant differences to SS and
reached constant results. Therefore, we chose AS for the extraction
of DNA from fecal samples.

3.2 | Single and multiplex PCR with bacterial
DNA and spiked fecal sample

To be able to test for five different Helicobacter species, a multiplex
PCR was designed for H. hepaticus, H. bilis, H. muridarum, H. roden-
tium, and H. typhlonius. In order to establish a multiplex PCR, single

ooes”  Hh Hb Hm Hr Ht

657bp
435bp
293bp
192bp
119bp

FIGURE 1 Multiplex PCR performed with bacterial DNA of five
murine Helicobacter strains (5 ng/ul) for which equimolar primer
concentrations were used. Each primer pair is specific for the
respective Helicobacter species (Hh = H. hepaticus, Hb = H. bilis, Hm
= H. muridarum, Hr = H. rodentium, and Ht = H. typhlonius)

PCRs had to be designed for all five murine Helicobacters. According
to Feng et al, five primers were adapted for the described genes, so
that H. hepaticus-, H. muridarum-, and H. typhlonius-specific PCRs re-
sulted in the following amplicon lengths: Hh = 657 bp; Hm = 293 bp;
Ht = 119 bp. Single PCRs for H. bilis and H. rodentium resulted in the
previously described amplicon lengths: Hb = 435 bp; Hr = 192 bp.%*
PCRs were performed with bacterial DNA of the five strains in equal
concentrations (5 ng/ul). Likewise, fecal DNA spiked with the corre-
sponding bacteria (15 ng/ul) were tested in single PCRs. Each primer
pair was specific for the respective Helicobacter species. The sensi-
tivity of each PCR was tested by 10-fold dilutions. Up to 0.5 ng/ul of
each Helicobacter species was detectable in bacterial or spiked fecal
DNA. The five primer pairs were combined to conduct a multiplex
PCR with bacterial DNA for which equimolar primer concentration
were used (Figure 1).

Since it was not possible to receive a fecal sample that was pos-
itive for all five Helicobacter strains, spiked fecal samples were used
as positive controls. Primer concentrations (Table 2) were adopted in
multiplex assays to adjust for different length of amplicons in order
to achieve clear signals for all products. No differences in sensitivity
or specificity were seen compared to single PCRs.

3.3 | Inhouse validation

The method was validated to confirm that the established multi-
plex PCR fulfils the requirements for its specific use and consist-
ently achieves the intended results. Thus, various parameters for
a qualitative in-house PCR assay were surveyed (LLOD, sensitivity,
specificity, accuracy, and precision; Table 3). All parameters were
tested with fecal samples spiked with the five Helicobacter strains.
To define the LLOD, 10-fold dilutions were made in the expected
range of the LLOD (10°, 102, 10* bacteria). A constant detection of
all Helicobacter species was visible down to 102 bacteria. Sensitivity
was tested with “positive” and “low positive” spiked fecal samples.
The established multiplex PCR is 100% sensitive. When testing
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for specificity, “negative” samples were tested. A specificity of
100% was reached. Also, accuracy and precision (either inter- or
intra-precision) for the targeted Helicobacter strains were 100%
(Figure 2). Figure 2 shows one representative run of inter-precision,
with three “positive” and three “low positive” samples, in which all
Helicobacter strains were detected with defined bands at expected
heights.

In addition to the recommended parameters, we also tested
for reproducibility and robustness. All operators, cycler, and labo-
ratories were able to obtain the same results, so that the method
was proven to be 100% reproductive. To be able to give a recom-
mendation on how to test for Helicobacter species, we validated the
robustness of the method. The stability of murine Helicobacter in
fecal samples was tested: Samples stored at room temperature only
showed positive results for all five Helicobacter species on the day of
spiking the samples with EHS. At the other time points (day three,
seven, and ten) H. bilis, but also H. muridarum were not detected in
the samples. In comparison, stabilized samples showed positive re-
sults at each time point.

3.4 | Animal screening

Samples from animal facilities were included in the study to evaluate
the feasibility of the method under field conditions. In six out of eight
research facilities, Helicobacter species were detected (Figure 3). The
prevalence of Helicobacter spp. was 75%. In total, 162 samples were
screened, of which 49 showed a positive result. Infection with only
one Helicobacter species was detected in 65% of the samples, double
or triple infections in 35%. In our study, H. rodentium was the most

positive low positive

positive control
negative control

FIGURE 2 Representative run of inter-precision in the validation
process with three “positive” (= more than 1 log,, over LLOD)

and three “low positive” (= up to 1 log,, over LLOD) samples, in
which all Helicobacter strains (Hh = H. hepaticus, Hb = H. bilis, Hm

= H. muridarum, Hr = H. rodentium, and Ht = H. typhlonius) were
detected with defined bands at expected heights

70of9
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dominant Helicobacter species with a prevalence of 57% in positive
samples. This was followed by H. hepaticus with a prevalence of 46%.
H. typhlonius was detectable in 17% of the positive samples; H. bilis
in 12%. H. muridarum was found in none of the samples.

4 | DISCUSSION

The need for reliable health monitoring has become more and more
important over the last decades, requiring efficient diagnostic meth-
ods. The microbiological quality of research animals must be secured
in order to enable high-quality research. By doing so, the number of
animals used can be minimized. As infections with Helicobacter spp.
mostly stay inapparent and subclinical, routine health monitoring is
crucial for a reliable detection of Helicobacter infections.

For these reasons, a multiplex PCR was designed, established,
and validated in this study. The benefits of multiplex PCR include
reductions in cost, time, and contamination risk.? This is particularly
important when a large number of samples are tested and samples
are of limited quantity. When testing for Helicobacter spp., the infor-
mation required by the animal facility is whether there is an infection
present or not. As the load of infection is not a relevant information
in this context, we deliberately choose to work with a qualitative
and not a quantitate test. One difficulty in designing a multiplex PCR
lies in optimizing the primers, since multiple primers can cause dimer
formation. Primers should have similar melting temperatures, and
PCR products need to be of different sizes to distinguish them by
gel electrophoresis.>*

Previously described primer pairs were optimized to fulfil these
requirements. For example, primer pairs for H. muridarum were
newly designed, both forward and reverse, so that the melting tem-
perature could be lowered from 67°C to 59°C in order match the
other primer pairs. The length of the primer itself reduced from 39 to
22 bp in both cases, and the amplicon length shortened from 807 to
293 bp, so it could be easily distinguished from H. hepaticus.

Not only the multiplex PCR itself needs to lead to reliable results,
prior sample handling is also decisive. Due to ethical reasons, we
choose to work with spiked feces samples. One of the main goals
of this work was to make it easier for animal facilities to work in the
sense of the 3R and reduce the numbers of animals used. The num-
bers of animals that would have to be used for the establishment
of the Multiplex PCR by experimentally infected animals would be
extremely high, taking into consideration that all five Helicobacter
species needs to be tested and at least repeated three times for the
validation process.

Dry rodent diet consists mainly of cellulose and hemicellulose,
which are known to inhibit PCR reaction.?> Mice feces comprise bile
salt, proteins, and polysaccharides, which could also play an inhib-
itory role.? Different extraction kits for fecal samples were com-
pared and evaluated to find the one with an acceptable DNA vyield,
a A, /A, ratio between 1.8 and 2.0,a A, /A, ratio higher than
1.5. AS kit was the only kit which had a suitable outcome for all three
parameters.
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FIGURE 3 Prevalence of Helicobacter spp. in naturally infected
mice from animal facilities in Germany. In 6 from 8 animal facilities,
Helicobacter spp. were found in mono- and coinfections with a
prevalence from 75%

The validation of the multiplex PCR assured that we established
a steady working method. Sensitivity, specificity, accuracy, precision,
and reproducibility were 100%. The validation of the additional pa-
rameter robustness enabled us to recommend the process of sample
taking and storage before further processing. Fresh fecal samples
should be stored with a stabilizer to detect constant results several
days after sampling. This makes routine sampling easier, since sam-
ples can be stored, according to the stabilizers manufacturer's man-
ual, for up to 30 days at room temperature. Working with dried feces
should be avoided as it cannot be guaranteed that each Helicobacter
can be detected properly.

To our knowledge, there is no prevalence study for the occurrence
of EHS in laboratory mice in Germany. In order to gain an overview
of the distribution of Helicobacter species, we tested eight animal fa-
cilities. As expected, we found Helicobacter spp. in mono- and coin-
fections in almost every facility (6/8). Interestingly, H. hepaticus was
not the dominant species, as other prevalence studies stated,>® but
H. rodentium. This could be due to changes in the spread of EHS over
the last years, or because the prevalence data available do not reflect
the distribution in Germany. The fact that H. rodentium is not listed in
the FELASA recommendations to date,?® makes a prevalence study,
including more animal facilities all over Germany, indispensable.

This study describes the validation and improvement of a mul-
tiplex PCR for the simultaneous detection of H. hepaticus, H. bilis,
H. muridarum, H. rodentium, and H. typhlonius. The established
method is a reliable tool to screen a great number of samples and
consequently whole mice populations in compliance with the aims
of the 3Rs.
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V.ERWEITERTE DISKUSSION

Uber die Jahre hat sich gezeigt, dass Helicobacter-Infektionen nicht nur fiir die
Humanmedizin, sondern auch in der Veterindrmedizin von Bedeutung sind. Dabei
wurden Maiuse als Tiermodelle fiir Helicobacter-Infektionen etabliert, um die
Pathomechanismen der Erkrankungen mit Helicobacter spp. besser zu verstehen
und somit an der Entwicklung fiir Diagnose- und Behandlungsmethoden
mitwirken zu konnen. Das Mausmodell einer experimentellen Infektion mit H.
hepaticus fiuhrt bei den Tieren zu chronischen Lebererkrankungen bis hin zu
Leberkarzinomen. In einem dieser Modelle konnte ein potenzieller Therapieansatz
gezeigt werden: Wenn der oxidative Stress in der Leber reduziert wird, kommt es
zu weniger stark ausgeprdgten Entziindungsreaktionen und somit zu einer
geringeren Wahrscheinlichkeit der Entstehung von Lebertumoren (KRISHNAN et
al., 2008.).

Diese Grundlagenforschung ist ausschlaggebend, um die Tumorentstehung in
verschiedenen Organen, wie zum Beispiel im Darm aber auch der Leber,
nachvollziehen zu konnen. Die zugrundeliegenden Mechanismen, warum es zur
Auspragung von Lebertumoren kommt, sind komplex. Die chronischen
Entziindungsprozesse, wobei durch das cdt von H. hepaticus der pra-
inflammatorische NF-kB Signalweg aktiviert wird, spielen dabei eine Rolle.
Somit kommt es zur verstirkten Immunantwort und Zellproliferation mit
eventueller DNA-Schidigung, was letzten Endes zur Tumorentwicklung beitragen

kann (FALSAFI und MAHBOUBI, 2013).

Eine Studie, die den Zusammenhang zwischen H. hepaticus Infektionen und der
Entstehung von Darmkrebs untersuchte, machte eine sehr interessante
Entdeckung: mehr als 2/3 der weiblich immundefizitiren Min-Mause entwickelten
neben den Darmkrebs auch noch Mammatumore (RAO et al., 2006). Rao et al.
konnten beweisen, dass bei immunkompetenten Tieren regulatorische T-Zellen
die Immunantwort so modulieren, das eine gesunde bakterielle Eubiose im Darm
erlangt werden kann (RAO et al., 2007). Im Gegensatz fiihrten Darminfektionen
bei Min-Mause dazu, dass es zur einer iberschielenden Immunantwort kam. Das
vermehrt gebildete inflammatorische TNF-a begiinstige generalisiert die

Entwicklung von Tumoren im Ko&rper (RAO et al.,, 2007). Dieser Umstand
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beweist wie wichtig ein gesundes Darmmikrobiom einerseits fiir den Menschen,

aber auch fur Mdiuse ist.

Auch bei neurodegenerativen Erkrankungen spielt das Mikrobiom und
Helicobacter-Infektionen eine Rolle. Infektionen mit H. felis oder H. pylori
konnen durch die hervorgerufene Gastritis letztendlich Entziindungen des
Nervengewebes auslosen und somit Risikofaktoren fiir die Entstehung der
Alzheimerschen Krankheit sein (ALBARET et al, 2020). Der gleiche
Zusammenhang konnte fiir H. suis Infektionen und der Parkinson Erkrankung
hergestellt werden (AUGUSTIN et al., 2019). Mittlerweile konnte sogar bewiesen
werden, dass bei Maiusen, welche als Modell fiir die Parkinson Erkrankung
dienen, motorische Einschrankungen leichter entstehen konnen, wenn eine
bakterielle Dysbiose auf Grund einer Besiedelung mit H. hepaticus vorliegt (AHN
et al., 2023).

Infektionen mit H. hepaticus konnen somit das Darmmikrobiom verdndern. Dabei
nimmt der Diversitits-Index ab und somit die biologische Vielfalt der Darmflora.
Zuséatzlich nimmt die gleichméaBige Verteilung der Bakterien ab und es kommt zu
einer bakteriellen Ungleichheit. Bereits 14 Tagen nach der experimentellen
Infektion nimmt H. hepaticus eine vorherrschende Rolle im Mikrobiom an
(KUEHL et al., 2005). Somit sind weitere Untersuchungen des Mikrobioms
unerlédsslich, um mehr iiber die durch Helicobacter spp. ausgelosten Krankheiten

an sich zu verstehen und eventuelle Behandlungsmethoden zu entwickeln.

Um verldssliche Studienergebnisse im Mausmodell zu erzielen und um die
Forschung im Bereich der Helicobacter-assoziierten FErkrankungen weiter
voranzutreiben, ist daher die mikrobiologische Qualitdt und Standardisierung der
Versuchsméduse unerlésslich. Die meisten Infektionen mit murinen Helicobacter-
Spezies bleiben subklinisch. Durch die unentdeckten Infektionen kann es zu
Kreuzreaktionen in serologische Untersuchungen kommen, Ergebnisse wiren
somit nicht mehr aussdgekréftig und Studien miissten wiederholt werden. Dies
fiihrt wiederrum zu einem erhdhten Verbrauch an Versuchstieren und lésst sich
nicht mit den 3R vereinbaren. Die hygienische Uberwachung der
Versuchstiereinrichtungen mit einer sicheren und zuverldssigen Testmethode

bleibt somit unverzichtbar.

Aufgabe dieser Dissertation war die Etablierung, Verbesserung und Validierung
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einer Multiplex-PCR, um das Health Monitoring in den Versuchstiereinrichtungen

zu vereinfachen und verldsslich zu gestalten.

Die Vorteile einer Multiplex-PCR liegen klar auf der Hand. Durch die hohe
Spezifitit der Methode, werden die untersuchten Helicobacter spp. gleichzeitig,
schnell und gezielt nachgewiesen. Die hohe Sensitivitit ermoglicht einen
Nachweis der murinen Helicobacter-Spezies schon frith im Infektionsgeschehen,
auch wenn nur eine geringe Anzahl an Bakterien vorhanden sind. Somit kdnnen
Infektionen zeitnah erkannt werden und nur so besteht die Mdglichkeit zur
Intervention. Weitere Griinde fiir die Nutzung einer Multiplex-PCR gegen iiber
anderen Nachweisverfahren ist unter anderem die Zeitersparnis. Klassische
Nachweismethoden koénnen mehrere Tage bis zur definitiven Diagnose in
Anspruch nehmen. Die Multiplex-PCR liefert Ergebnisse in wenigen Stunden in
einem einzigen Durchlauf. Zusétzlich handelt es sich um eine kostengiinstige
Methode und das Kontaminationsrisiko der einzelnen Proben sinkt. Es werden
durch den zeitgleichen Nachweis Material, Geritschaften und Personalkosten

eingespart (ZANGENBERG et al., 1999).

Trotz aller Vorteile die eine Multiplex-PCR bietet, muss dennoch erwidhnt
werden, dass bei der Etablierung hochste Sorgfalt eingehalten werden muss. Zu
schnell kann es zu unerwinschten Primer Formationen kommen, wie Primer
Dimer oder Haarschleifenformationen. Am leichtesten werden diese Fehler
vermieden, wenn beim Design der Primer auf bestimmte KenngroBBen geachtet
wird. Einerseits sollten die verwendeten Primer iiber anndhernd gleiche
Schmelztemperaturen  verfiigen. Andererseits sollten die PCR-Produkte
unterschiedliche Langen aufweisen, damit sie durch die Gelelektrophorese genau

voneinander unterschieden werden konnen (ZANGENBERG et al., 1999).

Die Primer-Paare der von Feng et al. entwickelten Multiplex-PCR wurden

hinsichtlich dieser Vorgaben veridndert.
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Tbl 4: Primer nach Feng et al. mit Lange, Schmelztemperatur und GC %

PRIMER LANGE TM GC%
H.hepaticus ~ ATGGGTAAGAAAATAGCAAAAAGATTGCAA 30bp  63,9°C 30%
CTATTTCATATCCATAAGCTCTTGAGAATC 30bp  651°C 33%
H.bilis CTATGCAAGTTGTGCGTTAAGCAT 24bp 62°C 42%
ATGGAACAGATAAAGATTTTAAAGCAACTTCAG 33bp  664°C 30%

H.muridarum ATGACAAAAAAATATTCTTTCACAAAACTATTCATTGGT 39 bp 67,3°C 23%

TTATTTTAGATTCCATTTAACTGCTAAATCATCAATAGT 39 bp 67,3°C 23%

H.rodentium  TTGTGAAATGGAGCAAATCTTAAAAACT 28 bp 61,5°C 29%
TAGCCAGTTTGGCATTCC 18 bp 53,8°C 50%
H.typhlonius ~ AGGGACTCTTAAATATGCTCCTAGAGT 27 bp 65,3°C 41%
ATTCATCGTGTTTGAATGCGTCAA 24 bp 60,3°C 38%

Einige der rot gekennzeichneten Primer der Tabelle 4 {berschreiten die
bevorzugte Primer-Ldnge von 18 — 24 Dbp. Zusdtzlich variiert die
Schmelztemperatur zwischen 53,8 °C und 67,3 °C, wobei hier eine Anndherung
der Temperaturen wiinschenswert wére. Auch der GC % innerhalb der Primer ist
bei einigen Primern zu niedrig, erstrebenswert sind hier Werte von 45 — 60 %

(DIEFFENBACH et al., 1993; SINGH und KUMAR, 2001).

Durch Veridnderung der Primer-Sequenzen (siche Tabelle 5) konnte zum Beispiel
eine Kiirzung der Primer-Linge des forward und reverse Primers von H.
muridarum vorgenommen werden. Dadurch passen sich zusitzlich die

Schmelztemperaturen und auch der GC % an.
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Tbl 5: Primer nach Neubert ef al. mit Lange, Schmelztemperatur und GC %

PRIMER LANGE ™ GC%
H.hepaticus ~ GAGCCTCAAAAGGTTTATAGC 21bp 57,5°C 43%
CTATTTCATATCCATAAGCTCTTGAGAATC 30 bp 65,1°C  33%
H.bilis CTATGCAAGTTGTGCGTTAAGCAT 24 bp 62 °C 42 %

ATGGAACAGATAAAGATTTTAAAGCAACTTCAG 33 bp 66,4°C  30%

H.muridarum CACAAAACTATTCATTGGTGCG 22 bp 58,4°C 41%
GTAGAGGACCTCTAGTTTTTGC 22 bp 60,1°C  45%
H.rodentium  TTGTGAAATGGAGCAAATCTTAAAAACT 28 bp 61,5°C 29%
TAGCCAGTTTGGCATTCC 18 bp 53,8°C  50%
H.typhlonius ~ GGGACTCTTAAATATGCTCC 20 bp 56,4°C  45%
CATCGTGTTTGAATGCGTC 19 bp 55,0°C  47%

Dariiber hinaus éndert sich die Produktlinge des H. muridarum Primers von 807
bp zu 293 bp und lédsst sich damit leichter von den anderen PCR-Produkten
unterscheiden (sieche Abbildung 7).
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(Fenget al.) (Neubert et al.)
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Abb. 7: Vergleich der unterschiedlichen PCR-Produktlédngen durch Verianderung

des Primerpaares fiir H. muridarum

Aber nicht nur die Multiplex-PCR allein fiihrt zu verldsslichen Ergebnissen,
sondern auch die Probenverarbeitung vor Ablauf der eigentlichen Methode muss
mit Bedacht gewéhlt und durchgefiihrt werden. Es muss DNA hochster Qualitét
aus den Proben isoliert werden. Dies stellt sich als besonders komplex dar, wenn
DNA aus Méiusekotproben gewonnen wird. Dabei sind die moglichen Inhibitoren
in der Probe ausschlaggebend. Einerseits spielt die Fiitterung der Versuchstiere
eine Rolle: durch die getrocknete Nagerdidt gerdt viel Zellulose und
Hemizellulose in die Ausscheidungsprodukte der Versuchstiere, welche wiederum
als Inhibitoren fiir PCR Reaktionen gelten (FERRAND et al., 2014). Zusétzlich
enthdlt Méusekot, neben den Polysacchariden, auch Proteine und Gallensalze.
Diese gelten als Hemmstoffe (FERRAND et al., 2014), welche sich negativ auf

die PCR auswirken konnen.

Um die bestmogliche DNA-Extraktion zu gewihrleisten, wurden in dieser Arbeit
kommerziell erhéltliche Extraktionskits verglichen. Dabei wurden folgende
Parameter in die Beurteilung mit einbezogen: DNA-Konzentration, Aje/Azgo und
Az0/Az30 Absorptionsraten, aber auch die bendtigte Dauer der Extraktion, der
Preisunterschied und die verschiedenen chemischen Aufschlussverfahren. Fiir
jede Extraktion wurde eine Helicobacter spp. negative Kotprobe mit
1 x 10° H. hepaticus gespiked. Am besten hat bei diesem Vergleich das
kommerzielle Analytik Jena Kit abgeschnitten. Es weist die beste DNA-Qualitét
und DNA-Quantitét auf (siche Abbildung 8).
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Abb. 8: DNA-Quantitdt und DNA-Qualitit (Azs0/Azso und Azeo/A230

Absorptionsraten) der vier kommerziellen DNA-Extraktionskits aus Kotproben
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Zusitzlich iiberzeugt es durch den niedrigsten Preis. Als negativen Aspekt ldsst
sich die ldngste Bearbeitungszeit von ca. drei Stunden auffiihren, aber in
Anbetracht der {iberwiegenden positiven Eigenschaften und auch der kurzen
Bearbeitungszeit der Multiplex-PCR, kann das in Kauf genommen werden (siche

Tabelle 6).

Tbl. 6: Vergleich der Eigenschaften (Lyse-Verfahren, Kosten, Zeit) der vier

kommerziellen DNA-Extraktionskits aus Kotproben

EXTRAKTIONSKIT STARTMENGE LYSE- KOSTEN  ZEITAUFWAND
(MG) PROZESS (€/PROBE)
Qiagen QlAamp Fast DNA Stool Mini 180-220 mg T, CLB, 5,55 € 2h
Kit RPI

Analytik Jena innuPREP Stool DNA Kit 180-220 mg T, CLB, PF 3,55 € 3h

Stratec PSP® Spin Stool DNA Kit <200 mg T, CLB, 5,05 € 2h

BB, RPI
ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit <200 mg CLB, BB 4,05 € 1-15h

Damit gewéhrleistet ist, dass es sich bei der etablierten Methode um ein
zuverldssiges Testsystem handelt, wurde die Multiplex-PCR validiert. Dabei
wurde die untere Nachweisgrenze (LLOD), Sensitivitit, Spezifizitdt, Genauigkeit,
Prézision und Reproduzierbarkeit der Methode beurteilt. Es konnte hierbei fiir alle
Parameter eine 100 % Ubereinstimmung erreicht werden. Reprisentative PCR-

Durchlédufe der jeweiligen Parameter sind im Anhang 1 - 4 ersichtlich.

Zuséatzlich wurde die Multiplex-PCR auf Robustheit untersucht. Nur dadurch ist
es moglich eine genaue Empfehlung beziiglich der Probenhandhabung und der
Probenaufbewahrung zu treffen. Die Kotproben sollten direkt von den
Versuchsméusen entnommen und mit einem Stabilisator bei Raumtemperatur
aufbewahrt werden. Nur so kann gewidhrleistet werden, dass alle murinen
Helicobacter-Spezies bis zu 30 Tage, laut Herstellerangaben, nach der

Probennahme noch nachgewiesen werden konnen. In den
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Reproduzierbarkeitsversuchen wurde festgestellt, dass Proben, welche bei
Raumtemperatur ohne Stabilisator gelagert wurden, schon ab dem dritten Tag
einen weitaus geringere Nachweismoglichkeit fir H. bilis und H. muridarum
boten (siche Abbildung 9). Auch Jacobsen et al. machten die gleichen
Beobachtungen: Die Nachweisgrenze von gelagerten Proben war um ein 10 -
faches niedriger, als die Nachweisgrenze von Proben am Tag 0 (JACOBSEN,
2004). Dies ldsst sich darauf zuriickzufiihren, dass mit der zunehmenden
Degradierung der DNA durch DNAsen, der Gehalt an Helicobacter-spezifischer
DNA abnimmt. AuBlerdem scheinen die verschiedenen Helicobacter spp. eine

unterschiedliche Stabilitdt und somit Sensibilitat fiir DNAsen zu haben.
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Abb. 9: Robustheitsbewertung im Validierungsprozess: ab Tag 3 kein Nachweis

von H.bilis und H. muridarum bei Lagerung mit Raumtemperatur mehr moglich

Multiplex-PCR mit finf Primer-Sets, durchgefiihrt mit "positiven" (= mehr als 1 log;, tiber dem
LLOD) kiinstlich gespikten Proben und "negativen" Proben.

Mit dieser verbesserten und validierten Nachweismethode fiir murine
Helicobacter-Spezies wurden verschiedene Maushaltungen im Miinchner Umland
untersucht. Insgesamt wurden acht versuchstierkundliche Einrichtungen beprobt,
wobei die Maushaltungen von zertifizierten Laboren positiv oder negativ auf

Helicobacter spp. getestet wurden. Diese Beobachtung stimmt mit unserem
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Testergebnissen iiber ein: Die gleichen 6/8 Haltungen wurden positiv getestet

(Abbildung 10).
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Abb. 10: Helicobacter spp. untersuchte Versuchstiereinrichtungen in Miinchen
mit positiven oder negativen Helicobacter-Status: 6/8 positive Haltungen mit

einer Priavalenz von 75 %

Insgesamt wurden 162 Maiusekotproben untersucht, von denen 49 ein positives
Helicobacter-Ergebnis zeigten, entweder in Mono- oder auch in Co-Infektionen.
In den positiven Maushaltungen wurden ca 50 % der Proben positiv getestet.
Jeder positive Befund wurde sequenziert. Dabei ergab sich eine Privalenz von:
H. rodentium mit 57 %, H. hepaticus mit 46 %, H. typhlonius mit 17 % und H.
bilis mit 12 %. H. muridarum wurde kein einziges Mal nachgewiesen. Diese
Beobachtung steht im Gegensatz zu anderen Helicobacter-Privalenzstudien. In
den Studien von Pritchett-Corning et al. und Lofgren et al. zeigt sich H. hepaticus
als dominanter Keim (PRITCHETT-CORNING et al., 2009; LOFGREN et al.,
2012). Der Unterschied konnte damit begriindet werden, dass sich das
Verteilungsmuster der jeweiligen Keime in den letzten Jahren verdndert hat.

Denkbar wére auch, dass die Verteilung der murinen Helicobacter in den
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genannten Studien nicht der in Deutschland entspricht. Die zusétzlich
durchgefiihrte kleinangelegte Priavalenz-Studie sollte die etablierte Multiplex-PCR
iiberpriifen. Durch das interessante Ergebnis mit H. rodentium als dominanten
Keim, welcher nicht in den FELASA Richtlinien gelistet ist, wére eine
flichendeckende Privalenzstudie in Deutschland mit einer héheren Anzahl an
Proben notwendig, um die wahre Privalenz der murinen Helicobacter beurteilen

zu konnen.

Nur durch die moderne Gesundheitsiiberwachung der Versuchstiereinrichtungen
kann Wissenschaft auf hochsten Standard betrieben und im Sinne der 3R
gehandelt werden. Doch wie zeitgemiB ist noch die Uberwachung der
Einrichtungen mit  Sentineltieren? Durch die  Modernisierung  und
Weiterentwicklung der Haltungsbedingungen wurden offene Kéafigsysteme durch
IVC-Kifige ersetzt. Dabei entsteht in jedem Kéfig eine eigene abgeschlossene
hygienische Einheit (COMPTON et al., 2004). Bei ,Soiled Bedding“
Sentineltieren werden diese fiir einen bestimmten Zeitraum mit schmutziger
Einstreu exponiert und dann als Stellvertretertier fiir die gesamte Kolonie zur
Probengewinnung und -Testung euthanasiert. Dabei wird eine hohe Anzahl an
Tieren alleine fiir das Health Monitoring getétet (MILLER und BRIELMEIER,
2018). Zusitzlich ist diese Methode zeit- und kostenintensiv, und kann eine
weitere Infektionsquelle beim Umsetzen der Tiere vom schmutzigen in den
sauberen Kifig unter den Laminar Flow Systemen bedeutet (COMPTON et al.,
2004). Des Weiteren werden nicht alle pathogenen Keime durch schmutzige
Einstreu tibertragen. Beispiele hierfiir sind das Sendai Virus (DILLEHAY et al.,
1990, ARTWOHL et al., 1994), CAR Bazillus (CUNDIFF et al., 1995) und
Myobia musculi/Myocoptes musculinus (LINDSTROM et al., 2011). Durch die

fehlende Ubertragung ist es mdglich, dass Infektionen nicht detektiert werden.

Als tierfreie Alternative wird nun immer Ofters auf Proben aus der Umwelt
zuriickgegriffen, um somit auf die Sentineltiere verzichten zu konnen. Diese
neuartige Methode nutzt die Abluftpartikel (exhaust air particle) aus den IVC’s.
Dabei wird in den Abluftkanal der IVC ein Gaze-Stiick montiert und nach einer
bestimmten Zeit aus den gesammelten Partikeln DNA isoliert. Zum Nachweis der
gesuchten Pathogene wird im Anschluss eine spezifische PCR durchgefiihrt.
Mehrere Studien konnten somit verschiedene relevante Keime nachweisen. Die

Forschungsgruppe um Miller und Brielmeier konnte damit das murine Norovirus
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(ZORN et al., 2017), Pastreurella pneumotropica (MILLER et al., 2016b) und
auch H. hepaticus in niedriger Keimzahl (MILLER et al., 2016a) aus den EAP-
Filtern nachweisen. Und sogar das Sendai-Virus (COMPTON et al., 2004), als
auch der Milben-Nachweis (JENSEN et al., 2013) ist mit dieser Methode mdglich.
Damit liegen die Vorteile der Methode klar auf der Hand. Das EAP-Filter System
ist nicht davon abhédngig in wie weit ein Sentinel sich mit einem mdglichen
Pathogen infiziert. Auch dadurch ist eine Verringerung der Tierzahl laut Miller et
al. in seiner Einrichtung um ca. 1000 Sentineltiere pro Jahr moglich (MILLER
und BRIELMEIER, 2018). Als Nachteil dieser Methode muss angebracht werden,
dass es durch mangelnde Hygiene in den Rack-Systemen zu falsch positiven
Ergebnissen kommen kann, wenn zuriickgeblieben pathogene Partikel

falschlicherweise nachgewiesen werden und somit eine aktive Infektion imitieren.

Fiir murine Helicobacter-Infektionen konnten Compton et al. beweisen, dass der
Nachweis durch Sentineltiere aus Kotproben nur unter bestimmten Bedingungen
moglich ist. Dabei war fiir die Infektion durch ,,Soiled Bedding* ausschlaggebend,
wie hdufig und mit wie viel infizierten Kot die Sentineltiere in Kontakt kamen.
Zusatzlich konnten sie die Beobachtung machen, dass der Nachweis von
H. muridarum nicht iiber Kotproben moglich ist, sondern nur mit EAP-Filtern
(COMPTON et al., 2004). Das ldsst sich mit unseren Ergebnissen aus der
Pravalenzstudie vereinbaren. In keinem einzigen Institut konnte H. muridarum
aus den Kotproben nachgewiesen werden. Daher wurde in einer weiteren Arbeit
am Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene
untersucht, ob die etablierte Multiple-PCR sich auch auf EAP-Filtern anwenden

lasst (Maier et al., unpublished data).

Leider ist es bis dato keiner Uberwachungsmethode méglich eine 100 %
Sicherheit zur Detektion von Pathogenen in Versuchstiereinrichtungen zu
gewihrleisten, daher sollte fiir jede Einrichtung die Risiko- und Nutzenfaktoren
abgewogen werden und im Zuge dessen ein effektives Monitoringsystem erstellt
werden. Die in dieser Arbeit etablierte Multiplex-PCR zum Nachweis von
murinen Helicobacter soll helfen diesem Ziel ndher zu kommen und somit fiir

mehr Tierwohl im Sinne der 3R zu sorgen.
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VI ZUSAMMENFASSUNG

Nachweis von murinen Helicobacter-Spezies in Kotproben von Miusen

mittels Multiplex-PCR

In den letzten Jahren wurde ein immer groBBeres Augenmerk auf mausspezifische
Helicobacter-Spezies in Versuchstierhaltungen gelegt, da Infektionen mit murinen
Helicobacter einen Einfluss auf die Gesundheit der Méuse haben und ein
mogliches zoonotisches Risiko fiir den Forscher darstellen konnen. Um die
Gefahr von Kreuzreaktionen wéhrend Experimenten zu minimieren und somit im
Sinne der 3R zu handeln, muss eine verldssliche Nachweismethode zur
Uberwachung der Helicobacter Infektionen in Versuchstierhaltungen vorhanden

sein.

Das Ziel dieser Arbeit war die Optimierung des Nachweises der am weitest
verbreiteten murinen Helicobacter-Spezies: H. hepaticus, H. bilis, H. muridarum,
H. rodentium and H. typhlonius, indem eine Multiplex-PCR etabliert wurde,
welche die finf verschiedenen Spezies zeitgleich nachweisen kann. Zur
Qualitétssicherung wurde die Nachweismethode, basierend auf Empfehlung fiir
In-House entwickelte Tests, validiert. Die etablierte Methode zeigt eine hohe
Sensitivitdt und Spezifitit. Jede untersuchte Helicobacter spp. konnte bis zu
einem Limit von 10° Bakterien nachgewiesen werden. Um den Richtlinien der
3R‘s zu entsprechen, wurden, um eine Infektion mit Helicobacter Spezies
nachzuweisen, Kotproben der Mause gewonnen. Die Methode erwies sich als ein
verldssliches, 6konomisches und zeitersparendes diagnostisches Mittel fiir die

Routine-Gesundheitsiiberwachung.

Acht verschiedene Miinchner Versuchstierhaltungen wurden mit der etablierten
Methode untersucht und eine Prdvalenz von H. rodentium 57 %, H. hepaticus
46 %, H. typhlonius 17 %, H. bilis 12 %, H. muridarum 0 % gefunden. Weitere
Studien sind notwendig um die hohe Privalenz von H. rodentium in Miinchner
Versuchstierhaltungen zu evaluieren, da dieser EHS bis jetzt nicht in den

FELASA Empfehlungen fiir das Hygienemonitoring erwéhnt wird.



VII. Summary 53

VII. SUMMARY

Detection of murine Helicobacter species in feces samples of mice with a

multiplex-PCR method

Murine Helicobacter species have become very important in research facilities
over the last years due to their increasing prevalence. Natural infections with
enterohepatic Helicobacter species may interfere with experiments and have a
negative effect on the health of either mice or researchers themselves. In order to
minimize these adverse effects, a reliable method for health monitoring in animal

facilities needs to be available.

The aim of this study was to optimize the detection of the most common murine
Helicobacter species: H. hepaticus, H. bilis, H. muridarum, H. rodentium and
H. typhlonius. This was done by designing a novel multiplex-PCR that detects
these five strains simultaneously via faeces samples. To ensure the quality of the
results the method was validated for tests developed in-house. The method turned
out to be highly sensitive and specific. All five strains were detectable up to a

limit of 10 bacteria.

The established and validated multiplex-PCR is capable of screening a great
number of mice non-invasively and thus, is in line with the 3R. Furthermore, for
routine health monitoring it is a reliable, economic and time-saving diagnostic

tool.

Eight different animal facilities in Munich were tested to get an overview of the
prevalence of Helicobacter spp in this area. We found that H. hepaticus had a
prevalence of 46 % in positive samples, H. rodentium 57%; H. typhlonius 17%,
H.bilis 12%, H.muridarum 0%. Further prevalence studies are needed to evaluate
the importance of H. rodentium, as until now this agent is not listed in the

FELASA recommendations for health monitoring.
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5. Repriasentative Durchliufe der Validationsparameter

Anhang 1: Reprisentative Genauigkeitsbewertung im Validierungsprozess

Ladder
100bp

positive low positive negative

negative control
positive control

Multiplex-PCR mit fiinf Primer-Sets, durchgefiihrt mit "positiven" (= mehr als 1
log;o tiber dem LLOD), "schwach positiven" (= bis zu 1 log;o tiber dem LLOD)

kiinstlich gespikten Proben und "negativen" Proben.
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Anhang 2: Reprisentativer Durchlauf der unteren Nachweisgrenze (LLOD) im

Validierungsprozess

Ladder
100bp

10° 102 107

negative control
positive control

Multiplex-PCR mit fiinf Primer-Sets, durchgefiihrt mit kiinstlich gespikten
Kotproben mit bekannter Konzentration im erwarteten Bereich des niedrigsten

nachweisbaren Limits (LLOD) (103, 10,, 10;).
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Anhang 3: Représentativer Durchlauf der Reproduzierbarkeit (Operatorwechsel)
im Validierungsprozess

Ladder
100bp positive low positive

positive control
negative control

Multiplex-PCR mit fiinf Primer-Sets, durchgefiihrt mit "positiven" (= mehr als 1

log;o tiber dem LLOD), "schwach positiven" (= bis zu 1 log;o tiber dem LLOD)
kiinstlich gespikten Proben.
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Anhang 4: Reprisentativer Durchlauf der Sensitivitdt im Validierungsprozess

Ladder
100bp positive low positive

negative control
positive control

Multiplex-PCR mit fiinf Primer-Sets, durchgefiihrt mit "positiven" (= mehr als 1
log)o tiber dem LLOD), "schwach positiven" (= bis zu 1 log;o liber dem LLOD)
kiinstlich gespikten Proben.
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