April - Juni 2000 2/2000 Seite 1

Lohmann
Information

Molekularmethoden als Nachweis, Spezifizierung und Subtypisierung
von Campylobacter spp.

Dr. Trudy M. Wassenaar (Mainz)

Einleitung

Campylobacter jejuni ist weltweit eine der haufigsten Ursa-
chen der menschlichen Enteritis. In einigen europaischen
Landern hat es Salmonellen als die Hauptverursacher von
bakterieller Enteritis ersetzt (Notermans, 1994). Der gréBte
epidemiologische Risikofaktor fir Campylobacteriose, so-
weit identifiziert, ist der Verzehr von Geflligelprodukten.
Daher betrifft dieses Problem direkt die Geflugelindustrie.
Die Forderung nach einer schnellen und einfachen Erken-
nung von Campylobacter in Hihner- und Gefligelprodukten
wéchst standig. Kurzlich wurden Molekularmethoden ent-
wickelt, die potentiell die klassischen bakteriologischen Me-
thoden ersetzen kénnen. Die meisten molekularen Metho-
den, die auf “polymerase chain reaction”(PCR) basieren,
sind schnell, einfach und verlaBlich. Jedoch ist es notwen-
dig, die Empfindlichkeit und Spezifitat der entwickelten Me-
thoden zur Erkennung und Spezifizierung zu bewerten. Die
zur Zeit erfolgreichsten verfligbaren Methoden sind hier
zusammengefalit.

Man hat seit langem erkannt, dass Campylobacter extrem
variabel im Phanotyp und auch, wie kirzlich bekannt wurde,
im Genotyp sind. Eine Anzahl von Genotypisierungstechni-
ken ist zur genetischen Subtypisierung der Campylobacter
entwickelt worden. Dieser Beitrag konzentriert sich auf die
meist verbreitetsten- oder vielversprechendsten dieser Tech-
niken. Eine Auswahl der verflgbaren Literatur ist hier ange-
geben. Zur Klassifikation von Molekulartypisierungsmetho-
den und im Hinblick auf allgemeine Hintergrundinformation
wird der Leser auf Vaneechoutte (1996) verwiesen.

Nachweis und Spezifizierung von thermophilen Cam-
pylobacter Spezies durch Molekulartechniken

Der Nachweis von Mikroorgansimen durch PCR wurde
schon vor langer Zeit als die moderne Alternative zur bak-
teriologischen Kultur vorausgesagt. Es hat Uber 15 Jahre
gedauert, geeignete Kulturmethoden fur Campylobacter zu
identifizieren (und diese sind wahrscheinlich immer noch
nicht optimal). So wird es einige Zeit dauern, bis die beste
PCR-Nachweismethode gefunden wird.

In Kirze: PCR ist die Amplifikation (Multiplikation der DNA
Menge) eines spezifischen DNA-Fragments, welche Ge-
brauch von spezifischen Oligonukleotiden und einer DNA
Polymerase macht, die extrem thermostabil ist (normaler-
weise Tag Polymerase). Diese Methode ist sehr wirkungsvoll
und kann sehr sensitiv sein. Jedoch mussen, abhangig von
der Art der Probe, verschiedene Probleme geldst werden.
Bei der Nahrungsmittelproduktion wird aufgrund einer nied-
rigen Anzahl von Organismen eine Voranreicherung benétigt,
und die Prasenz von wirksamen PCR Hemmern benétigt
robuste PCR-Protokolle (Thunberg et al., 2000).

Reinigungsverfahren zur Entfernung von PCR-Hemmern
sind effektiv, verursachen jedoch zusétzliche Arbeit (Wang
et al., 1999). Die Anzahl der Campylobacterien in Fakalien
kann variieren und das Vorhandensein einer groBen Anzahl
anderer Mikroorganismen erfordert eine hohe Spezifitdt. Um
lebensfahige Organismen und keine toten Bakterien nachzu-
weisen und um hdhere Sensitivitét zu erreichen, wird gege-
benenfalls eine Voranreicherung bendtigt, welche den Vorteil

von PCR als eine schnelle Einschrittmethode stark reduziert.
Die Frage, ob es wiinschenswert ist lebensfahige aber keine
kultivierbaren Formen nachzuweisen, wird noch debattiert.
Zur Zeit ist die Tendenz dahingehend, diese beschéadigten
Organismen zu ignorieren, da Simulationsexperimente im
Labor nahelegen, dass das Kolonisierungspotential vor (und
nicht nach) der Kultivierbarkeit verloren geht (Fearnley et al.,
1996). Die Debatte ist jedoch noch nicht abgeschlossen
(Cappelier et al., 1999).

Einige der Campylobacter spp. entwickelten PCR Nach-
weisverfahren sind fahig, einzelne Spezies zu unterscheiden.
Andere Methoden weisen C. jejuni und C. coli nach, ohne
diese unterscheiden zu kédnnen, und in einigen weiteren Me-
thoden ist C. lari ebenfalls eingeschlossen. Die meisten Me-
thoden basieren auf der Ampilifikation von (Fragmenten von)
Flagellin- oder ribosomalen Genen. In einigen der beschrie-
benen Methoden wurde das Zielgen flr die Spezies-spezifi-
sche Amplifikation mittels Hybridisierungsexperimenten aus-
gewahlt und nicht weiter charakterisiert. Eine Auswahl der
derzeitig vorhandenen Molekularnachweismethoden ist in
Tabelle 1 zusammengefal3t.

Die beschriebenen Methoden variieren in ihrer Komplexitat
von einer einzelnen PCR direkt am Probenmaterial bis zur
Anreicherung und/oder Filtration, Amplifikation und Gelelek-
trophorese, gefolgt von Southern blotting (oder spot blots)
und Hybridisierung. Eine vergleichende Studie, die alle oder
wenigstens einige dieser Methoden einschlieBt, ist nach
meinem Wissen zurzeit nicht verflgbar. Obwohl einige der
Methoden sehr ahnlich sind (viele benutzen Flagellingene
als Zielgene, es werden jedoch unterschiedliche Primer be-
nutzt), sind mir keine Initiativen zur Standardisierung der
molekularen Nachweismethoden bekannt. Momentan kann
nicht festgelegt werden, welche der beschriebenen Metho-
den besser ist. Bei einer Vergleichsstudie war die Artenbe-
stimmung mittels PCR mindestens so sensitiv wie klassisch
biochemische Techniken (Steinbriickner et al., 1999).

Spezifizierung innerhalb der thermophilen Campylobacterien
ist auch durch andere molekulare Methoden als PCR mog-
lich, obwohl keine von diesen bisher in zahlreichen Labors
eingesetzt wurde. In einer der Verdffentlichungen wurden
Southern blots mit einer nicht identifizierten Sonde hybridi-
siert, die spezifischen Banden flr C. jejuni und C. coli er-
zeugt (Korolik et al., 1995). Jedoch ist eine Spezies-spezi-
fische PCR einfacher, um diese Stdmme zu differenzieren.
Hybridisierung von Southern blots mit Spezies-spezifischen
Sonden, die aus rRNA-Genen stammen, wurden ebenso
beschrieben (Tenover et al., 1990). Die Methode, bekannt
als NASBA (“nucleic acid sequenced based amplification”),
basiert auf einer Tag-unabhéangigen Amplifikation bei Raum-
temperatur und kann flr die Artenbestimmung benutzt wer-
den, wenn eine Hybridisierung folgt (Uyttendaele et at.,
1994). Atypische thermophile Campylobacterien kénnen als
C. jejuni oder C. coli (oder keiner von diesen) mittels slot-
blot Hybridisierung identifiziert werden (Ng et al., 1987). Ein
zeitgemaBerer Ansatz ist die Spezies-spezifische Hybridi-
sierung von PCR Produkten, die mit degenerierten Primern
erzeugt wurden (Al Rashid et at., 2000). Die beschriebenen
Methoden mussen ihren Wert erst noch in Routinelabors
unter Beweis stellen.
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Tabelle 1: Ein Vergleich von Molekularmethoden fiir Nachweis und Speziesbestimmung von thermophilen Camp-
lyopacter spp.
Proben-Material | Spezies* Zielgen Nachweisgrenze | Bemerkungen Referenzen
PCR- abhéangige Methoden
Milch- jejuni+coli FlaA+B Mit roher Milch, Nahrungsmittelproben wurden | Allmann 1995
produkte sensitiver als behandelt, um Bakterien freizu-
Kulturmethoden setzen aber nicht angereichert
Stuhl, Wasser jejuni+coli flaA 30-60 CFU/Assay flr Wasser, Filtration Oyofa 1992-1993
im Stuhl, 10-100 notwendig
CFU/100 ml Wasser
HUhnereinstreu jejuni flaA Mit Trockenkot, Anreicherung notwendig [toh 1995
sensitiver als
Kulturmethoden
Wasser jejuni+coli flaA+B 10-20 CFU/ml Filtration notwendig Kirk 1994
Wasser jejuni flaA 30 CFU/100 ml Anreicherung notwendig Hernandez 1995
Huhnerfleisch jejuni+coli+lari 16S rRNA 25 CFU/g Fleisch Anreicherung und Giesendorf 1992
Spulwasser Hybridsierung notwendig
DNA von jejuni+coli+ 23S rBNA 12 CFU/Assay Bestimmung abhangig Eyers 1993
Reinkulturen lari+upsaliensis, von der Wahl der Primer Fermer 1999
oder jejuni, coli,
lari, upsaliensis
HUhnerfleisch jejuni, coli rRNA Hybridisierung zur O’Sullivan 2000
intergenetic spacer Bestimmung notwendig
Zell-Lysate von jejuni Membranprotein- 24 CFU/Assay Das Protein, das von diesem Stucki 1995
Reinkulturen gen mapA Gen kodiert ist, ist auch
immunogen
DNA von jejuni, coli Hippurikase, Eine 3-Schritte PCR als Linton 1997
Reinkulturen Aspartokinase Nachweis und Bestimmung
DNA von jejuni, coli, lari, glyA 200 CFU/Assay Degenerierte Primer Al Rashid 2000
Reinkulturen upsaliensis, fur Nachweis, Hybridisierung
arcobacter und Bestimmung
Lysierte Zellen von jgjuni nicht identifiziert nicht vorhanden Filtration, Kultivierung Winters 1995
angereichertem notwendig
Spulwasser von
Schlachtkdrpern
DNA von jejuni nicht identifiziert 1 CFU Hybridisierung notwendig Stonnet 1993
Reinkulturen
DNA von jejuni, coli, lari nicht identifiziert nicht vorhanden RAPD PCR gefolgt von Giesendorf 1993
Reinkulturen Hybridisierung
PCR unabhingige Methoden
Reinkulturen jejuni+coli+lari 16S rRNA 6 CFU in Hybridisierung, Bestimmung Uyttendael 1994
oder Anwesenheit von ist von der Probe abhangig
jejuni, coli, lari 4x108 CFU Gram
negativ Bakterien
Reinkulturen jejuni+coli+lari nicht bestimmt nicht zutreffend Ein-Schritt DNA Hybridisierung | Tenover 1990
DNA von jejuni, coli nicht zutreffend nicht zutreffend slot blot Hybridisierung zur Ng 1987
Reinkulturen Bestimmung von atypischen
Campylobacter
DNA von jejuni, coli nicht identifiziert nicht zutreffend Southern blot Hybridisierung Korolik 1995
Reinkulturen

mit “, “ markiert.

*wenn mehrere Spezien nachgewiesen sind, die nicht differenziert werden kdnnen, sind diese mit “+” markiert. Bei Nennung nur einer
Spezies ist die Methode fUr diese Spezies spezifisch. Wenn die Methode zwischen den Spezien eine Differenzierung erlaubt, sind diese
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Typisierung von Campylobacter Subspezies

Die Vielfalt der biochemischen- und phanotypischen Eigen-
schaften innerhalb der Spezies Campylobacter sind seit lan-
gem bekannt. Friher wurden phanotypische Unterschiede
zwischen den Isolaten benutzt, um Subtypisierungssche-
mata zu entwickeln. Bei Salmonella und anderen Enterobac-
teriaceae erwies sich die Serotypisierung als nutzlich. Daher
wurde in den 80er Jahren eine Serotypisierung fir Campy-
lobacter entwickelt (Penner und Hennessy, 1980; Lior et al.,
1982). Das Serotypisierungsschema, basierend auf hitze-
stabilen (HS) Antigenen (Penner und Hennessy, 1980) wird
immer noch in einigen Labors benutzt und umfasst Uber
60 Serotypen. Weitere Phanotypische Subtypisierungssche-
mata, die noch im Gebrauch sind, sind in Tabelle 2 zusam-
mengestellt.

Jede dieser Methoden hat ihre eigenen Vor- und Nachteile.
Der auffalligste Nachteil der phanotypischen Subtypisierung
ist im allgemeinen, dass sie von der Expression eines cha-
rakteristischen Phanotyps abhangig ist, die durch die Kul-
turbedingungen, das Alter der Kultur, etc. beeinflusst werden
kann. Weitere Nachteile:

e ein relativ hoher Prozentsatz von Stdmmen, die wegen
mangelnder Expression eines Phanotyps nicht typisierbar
sind,

e die aufwendige Pflege und Qualitédtskontrolle von Seren
und Phagensammlungen,

e Schwierigkeiten in der Kompatibilitat (s. Tabelle 3 zur Er-
klarung der Terminologie in diesem Zusammenhang).
Da die meisten phanotypischen Eigenschaften auf irgendei-
ne Weise durch Unterschiede im Genom reprasentiert sind,
ist die genotypische Differenzierung eine folgerichtige Alter-
native. Die Vorteile sind offensichtlich: Genotypen sind im

allgemeinen stabil und unabhangig von Kulturbedingungen
oder Expressionen von Antigenen. Die genetischen Metho-
den haben eine hdhere Typisierbarkeit als phanotypische
Methoden; Computer gestitzte Technologien erlauben eine
hohe Kompatibilitat.

Ein Vergleich der gegenwartig genutzten Genotypisierungs-
methoden ist in Tabelle 2 zusammengefasst. Die meisten
Methoden weisen eine gute Typisierbarkeit als auch gute
Reproduzierbarkeit auf. Genotypische Methoden kénnen in
Methoden, die von einem einzelnen Locus (oder mehreren
Loci) innerhalb des Genoms und Methoden, die vom ge-
samten Genom abhéngen, unterteilt werden. Einige Metho-
den verlassen sich auf die Ab- oder Anwesenheit von Rest-
riktionsschnittstellen, andere Methoden basieren auf PCR
Amplifikation. Leider sind einige, im Prinzip identische Me-
thoden, unter verschiedenen Namen bekannt, und ver-
schiedene Methoden werden mit sowohl gleichen als
auch irreflhrenden Namen bezeichnet (siche Vaneechootte,
1996).

Unten aufgefihrt ist eine kurze Beschreibung der herkémm-
lichsten genotypischen Methoden, die unter ihren gebrauch-
lichen Namen und Synonymen bekannt sind. Die bestehen-
de Literatur ist (iberwaltigend, und da kirzlich eine Uberar-
beitung stattfand, sind keine Referenzen angegeben; statt
dessen wird der Leser auf Wassennaar und Newell (2000)
hingewiesen.

Tabelle 2:  Ein Vergleich der fiir C. jejuni entwickelten phénotypischen- und genotypischen Nachweismethoden
Phéanotypische | Typisierbarkeit Differenzie- Reproduzier-| Dauer Kosten Spezifische Nachteile
Methoden rungspotential barkeit * Spezifische Vorteile
HS Serotypi- 80 % durchnittlich gut <1 Tag niedrig Produktion, Pflege und
sierung Quialitatskontrolle der

Serumsammlung sind teuer
und zeitaufwendig
® Methode Uber 15 Jahre
in Gebrauch
Phagentypi- 60-80 % niedrig gut <1 Tag niedrig Verlust oder Veranderung
sierung des Phagentyps ist nicht
ungewdhnlich
Biotypisierung keine Daten niedrig niedrig <1 Tag niedrig Ergebnis kann zweideutig
vorhanden sein.
Genotypische | Typisierbarkeit | Differenzierungs- Reproduzier-| Dauer Kosten Spezifische Nachteile
Methoden potential barkeit * Spezifische Vorteile
fla Typisierung 100 % befriedigend gut <1 Tag niedrig Nur ein genetischer locus
wurde untersucht, der
genetisch instabil sein kdnnte
e kann fur Multiplex PCR
kombiniert werden
PFGE 100 % gut gut 3-4 Tage durch- Spezialgeréte notwendig
schnittlich e zzt. meist verwendete
Methode
Ribotypi- keine Daten niedrig gut 3-4 Tage durch-
sierung vorhanden schnittlich Nicht allgemein verwendet
RAPD 80 % durch- niedrig <1 Tag niedrig Reproduzierbarkeit zwischen
schnittlich Laboren ist problematisch
AFLP 100 % gut gut 2-3 Tage durch- Spezialgerate notwendig
schnittlich
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Tabelle 3:  Erkldrung zur Terminologie dieser Arbeit
Terminologie Erklérung Synonym
Differenzierungspotential Die Fahigkeit zur Differenzierung zwischen genetisch Spezifitdt, Aufldsung
unabhangigen Stammen
Reproduzierbarkeit Die Fahigkeit duplizierte Proben zu identifizieren VerlaBlichkeit
Typisierbarkeit Prozentsatz aller getesteten Stdmme, die einen Typ ergeben Sensitivitat
Kompatibilitat Die Moglichkeit direkt das Ergebnis mit dem anderer Labors
zu vergleichen
Klon Die gesamte Nachkommenschatft eines Klons ist genetisch Stamm
mit seinem Vorfahren identisch
Panmiktisch Eine Population, die, aufgrund von “DNA Neuorganisation®
durch sexuelle Reproduktion nicht klonal ist.
Genetische Instabilitat Eine signifikante Veranderung eines Genotyps im ansonsten
klonalen Nachwuchs

Flagellin typing (fla typing)

Diese Methode basiert auf “restriction fragment length po-
lymorphism (RFLP)” von PCR Produkten, die aus Flagellin-
genen (fla) von C. jejuni stammen. In Kirze: Es werden fla
spezifische PCR Primer benutzt, um ein PCR Fragment zu
erhalten, welches mit Restriktionsenzymen gespalten wird.
Das durch Agarosegel Elektrophorese erlangte Bandenmus-
ter wird durch die Wahl der Primer und der genutzten Re-
striktionsenzyme bestimmt. Die Fragmente werden in einer
GréBenordnung von 0,1-1 Kilobasenpaare (kbp) erzeugt. Da
C. jejuni zwei Flagellingene enthalt (die im Genom benach-
bart sind), kann die PCR, abhangig vom Primer, entweder
ein oder zwei fla Gene erkennen. Die Primer wurden so aus-
gewahlt, dass sie stark konservierte Sequenzen binden (die
Sequenz zwischen den Primern sind jedoch sehr variabel).
Diese Primer kdnnen auch fur C. coli und C. upsaliensis
eingesetzt werden. Die verschiedenen fla Typisierungssche-
mata differieren hauptsachlich durch die Wahl der Primer
und Enzyme. Die Typisierbarkeit kann dadurch verbessert
werden, dass reine DNA statt Zell-Lysate benutzt werden,
was jedoch arbeitsintensiver ist. Das Differenzierungspoten-
tial kann durch Anwendung von mehr als einem Restrikti-
onsenzym erhoht werden. Um fla Typisierungsschemata zu
standardisieren, wurde ein consensus PCR Primerset vor-
geschlagen (Wassennar und Newell, 2000). Ein européi-
sches Konsortium (CAMPYNET) hat eine Standardisierung
der Enzymwahl und der Nomenklaturen eingeleitet (Campy-
net, 1999).

Puls Field Gel Elektrophorese (PFGE)

Diese Methode ist auch bekannt als “genomic fingerprinting”
oder “macrorestriction profiles”. Sie basiert auf der An- oder
Abwesenheit von Erkennungsstellen flr Restriktionsenzyme,
die mit niedriger Haufigkeit im Genom schneiden. PFGE ist
von der kompletten chromosomalen DNA abhangig, die mit
einer schitzenden Gelsubstanz isoliert wurde, um Scher-
kréfte zu vermeiden. Nach der Spaltung wird die DNA unter
Verwendung einer speziellen Apparatur, die ein pulsierendes
elektrisches Feld erzeugt, auf Agarose Gelen analysiert. Auf
diese Weise kdnnen groBe Fragmente (20-200 kbp lang) ge-
trennt werden. Das erhaltene Bandenmuster hangt von der
Wahl der Restriktionsenzyme und der elektrophoretischen
Bedingungen ab, von denen beides noch standardisiert wer-
den muB (Campynet, 1999).

PFGE ist eine der meist genutzten Methoden und wird oft als

der “gold standard” zu Genotypisierung dargestellt, obwohl
es keinen eindeutigen Vorteil dieser Methode gegentiber an-
deren gibt und die Methode sehr arbeitsaufwendig ist. Man-
che Stdmme sind nicht typisierbar, da sie eine DNAse pro-
duzieren. Dieses Problem kann durch Adaption der Metho-
de geldst werden. Das Differenzierungspotential kann durch
die Verwendung von mehr als einem Restriktionsenzym
verbessert werden. Eine kleine Anzahl von Stdmmen hat
DNA, die durch die im allgemeinen verwendeten Enzyme
nicht spaltbar ist, vermutlich auf Grund von Restriktions/
Modifikationssystemen. Diese Stamme kénnen manchmal
durch Verwendung alternativer Enzyme typisiert werden.

Ribotyping

Diese Methode basiert auf der Ab- und Anwesenheit von
Restriktionsschnittstellen in oder in der Nahe der drei ribo-
somalen Loci, die mittels Southern blot Hybridisierung sicht-
bar gemacht werden. In Kiirze: Chromosomale DNA wird
isoliert, gespalten und auf Agarosegelen aufgetrennt. Von
diesen Gelen wird ein Southern blot hergestellt (eine Blau-
pause der aufgetrennten DNA Banden auf einem Nitrozellu-
losefilter), der mit einem markierten DNA Fragment hybridi-
siert wird, das spezifisch flir ribosomale RNA (rBNA) Gene
ist. Das rRNA spezifische markierte Fragment (die Sonde)
wird gewohnlich mittels PCR hergestellt. Das erhaltene Ban-
denmuster hangt von der Wahl der Restriktionsenzyme und
der Wahl des markierten Fragments ab, das aus den fur die
16S rRNA, 23S rRNA codierenden Genen erzeugt werden
kann. Die Methode ist sehr arbeitsaufwendig und das Diffe-
renzierungspotential ist relativ niedrig. Der Grund hierflr ist
nicht vollstéandig verstanden. Im Vergleich zu anderen Spe-
zies (z. B. Salmonella), wo ribotyping ein hervorragendes
Differenzierungspotential bewies, enthélt C. jejuni weniger ri-
bosomale Gen-loci (drei im Vergleich zu finf bei Salmonella).
Die Fragmente, die durch ribotyping detektiert werden kon-
nen, haben eine Lange von 0,5 - 5 kbp und die Auflésung
der Gele ist schlechter als die der Gele flr fla typing. Ribo-
typing wurde nicht so intensiv eingesetzt wie fla typing oder
PFGE. Ein automatisches Geréat (kommerziell unter dem Na-
men “Riboprinter” erhéltlich) ermdglicht einen hohen Pro-
bendurchsatz ohne viel Arbeitsaufwand, jedoch zu hohen
Kosten fur Gerat und Material.
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Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

Diese Methode, auch “Arbitrarily Primed PCR fingerprinting
(AP-PCR)”"genannt, basiert auf PCR, amplifiziert jedoch kei-
ne spezifischen loci. Statt dessen werden arbitrére Primer
eingesetzt, um zuféllig verteilte Fragmente zu amplifizieren.
Die Amplifikationsbedingungen sind von niedriger Stringenz,
so dass Fragmente amplifiziert werden kdnnen, auch wenn
die Primer nicht perfekt passen. Die resultierenden PCR
Produkte werden durch Argarose-Gelelektrophorese aufge-
trennt, und die erhaltenen Muster (bestehend aus Banden
mit stark variierender Intensitat) hangen von der Anwesen-
heit, Orientierung und Lokalisation der Primerbindungsstel-
len ab.

Das Hauptproblem der RAPD ist der Mangel an Reprodu-
zierbarkeit. Die fUr die PCR benétigte niedrige Stringenz
macht die Methode sehr sensitiv gegenlber den experimen-
tellen Bedingungen (Reinheit und Konzentration der DNA,
Inhibitoren, PCR-Gerat, etc.). Die urspringliche Methode
benutzte einen Primer, aber es wurden fur Campylobacter
auch Varianten beschrieben, die zwei Primer benutzen, von
denen einer spezifisch flr enterobakterielle, repetitive Se-
quenzen ist (REP Primers). Eine klassische REP PCR ampli-
fiziert Fragmente zwischen repetitiven Sequenzen, an die die
REP Primer mit hoher Spezifitdt binden. Da solche repetitive
Sequenzen in Campylobacter nicht vorkommen, kann eine
klassische REP PCR nicht verwendet werden und die Pri-
mer werden statt dessen bei niedriger Stringenz eingesetzt,
was der RAPD ahnelt. Der Mangel an Reproduzierbarkeit,
schrankt die Kompatibilitat der Methode deutlich ein, wes-
halb RAPD hauptsachlich in Einzellabors eingesetzt wird,
aus denen gute Ergebnisse bekannt gegeben wurden. Die
Methode ist schnell und einfach.

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

Diese Genotypisierungsmethode sollte nicht mit Methoden
verwechselt werden, die die BandengréBe der PCR Produk-
te bestimmen (PCR RFLP), bekannt unter demselben Na-
men. In der AFLP wird eine Kombination von PCR Amplifi-
kation und Restriktionsenzymerkennung auf relativ komple-
xe Weise verwendet. Chromosomale DNA wird isoliert und
mit zwei Restriktionsenzymen gespalten, die relativ haufig
schneiden. Nach der Ligation von Linkern wird ein Teil dieser
Fragmente auf raffinierte Weise mittels einer PCR ampilifiziert,
in der die Restriktionsschnittstellen als primerspezifische Se-
quenzen mit Zusatz von einem oder mehr spezifischen Nu-
kleotiden dienen.

Der Unterschied zu PFGE ist, dass die erhaltenen Frag-
mente wesentlich kleiner (50-500 bp) sind und dass sie auf
Acrylamid Gelen mit hoher Aufldsung analysiert werden.
Der Unterschied zu RAPFD ist, dass die PCR Reaktion unter
stringenten Bedingungen ausgefuhrt wird, was in einer ho-
hen Reproduzierbarkeit resultiert. Die Methode ist relativ
neu, aber die Kompatibilitdt erwies sich als hoch. Automati-
siertes Lesen der Gele und Datenprozessierung durch Com-
puter trug wesentlich dazu bei, die Ergebnisse zu objektivie-
ren und die hohe Zahl der generierten Banden erméglicht
einen gewissen Spielraum in der Bandenvariation aufgrund
des Ausgleichs von Artefakten. AFLP zeigt eine exzellente
Typisierbarkeit und hohes Differenzierungsvermogen und
wird wohl der “gold standard” der Zukunft werden. Jedoch
werden spezielle Geratschaften zur Acrylamid Elektrophore-
se und zum automatisierten Lesen der Gele bendtigt und die
Methode ist langsam, obwohl ein hoher Durchsatz mdglich
ist.

Andere Methoden

Einige Genotypisierungsmethoden fir Campylobacter wur-
den kurzlich entwickelt oder angewandt. Die meisten davon
sind Abwandlungen der PCR RFLP, d. h. sie &hneln dem fla
typing, benutzen jedoch andere Zielgene. Eine vielverspre-
chende Entwicklung ist die Kombination von Zielgenen in
einer Multiplex PCR (Ragimbeau et al., 1998; Denis et al.,
1999), die das Differenzierungsvermdgen im Vergleich zu in-
dividuellen PCR RFLP Methoden erheblich erhdht. Ein an-
derer Ansatz ist die Multi-Locus Sequenzierung (MLST). Die
beste ist die letzere Methode, um die genetischen Beziehun-
gen verschiedener Linien und Klone zu bestimmen. Sie ist
jedoch nicht optimal flr epidemiologische Studien.

Genotypisierungs- und Phanotypisierungsmethoden
im Vergleich

Das Differenzierungspotenzial der Genotypisierungsmetho-
den ist Ublicherweise besser als die phanotypischen Metho-
den, was sich in der gréBeren Anzahl der verschiedenen er-
Zielten Subtypen widerspiegelt. Ein Vorteil der genotypischen
gegentber den phéanotypischen Daten ist die Mdglichkeit
der Benutzung fur phylogenetische Analysen, so dass die
relative genetische Verwandtschaft zwischen den verschie-
denen Subtypen untersucht werden kann. Sie machen es
maoglich, nicht nur festzustellen, dass zwei Isolate verschie-
den sind, sondern auch wie verschieden sie sind. Dies ist
mit Phanotypisierung nicht moglich.

Alle hier aufgelisteten Methoden wurden angewendet, um
Isolate verschiedenen Ursprungs zu vergleichen (Human,
Animal und manchmal aus der Umwelt) und alle gepriiften
Methoden konnten Ausbruchstdmme von Isolaten unter-
scheiden, die nicht damit in Beziehung stehen. Einige Stu-
dien verglichen verschiedene Genotypisierungsmethoden in
Beziehung auf ihr Differenzierungspotential und Typisierbar-
keit, wahrend viele Studien diese ebenso im Vergleich zu HS
Serotypisierung priften. Die auffalligste Erkenntnis war, dass
serotypische- und genotypische Daten, die mit verschiede-
nen Methoden erzielt wurden, nicht immer zusammenpas-
sen. Das ist in Abbildung 1 dargestellt.

Der Grund fUr die mangelnde Korrelation ist, dass einige Se-
rotypen klonal sind (alle Isolate, die zu diesem Serotyp ge-
horen sind genetisch identisch oder fast identisch), wéhrend
andere nicht klonal aber panmiktisch sind. Nicht klonale Po-
pulationen kénnen durch sexuelle Reproduktion entstehen,
bei der DNA Fragmente verschiedener Stamme rekombinie-
ren. So kénnen die genetischen loci fur die HS Antigene in
Stammen mit einem anderen genetischen Hintergrund an-
wesend sein, so dass der Serotyp nicht langer an den Ge-
notyp gebunden ist (gemaR Bestimmung durch unabhangi-
ge Methoden fUr genetische HS loci). Fur die klonalen Sero-
typen korreliert ein gegebener Serotyp mit einem gegebenen
Genotyp, wenn beide Methoden ein vergleichbares Differen-
zierungspotential besitzen.

Eine Genotypisierungsmethode mit hdéherem Differenzie-
rungspotential wird Isolate vom identischen Serotyp unter-
scheiden (Abb. 1). Wenn zwei Genotypisierungsmethoden
verglichen werden, wird die Methode mit dem hochsten Dif-
ferenzierungspotential eine scheinbar homogene gentypi-
sche Truppe - bestimmt mit einer Methode niedriger Diffe-
renzierung - unterteilen. Fur eine panmiktische Population
wird es keine Korrelation zwischen Serotyp und Genotyp
oder zwischen Genotypen, die durch andere Methoden be-
stimmt wurden, geben. AFLP scheint die beste Korrelation
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Abbildung 1: Schematische Repréasentation eines Ver-
gleichs von Ergebnissen, die mit Seroty-
pisierung und zwei unabhéangigen Geno-
typisierungsmethoden erreicht wurden

Serotyp  Genotyp Genotyp Beschreibung
Methode A Methode B

Diese Serotypen sind klonal. Die Genotyp-

<—> isierungsmethoden ergeben Genotypen,

06 |[€—>| gt23 I_I die gut mit dem Serotyp korrelieren. Meth-
ode B hat fir diesen Serotyp eine bessere

- Differenzierung als Methode A. Die HS Se-

rotypen O:6, 0:19 und O:41 sind Beispiele

0:19 e .
-@m 6 >- fur klonale Serotypen. Die Namen der

Genotypen sind triigerisch.

Dieser Serotyp ist nicht klonal. Die Geno-

typisierungsmethoden haben ein héheres

ot8 Differenzierungsvermégen als die Serop-
typisierung. Stamme mit diesem Serotyp
konnen als genetisch identisch bezeichnet

| werden oder auch nicht. Ein gewéhnliches

[ 04 [« gos | <]

Ergebnis fur die Serotypen O:1, O:2 und

13 | <> 0:4.
Die Ergenisse verschiedener Genotypisier-

ungsmethoden passen nicht immer zuein-
ander. Eine Kombination von Methode A
und B resultiert in einer héheren Differen-
zierung als bei den einzelnen Methoden.

- Die Ergebnisse sind realistischer. Ein klar-
er Zusammenhang zwischen Serotyp und

- ¢ ;- Genotyp ist nicht offensichtiich. Isolate oh-

ne einen Serotyp (nicht typisierbar) teilen
sich oft den Genotyp mit serotypisierbar-
|—| <> ILI ILI en Stammen. Wenn mehrere Genotypisier-
ungsmethoden kombiniert werden, ent-

| o119 | | gtsa | | 12 | steht ein sehr kompliziertes Bild.
gt1o 2
[ p’l\glerl"barl — | gt | | 24 |

zwischen Serotyp und Genotyp zu erzeugen (B. Duim, J.A.
Wagenaar und T. M. Wassenaar, unverdffentlichte Daten)
und ist fur phylogenetische Analysen am besten geeignet.
Der Grund hierfur ist wahrscheinlich, dass AFLP eine hohes
Differenzierungspotential mit einer hohen Zahl von Banden
aus dem gesamten Genom kombiniert, was eine verlaBliche
phylogenetische Analyse ermoglicht.

Genetische Instabilitat

Es ist offensichtlich, dass Genotypen von bakeriellen Isola-
ten Uber langere Zeit stabil bleiben missen, um von Nut-
zen sein zu kénnen. Glicklicherweise ist das fast immer der
Fall. Genotypen &ndern sich nicht, wenn die Isolate gelagert,
kultiviert oder in vivo passagiert werden. Jedoch wurde in
Ausnahmefallen genetische Instabilitat (eine Anderung des
Genotyps in der ansonsten klonalen Nachkommenschaft)
bei Campylobacter beschrieben und konnte mit verschie-
denen Genotypisierungsmethoden nachgewiesen werden
(Wassenaar et al., 2000). Beispielsweise ist es unter Labor-
bedingungen mdaglich, dass vollstandige fla Typen zwischen
Stammen ausgetauscht werden, wodurch die Korrelation
zwischen fla Typ und dem Rest des Genoms verloren geht,
oder dass Rekombinationen innerhalb des fla locus in einer
Anderung des fla Genotyps der ansonsten klonalen Nach-
kommenschaft resultiert (Wassenaar et al., 1995). Es bleibt
zu untersuchen, ob und wie haufig solche Ereignisse unter
natUrlichen Bedingungen vorkommen.

Es wurde ebenfalls beobachtet, dass PFGE Genotypen in-
nerhalb einer klonalen Linie sich aufgrund von Rekombina-
tionen, Insertionen, Deletionen und Punktmutationen andern
kénnen (siehe Referenzen: Wassenaar et al., 2000). Noch-
mals, die Haufigkeit von solchen Ereignissen ist nicht be-

kannt und kann von Stamm zu Stamm unterschiedlich sein.
Abhangig von ihrer Haufigkeit missen solche Ereignisse
nicht unbedingt wichtig fur Kurzzeit-Epidemiologie, wie z.B.
horizontale Verbreitung innerhalb einer Hihnerfarm oder
Identifizierung moglicher Kontaminationsquellen, sein. Fur
Langzeitstudien wird jedoch empfohlen, zwei unabhangige
Techniken, entweder genotypische oder phanotypische
(oder eine Kombination von beiden) mit einem ausreichen-
den Differenzierungspotentialverhalten zu verwenden, um
maogliche Effekte der genetischen Instabilitéat zu korrigieren.
Der Gebrauch zweier Methoden kompensiert den mdglichen
Differenzierungsmangel einzelner Methoden. Wassenaar et
al. (2000) hat Beispiele beschrieben, wie durch genetische
Instabilitat verursachte Ergebnisse mit Hilfe von Beobach-
tungen erkannt und differenziert werden kdnnen, die aus der
Anwesenheit unabhangiger und verschiedener Genotypen
resultieren.

AbschlieBende Bemerkungen

Die in der Literatur beschriebenen Methoden zum moleku-
laren Nachweis und zur Bestimmung von Campylobacter
spp. sind vielversprechend, aber weitere Auswertungen und
Vergleiche sind notwendig, um die beste Methode fur die
praktische Anwendung auszuwahlen. Da molekulare Nach-
weismethoden schnell und verlaBlich sind, wird erwartet,
dass ihre Anwendung in Routinelabors schnell zunehmen
wird. Molekulare Typisierung hat sich bereits in epidemiolo-
gischen Studien mit einer gro3en Zahl von Proben bewahrt
(Lawson, 1999).

Eine Standardisierung der Genotypisierungstechniken ist
notwendig, um eine Kompatibilitdt zwischen den Labors zu
ermoglichen. Die meisten genetischen Methoden zur Sub-
typisierung erfordern Kultivierung und/oder DNA Isolierung
und kénnen daher nicht direkt mit molekularen Nachweis-
methoden kombiniert werden. Das Flagellingen kénnte the-
oretisch das Ziel sowohl fur Detektion als auch fur Sub-
typisierung sein. Genetische Subtypisierung kann offenle-
gen, welche Subpopulationen von Bakterien hauptséchlich
in Hihnern- und Geflligelprodukten zu finden sind, und ob
diese sich von den Subpopulationen, die in Mensch und
Umwelt gefunden werden, unterscheiden. Subtypisierung
kann weiterhin zur Identifikation von Kontaminationsquellen
eingesetzt werden und somit bei der Umsetzung effektiver
Bekampfungsstrategien helfen.
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