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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Gattung Arcobacter (A.) gehort zur Familie der Campylobactereaceae und umfasst
gegenwirtig 29 verschiedene Spezies. Insbesondere A. butzleri, A. cryaerophilus und A. skirrowii
werden als potentielle Zoonoseerreger diskutiert, die vermutlich durch den Verzehr von
kontaminierten Lebensmitteln oder Wasser iibertragen werden und beim Menschen
gastrointestinale Infektionen verursachen konnen. Durch das Fehlen einer standardisierten
Routinediagnostik fiir Arcobacter wird die tatséchliche Privalenz beim Menschen womdoglich
unterschétzt und auch iiber deren Virulenzpotential sowie antimikrobielle Empfindlichkeit ist
bisher wenig bekannt. Ziel dieser Studie war es, die Privalenz von Arcobacter in humanen
Stuhlproben zu untersuchen und die isolierten Stimme zu charakterisieren.

Insgesamt wurden 4636 Stuhlproben mittels selektiven Kulturverfahren auf Arcobacter
untersucht. Verddchtige Isolate wurden durch multiplex PCR sowie anschlieBender rpoB-
Sequenzierung identifiziert und durch ERIC-PCR genotypisiert. Das Vorhandensein zehn putativer
Virulenzgene wurde mittels PCR untersucht und die Zytotoxizitdt gegeniiber HT-29/B6-Zellen im
WST-Assay bestimmt. Mittels Gradientendiffusionstest wurde auBerdem die Empfindlichkeit
gegeniiber sechs Antibiotika ermittelt. Die Stuhlproben ambulanter (n = 3884) bzw. stationdrer
(n = 752) Patienten zeigten eine Belastung mit Arcobacter spp. von 0,85 bzw. 0,40 %. A. butzleri
wurde dabei am haufigsten detektiert (n=24), gefolgt von 4. cryaerophilus (n=10) und A. lanthieri
(n=2). Die Genotypisierung der Isolate ergab eine hohe genetische Vielfalt innerhalb der Spezies.
Die Privalenz an putativen Virulenzgenen war in A. butzleri- sowie A. lanthieri-Stimmen hoher
als in A. cryaerophilus. Beide A. lanthieri-Isolate wiesen zusétzlich die Cytolethal-Distending
Toxin kodierenden Gene auf. Wiahrend die A. butzleri- sowie beide A. lanthieri-Stamme
iiberwiegend starke zytotoxische Effekte in vitro induzierten, zeigten die 4. cryaerophilus-Stimme
kaum zytotoxisches Potential. Die Arcobacter-Isolate waren ausgesprochen sensibel gegeniiber
Ciprofloxacin, wihrend fiir Azithromycin und Ampicillin erhéhte MHKs festgestellt wurden.
Diese Studie zeigt das Vorkommen von Arcobacter in humanen Stuhlproben, eine hohe Prévalenz
putativer Virulenzgene bei A. butzleri und A. lanthieri sowie prominente zytotoxische Effekte in
vitro. Das Vorhandensein der CDT-Gene in A. lanthieri, aber nicht A. butzleri, konnte auf
unterschiedliche Pathomechanismen hindeuten. Dariiber hinaus konnte Ciprofloxacin als
antimikrobielle Behandlung schwerer Arcobacter-Infektionen vorgeschlagen werden. Es sind
jedoch weitere Studien zur Epidemiologie und Pathogenese erforderlich, um das potenzielle Risiko

von Arcobacter als Zoonoseerreger abschlieBend zu bewerten.
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Summary

Summary

The genus Arcobacter (A.) belongs to the family Campylobactereaceae and currently comprises
29 different species. Particularly, the three species A. butzleri, A. cryaerophilus und A. skirrowii
are discussed as potential zoonotic pathogens, likely to be transmitted through consumption of
contaminated food or water and causing gastrointestinal infections in humans. Since there is no
standardized routine diagnostic for Arcobacter spp., data about their true prevalence in humans are
lacking. Furthermore, the knowledge regarding their virulence potential as well as their
antimicrobial susceptibility is still limited. Therefore, this study aimed at investigating the
prevalence of Arcobacter in human stool samples and characterizing the isolated strains.

Overall, a total of 4636 specimen were collected and screened for Arcobacter by selective cultural
procedure. Suspicious isolates were identified using multiplex PCR followed by rpoB sequencing
and genotyped by ERIC-PCR. Furthermore, the presence of ten putative virulence genes was
investigated using PCR and cytotoxic effects on the human intestinal cell line HT-29/B6 were
determined applying the WST-assay. Moreover, susceptibility to six antibiotics was investigated
using the gradient strip diffusion method. Arcobacter spp. were detected in 0,85 % and 0,40 % of
specimens obtained from 3884 outpatients and 752 hospitalized patients, respectively. Among the
36 Arcobacter isolates A. butzleri was the most prevalent species (n=24) followed by
A. cryaerophilus (n=10) and A. lanthieri (n=2). Genotyping of the isolates revealed a high genetic
diversity within the species. The incidence of the analyzed virulence genes was higher in
A. butzleri and A. lanthieri isolates compared to A. cryaerophilus. Additionally, the three
cytolethal distending toxin (CDT) genes were detectable in both A. lanthieri isolates. Cytotoxic
effects were observed for most of 4. butzleri and both A. lanthieri strains, while A. cryaerophilus
strains induced less cytotoxic effects on HT-29/B6 cells. Antimicrobial susceptibility testing of
Arcobacter isolates revealed high susceptibility to ciprofloxacin, whereas elevated MIC values
were detected for azithromycin and ampicillin.

This study demonstrates the occurrence of Arcobacter in human stool samples, high prevalence of
putative virulence genes in A. butzleri as well as A. lanthieri isolates and prominent cytotoxic
effects of these strains in vitro. The presence of CDT genes in 4. lanthieri but not A. butzleri could
suggest different pathomechanisms. Furthermore, ciprofloxacin could be proposed as
antimicrobial treatment of severe Arcobacter infections. However, further studies regarding
epidemiology and pathogenesis are needed to finally assess the potential risk of Arcobacter as

zoonotic pathogens.
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Einleitung

1. Einleitung

Arcobacter - ein potentieller Zoonoseerreger?

Der Begriff ,,Zoonose® ist abgeleitet aus dem Griechischen, wobei ,,zoon fiir Lebewesen steht
und ,nosos“ fir Krankheit. Bei Zoonosen handelt es sich laut WHO-Definition um
Infektionskrankheiten, die von Bakterien, Viren, Parasiten, Pilzen oder Prionen verursacht und
wechselseitig zwischen Tieren und Menschen iibertragen werden konnen. Eine Ubertragung kann
dabei auf direktem Wege, durch lebende Vektoren, wie Zecken und Miicken, oder durch den
Verzehr von kontaminierten Lebensmitteln und Wasser erfolgen (1). Bakterielle Erreger wie
Campylobacter (C.), Salmonellen, Yersinien und Escherichia (E.) coli gehoren zu den in der
Humanmedizin bedeutsamen lebensmittelassoziierten Zoonoseerregern (2). Allein in Deutschland
wurden 2018 insgesamt 416 lebensmittelbedingte Krankheitsausbriiche an das Robert Koch-
Institut (RKI) bzw. an das Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL)
tibermittelt, die mit tiber 2000 Erkrankungen, rund 300 Krankenhausaufnahmen und 11
Todesfdllen im Zusammenhang standen. Am héufigsten wurden dabei die Ausbriiche durch
Campylobacter (41 %) und Salmonellen (31 %) verursacht (3). Mit insgesamt 76.872 gemeldeten
Erkrankungen war Campylobacter auch der zweithdufigste Durchfallerreger nach dem Norovirus
(4). Seit einigen Jahren findet auch die Gattung Arcobacter (A.) zunehmend wissenschaftliche
Beachtung als potentieller lebensmittelassoziierter Krankheitserreger. Insbesondere die Spezies
A. butzleriund A. cryaerophilus wurden 2002 als ,,emerging foodborne pathogen* anerkannt, und
thnen wird eine ernste Gefahr fiir die menschliche Gesundheit zugesprochen (5). Im Gegensatz zu
vielen Krankheitserregern, die auch hinsichtlich ihrer Pathogenitit weitestgehend analysiert sind,
wird in der Humanmedizin bisher noch nicht routineméBig gezielt auf Arcobacter untersucht, und
daher liegen keine Daten zur Hiufigkeit von Infektionen vor. Insbesondere durch das Fehlen einer
Standardisolationsmethode und der mangelnden Untersuchungshaufigkeit wird das Vorkommen
und allgemein die epidemiologische Bedeutung von Arcobacter als Humanpathogen vermutlich
stark unterschitzt.

Arcobacter konnen in Kotproben unterschiedlicher Tierarten, Lebensmitteln tierischen Ursprungs
und auch diversen Wasserhabitaten detektiert werden (6, 7). Wahrend iiber Arcobacter bei Tieren
hauptsédchlich als Kommensale berichtet wird und bei diesen keine Beschwerden verursacht,
konnten Arcobacter in der Humanmedizin vermehrt im Zusammenhang mit gastrointestinalen

Erkrankungen isoliert werden, die jedoch meistens selbstlimitierend verlaufen und nur in seltenen



Einleitung

Fillen eine antibiotische Behandlung erfordern (8-10). Bisher reichen die verfligbaren Daten
jedoch nicht aus, Arcobacter spp. als humanpathogene oder iiber Lebensmittel oder Wasser
iibertragbare pathogene Keime einzuschétzen, sodass weitere Untersuchungen insbesondere zur
Epidemiologie und Pathogenese erforderlich sind. Vor allem fiir Deutschland fehlen bislang
verldssliche Daten in Bezug auf die humane Prévalenz. Im Zuge dieser Arbeit sollte daher zunichst
das Vorkommen von Arcobacter spp. in humanen Stuhlproben aus Deutschland bestimmt und die
isolierten Stimme weitestgehend charakterisiert werden, und zwar hinsichtlich ihres Genotyps,
dem Vorhandensein von Virulenzgenen, dem zytotoxischen Potential und der Empfindlichkeit

gegeniiber bestimmten antimikrobiellen Substanzen.
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2. Literatur

2.1. Taxonomische Einordnung von Arcobacter

Auf Grundlage der phylogenetischen Analyse des 16S rRNA Gens wurde Arcobacter neben
Campylobacter und Sulfurospirillum als eigene Gattung der Familie der Campylobacteraceae
innerhalb der Klasse der Epsilon-Proteobakterien zugeordnet (11-13). Derzeit umfasst der Genus
Arcobacter 29 verschiedene Spezies (14, 15), wobei insbesondere die drei Spezies A. butzleri,
A. cryaerophilus und A. skirrowii mit Humanerkrankungen assoziiert und erstere beiden seit 2002
von der International Commision on Microbiological Specification for Foods (ICMSF) als
»ernsthafte Gefahr fiir die menschliche Gesundheit™ eingestuft werden (5). Trotz &hnlicher
genotypischer und phinotypischer Merkmale von Arcobacter und Campylobacter konnte anhand
einer Ganzgenomsequenzierung von 4. butzleri gezeigt werden, dass A. butzleri auf Proteomebene
hohere Ahnlichkeiten Zu Vertretern der Helicobacteraceae, insbesondere
Sulfurimonas denitrificans und Wolinella succinogenes, hat sowie zu Sulfurovum und
Nitratiruptor, die Vertreter der Tiefsee-Epsilonprotobakterien sind (12). Daher wurde angeraten,
die Einteilung von Arcobacter in die Familie der Campylobacteraceae zu iiberdenken. Erst
kiirzlich wurde anhand vergleichender Genomanalysen von Vertretern der Klasse der Epsilon-
Protobakterien eine Reklassifizierung der Gattung Arcobacter als eine neue eigene Familie
Arcobacteraceae vorgeschlagen (16). Dariiber hinaus wurden in einem polyphasischen Ansatz von
Perez-Cataluna et al. (2018) Informationen aus der Analyse von Housekeeping-Genen,
ribosomalen Genen und dem Core Genom sowie verschiedene genomische Indizes genutzt, um
die Taxonomie von Arcobacter neu zu bewerten. Dabei wurde angebracht, die aktuelle Gattung
Arcobacter in sieben verschiedene Gattungen einzuteilen, einschlieBlich Aliarcobacter gen. nov.,
die unter anderem die humanassoziierten Spezies A. butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii
beinhalten wiirde (14). Wenn auch die Vorschldge hinsichtlich einer neuen taxonomischen
Einteilung vorliegen, ist die Anerkennung dieser noch ausstehend. Durch die zunehmende
Verfiigbarkeit von genomischen Sequenzen und der Analyse dieser wird davon ausgegangen, dass

es zu weiteren Umstrukturierungen auf taxonomischer Ebene kommen kann (17).
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2.2. Charakteristika von Arcobacter

Arcobacter sind gramnegative, nicht-sporenbildende Bakterien, die im mikroskopischen Préparat
als S- bzw. spiralformige Stdbchen mit einer Lange von 1 bis 3 um und einer Breite von 0,2 bis
0,9 pm zu erkennen sind. Durch ihre polare monotriche Begei3elung kdnnen sie sich selbststéndig,
korkenzieherdhnlich fortbewegen (13). Auf Blutagarplatten bilden sich nach zwei bis drei Tagen
Inkubation kleine, runde, weil3 bis griulich gefarbte Kolonien mit einem Durchmesser von 2 bis
4 mm. Trotz enger phylogenetischer Verwandtschaft und morphologischer Ahnlichkeit zu der
Gattung Campylobacter sind die Wachstumsbedingungen von Arcobacter weniger anspruchsvoll.
Sie sind in der Lage, sich unter aecroben sowie anaeroben Bedingungen innerhalb eines breiten
Temperaturbereichs von 15 bis 37°C zu vermehren, wobei die optimalen Wachstumsbedingungen
bei einer Temperatur von 30°C im mikroaeroben Milieu gegeben sind. Dieses niedrige
Temperaturoptimum  stellt bei der Isolierung von Arcobacter ein  wesentliches

Differenzierungsmerkmal zu Campylobacter dar (13, 18).

2.3. Vorkommen von Arcobacter

Seit Anfang der neunziger Jahre beschiftigen sich zahlreiche Studien mit dem Vorkommen von
Arcobacter in verschiedensten Habitaten wie Gewissern, Tieren und diversen Nahrungsmitteln
sowohl tierischen als auch nicht-tierischen Ursprungs. Dariiber hinaus wird zunehmend im Bereich
der Humanmedizin geforscht, da einige Vertreter der Gattung Arcobacter als ,,emerging pathogen*
angesehen werden; bisher fehlen allerdings solide Daten zur Humanprévalenz und Pathogenese.
Das Fehlen eines standardisierten Nachweisverfahrens von Arcobacter stellt ein grofles Problem
im Vergleich der Prdvalenzstudien untereinander dar, da Prévalenzunterschiede neben
geographischen Aspekten auch auf die verschiedenen Nachweisverfahren zuriickzufiihren sind

und die Erregerhdufigkeit dadurch eventuell stark unterschétzt wird.

2.3.1. Pravalenz in Tieren

Vertreter der Gattung Arcobacter kommen in zahlreichen Tierarten vor. Die Spezies A. butzleri,
A. cryaerophilus und A. skirrowii konnten in verschiedenen Nutztieren wie Rindern, Schweinen
und Schafen im Zusammenhang mit Aborten, Mastitis und Enteritis isoliert werden (19-21). Auch
in erkrankten Wildtieren und Exoten konnten Arcobacter nachgewiesen werden. In einer in

Amerika durchgefiihrten Studie beispielsweise wurden Arcobacter spp. in Waschbiren, die
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Darminvaginationen aufwiesen, detektiert (22). Weitere Studien berichten {iber die Assoziation
von A. butzleri mit Durchfallerkrankungen bei nichthumanen Primaten (23, 24).

Haufiger konnten Arcobacter jedoch in Tieren detektiert werden, die keine klinische Symptomatik
aufwiesen. Der Nachweis im Verdauungstrakt klinisch gesunder Nutztiere ldsst vermuten, dass es
sich bei Arcobacter um opportunistische Erreger handelt und diese Tiere als Erregerreservoir und
Infektionsquelle fiir den Menschen dienen konnten (25). Arcobacter konnten vor allem in
Kotproben gesunder Rinder, Schweine, Schafe und Pferde nachgewiesen werden (26-30), wobei
A. butzleri die am haufigsten detektierte Spezies war. Die Prdvalenzen variieren dabei mitunter
stark in den einzelnen Studien verschiedener Lénder. Prinzipiell konnte aber beobachtet werden,
dass in Schweinen héufiger Arcobacter nachgewiesen werden als in Rindern. In einjéhrigen
Studien aus Belgien und Japan, in denen Rinder und Schweine aus Schlachtbetrieben beprobt
wurden, konnten in 39 bzw. 4 % der Rinderkot- und in 44 bzw. 10 % der Schweinekotproben
Arcobacter spp. detektiert werden (26, 27); und auch in einer Studie aus Chile wurden hohere
Arcobacter-Privalenzen in Schweinekotproben (50 %) im Gegensatz zu Rinderkotproben (33 %)
nachgewiesen (30). Van Driessche et al. (2004) untersuchten Kotproben von Schweinen auf vier
unterschiedlichen belgischen Farmen. Dabei variierten die Pravalenzen von Arcobacter zwischen
16 und 85 %, was moglicherweise an dem unterschiedlichen Alter der untersuchten Tiere lag oder
durch jahreszeitliche Schwankungen bedingt war (28).

Arcobacter konnen ebenfalls in Gefliigel nachgewiesen werden. Studien aus Chile, Japan und
Indien ermittelten Prdvalenzen zwischen 15 und 30 % in Gefliigelkotproben bzw.
Kloakenabstrichen (26, 30, 31). Dariiber hinaus konnten Arcobacter spp. auf 46 % der
untersuchten Schlachtkoérper von Hidhnchen und Puten detektiert werden, wobei auch hier
A. butzleri die am héufigsten detektierte Spezies war (32). In einer Studie von Ho et al. (2008)
wurden Arcobacter des Weiteren in Gefliigelddirmen nachgewiesen. Es wird vermutet, dass diese
ein Reservoir fiir Arcobacter darstellen und wihrend des Schlachtprozesses zu Kontaminationen
der Gefliigelkarkassen fiihren (33).

Abgesehen von dem Vorkommen in gesunden Nutztieren, konnten Arcobacter spp. des Weiteren
in Haustieren, wie Katzen und Hunden, ermittelt werden (34, 35). In einer Studie aus Siiditalien
waren 79 % der Kotproben von Katzen positiv fiir Arcobacter (34). Hingegen wurden in einer
belgischen Studie keine mit Arcobacter infizierten Katzen ermittelt, der Erreger konnte jedoch in

2,6 % der untersuchten Hunde nachgewiesen werden (35).
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2.3.2. Pravalenz in Lebensmitteln

Neben den Tieren selbst findet man Arcobacter auch in Lebensmitteln tierischen Ursprungs. Die
Verbreitung von Arcobacter spp. im Intestinaltrakt und in Kotproben von gesunden
landwirtschaftlichen Nutztieren fiihrt vermutlich zur Kontamination von Fleisch und
Fleischprodukten mit dem Erreger wihrend des Schlacht- und Verarbeitungsprozesses. In
mehreren Studien, die aus dem FEinzelhandel erhéiltliche tierische Lebensmittel untersuchten,
konnten dabei die hochsten Privalenzen in Gefliigel-, gefolgt von Schweine- und Rindfleisch
berichtet werden. Die detektierten Pravalenzen in Landern wie Portugal, Spanien und Polen liegen
dabei zwischen 64 und 92 % fiir Gefliigelfleisch, 15 und 53 % fiir Schweinefleisch und 20 und
42 % fiir Rindfleisch (36-38). Das potenzielle Infektionsrisiko fiir den Menschen durch den
Verzehr von nicht ausreichend gegartem Fleisch, konnte bei einer Hochzeitsfeier in Wisconsin
(USA) aufgezeigt werden. Teilnehmer des Hochzeitempfangs litten an Symptomen einer
Gastroenteritis, und Arcobacter spp. konnten als Erreger identifiziert werden, wobei als
Kontaminationsquelle das auf dem Empfang servierte Brathdhnchen vermutet wurde (39).
Arcobacter konnten des Weiteren in tierischen Produkten wie Milch, Milcherzeugnissen und auch
Meeresfriichten nachgewiesen werden. Es wurden hohe Nachweisraten von Arcobacter spp.
zwischen 36 und 46 % in untersuchten Rohmilchproben festgestellt (40, 41), und auch in Kise,
der aus Kuh- bzw. Schafsmilch hergestellt wurde, konnten Pravalenzen von 56 bzw. 22 % ermittelt
werden (41, 42). In Fisch und Meeresfriichten wurde das Vorkommen von diversen Arcobacter-
Spezies nachgewiesen, mit Priavalenzen zwischen 18 und 38 % (43-45), was vermutlich durch
(fakale) Verunreinigung des Wassers bedingt war (36).

Auch in nichttierischen Lebensmitteln, wie beispielsweise Salat, konnten Arcobacter spp. mit
Pravalenzen zwischen 21 und 28 % ermittelt werden (44, 46). Besonders bei verzehrfertigen
Lebensmitteln, wie Salat oder auch Meeresfriichten, deren Verzehr kein vorheriges Erhitzen oder
keine weitere Verarbeitung voraussetzt, ist das Risiko einer Ubertragung von Erregern hoch.

Im Allgemeinen zeigten die Untersuchungen von Lebensmitteln, dass A. butzleri am héufigsten

isoliert werden konnte, gefolgt von 4. cryaerophilus und A. skirrowii.

2.3.3. Pravalenz in der Umwelt

Arcobacter konnten bereits in verschiedenen Gewdssertypen nachgewiesen werden, wobei
A. butzleri meist als dominante Spezies gefolgt von A. cryaerophilus detektiert wurde. In mehreren

Studien wurde deutlich, dass das Vorkommen von Arcobacter spp. besonders in Abwasser sehr
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hoch ist, mit Pravalenzen zwischen 86 bis 100 % (47-50). In einer kanadischen Studie konnte
A. butzleri sogar in vom Kldrwerk behandelten Abwasserproben mit einer Prévalenz von 78 %
detektiert werden (51). Des Weiteren zeigten auch Untersuchungen von Fluss- und Seewasser aus
Landern wie Kanada, Spanien und Siidafrika zum Teil hohe Belastungen mit Arcobacter spp. in
26 bis 88 % der untersuchten Proben (48, 49, 51). Weiterhin scheinen sowohl Meer- als auch
Grundwasser ebenfalls ein Reservoir von Arcobacter darzustellen, mit Privalenzen um 40 %
(48, 52). In einer Studie aus der Tiirkei konnten Arcobacter sogar in 3 % der untersuchten
Trinkwasserproben detektiert werden, was darauf hindeuten konnte, dass die Desinfektion des
Trinkwassers durch Chlorierung nicht ausreichend wirksam ist (53). Das zum Teil hohe
Vorkommen und Uberleben von Arcobacter in verschiedenen Gewissern bzw. Wassersproben lisst
darauf schlieBen, dass Wasser als Kontaminationsquelle eine wesentliche Rolle in der Ubertragung
dieses Erregers auf Menschen und Tiere einnimmt. Dafiir spricht auch die Beobachtung bei drei
Krankheitsausbriichen, in denen mit Abwasser kontaminiertes Trinkwasser als Grund des
Ausbruchs angenommen wurde und unter anderem Arcobacter als mutmaBliche Erreger damit in
Zusammenhang gebracht werden konnte (52, 54, 55).

Arcobacter konnten auch in Bodenproben detektiert werden, was vermutlich durch fikale
Kontaminationen von Tieren bedingt ist (56). Nach Regenfillen konnen Arcobacter dadurch ins
Grundwasser versickern und iiber Quellen und Fliisse in die Meere abflieBen, was wiederum die

hohen Priavalenzen im Wasser erklaren wiirde (48).

2.3.4. Pravalenz im Menschen

Es gibt mehrere Studien aus verschiedenen Léndern, die die Prévalenz von Arcobacter in der
Humanmedizin untersucht haben (Tabelle 1). Dabei reichen die Pravalenzen von 0,1 bis 10,9 %,
wobei A. butzleri hierbei die am hdufigsten detektierte Spezies ist, gefolgt von A. cryaerophilus.
In Studien aus Belgien, Frankreich, Portugal und Chile konnte A. butzleri als vierthdufigster
Campylobacter-dhnlicher Erreger aus humanen Stuhlproben isoliert werden (8, 57-59). Dartiiber
hinaus wurden Arcobacter spp. in einer belgischen Studie sogar als vierthdufigste pathogene
Erregergruppe (nach Campylobacter spp., Salmonella spp. und Clostridoides difficile) aus
Stuhlproben von Personen mit akuter Darmerkrankung detektiert (60). Spezies wie A. skirrowii
oder A. thereius konnten bisher nur vereinzelt in humanen Stuhlproben nachgewiesen werden
(60-62). Die Privalenzen untereinander kann man nur bedingt vergleichen, da es, wie bereits
erwdhnt, fiir die Isolierung von Arcobacter bisher keine Standardmethode gibt und demnach viele

verschiedene Methoden zum Einsatz kommen (Tabelle 1). Dabei kann man zwischen
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molekularbiologischen und diversen kulturellen Nachweismethoden unterscheiden, die
hinsichtlich der eingesetzten Medien, Inkubationszeiten und -temperaturen variieren. Betrachtet
man die kulturellen Methoden, so finden sich Priavalenzen von Arcobacter im Bereich von 0,1 bis
3,6 % wieder. Hohere Pravalenzen wurden hingegen mittels molekularbiologischer Methoden
ermittelt, mit Detektionsraten von 0,4 bis 10,9 %. Der Einfluss der verschiedenen Methoden auf
die detektierte Priavalenzrate durch direkten Vergleich konnte bereits in mehreren Studien gezeigt
werden. Wihrend verschiedene kulturelle Methoden Priavalenzunterschiede von 7 bis 36 %
erzielten (63-66), wurde erst kiirzlich in einer kanadischen Studie eine PCR-basierte Methode mit
einer kulturellen Isolierung verglichen, und A. butzleri konnte in 0,8 bzw. 60,0 % der untersuchten
humanen Stuhlproben detektiert werden (67). In zwei weiteren Humanstudien konnte eine hohere
Priavalenz von Arcobacter unter PCR-Einsatz ermittelt werden. So wurde A. butzleri in 4 bzw.
1,4 % von Durchfallproben mittels PCR detektiert, im Vergleich zu 2,7 bzw. 0,7 % mittels
kultureller Verfahren (31, 57). Eine Studie von de Boer et al. (2013) hat gezeigt, dass A. butzleri
zwar in 0,4 % von Durchfallproben mittels PCR detektiert werden konnte, kulturell auf
Néhrmedien jedoch nicht nachzuweisen war (68).

Es konnte bisher nicht eindeutig gezeigt werden, dass das Vorkommen von Arcobacter in
Durchfallproben héher ist als in normalem Stuhl. Einerseits konnte eine doppelt so hohe Privalenz
in Durchfallproben wie in gesunden Stuhlproben (0,14 bzw. 0,06 %) ermittelt werden (59),
andererseits zeigten sich aber auch dhnliche Pridvalenzen ohne signifikanten Unterschied (67).
Mittels molekularer Nachweisverfahren wurden Arcobacter in einer in Stidafrika durchgefiihrten
Studie in 13 % der getesteten Krankenhauspatienten nachgewiesen, aber nur in 3 % der
Stuhlproben gesunder Schulkinder (61). Hingegen untersuchten Fera et al. (2010) 99 Stuhlproben
von Patienten ohne jegliche Symptome einer Magen-Darm-Erkrankung und konnten
Arcobacter spp. mittels PCR in 47 % und kulturell in 3 % der Proben ermitteln, wobei
A. cryaerophilus am hiufigsten detektiert wurde (69). Dies ist in Ubereinstimmung mit einer
weiteren Studie, in der ebenfalls Stuhlproben gesunder Probanden untersucht wurden und
A. cryaerophilus als einzige Spezies in 1,4 % der Proben identifiziert werden konnte (70).
Andererseits gibt es auch eine Studie, in der Arcobacter zwar in Durchfallproben detektiert
wurden, in der gesunden Kontrollgruppe jedoch nicht nachgewiesen werden konnten (57).
Obwohl weltweit vereinzelt Daten zur Arcobacter-Privalenz in der Humanmedizin vorhanden
sind, fehlen bisher fundierte Daten fiir Deutschland. Bisher ist nur eine deutsche Studie bekannt,
in der Patienten mit schwerer Gastroenteritis routineméfig auf gastrointestinale Erreger getestet,
aber hauptsidchlich fiir Noroviren oder Campylobacter positiv befunden wurden und keine

Arcobacter 1soliert werden konnten (71). Aufgrund der sehr geringen Stichprobengréfe (n = 104)
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und der Nachweismethode ohne selektive Voranreicherung sollten die Ergebnisse jedoch mit

Vorsicht betrachtet werden.



01

Tabelle 1: Ubersicht zur Detektion von Arcobacter spp. in humanen Stuhlproben

Priavalenz in %

Proben-
anzahl DL Arcobacter  A. butzleri A. cryaerophilus Referenz
Spp.
Stidafrika Durchfallproben 19535 kulturell 0,1 0,1 Lastovica & Le Roux (2000) (72)
P (Cape Town (Filter)) ’ ’

Hong Kong  Durchfallproben 4741 kulturell (CMA?) 0,1 0,1 Lau et al. (2003) (73)

Belgien Stuhlproben 40995 kulturell (Filter) 0,2 0,2 0,02 Vandenberg et al. (2004) (59)

Siidafrika Stuhlproben 322 PCR 10,9 6,2 2,8 Samie et al. (2007) (61)

Deutschland Durchfallproben 104 gﬁ?ﬁ&_Me dium) 0 0 Jansen et al. (2008) (71)
-

. kulturell (Johnson & =N

Indien Durchfallproben 75 Murano Medium) 2,7 2,7 Patyal et al. (2011) (31) g
=

Turkei Durchfallproben 3287 kulturell (mCCDAY) 0,3 0,3 Kayman et al. (2012) (74) =

Neuseeland  Durchfallproben 1380 ?ﬁgﬁﬁl\ze dium) 0,9 0,5 0,4 Mandisodza et al. (2012) (75)

Niederlande Stuhlproben 493 qPCR 0,4 0,4 de Boer et al. (2013) (68)

Chile Durchfallproben 140 lggﬁﬂ‘f&e dium) 0,7 0,7 Collado et al. (2013) (57)

Portugal Durchfallproben 298 gPCR 1,6 1,3 0,3 Ferreira et al. (2014) (58)

Belgien ~ Stuhlproben 6774 ?I‘;lomufll\}[e i) 13 0.7 0.6 van den Abeele et al. (2014) (60)

. kulturell
Chile Stuhlproben 83 (Houf-Medium) 3,6 3,6 Fernandez et al. (2015) (30)

2 CMA: Cefoperazon MacConkey Agar; ® mCCDA: modifizierter Aktivkohle-Cefoperazon-Desoxycholat-Agar; ¢ CAT: Cefoperazon, Amphotericin B und Teicoplanin
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2.4. Klinische Relevanz im Menschen

Die Bedeutung von Arcobacter als humanem Krankheitserreger ist noch nicht hinreichend geklért.
Insbesondere die drei Spezies 4. butzleri, A. cryaerophilus und A. skirrowii werden vermehrt mit
gastrointestinalen Infektionen in Verbindung gebracht, wobei die Symptome von abdominalen
Kriampfen, Ubelkeit, Ubergeben bis hin zu akuten oder chronischen Durchfall reichen (9, 20, 39,
55, 62). Damit dhnelt die Symptomatik einer Erkrankung mit Campylobacter oder Salmonellen,
wobei die durch A. butzleri hervorgerufene Diarrhé eher ldnger anhaltend und wissrig zu sein
scheint, im Gegensatz zum blutigen Durchfall, der durch C. jejuni haufig verursacht wird (59). In
seltenen Féllen konnten Arcobacter spp. auch von Patienten mit Bakteridmie, Peritonitis und
Appendizitis isoliert werden (76-78).

Bei humanen Arcobacter-Erkrankungen handelt es sich im Regelfall um Einzelerkrankungen, aber
bisher konnten auch einige wenige lebensmittel- bzw. wasserbedingte Ausbriiche in
Zusammenhang mit Arcobacter gebracht werden (20, 39, 55). Ein Ausbruch, der mit dem Verzehr
von kontaminierten Lebensmitteln assoziiert wurde, ereignete sich 1983 in einer Grundschule in
Italien. Zehn Kinder litten unter starken Bauchkrdmpfen ohne Durchfall, und A. butzleri konnte
als einziger potentieller Erreger in allen Stuhlproben nachgewiesen werden. Sdmtliche detektierten
A. butzleri-Stamme gehorten zum gleichen Serotyp und wiesen identische Proteinprofile und
Phénotypen auf, sodass ein epidemiologischer Zusammenhang der Stimme untereinander
vermutet wurde. Als Ursache des Ausbruchs wurde die Schulmensa angenommen, wobei dort
keine Proben von Mitarbeitern oder Lebensmitteln untersucht wurden (20). Des Weiteren traten
nach einem Hochzeitsempfang in Wisconsin, USA, bei 51 Gésten Symptome einer
gastrointestinalen Infektion wie Ubelkeit, Bauchkrimpfe und Durchfall auf. In vier von fiinf
untersuchten Stuhlproben von Betroffenen, konnten Arcobacter spp. als einzige Erreger
identifiziert werden. Das bei der Hochzeitsfeier servierte Hiithnchen wurde als mogliche
Kontaminationsquelle vermutet (39). Neben lebensmittelbedingten Ausbriichen durch Arcobacter
wurde auch iiber Ausbriiche berichtet, bei denen durch Arcobacter kontaminiertes Wasser als
Ursache diskutiert wurde. In einem Pfadfindercamp in den USA (1996), beklagten sich
beispielsweise 117 Erkrankte iiber Symptome wie Ubelkeit, Erbrechen und Durchfall. Zur
gleichen Zeit des Ausbruchs kam es zum Ausfall der automatischen Chlorierungsanlage, sodass
kontaminiertes Trinkwasser als Ursache des Ausbruchs angenommen wurde. A. butzleri konnte
zwar nicht in direkten Zusammenhang mit dem Ausbruch gebracht, aber in einem Brunnen
detektiert werden, der das Pfadfinder-Camp mit Trinkwasser versorgte (55). Uber einen weiteren

Ausbruch wurde 2004 berichtet, bei dem rund 1450 Personen unter Symptomen einer
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Gastroenteritis litten, nachdem sie die Insel South Bass Island in Ohio, USA, besucht hatten.
Untersuchungen des Grundwassers ergaben eine hohe fakale Verunreinigung, die vermutlich durch
Einleitung von Abwasser aus Kldranlagen nach extremen Regenféllen verursacht wurde.
Arcobacter spp. konnten in 41 % der untersuchten Wasserproben nachgewiesen werden (52).
Einer klinischen Studie zur Folge, wird Arcobacter des Weiteren als ein Erreger von Reisedurchfall
angenommen, nachdem A. butzleri in 8 % der untersuchten Stuhlproben amerikanischer und
europdischer Reisenden, die wihrend ihrer Reise durch Mexiko, Guatemala und Indien an akutem
Durchfall erkrankt waren, ermittelt werden konnte (79).

Bei den zuvor beschriebenen Ausbriichen liegen keine eindeutigen Beweise dariiber vor, ob
Arcobacter tatsichlich die alleinige Ursache der Ausbriiche darstellen. Dennoch verstérken sie die
Annahme, dass es sich bei Arcobacter um durch wasser- bzw. lebensmitteliibertragbare Erreger
handelt. Neben den beschriebenen Ausbriichen und Einzelerkrankungen liegen auch Daten zu
Pravalenzen von Arcobacter spp. in humanen klinischen Proben vor (siehe 2.3.4.). Wie bereits im
vorherigen Kapitel beschrieben, variieren die Nachweisraten von Arcobacter in klinischen Proben
abhéngig vom Untersuchungsland und verwendeter Isolations- bzw. Detektionsmethode. Dies
zusammen mit der Tatsache, dass Arcobacter auch in gesunden Menschen nachweisbar waren,
erschwert die Einschitzung und Bewertung von Arcobacter als potentielle humanpathogene

Erreger.

2.5. Genotypisierungsverfahren

Genotypisierungsverfahren konnen neben der Identifizierung von Mikroorganismen auch fiir
epidemiologische Fragestellungen, wie Bestimmung der Ahnlichkeit bzw. der Verwandtschaft von
Stimmen, Verfolgung von Ubertragungswegen, Identifizierung von Infektionsquellen und zur
Aufklirung lebensmittelbedingter Ausbriiche eingesetzt werden. Fiir die molekulare Typisierung
von Arcobacter haben sich verschiedene banden- und sequenzbasierte Methoden bewéhrt. Zu den
bandenspezifischen Methoden gehort die Amplifikation repetitiver Elemente mittels
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC)-PCR, die zufdllige Amplifikation von
DNA mittels Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)-PCR (80), die selektive
Amplifikation nach Restriktionsverdau durch Amplified Fragment-Length Polymorphism (AFLP)
(81, 82) und die Auftrennung groBerer DNA-Fragmente nach Restriktionsverdau mittels Pulsed-
Field-Gelelektrophorese (PFGE) (25). Des Weiteren gibt es noch die Methode des Multilocus

Sequence Typing (MLST), die auf der Sequenzanalyse von sieben ausgewihlten Haushaltsgenen
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(,,housekeeping genes*) basiert und durch die Zuordnung von Sequenztypen (ST) ein Vergleich
von Stimmen innerhalb einer Spezies ermoglicht (83).

Das von Miller et al. (2009) entwickelte MLST-Protokoll fiir Arcobacter konnte bei der
Untersuchung von 374 Arcobacter-Stammen unterschiedlichster Herkunft keinen Zusammenhang
zwischen MLST-Sequenztyp und der Herkunft der Isolate erkennen, was auf eine hohe genetische
Diversitét innerhalb der Arcobacter spp. schlieBen lieB. Die gewonnenen Daten wurden in einer
freiverfligbaren erstellten MLST-Datenbank fiir Arcobacter im Internet hinterlegt (83). Andere
Studien konnten ebenfalls mit dieser Methode die Heterogenitit von Arcobacter aus
Lebensmittel-, Tierfdzes- und Schlachthofproben bestitigen, wobei vermutet wird, dass das stetige
Finden von neuen ST und die daraus resultierende hohe Diversitit auf die noch begrenzte Anzahl
der in der Datenbank vorhandenen Sequenzen zuriickzufiihren ist (65, 84, 85).

Die PFGE wurde bislang in der epidemiologischen Analyse von Krankheitserregern aufgrund der
hohen Auflésung als Goldstandard fiir mikrobielle genetische Fingerprints angesehen (86). Fiir
Arcobacter wurde diese Methode einerseits zur Bewertung der genetischen Diversitét eingesetzt,
erwies sich andererseits aber auch fiir die Erkennung bzw. Uberwachung von Ausbriichen als
sinnvoll (25, 87). Hume et al. (2001) konnten eine grofle genotypische Vielfalt unter Arcobacter-
Isolaten in einem Schweinezuchtbetrieb ermitteln, die unter anderem auf genomische
Verdnderungen, wie zum Beispiel Rekombination, wiahrend der Aufzucht schliefen lésst (25). Bet
der Typisierung von Isolaten verschiedener Fleischproben konnten teilweise Ubereinstimmungen
der PFGE-Profile entdeckt werden, die durch eine Kreuzkontamination entstanden sein konnten
(87). Obwohl die PFGE oft als Goldstandard fiir die Genotypisierung dargestellt wird, handelt es
sich hierbei um eine Methode, die sowohl sehr zeit- als auch kostenintensiv ist.

Die AFLP-Methode wird auch zur Evaluierung der genetischen Diversitit von Arcobacter
eingesetzt und konnte ebenfalls ein hohes Mall an Heterogenitit von Arcobacter-Isolaten
verschiedenen Ursprungs und geografischer Herkunft ermitteln. Dariiber hinaus konnte durch die
als effektiv und reproduzierbar beschriebene Methode eine potentiell neue Arcobacter-Spezies
identifiziert werden (81, 82).

Auch mit der RAPD-PCR konnte die genetische Diversitit von Arcobacter-Isolaten, die
beispielsweise von Hiithnerkarkassen isoliert wurden, gezeigt werden (88). Houf et al. (2002)
optimierten sowohl RAPD-PCR als auch ERIC-PCR fiir die genetische Charakterisierung von
Arcobacter-Isolaten aus Gefliigelfleisch und konnten im direkten Vergleich zeigen, dass sich die
genetischen Fingerprint-Profile, die mit der ERIC-PCR erhalten wurde, als komplexer und besser
reproduzierbar erwiesen, als die der RAPD-PCR (80).

Die bevorzugte Methode fiir die Genotypisierung von Arcobacter stellt die ERIC-PCR dar. Dabei
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handelt es sich um eine PCR-basierte Methode, die Bereiche innerhalb repetitiver DNA-
Sequenzen (ERIC-Sequenzen), die mehrfach im Genom von Bakterien vorkommen konnen,
amplifiziert. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung ergibt sich ein spezifisches Bandenmuster,
das zum Vergleich von Stammen herangezogen wird.

So konnte mittels ERIC-PCR die genotypische Identitdt von klinischen A4. butzleri-Stimmen, die
bei einem Ausbruch von Gastroenteritis an einer italienischen Schule aus den Stuhlproben von
Kindern isoliert wurden, nachgewiesen werden (89). Andererseits konnte bei der
Charakterisierung von A. butzleri-Isolaten aus mechanisch zerlegten Puten einzelner
Aufbereitungsanlagen eine hohe Heterogenitit durch ERIC-PCR ermittelt werden, was auf das
Vorhandensein mehrerer Kontaminationsquellen auf dem Schlachthof schlieBen ldsst. Des
Weiteren wurde die ERIC-PCR genutzt, um die Verwandtschaft neuer Isolate zu untersuchen und
deren taxonomische Einordnung in neue Spezies zu unterstiitzen (90).

Mehrere Studien untersuchten mittels ERIC-PCR die genetische Diversitit von Arcobacter-
Isolaten verschiedener Herkunft, wie aus Lebensmitteln, Wasser und von Nutztieren, und konnten
dabei eine hohe Heterogenitit der Stamme feststellen (28, 29, 80, 91-95). Bisher gibt es nur wenige
Studien, die sich mit der Genotypisierung von Arcobacter spp. aus humanen Stuhlproben
beschiftigt haben. Dennoch konnte anhand von ERIC-PCR und PFGE fiir alle in den jeweiligen
Studien untersuchten Isolate der Spezies 4. butzleri und A. cryaerophilus verschiedene Genotypen
bestimmt werden (70, 74, 95, 96).

Die hohe genetische Heterogenitit von Arcobacter-Isolaten ist vermutlich auf verschiedene
Griinde zuriickzufiihren, wie auf das Vorhandensein mehrerer Kontaminationsquellen aber auch
auf genomische Rekombination (80). In einer erst kiirzlich verdffentlichten Studie bildeten
52 A. cryaerophilus-Staimme unterschiedlicher geografischer Herkunft nach der Typisierung mit
MLST vier Cluster, sodass die Unterteilung dieser Spezies in vier Genomovare vorgeschlagen
wurde, was die bisher ermittelte genetische Heterogenitit von A. cryaerophilus erklaren konnte
(14). Wiahrend einerseits kein Zusammenhang zwischen verschiedenen Genotypen und der
Herkunft von Lebensmittelisolaten erkennbar war (84, 93), konnten andererseits bei der
Clusteranalyse von Tier- und Humanisolaten genetische Ubereinstimmungen gezeigt werden, die

fiir eine womdglich zoonotische Ubertragung von Arcobacter sprechen (95).
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2.6. Pathogenitiit und Virulenzfaktoren

2.6.1. Vorhandensein von Virulenzgenen

Im Genom vom Referenzstamm A. butzleri RM4018 konnten bisher die zehn putativen
Virulenzfaktoren ciaB, cadF, cj1349, pldA, tlyA, mviN, hecA, hecB, irgA, und iroE identifiziert
werden, die Homologien zu Virulenzfaktoren anderer Bakterien, vor allem von C. jejuni und
E. coli aufweisen (12). Die Funktionen der verschiedenen Gene sollen im Weiteren kurz erldutert
werden. Das Genprodukt von ciaB ist in Campylobacter mit der Invasion in die Wirtszelle
assoziiert (97). cadF und ¢j1349 codieren in Campylobacter fiir dulere Membranproteine, die
durch die Bindung an Fibronektin den Zellkontakt zu intestinalen Epithelzellen erméglichen (98,
99). Zwei weitere Proteine, PIdA und TlyA, sind mit der Himolyse von Erythrozyten assoziiert;
dabei codiert p/dA fiir ein in die dulere Membran integriertes Enzym Phospholipase A (100), und
tly4 codiert ein Hamolysin (101). Das in Arcobacter identifizierte mviN Gen zeigt Homologien zu
einem Gen aus E. coli, das fiir ein Protein codiert, welches an der Peptidoglucanbiosynthese
beteiligt ist (102). Das Gen hecA codiert in Erwinia crysanthemi ein Adhésin, das zur Familie der
filamentosen Hamagglutinine gehort und mit der Anheftung an Wirtszellen assoziiert wird (103).
Das Genprodukt von hecB ist ein Hamolysin-Aktivierungsprotein (12). Der eisenregulierte
Enterobactin-Rezeptor IrgA und das periplasmatische Enzym IroE sind mit der Eisenaufnahme in
E. coli assoziiert und werden dadurch auch mit der Entwicklung und Aufrechterhaltung der
Infektion in Verbindung gebracht (104, 105). Bisher ist es jedoch noch unklar, ob diese
vermeintlichen Virulenzfaktoren auch tatsichlich die gleichen Funktionen in Arcobacter haben,

wie sie fiir thre Homologen in anderen Bakterienarten beschrieben sind.
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Tabelle 2: Uberblick der Priisenz von putativen Virulenzgenen in Arcobacter spp.

A. butzleri (n=78) 100 100 100 100 100 100 21 86 35

: _ : Douidah et al.
A. cryaerophilus (n=22) Humanisolate 91 73 64 54 59 100 36 n.u. (2012) (106)
A. skirrowii (n=1) 100 100 100 100 100 100 0

Human-, Karadas et al
A. butzleri (n=52) Lebensmittel-und 100 100 100 100 100 100 13 44 60 15 (2013) (107) '
Wasserisolate
A. butzleri (n=113) Tierfizes-, 100 100 100 100 100 100 Tabatabaed cf
A. cryaerophilus (n=40) Schlachthaus- 98 45 55 38 33 90 n.u. al. (2014) (108)
A. skirrowii  (n=15) ~ und Wasserisolate g5 60 53 40 13 80
. _ Lebensmittel- Lehmann et al.
A. butzleri (n=40) solate 100 100 100 98 100 100 48 45 40 35 (2015) (93)
A. butzleri (n=47) Lebensmittel- 100 100 100 100 100 100 19 28 17 4 Girbau et al.
A. cryaerophilus (n=10) ~ isolate 100 20 10 40 10 100 30 0 0 20 (2015)(109)
A. butzleri (n:75) Flelschprodukt_ 97 66 89 100 92 97 30 48 nu 46 Zacharow et al.
A. cryaerophilus (n=6) isolate 100 0 17 50 0 50 0 0 ' 0 (2015)(110)
. _ . Piva et al.

A. butzleri (n=212)  Umweltisolate 100 97 96 98 97 98 22 16 30 14 (2017) (111)
A. butzleri (n=16) Human-, 100 100 100 100 100 100

. _ Tierfazes- und Sekhar et al.
A. cryaerophilus (n=13) Lebensmittel- 85 77 62 62 62 77 n.u. (2017) (112)
A. skirrowii (n=12) isolate 92 83 50 50 50 67
A. butzleri (n=80) Human-, 99 95 95 99 98 31 39 23 Gilha et al

) Lebensmittel- und n.u. n.u. 2019) (1 1'
A. cryaerophilus ("=22)  Wasserisolate 96 0 32 9 91 0 0 0o (2019 (113)

n.u. = nicht untersucht; VAG = Virulenz-assoziierte Gene
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Bisher gab es schon einige Studien, die das Vorhandensein dieser putativen Virulenzgene, vor
allem in A. butzleri, A. cryaerophilus und teilweise auch A. skirrowii, mittels PCR untersucht
haben (93, 106-109, 112). Ein Uberblick dariiber verschafft Tabelle 2. Insgesamt wird deutlich,
dass sechs dieser putativen Virulenzgene, und zwar ciaB, cj1349, cadF, tlyA, pldA und mviN, am
hiufigsten in A. butzleri detektiert werden, unabhéingig von der Herkunft der Isolate. Die
Pravalenzen liegen dabei in den meisten Studien zwischen 98 und 100 % (106-108, 111-113),
wihrend eine Studie aus Polen geringere Privalenzen zwischen 66 und 97 % fiir die genannten
Gene, bis auf tly4, detektierte (110). Die Gene hecA, hecB und irgdA wurden in geringeren Raten
in A. butzleri detektiert, mit Pravalenzen von 13 bis 48 % fiir hecA, 16 bis 86 % fiir hecB und 4 bis
35 % fiir irg4 (93, 106, 107, 109-111, 113). Das Gen iroE wurde bisher nur vereinzelt in den
Untersuchungen miteingebunden, und es konnten Pridvalenzen von 17 bis 60 % ermittelt werden
(93, 107, 109, 111).

In A. cryaerophilus-Isolaten konnten insgesamt weniger dieser putativen Gene nachgewiesen
werden. Zu den am haufigsten detektierten Genen gehoren ciaB und mviN mit Priavalenzen von 85
bis 100 % bzw. 50 bis 100 % (106, 108-110, 112, 113). Die Detektionsraten fiir die anderen Gene
variierten stark.

Bisher gibt es nur einzelne Studien, die sich mit der Privalenz von putativen Virulenzgenen in
A. skirrowii befasst haben. Nur die sechs Gene, die in A. butzleri Isolaten am héaufigsten detektiert
wurden (ciaB, c¢jl1349, cadF, tlyA, pldA und mviN), konnten auch in A. skirrowii mit
unterschiedlichsten Prévalenzraten nachgewiesen werden (106) bzw. wurden nur diese in den
Untersuchungen tiberhaupt betrachtet (108, 112). Da die verwendeten Primer zur Detektion der
Gene auf Basis des A. butzleri-Genoms entwickelt wurden, konnen die Unterschiede in der
Detektion und insgesamt die geringere Anzahl an Virulenzgenen, die in A. cryaerophilus und
A. skirrowii nachgewiesen werden konnten, auf eine schlechtere Bindung der Primer an die
Zielsequenzen aufgrund genetischer Heterogenitit zuriickzufiihren sein (106).

Neben den oben genannten zehn putativen Virulenzgenen, die teilweise Homologien zu
Campylobacter aufweisen, gibt es des Weiteren auch Virulenzfaktoren, die zwar in C. jejuni
vorkommen, im Genom von A. butzleri jedoch nicht nachgewiesen werden konnten, wie zum
Beispiel das Cytolethal-Distending Toxin (CDT) (12). Dabei handelt es sich um ein Enterotoxin,
das durch die drei Untereinheiten cdtA, cdtB und cdtC codiert wird und an der Hemmung der
Zellteilung von eukaryotischen Zellen beteiligt ist (114). Die Expression von CDT konnte in
mehreren C. jejuni-Stimmen nachgewiesen werden, und es wird vermutet, dass es als einer von
mehreren Virulenzfaktoren zu deren Pathogenitit beitrdgt (114-116). Wihrend bisherige Studien

die Abwesenheit der CDT-Gene im Genom von A. butzleri beschreiben (12, 117) konnten diese
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erst kiirzlich in 4. lanthieri- und A. faecis-Isolaten nachgewiesen werden. Dariiber hinaus wurden
in dieser Studie mittels spezies-spezifischer Primer die putativen Virulenzgene cadF, ciaB, mviN,

pldA, tly4A und irgA in 80 bis 100 % der untersuchten Stimme identifiziert (118).

2.6.2. Pathomechanismen von Arcobacter

Bisher haben sich nur wenige Studien mit der Untersuchung zum pathogenen Potential von
Arcobacter beschiftigt. Neben Studien zum Vorkommen von putativen Virulenzgenen, wurden des
Weiteren die adhdsiven, invasiven und zytotoxischen Fahigkeiten von Arcobacter spp. an
verschiedenen Zelllinien in vitro getestet und auch erste in vivo-Untersuchungen durchgefiihrt, um
die pathogenen Mechanismen, die hinter einer Infektion mit Arcobacter stehen, aufzukléren.

Die Adhésion von pathogenen Mikroorganismen an die Oberfliche der Wirtszelle, wie z. B.
Epithelzellen, stellt den ersten Schritt in der Etablierung einer Infektion dar und wird durch
Adhésine, den bakteriellen Oberflichenproteinen, vermittelt. Dadurch kann es zur Ansiedlung
oder in manchen Fillen auch zum Eindringen der Bakterien in die Wirtszelle, auch Invasion
genannt, kommen, was wiederum deren Vermehrung und Verbreitung in andere Gewebe oder auch
deren Persistenz ermdglicht (119). Die Fahigkeit von Arcobacter, an Zelloberflichen anzuhaften,
wurde bereits an verschiedenen Zelllinien, wie Hep-2, Caco-2, IPI-21, HeLa, INT407 und HT-29
getestet und auch nachgewiesen (70, 107, 120-125). Dabei wurden iiberwiegend 4. butzleri- und
A. cryaerophilus-Isolate diverser Herkunft untersucht, und es konnten Unterschiede in der
Adhisionsfahigkeit festgestellt werden. Bei der Untersuchung von 4. cryaerophilus-Isolaten aus
humanen Stuhlproben zeigten beispielsweise 57 % der Isolate eine Adhédsion an Hep-2-Zellen,
wihrend nur 29 % an Caco-2-Zellen anhafteten (70). Des Weiteren konnte einerseits fiir alle
untersuchten A. butzleri-Isolate aus Flusswasser die Adhdsion an Hep-2-Zellen nachgewiesen
werden (121), wahrend in einer anderen Studie die A4. butzleri-Stimme (17/18), die auch aus
Flusswasser isoliert wurden, keine Adhésion an HeLa- oder INT407-Zellen zeigten (125). Tier-
und Fleischisolate erwiesen sich hingegen alle als an Caco-2-, IPI-2I- und Hep-2-Zellen adhésiv
(121, 123, 124). Neben den hauptsichlich betrachteten Spezies A. butzleri und A. cryaerophilus
wurden auch andere Spezies auf ihre Adhdsionsfdhigkeit hin untersucht. Levican et al. (2013)
analysierten in ihrer Studie insgesamt 60 Arcobacter-Stamme unterschiedlicher Herkunft, die 16
verschiedenen Spezies angehorten, und konnten zeigen, dass fast alle Spezies (14/16) in der Lage
waren, an die humane Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 anzuhaften (124).

Einen weiteren wichtigen Schritt im Verlauf einer Infektion stellt die Invasion in eukaryotische

Zellen dar. Die Invasionsfahigkeit von Arcobacter wurde meist im direkten Zusammenhang mit
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der Adhidsionsfahigkeit und daher auch an den bereits genannten Zelllinien, wie HeLa, INT407,
Caco-2, IPI-21 und HT-29 getestet (70, 107, 124, 125). In der Studie von Musmanno et al. (1997)
konnten die analysierten A. butzleri-Isolate aus Flusswasser weder in HeLa- noch in INT407
eindringen, und bis auf ein Isolat zeigten sich diese auch nicht adhésiv (125). Im Gegensatz dazu
zeigten in der Studie von Levican et al. (2013) alle untersuchten Stimme der Spezies
A. cryaerophilus, A. butzleri und A. skirrowii eine Adhdsion an Caco-2-Zellen, und bis auf jeweils
ein A. butzleri- und ein A. skirrowii-Isolat konnten alle Stimme zusétzlich in die humanen
Epithelzellen eindringen (124). Andere Studien zeigten hingegen keine Korrelation zwischen
Adhisions- und Invasionsfahigkeit. Wahrend alle acht getesteten Stimme in der Studie von Ho et
al. (2007) in der Lage waren, an den Zelllinien Caco-2 und IPI-2I anzuhaften, zeigten nur die zwei
Stimme der Spezies A. cryaerophilus eine Invasion in dieselben Zelllinien (123).
Karadas et al. (2013) untersuchten A. butzleri-Stimme aus Human- und Hihnchenfleischproben,
die zwar alle eine Adhédsion an Caco-2-Zellen und auch eine Invasion in diese aufwiesen, auf HT-
29-Zellen sich hingegen nur jeweils zwei der Stamme als adhésiv zeigten und nur ein Humanisolat
und die beiden Hihnchenisolate invasiv waren (107). Zusammengefasst konnen die beobachteten
Unterschiede in der Adhisions- bzw. Invasionsfahigkeit von Arcobacter vermutlich auf die
Verwendung verschiedener Zelllinien, die verschiedenen Herkunftsquellen der Stimme oder aber
auch auf unterschiedliche Untersuchungsprotokolle zuriickzufiihren sein (107, 123, 125). Des
Weiteren kann es ein Indiz dafiir sein, dass verschiedene Spezies bzw. Stimme von Arcobacter
auch verschiedene Virulenzmechanismen besitzen (126).

Einen weiteren Pathogenititsfaktor, neben dem Anheften und FEindringen des Bakteriums in die
Wirtszelle, stellen bakterielle Toxine dar, welche ma3gebend an der Zellschdadigung beteiligt sein
konnen (127). In einigen Campylobacter spp. konnte die Expression eines Enterotoxins, dem CDT,
nachgewiesen werden, und es wird davon ausgegangen, dass dieses Toxin, neben anderen
Virulenzfaktoren, zu deren Pathogenitdt beitragen konnte (114-116). Im Genom von A. butzleri
konnte bereits das Vorhandensein putativer Virulenzfaktoren, die Homologien zu Campylobacter
aufweisen, bestétigt werden, das Vorkommen von CDT jedoch wurde bisher nicht aufgezeigt (12,
117). Johnson and Murano (2002) untersuchten in ihrer Studie 26 Arcobacter-Stimme der Spezies
A. butzleri und A. cryaerophilus unterschiedlicher Herkunft und konnten mittels PCR keine
CDT-Gene nachweisen. Dennoch zeigten ausgewdhlte Isolate in vitro eine zytotoxische Wirkung
auf INT407- und HeLa-Zellen, was sich im langsameren Wachstum, dem Abrunden der Zellen,
Zellablosungen und Zelltod &uBlerte. Daher wurde vermutet, dass von Arcobacter ein
CDT-differentes Toxinmolekiil gebildet wird, welches die zytotoxische Aktivitét induziert (117).

Bereits in einer friheren Studie konnte fir 95 % der untersuchten A. butzleri-Isolate aus

19



Literatur

Flusswasser eine zytotoxische Wirkung auf Vero- und CHO-Zellen nachgewiesen werden, was
sich morphologisch im Abrunden der Zellen sowie Zellkernpyknosen zeigte (125). Andere Studien
konnten ebenfalls ein Abrunden von Vero-Zellen nach Arcobacter-Infektion und damit deren
zytotoxische Aktivitit aufzeigen (120, 122). In einer Studie von Villarruel-Lopez et al. (2003)
erwiesen sich 95 % der untersuchten Schweinefleischisolate als zytotoxisch auf Vero-Zellen, was
sich unter anderem in einer Elongation und Vakuolenproduktion &uBlerte (126). In den bisher
genannten Studien wurde die Cytotoxizitdit von Arcobacter anhand morphologischer
Beobachtungen detektiert. Karadas et al. (2016) untersuchten hingegen die Cytotoxizitdt von
A. butzleri mittels enzymatischem Nachweis der Zellviabilitdt. HT-29/B6-Zellen wurden dafiir mit
Isolaten aus Human- und Héhnchenfleischproben inokuliert, und zwei Stimme (je ein Human-
und Hihnchenstamm) erwiesen sich als stark zytotoxisch (128). Interessanterweise konnten fiir
die gleichen Stimme in vorangehenden Untersuchungen weder adhésive noch invasive
Eigenschaften nachgewiesen werden (107), dhnlich wie in anderen Studien (120, 125), was auf
stamm-spezifische Pathomechanismen schlieen lasst (128).

Wihrend fiir A4. butzleri vermutet wird, dass die Toxizitdt in den Wirtszellen durch ein
CDT-differentes Toxin hervorgerufen wird, konnte dieses jedoch erst kiirzlich in zwei anderen
Arcobacter-Spezies, ndmlich A. lanthieri und A. faecis, nachgewiesen werden, sodass auch
iibergreifend von spezies-spezifischen Pathomechanismen ausgegangen wird (118).

Neben den in vitro-Untersuchungen zu Adhésion, Invasion und Zytotoxizitit konnte zusétzlich
gezeigt werden, dass A. butzleri Barriere-Funktionsstorungen in HT-29/B6-Monolayern
hervorrufen kann, die die bakterielle Translokation vereinfachen und somit als potentielle
Mechanismen zur Induktion von Durchfall beim Menschen angesehen werden (128, 129). Zur
weiteren Aufklarung beziiglich der Pathogenese wurden ebenfalls Studien zu potentiellen
immunpathogenen Mechanismen durchgefiihrt. Zum einen konnte die Expression des
Entziindungsmediators Interleukin-8 (IL-8) durch Caco- und IPI-21-Zellen in Folge einer Infektion
mit A. butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii und A. cibarius nachgewiesen werden (123). Die
Induktion der Freisetzung des Zytokins IL-8 wird als wesentlicher Virulenzmechanismus in
Campylobacter spp. und Helicobacter pylori angesehen (130). Zum anderen konnte auch im
Maus-Modell die Induktion einer pro-inflammatorischen Entziindungsreaktion nach der Infektion
mit A. butzleri in Diinn- und Dickdarm, sowie eine extraintestinale und systemische
Immunantwort nachgewiesen werden (131, 132). In diesem Zusammenhang konnte gezeigt
werden, dass der Toll-like Rezeptor-4 (TLR-4) an der Entziindungsreaktion nach
A. butzleri-Infektion beteiligt ist. Der TLR-4 erkennt unter anderem Lipopolysaccharide und

Lipooligosaccharide aus der Zellwand gramnegativer Bakterien, sodass vermutet wird, dass diese
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bakteriellen Bestandteile die Entziindungserkrankung von Magen und Darm verschlimmern (133,
134). Daruber hinaus konnten Verénderungen in der Expression von Genen, die fir pro-
inflammatorische, regulatorische und gewebsabbauende Molekile kodieren, nach der Infektion
mit A. butzleri detektiert werden (135). Um die immunpathogenen Eigenschaften von Arcobacter
besser einordnen zu konnen, wurden in einer Meta-Analyse bisher durchgefiihrte
Infektionsversuche im Maus-Modell verglichen, und es wurde deutlich, dass 4. butzleri im
Vergleich zu C. jejuni eine weniger stark ausgeprigte entziindungsfordernde Immunantwort
induziert, aber dennoch eine stirkere lokale und systemische im Gegensatz zu E. coli (136).

Zusammenfassend konnte in den zuvor genannten Studien fiir Arcobacter neben der Fahigkeit zur
Adhiésion, Invasion wund =zur Produktion von Toxinen auch die Induktion einer
Entziindungsreaktion nachgewiesen werden, was zusammengenommen das humanpathogene
Potential vor allem von A. butzleri unterstreicht. Bisher ist aber noch unklar, welche

Virulenzfaktoren dafiir verantwortlich sind.

2.7. Empfindlichkeit von Arcobacter gegeniiber Antibiotika

Die meisten Arcobacter-Infektionen verlaufen in der Regel eher mild und sind gewdhnlich
selbstlimitierend. Eine Behandlung mit Antibiotika sollte demnach nur bei schweren klinischen
Féllen zum Einsatz kommen, unter Beachtung der antimikrobiellen Empfindlichkeitstestung, da
ansonsten die Entwicklung von Resistenzen gefordert werden kann (59). Die Datenlage beziiglich
der antimikrobiellen Empfindlichkeit von Arcobacter spp. ist bisher noch begrenzt und beschréinkt
sich vor allem auf die drei Spezies A. butzleri, A. cryaerophilus und A. skirrowii. Durch den
Einsatz vieler verschiedener Testmethoden und dem Fehlen definierter Grenzwerte wird eine
einheitliche Bewertung und der Vergleich von Studien untereinander erschwert. Mit der
Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) konnen Mikroorganismen anhand
spezifischer Grenzwerte in die Kategorien ,,sensibel®, ,,sensibel bei erhdhter antimikrobieller
Exposition® und ,resistent eingeordnet werden. Da fiir Arcobacter jedoch noch keine
spezifischen Grenzwerte existieren, wurden in bisherigen Studien verschiedene Grenzwerte
anderer Mikroorganismen genutzt, um die antimikrobielle Empfindlichkeit von Arcobacter zu
bewerten. So dienten unter anderem Grenzwerte fiir Enterobakteriazeaen oder Staphylococcus spp.
gemill CSLI-Richtlinie (Clinical Laboratory Standards Institute), Grenzwerte nach NARMS
(National Antimicrobial Resistance Monitoring System) fiir Campylobacter oder EUCAST

(European  Comittee  for  Antimicrobial — Susceptibility — Testing)  Grenzwerte  fiir
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Enterobakteriazeaen, Campylobacter oder nicht artenbezogene Grenzwerte zur Beurteilung
herangezogen (10, 137, 138).

Fiir die Behandlung von Arcobacter-Infektionen in der Human- und Tiermedizin wurden mehrere
Antibiotika aus verschiedenen Gruppen vorgeschlagen, wie Fluorchinolone (59), Tetrazykline,
Aminoglykoside (137, 139), Makrolide (140) und B-Laktam-Antibiotika (9).

Gegeniiber dem Fluorchinolon Ciprofloxacin konnte in bisherigen Studien groBtenteils eine hohe
Empfindlichkeit von  klinischen  A. butzleri-Isolaten = nachgewiesen  werden, mit
Empfindlichkeitsraten von 87 bis 100 % (74, 75, 96, 138, 141-143). Dies steht im Gegensatz zu
klinischen Campylobacter-Isolaten, die hohe Resistenzraten von 45 bis 71,4 % aufwiesen (144,
145). Trotz der allgemein hohen Empfindlichkeit gegeniiber Ciprofloxacin, wurden teilweise auch
Resistenzraten von 21 bis 56 % in A. butzleri-Isolaten vom Gefliigelschlachthof und aus
Lebensmitteln detektiert (37, 146), und auch in 51 % von A4. cryaerophilus-Isolaten aus Patienten
mit Gastroenteritis konnte eine Resistenz beobachtet werden (143). Dariiber hinaus ergab der
Vergleich mehrerer Studien in einer Meta-Regressionsanalyse eine sich in den letzten Jahren
entwickelnde Resistenz von Arcobacter gegeniiber Fluorchinolonen. Als Hauptursache fiir den
Erwerb der Resistenz gegen Ciprofloxacin bei 4. butzleri und A. cryaerophilus wird eine Mutation
innerhalb der QRDR (quinolone resistance-determining region) im gyr4 Gen angesehen, die zu
einer Aminosduresubstitution von Threonin zu Isoleucin fiihrt (141).

Die Sensitivitdt von Arcobacter gegeniiber Tetrazyklin unterscheidet sich in den verschiedenen
Studien. Wiahrend einerseits hohe Empfindlichkeitsraten humaner Arcobacter-Isolate zwischen 89
und 100 % gezeigt werden konnten (74, 138, 142, 143) und auch alle untersuchten Gefliigelfleisch-
und Wasserisolate in zwei weiteren Studien sich als sensibel erwiesen (147, 148), wurde
andererseits bei [solaten aus Lebensmitteln eine Resistenz in 95 bis 100 % der A. butzleri-Stamme
beobachtet (38, 41). Eine Tetrazyklinresistenz kann auf verschiedene Mechanismen
zurlickzufiihren sein: Efflux von Tetrazyklin unter ATP-Hydrolyse, Mutationen an der
Bindungsstelle der 16S rRNA oder durch RPPs (ribosomal protection protein), wie zum Beispiel
Tet(O), die Tetrazyklin durch GTP-Hydrolyse vom Ribosom entfernen. Im Genom von
Tetrazyklin-resistenten Arcobacter-Stimmen konnten putative Resistenzproteine identifiziert
werden, die Ahnlichkeiten zur MFS-Effluxpumpe und RPPs in E. coli aufweisen (17).

Eine sehr gute Wirkung gegen Arcobacter zeigen Aminoglykoside wie Gentamicin. Mehrere
Studien konnten fiir Isolate aus Humanproben (74, 96, 138, 142, 143), Meeresfriichte- und
Wasserproben (148) und aus Gefliigelfleischproben (147) hohe Sensitivititsraten von 96 bis 100 %
nachweisen. Dennoch konnte in einer Studie in Irland, in der fiinf Schweineisolate untersucht

wurden, liber eine hohe Resistenzrate von 80 % berichtet werden (149). Die bakterielle Resistenz
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gegeniiber Aminoglykosiden wird hauptsidchlich iiber die Inaktivierung dieser durch
Aminoglykosid-modifizierende Enzyme bedingt (150).

Fiir Makrolide, insbesondere Erythromycin, konnten relativ geringe Resistenzraten zwischen 0
und 22 % bei A. butzleri-Isolaten aus humanen Stuhlproben (74, 75, 96, 138, 142, 143) detektiert
werden, und auch Isolate aus Meeresfriichten, Gefliigelfleisch und Tieren zeigten sich sensitiv
(147, 151, 152). In einzelnen Studien konnten allerdings hohe Resistenzraten von 80 - 100 % in
A. butzleri-Isolaten aus Milch, Kése, Schweinen und Meeresfriichten nachgewiesen werden,
wobei jedoch nur eine geringe Anzahl an Stimmen untersucht wurde (17, 41, 149). Fir
Azithromycin, einem weiteren Makrolid, konnten bei Gefliigelisolaten ebenfalls hohe
Resistenzraten von bis zu 95 % detektiert werden (137, 147), und auch in einer Humanstudie
wiesen etwa die Hilfte der untersuchten humanen Isolate eine Resistenz gegeniiber Azithromycin
auf (143). Die Sensitivitit von Arcobacter gegeniiber Erythromycin im Gegensatz zu
Azithromycin ist bemerkenswert, da es sich bei beiden Antibiotika um Makrolide handelt. Aber
auch in Campylobacter, wo man eigentlich eine Kreuzresistenz der beiden Antibiotika beobachten
kann, konnte eine unterschiedliche Sensibilitit in einzelnen Isolaten gezeigt werden (153).
Bakterielle Resistenz gegeniiber Makroliden stellt iiberwiegend die post-transkriptionelle
Methylierung der 23S-rRNA dar. In Erythromycin-resistenten 4. butzleri-Stimmen konnten auch
Gene fiir rRNA Methyltransferasen mit Ahnlichkeiten zu Enterococcus faecium detektiert werden
(17).

Gegeniiber Ampicillin, einem Aminopenicillin aus der Gruppe der B-Laktam-Antibiotika,
erwiesen sich 50 bis 100 % der Arcobacter-Isolate aus humanen Stuhlproben als resistent (74, 75,
138, 143). Ahnlich hohe Resistenzen konnten auch fiir Isolate aus Gefliigelproben und
Meeresfriichten (146-148, 152) nachgewiesen werden. Die Resistenz von Bakterien gegeniiber
B3-Laktam-Antibiotika beruht im Allgemeinen auf der Produktion von Enzymen, den
B-Laktamasen, die wiederum das Antibiotikum inaktivieren (154). Fanelli et al. (2019) konnten in
A. butzleri-Isolaten, die sich als resistent gegeniiber Ampicillin erwiesen, drei mutmalBliche

3-Laktamase-Gene identifizieren (17).
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3. Materialien

3.1. Chemikalien und Enzyme

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien und Enzyme

Accutase

Agarose

Chelex 100 Resin

Dimethylsulfoxid (DMSO)

dNTP Set

EDTA

ETEST®-Reagenzstreifen Ampicillin 0,016-256
ETEST®-Reagenzstreifen Azithromycin 0,016-256
ETEST®-Reagenzstreifen Ciprofloxacin 0,002-32
ETEST®-Reagenzstreifen Erythromycin 0,016-256
ETEST®-Reagenzstreifen Gentamicin 0,016-256
ETEST®-Reagenzstreifen Tetracyclin 0,016-256
Ethanol

fotales Kélberserum (FKS)

Gentamicin

GR Green

Tag DNA Polymerase (5U/ul)

Tris/HCL

Trypanblau

water soluble tetrazolium Reagenz (WST-1)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Biozym, Hessisch-Oldendorf, D
BioRad, Miinchen, D

Roth, Karlsruhe, D

Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot, D
Roth, Karlsruhe, D

bioMérieux, Niirtingen, D
bioMérieux, Niirtingen, D
bioM¢érieux, Niirtingen, D
bioMérieux, Niirtingen, D
bioMérieux, Niirtingen, D
bioMérieux, Niirtingen, D

Roth, Karlsruhe, D

Lonza Bioscience, Koln, D

Biochrom, Berlin, D

Labgene, Chatel-Saint-Denis, CH
Qiagen, Venlo, NL

Roth, Karlsruhe, D

Serva, Heidelberg, D

Roche Applied Science, Mannheim, D

3.2. Losungen, Puffer, Nihrmedien

3.2.1. Lo6sungen und Puffer

Tabelle 4: Verwendete Losungen und Puffer

10 x PCR Puffer
10 x TBE-Puffer

Qiagen, Venlo, NL
Roth, Karlsruhe, D
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CoralLoad PCR Puffer Qiagen, Venlo, NL
Magnesiumchlorid (MgCl,) Lésung [25 mM] Qiagen, Venlo, NL
PBS Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
TE-Puffer Roth, Karlsruhe, D

10 x PCR Pufter

- Tris-Cl, KCI, (NH4)2S04, 15 mM MgCl,; pH 8,7

10 x TBE-Puffer
- 1,0 M Tris-Borat, 20 mM EDTA; pH 8,3

- fiir Gebrauchslosung 1:10 verdiinnen

5 % Chelex 100 Resin Losung
- 5 g Chelex Pulver auf 100 ml Aqua dest.

CoralLoad PCR Puffer
- Tris-Cl, KCI, (NH4)2SO4, 15 mM MgCl,, Gel-Ladereagenz, oranger Farbstoff, roter
Farbstoft; pH 8.7

PBS
- 145 mM NaCl; in 150 mM Phosphatpuffer; pH 7,2

TE-Puffer
- 1 mM Tris/HCI, 100 uM EDTA; pH 8

3.2.2. Nahrmedien

Anreicherungsmedium nach van Driessche et al. (2003) (27)

Tabelle 5: Zusammensetzung des Anreicherungsmediums nach van Driessche et al (2003) (27)

Arcobacter broth  (Oxoid, Wesel, D) 24 g/l
5’-Fluorouracil (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D) 100 mg/l
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Trimethoprim (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D) 64 mg/l

Novobiocin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D) 32 mg/l

Cefoperazone (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D) 16 mg/l

Amphotericin B (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D) 10 mg/l

lysiertes Pferdeblut (Oxoid, Wesel, D) 5 %
Herstellung:

- 24 g Arcobacter broth in 1 1 Aqua dest. 16sen

- autoklavieren bei 121°C, 15 min

- nach Abkiihlen auf ca. 50°C Zugabe der vorbereiteten Antibiotikalosungen (5‘-Fluorouracil,
Amphotericin B und Trimethoprim jeweils in DMSO geldst, Novobiocin und Cefoperazone
in Aqua dest. geldst)

- anschliefende Zugabe von 50 ml lysierten Pferdeblut

- pH-Wert von 7,2 £0,2

Selektivagar nach van Driessche et al. (2003) (27)

Tabelle 6: Zusammensetzung des Selektivagars nach van Driessche et al. (2003) (27)

Arcobacter broth (Oxoid, Wesel, D) 24 g/l
Agar Nr. 3 (Oxoid, Wesel, D) 12 g/l
5’-Fluorouracil (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D) 100 mg/l
Trimethoprim  (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D) 64 mg/l
Novobiocin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D) 32 mg/l
Cefoperazone  (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D) 16 mg/l
Ampbhotericin B (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D) 10 mg/l
Herstellung:

- 24 g Arcobacter broth und 12 g Agar Nr. 3 in 1 1 Aqua dest. 16sen

- autoklavieren bei 121°C, 15 min

- nach Abkiihlen auf ca. 50°C Zugabe der vorbereiteten Antibiotikalosungen (5‘-Fluorouracil,
Amphotericin B und Trimethoprim jeweils in DMSO gel6st, Novobiocin und Cefoperazone
in Aqua dest. gelost)

- Einfullen in sterile Petrischalen
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- pH-Wert von 7,2 £0,2

Miiller-Hinton-Agar (MHB: Oxoid, Wesel, D) mit 5 % Schafblut

Tabelle 7: Zusammensetzung von Miiller-Hinton-Agar

Rindfleisch, getrocknete Infusion aus 300 g 2,0 g/l

Caseinhydrolysat 17,5 g/l

Stéarke L5 gl

Agar 17,0 g/l

lysiertes Schafblut (Oxoid, Wesel, D) 50 %
Herstellung:

- 38 gin 1,01 Aqua dest. I16sen

- autoklavieren bei 121°C, 15 min

- nach Abkiihlen auf ca. 50°C Zugabe von 50 ml defibrinierten Schafblut (Oxoid, Wesel, D)
- Einfiillen in sterile Petrischalen

- pH-Wert von 7,3 £ 0,1

Brucella-Bouillon (BD Bioscience, Heidelberg, D)

Tabelle 8: Zusammensetzung von Brucella-Bouillon

Tryptone 10,0 g/1

Peptamin 10,0 g/1

Glucose 1,0 g/l

Hefeextrakt 2,0 g/l

Natriumchlorid 5,0 g/l

Natriumbisulfit 0,1 g/l
Herstellung:

- 28 gin 1,01 Aqua dest. 16sen
- autoklavieren bei 121°C, 15 min

- pH-Wert von 7,0 £ 0,2
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Rohmedium RPMI 1640 (Lonza Bioscience, Koln, D)

supplementiert mit:

- 10 % FKS

- 10 pg/ml Gentamicin

3.3. Reagenzsysteme

Tabelle 9: Verwendetes Reagenzsystem

GeneJET PCR Purification Kit DNA Aufreinigung Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot, D

3.4. Nukleinsiuren

Tabelle 10: Verwendete Nukleinsdure

GeneRuler 100bp DNA Ladder Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot, D

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma metabion international AG (Planegg, D) synthetisiert
und in Aqua dest. geldst.

Tabelle 11: Verwendete Oligonukleotide

Identifizierung von Arcobacter

ARCOR CGT ATT CAC CGT AGC ATA GC Houf et al. (2000) (155)

BUTZF CCT GGA CTT GAC ATA GTAAGA ATG A 401 Houf et al. (2000) (155)

SKIR F GGC GAT TTA CTG GAACAC A 641 Houf et al. (2000) (155)

CRY1 TGC TGG AGC GGA TAG AAG TA 257 Houf et al. (2000) (155)

CRY2 AAC AAC CTA CGT CCT TCG AC Houf et al. (2000) (155)

rpoB Sequenzierung

CamrpoB-L  CCA ATT TAT GGA TCAAAC 524 Korczak et al. (2006) (156)

RpoB-R GTT GCATGT TNG NAC CCAT Korczak et al. (2006) (156)
Genotypisierung

ERIC IR ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCAC Houf et al. (2002) (80)

ERIC 2 AAG TAA GTG ACT GGG GTGAGC G Houf et al. (2002) (80)

Detektion von putativen Virulenzgenen mit A. butzleri spezifischen Primern

cadF-F TTA CTC CTA CAC CGT AGT 283 Douidah et al. (2012) (106)

cadF-R AAACTATGC TAACGCTGG TT Douidah et al. (2012) (106)

irg4-F TGC AGA GGATGC TTG GAG CGTAACT 437 Whiteduck-Leveillee et al. (2016) (157)
irg4-R GTA TAA CCC CAT TGA TGA GGA GCA Whiteduck-Leveillee et al. (2016) (157)
hecA-F GTG GAA GTACAACGATAG CAGGCTC 537 Whiteduck-Leveillee et al. (2016) (157)
hecA-R GTC TGT TTT AGT TGC TCT GCA GTC Whiteduck-Leveillee et al. (2016) (157)
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hecB-F
hecB-R
pldA-F
pldA-R
ciaB-F
ciaB-R
¢j1349-F
¢j1349-R
tlyA-F
tly4-R
mviN-F
mviN-R
iroE-F
iroE-R

CTAAAC TCT ACA AAT CGT GC

CTT TTG AGT GTT GAC CTC

TTG ACG AGA CAATAA GTG CAGC
CGT CTT TAT CTT TGC TTT CAG GGA
TGG GCA GAT GTG GAT AGA GCT TGG A
TAG TGC TGG TCG TCC CAC ATA AAG
CCA GAAATCACT GGCTTTTGAG
GGG CAT AAG TTA GAT GAG GTT CC
CAAAGT CGAAACAAAGCGACTG
TCC ACCAGT GCTACT TCC TAT A
TGC ACT TGT TGC AAAACG GTG
TGC TGA TGG AGC TTT TAC GCA AGC
AAT GGC TAT GAT GTT GTT TAC

TTG CTG CTATGAAGT TTT

528

293

284

659

230

294

415

Whiteduck-Leveillee et al. (2016) (157)
Whiteduck-Leveillee et al. (2016) (157)
Whiteduck-Leveillee et al. (2016) (157)
Whiteduck-Leveillee et al. (2016) (157)
Whiteduck-Leveillee et al. (2016) (157)
Whiteduck-Leveillee et al. (2016) (157)
Whiteduck-Leveillee et al. (2016) (157)
Whiteduck-Leveillee et al. (2016) (157)
Whiteduck-Leveillee et al. (2016) (157)
Whiteduck-Leveillee et al. (2016) (157)
Whiteduck-Leveillee et al. (2016) (157)
Whiteduck-Leveillee et al. (2016) (157)
Karadas et al. (2013) (107)

Karadas et al. (2013) (107)

Detektion von putativen Virulenzgenen mit 4. lanthieri spezifischen Primern

AL cdtBF  GCAAAA GGT GAT TGG GCT CC 303 Zambri et al. (2019) (118)
AL cdtBR TCC TCCAGC TCCTTG AAC AC Zambri et al. (2019) (118)
AL cadF F TCC AAC TCC AGT TGC TGC TC 243 Zambri et al. (2019) (118)
AL cadFR  TGT CCT TCG ATG TCA GCT TTC Zambri et al. (2019) (118)
AL irgdF  AGA GCT GTT GGT TGG GAT GG 186 Zambri et al. (2019) (118)
AL irgdR  TGC ATT TGC TCT TGT AGG GT Zambri et al. (2019) (118)
AL cdtCF  GAT GAA TCC ACC AGA AAT AGA G 196 Zambri et al. (2019) (118)
AL cdtCR TTT GGG ATC AAG AGT ATAAAGTTC Zambri et al. (2019) (118)
AL pldA F TGC TCC ATT TAG AGAAACTAAC 132 Zambri et al. (2019) (118)
AL pldA R GAACGAGATTCTTCACCATCTT Zambri et al. (2019) (118)
AL cdtAF CAG GAA TAG ATC TCG CTA CAA ATG 220 Zambri et al. (2019) (118)
AL cdtAR  TTT GGT AGA AGA GGA AGT TCA TTG Zambri et al. (2019) (118)
AL mviNF  ACC TTT GGT TCT TCA ACT TTA C 170 Zambri et al. (2019) (118)
AL mviNR  CGT GCT ACC ATA GGA AAT AGG Zambri et al. (2019) (118)
AL ciaBF  GAT AGA TGC TAT TCT GCT CTT G 207 Zambri et al. (2019) (118)
AL ciaB R ATC TTC ACTAAATGC TACTATT Zambri et al. (2019) (118)
AL tlyAF GAC ATT GTAACATGT GAT GTATCTT 125 Zambri et al. (2019) (118)
AL tlyAR TTTACATTT GTT CCCACT TCA AA Zambri et al. (2019) (118)
3.5. Kontrollstimme

Tabelle 12: Verwendete Kontrollstimme

A. butzleri

A. cryaerophilus

A. skirrowii

A. cryaerophilus

C. jejuni
E. coli

CCUG 30485 CCUG
DSM 7289 DSMZ
CCUG 10374 CCuaG
ILSH 02659 FU-Berlin, ILSH
81-176 ATCC
ATCC 25922 ATCC

DNA als Positivkontrolle bei
Speziesidentifizierung durch mPCR,
Speziesverifizierung anhand rpoB-
Sequenzierung sowie Genotypisierung
durch ERIC-PCR

DNA als Positivkontrolle bei
Speziesidentifizierung durch mPCR

DNA als Positivkontrolle bei
Speziesidentifizierung durch mPCR

Negativkontrolle im Zytotoxizitdtsassay
Positivkontrolle im Zytotoxizitdtsassay

Positivkontrolle fiir
Antibiotikaempfindlichkeitstestungen
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3.6. Zelllinien und Medien

Tabelle 13: Verwendete Zelllinie

HT-29/B6 humane intestinale
Adenokarzinomzellen, Subklon B6

FU-Berlin, Institut fiir
Biochemie

3.7. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 14: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Kryobank-Rohrchen
Filterspitzen PP, 0 - 100 ul
Filterspitzen PP, 0,1 -10 pl
Filterspitzen PP, 100 - 1000 pl
Gasentwicklerbeutel CampyGen 2,5 1
Impfnadeln, @ 1,45 mm
Impfosen, 1 pl

Impfosen, 10 pl

PCR SoftStrips mit Single Caps
Pipettenspitzen PP, 100 - 1000 pl
Pipettenspitzen, 0,1 - 10 pl
Pipettenspitzen, 1 - 100 pl
Reaktionsgefafie PP, 1,5 ml
Serologische Pipetten 10 ml
Serologische Pipetten 25 ml
Serologische Pipetten 5 ml
Stuhlréhrchen, 13 ml
TC-Flasche T75

TC-Platte 96 Well

Zentrifugenrdhrchen, 15 ml

Mast Diagnostica, Reinfeld, D
Nerbe plus, Winsen/Luhe, D
Nerbe plus, Winsen/Luhe, D
Nerbe plus, Winsen/Luhe, D
Oxoid, Wesel, D

VWR, Dresden, D

VWR, Dresden, D

VWR, Dresden, D

Biozym, Hessisch-Oldendorf, D
Nerbe plus, Winsen/Luhe, D
Nerbe plus, Winsen/Luhe, D
Nerbe plus, Winsen/Luhe, D
Nerbe plus, Winsen/Luhe, D
Nerbe plus, Winsen/Luhe, D
Nerbe plus, Winsen/Luhe, D
Nerbe plus, Winsen/Luhe, D
Roth, Karlsruhe, D

Sarstedt, Niimbrecht, D
Sarstedt, Niimbrecht, D
VWR, Dresden, D

Zytotoxizititsassay
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3.8. Geriite und Software

Tabelle 15: Verwendete Gerite

Alphalmager Alpha Innotec, Kasendorf, D
Anoxomat AN2CTS Mart Microbiology B.V., Drachten, NL
FLUOstar OPTIMA Mikroplattenleser BMG Labtech, Ortenberg, D
Inkubator BB15 CO, Thermo Scientific, Bonn, D
Inkubator Typ 1532-2 VWR, Dresden, D

Inkubator Typ 700 Memmert, Schwabach, D
Lichtmikroskop Axiovert 40C Carl Zeiss, Gottingen, D
Mikroskop Typ Standard KF 2 Carl Zeiss, Gottingen, D
NanoDrop 2000c Spektrophotometer Thermo Scientific, Bonn, D
Sicherheitswerkbank ScanLaf Mars Safety Class 2 LaboGene, Lillerad, DK

Thermal Cycler C1000 oder S1000 BioRad, Miinchen, D
Thermomixer compact und comfort Eppendorf, Hamburg, D
Tischzentrifuge Typ 5418 Eppendorf, Hamburg, D
Tischzentrifuge Typ 5430 R Eppendorf, Hamburg, D

UV Sterilizing PCR Workstation Bender + Hobein AG, Bruchsal, D
Vortex Genie 2 Bender + Hobein AG, Bruchsal, D

Tabelle 16: Verwendete Software

BioNumerics Version 7.1 Applied Maths, Sint-Martens-Latem, B
FLUOstar OPTIMA Software BMG Labtech, Ortenberg, D
GraphPad-Prism, Version 5.04 GraphPad-Software, Inc., La Jolla, US
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4. Methoden

4.1. Probenmaterial

Im Zeitraum Oktober 2017 bis Oktober 2018 wurden insgesamt 4636 Stuhlproben von drei
verschiedenen diagnostischen Laboren in Berlin, Deutschland, fiir die Untersuchung auf
Arcobacter spp. bereitgestellt. Darunter befanden sich sowohl ambulante als auch klinische
Proben, die auf géngige bakterielle Enteropathogene untersucht werden sollten. Die Proben
wurden bis zu einer Woche bei 4°C gelagert, bis sie gekiihlt ins Labor transportiert und sofort
verarbeitet wurden. Fiir eine zufillig ausgewihlte und aus 2257 Stuhlproben von ambulanten
Patienten bestehende Untergruppe wurden Daten iiber die Detektion anderer bakterieller

Enteropathogene im Rahmen der Routinediagnostik zur Verfligung gestellt.

4.2. Bakteriologische Methoden

4.2.1. Kultureller Nachweis von Arcobacter spp.

Soweit nicht anders gekennzeichnet, erfolgten alle Inkubationen bei 30°C in Anaerobiertopfen, in
denen zuvor entweder durch einen Anoxomaten (AN2CTS von MART Microbiology) oder durch
den Einsatz von Gasentwicklerbeuteln (CampyGen, Oxoid, Deutschland) ein mikroaerobes Milieu
erzeugt wurde.

Der kulturelle Nachweis von Arcobacter spp. wurde mit Hilfe eines selektiven
Anreicherungsmediums nach van Driessche et al. (2003) durchgefiihrt (27). Dafiir wurde 1 g der
Probe in einem Verhiltnis von 1:10 mit dem Anreicherungsmedium versetzt, griindlich gemischt
und fiir 72 h inkubiert. Von der Anreicherung wurden zunéchst 50 ul mit steriler Impfose auf
selektive Agarplatten (ebenfalls nach van Driessche et al. (2003)) ausgestrichen und fiir weitere
48 h inkubiert. Von den Platten wurden bis zu sechs verdidchtige Kolonien mit fiir Arcobacter
typischer Morphologie (kleine, weill oder grau runde Kolonien) auf Mueller-Hinton-Blutagar
(MHB) subkultiviert und fiir weitere 48 h inkubiert. Darauthin wurden die Reinkulturen fiir eine
erste Identifizierung mikroskopiert. Dazu wurde ein Tropfen Aqua dest. auf einen Objekttrager
gegeben, etwas Koloniematerial darin suspendiert und bei 100-facher Vergroferung mit einer
Olimmersion die Morphologie und Motilitiit betrachtet. Sofern bewegliche, spiralgekriimmte

Stabchen erkennbar waren, wurde zunichst die DNA der verdiachtigen Reinkulturen extrahiert, um
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dann anschlieBend mittels speziesspezifischer mPCR und rpoB-Sequenzierung die Spezies
identifizieren und bestitigen zu konnen. Bestétigte Isolate wurden bei -80°C in einer Kryobank

gelagert.

4.2.2. Konservierung der Gebrauchsstamme

Bestdtigte Isolate wurden in die institutseigene Stammsammlung aufgenommen und im
Mikrobanksystem (Mast Diagnostika) nach Herstellerangaben konserviert. Dafiir wurde eine
Ubernachtkultur der Stimme in BB angesetzt und in die hypertonische Konservierungslosung
eines sterilen Kryobank-Rohrchens gegeben. Durch vorsichtiges Mischen kommt es zu einer
Bindung der Mikroorganismen mit den im Rohrchen enthaltenen pordsen Kiigelchen. Nach

Abnahme des Mediums wird das Kryogefal3 bei -80°C gelagert.

4.2.3. Bakterienanzucht

Die Anzucht der kryokonservierten Arcobacter-Stimme erfolgte auf MHB-Agar. Dazu wurden
unter sterilen Bedingungen ein bis zwei Kiigelchen aus dem Kryordhrchen auf eine Agarplatte
gegeben und mit einer Impfose verstrichen. AnschlieBend wurden die Platten mindestens fiir 48 h
mikroaerob inkubiert. Fiir Ubernachtkulturen wurde etwas Koloniematerial in ca. 2 ml

BB-Medium suspendiert und fiir 24 h inkubiert.

4.2.4. Bakterienaufbereitung fur Zytotoxizitatsassay

Als Vorbereitung flir die Durchfiihrung der Zytotoxizititsassays wurden Arcobacter-Stimme
zundchst tiber Nacht kultiviert. Diese Vorkulturen wurden 1:100 in 10 ml BB verdiinnt und fiir
weitere 24 h inkubiert. Die Ubernachtkulturen wurden anschliefend fiir 10 min bei 5000 x g
zentrifugiert und die Pellets in 1 ml PBS resuspendiert, um eine Zelldichte von ungefihr
1 x 108 CFU/50 pl zu erhalten. Um auch fiir die A. cryaerophilus-Isolate, die ein geringeres
Wachstum aufwiesen, eine dhnlich hohe Konzentration zu erhalten, wurden von jedem Isolat
jeweils drei Ubernachtkulturen vorbereitet und fiir 48 h inkubiert. Die Kulturen wurden

zusammengefiigt, zentrifugiert und das entstandene Pellet in 600 ul PBS resuspendiert.
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4.3. Molekularbiologische Methoden

4.3.1. Extraktion von genomischer DNA

Die Extraktion der genomischen DNA der Isolate erfolgte mittels modifizierter Chelex-Methode
wie von Karadas et al. (2013) beschrieben (107). Grundsitzlich handelt es sich hierbei um eine
Kochlyse, bei der die DNA aus den Zellen extrahiert wird. Der Abbau freiliegender DNA durch
Nukleasen wird durch die Zugabe des Chelatbildners Chelex verhindert, indem dieser mehrwertige
Kationen (z.B. Mg**-lonen) bindet, die andernfalls DNA-abbauenden Enzymen als Cofaktor
dienen.

Fiir die DNA-Extraktion wurde etwas Koloniematerial mit einer Impfose in 250 ul TE-Puffer
suspendiert und bei 16.000 x g fiir 6 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgenommen, das Pellet in 250 ul Chelex (5 %) resuspendiert und die Probe zunichst fiir 1 h bei
56°C und anschlieend fiir 10 min bei 95°C im Heizblock inkubiert. Darauthin wurde erneut
zentrifugiert (16.000 x g, 5 min) und der Uberstand entweder bei 4°C gelagert oder direkt in der

mPCR fiir die Speziesidentifizierung verwendet.

4.3.2. Speziesidentifizierung durch multiplex PCR

Die Speziesidentifizierung der verdachtigen Stimme erfolgte mittels multiplex Polymerase chain
reaction (mPCR) nach Houf et al. (2002) (155). Durch den Einsatz von fiinf Primern, basierend
auf den 16S rRNA- und 23S rRNA-Sequenzen, ermdglicht diese PCR den simultanen Nachweis
von A. butzleri, A. cryaerophilus und A. skirrowii. Die Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes
fiir die Amplifizierung sowie die Reaktionsbedingungen sind in Tabelle 17 und Tabelle 18

angegeben, die verwendeten Primer sind in Tabelle 11 zu finden.

Tabelle 17: Zusammensetzung eines mPCR-Reaktionsansatzes

10 x PCR-Puffer (inkl. 1,5 mM MgCl») Ix 2,5
MgCl,  [25 mM] L3 mM 1,3
dNTPs  [10 mM] 0,2 mM 0,5
ARCOR [50 pmol/pl] 1 uM 0,5
BUTZF [50 pmol/pl] 1 uM 0,5
SKIRF  [50 pmol/ul] 0,5 uM 0,25
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CRY1 [50 pmol/pul] 1 uM 0,5
CRY2 [50 pmol/pul] 1 uM 0,5
Taq-Polymerase [5 U/ul) 0,75U 0,15
DNA-Template 2
Aqua dest. 16,3
> 25

Tabelle 18: Reaktionsbedingungen der mPCR

Initiale Denaturierung 120 94
32x
Denaturierung 45 94
Primer Anlagerung 45 61
Elongation 30 72
Finale Elongation 300 72
Kiihlung 0 12

Zur Uberpriifung der Reaktion wurden immer Positivkontrollen und eine Negativkontrolle
mitgefiihrt. Fiir die Positivkontrollen wurde die DNA der Referenzstimme A. butzleri CCUG
30485, A. cryaerophilus DSM 7289 und A. skirrowii CCUG 10374 jeweils als Template eingesetzt,

und Aqua dest. diente als Negativkontrolle.

4.3.3. Agarose-Gelelektrophorese

Die durch die mPCR entstandenen DNA-Fragmente wurden mittels Gelelektrophorese
aufgetrennt. Es wurde ein 3%iges Agarose-Gel verwendet. Zur Herstellung des Gels wurde die
entsprechende Menge an Agarose in 1xXTBE-Puffer gegeben und bis zum vollstindigen Ldsen in
der Mikrowelle erhitzt. Nach einer Abkiihlphase wurde die Losung in die Gelkammer gegeben
und der Gelkamm eingesetzt. Nach vollstindiger Verfestigung wurde der Kamm entnommen und
das Gel in der Gelelektrophorese-Apparatur mit 1x TBE-Puffer bedeckt. Jeweils 8 ul der
DNA-Amplifikate wurden mit 2 pL Ladepuffer (CoralLoad PCR-Puffer versetzt mit GR Green
(50:1)) vermischt und in die Vertiefungen des Gels pipettiert. Die Proben wurden bei 80 Volt
aufgetrennt. Als Lingenmarker wurde der GeneRuler 100bp DNA Marker verwendet. Die

aufgetrennten DNA-Fragmente wurden mit Hilfe eines UV-Transilluminators sichtbar gemacht.
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4.3.4. Speziesverifizierung durch rpoB Sequenzierung

Von mPCR-positiven Isolaten wurde zusitzlich das Housekeeping Gen rpoB amplifiziert und
sequenziert, um die Speziesidentitdt zu verifizieren. Die Amplifizierung des rpoB Gens erfolgte
mittels PCR und Primer von Korczak et al. (2006) (156). Die Zusammensetzung eines
Reaktionsansatzes fiir die Amplifizierung sowie die Reaktionsbedingungen sind in Tabelle 19 und

Tabelle 20 angegeben, die verwendeten Primer sind in Tabelle 11 zu finden.

Tabelle 19: Zusammensetzung eines PCR-Reaktionsansatzes zur Amplifizierung von rpoB

10 x PCR-Puffer (inkl. 1,5 mM MgCl,) Ix 5
MgCl, [25 mM] 1 mM 2
dNTPs [10 mM] 0,2 mM 1
CamrpoB-L [50 pmol/pl] 04 uM 0,2
RpoB-R [50 pmol/pul] 0,4 uM 0,2
Tag-Polymerase [5 U/ul) 1 U 0,2
DNA-Template 4
Aqua dest. 37,4
> 50

Tabelle 20: Reaktionsbedingungen der PCR zur Amplifizierung von rpoB

Initiale Denaturierung 180 95
35x
Denaturierung 30 94
Primer Anlagerung 30 54
Elongation 30 72
Finale Elongation 420 72
Kiihlung 00 12

Zur Uberpriifung der Reaktion wurde die DNA von A. butzleri CCUG 30485 als Positivkontrolle
und Aqua dest. als Negativkontrolle mitgefiihrt. Die Darstellung der PCR-Produkte erfolgte
anschlieBend in der Gelelektrophorese wie in 4.3.3 beschrieben. Positive Amplifikate wurden
anschlieBend mithilfe des GeneJET PCR Purification Kit nach Herstellerangaben aufgearbeitet,

um Primer, Nukleotide, Salze und Polymerasen aus dem PCR-Ansatz zu entfernen. Fiir die
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Sequenzierung wurden 5 pL des aufgereinigten PCR-Produktes (80 — 100 ng/pl) mit jeweils 5 pl
der Primer CamrpoB-L und RpoB-R (5 uM) versetzt. Dieser Reaktionsansatz wurde von der Firma
GATC (Eurofins GATC Biotech, Konstanz, Deutschland) sequenziert. Die Auswertung erfolgte
mit Hilfe von BioNumerics und dem Vergleich der Sequenzen mit dem BLAST Algorithmus der
Datenbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI), um letztendlich die

Spezies bestimmen zu kdnnen.

4.3.5. Genotypisierung von Arcobacter mittels ERIC-PCR

Um die genetische Diversitét der identifizierten Isolate zu bewerten, wurden diese mittels
ERIC-PCR genotypisiert. Die ERIC-PCR ist ein etabliertes Verfahren zur Typisierung von
Arcobacter und basiert auf der Amplifikation repetitiver DNA Elemente. Die sogenannten ERIC-
Sequenzen sind 127 bp groBe Abschnitte im nicht-codierenden Bereich, die in mehrfacher
Ausfithrung im Genom aller Arten der Enterobacteriaceae vorkommen konnen. Konsensus-
Primer binden an diese Sequenzen und amplifizieren die DNA-Abschnitte zwischen diesen
Bereichen, die sich in ihrer GroBe unterscheiden und somit nach gelelektrophoretischer
Auftrennung ein spezifisches Bandenmuster ergeben. Die ERIC-PCR wurde nach
Houf'et al. (2002) durchgefiihrt (80). Die Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes fiir die
Amplifizierung sowie die Reaktionsbedingungen sind in Tabelle 20 und Tabelle 21 angegeben, die

verwendeten Primer sind in Tabelle 11 zu finden.

Tabelle 21: Zusammensetzung eines PCR-Reaktionsansatzes der ERIC-PCR

10 x PCR-Puffer (inkl. 1,5 mM MgCl,) 1x 2,5
MgCl, [25 mM] 2,5 mM 2,5
dNTPs [10 mM] 0,2 mM 0,5
ERIC IR [50 pmol/pl] 0,5 uM 0,25
ERIC 2 [50 pmol/pl] 0,5 uM 0,25
Taqg-Polymerase [5 U/ul) 25 U 0,5
DNA-Template 4
Aqua dest. 18
> 25
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Tabelle 22: Reaktionsbedingungen der ERIC-PCR

Initiale Denaturierung 300 94
35x
Denaturierung 60 94
Primer Anlagerung 60 25
Elongation 120 72
Finale Elongation 300 72
Kiihlung 0 12

Es wurde bei jeder Reaktion eine Negativkontrolle (Aqua dest.)) und der Referenzstamm
A. butzleri CCUG 30485 als Positivkontrolle mitgefiihrt. Das Auftrennen der PCR-Fragmente
erfolgte anschlieBend in der Gelelektrophorese (siche 4.3.3). Die Kontrollen dienten zur
Uberpriifung der Reproduzierbarkeit. Fiir die Auswertung wurden nur Gelelektrophoresen
verwendet, bei denen der Referenzstamm ein identisches Bandenmuster zeigte. Die Analyse des
erhaltenen Fragmentmusters erfolgte mit der Computer-Software BioNumerics. Zunédchst wurden
mit Hilfe dieses Programms die einzelnen Banden detektiert und durch Normalisierung an dem
auf dem Gel mitgefiihrten GroBenstandard ausgerichtet, um die Fragmentmuster miteinander
vergleichen zu konnen. Die Ahnlichkeiten der detektierten Bandenmuster wurden {iber den
Dice-Koeftizienten berechnet und die eigentliche Cluster-Analyse mit Dendrogrammerstellung
anhand der ,,Unweighted pair group method with arithmetic mean® (UPGMA) Methode
durchgefiihrt.

4.3.6. Screening auf Virulenzgene

Von den isolierten Arcobacter-Stimmen wurde die Prdsenz der zehn beschriebenen putativen
Virulenzgenen mittels PCR ermittelt. Alle verwendeten Primer sind in Tabelle 11 aufgelistet. Fiir
die Amplifizierung der Gene ciaB, mviN, pldA, tlyA, irgA, hecA, hecB und cj1349 wurde mit dem
Protokoll nach Whiteduck-Leveillee et al. (2016) gearbeitet (Tabelle 23 und Tabelle 24) (157). Die
Gene iroE und cadF wurden mit dem von Karadas et al. (2013) beschriebenen Protokoll

amplifiziert (Tabelle 25 und Tabelle 26) (107).
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Tabelle 23: Zusammensetzung des PCR-Reaktionsansatzes nach Whiteduck-Leveillee et al. (2016) (157)

Reagenzien Konzentration im Volumen je
Reaktionsansatz Reaktionsansatz in pl
10 x PCR-Puffer  (inkl. 1,5 mM MgCl,) Ix 2,5
dNTPs [10 mM] 0,2 mM 0,5
Primer Sense [50 pmol/ul] 0,1 puM 0,05
Primer Antisense  [50 pmol/pl] 0,1 puM 0,05
Tag-Polymerase  [5 U/ul) 0,5 U 0,1
DNA-Template 2
Aqua dest. 19,8
> 25

Tabelle 24: Reaktionsbedingungen der PCR nach Whiteduck-Leveillee et al. (2016) (157)

Reaktionsschritt Zeit in min Temperatur in °C
Initiale Denaturierung 240 95
30x
Denaturierung 30 95
Primer Anlagerung 45 56
Elongation 45 72
Finale Elongation 300 72
Kiihlung el 12

Tabelle 25: Zusammensetzung des PCR-Reaktionsansatzes nach Karadas et al. (2013) (107)

Reagenzien Konzentration im Volumen je
Reaktionsansatz Reaktionsansatz in pl
10 x PCR-Puffer (inkl. 1,5 mM MgCl,) 1x 2,5
dNTPs [10 mM] 02 mM 0,5
Primer Sense [50 pmol/ul] 1 uM 0,25
Primer Antisense [50 pmol/ul] 1 uM 0,25
Tag-Polymerase  [5 U/pl) 0,5 U 0,1
DNA-Template 2
Aqua dest. 19,8
> 25
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Tabelle 26: Reaktionsbedingungen der PCR nach Karadas et al. (2013) (107)

Initiale Denaturierung 240 95
30x
Denaturierung 30 95
Primer Anlagerung 45 56
Elongation 45 72
Finale Elongation 300 72
Kiihlung 0 12

Es wurde bei jeder Reaktion eine Negativkontrolle und der Referenzstamm

A. butzleri CCUG 30485 als Positivkontrolle mitgefiihrt.

Dariiber hinaus wurden noch zusétzliche Primerpaare und Protokolle nach Zambri et al. (2019)
zur Detektion von ciaB, mviN, cadF, pldA, tlyA, irgA, cdtA, cdtB und cdtC angewendet (118). In
Abhéngigkeit der Primerpaare (Tabelle 11) ergaben sich aufgrund von unterschiedlich eingesetzten
Konzentrationen und Anlagerungstemperaturen verschiedene Reaktionsansétze und -bedingungen

(Tabelle 27 und Tabelle 28).

Tabelle 27: Zusammensetzung des PCR-Reaktionsansatzes nach Zambri et al. (2019) (118)

10 x PCR-Puffer (inkl. 1,5 mM MgCl,) 1x 2,5

dNTPs [10 mM] 0,2 mM 0,5

Primer Sense [50 pmol/pl] 0,1 - 0,4 uM* 0,05-0,2%

Primer Antisense  [50 pmol/pl] 0,1 - 0,4 uM* 0,05 -0,2%

Tag-Polymerase  [5 U/pl) 0,5U 0,1

DNA-Template 2

Aqua dest. auf 25 pl auffiillen
> 25

*0.4 uM der Primer AL cdtB, AL cadF, AL irgA,und AL_mviN (0,2 ul)
0.3 uM der Primer AL cdtC und AL cdtA (0,15 pl)
0.2 uM der Primer AL ciaB (0,1 pl)
0.1 uM der Primer AL pld4 und AL tlyA (0,05 ul)
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Tabelle 28: Reaktionsbedingungen der PCR nach Zambri et al. (2019) (118)

Initiale Denaturierung 120 94
35x
Denaturierung 30 95
Primer Anlagerung 45 55 -60*
Elongation 45 72
Finale Elongation 300 72
Kiihlung 0 12

*55°C fiir Primer AL _cdtA und AL _mviN
56°C fur Primer AL cdtB, AL cadF und AL irgA4
57°C fur Primer AL _cdtC und AL pldA
60°C fiir Primer AL _ciaB und AL _tlyA

4.3.7. Antimikrobielle Empfindlichkeitstestung von Arcobacter spp. mittels E-Test

Zur Uberpriifung der Empfindlichkeit von Arcobacter-Isolaten gegeniiber Azithromycin,
Ampicillin, Ciprofloxacin, Gentamicin, Erythromycin und Tetracyclin wurde der Epsilometertest
(E-Test) angewendet. Die Bestimmung der MHKs erfolgte anhand gebrauchsfertiger
ETEST®-Reagenzstreifen (bioMérieux, Niirtingen, Deutschland) mit einem vordefinierten
Konzentrationsgradienten des zu untersuchenden antimikrobiellen Wirkstoffes.

Dafiir wurden zunichst Arcobacter-Isolate auf MHB-Agar angeziichtet (30°C, mikroaerob, 48 h)
und anschlieBend tiber Nacht in BB (30°C, mikroaerob) vorkultiviert, um ein Inokulum von ca.
1 x 108 CFU/ml zu erhalten. Fiir die 4. cryaerophilus-Stimme, die ein langsameres Wachstum
aufwiesen, wurden jeweils drei Ubernachtkulturen pro Isolat angesetzt, nach Inkubation gepoolt
(6 ml), zentrifugiert und das Pellet in 600 pul BB resuspendiert, um eine dhnliche Konzentration
der Bakteriensuspension zu erhalten. MHB-Agarplatten wurden gleichméfig mit jeweils 100 pl
Vorkultur beimpft und nach kurzer Trocknungszeit maximal zwei verschiedene Teststreifen
luftblasenfrei pro Platte aufgelegt, ohne sie nachtréglich erneut zu bewegen. AnschlieBend wurden
die Agarplatten bei 30°C fiir 48 h unter mikroaeroben Bedingungen bebriitet. Nach der Inkubation
wurde die MHK an der Schnittstelle der ellipsenformigen Wachstumshemmzone mit dem
Teststreifen abgelesen. Escherichia coli ATCC 25922 wurde als Referenzstamm verwendet, die

Kultivierung erfolgte jedoch bei 37°C und in aerober Atmosphére.
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4.4, Zellbiologische Methoden

4.4.1. Kultivierung von Zellen

Alle Arbeitsschritte wurden unter der Sterilwerkbank durchgefiihrt, um eine sterile Kultivierung
zu gewihrleisten. In den Experimenten wurden epitheliale HT-29/B6-Zellen verwendet. Dabei
handelt es sich um einen Subklon der humanen Kolonkarzinom-Zelllinie HT-29, der in Kultur
einen konfluenten Monolayer erzeugt und zur Schleimproduktion (Mukus) fahig ist (159). Die
genutzte Zelllinie wurde in 75 cm? Zellkulturflaschen mit dem der Zelllinie entsprechenden
Medium kultiviert und in einem Begasungsbrutschrank unter physiologischen Bedingungen bei
37°C und 5 % CO> inkubiert. Mindestens zweimal in der Woche erhielten die Zellen frisches
Medium. Von der konfluent bewachsenen Zellkulturflasche wurde das verbrauchte Medium
abgesaugt und einmal mit 1x PBS gewaschen. Nach Entfernung des PBS wurden 3 ml Accutase
auf die Zellen gegeben und fiir 10 min im Begasungsbrutschrank inkubiert, um die Zellen vom
Untergrund zu 16sen. Die Reaktion wurde anschliefend durch Zugabe von FKS-haltigem Medium

gestoppt, die abgeldsten Zellen resuspendiert und je nach Ermessen passagiert.

4.4.2. Konservierung von Zellen

Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 70 bis 80 % kultiviert, mit Accutase abgelost und
in 10 ml Medium resuspendiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension in ein
15 ml-Zentrifugenrohrchen tiberfithrt und fiir 5 min bei 400 % g und einer Temperatur von 4°C
zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in Einfriermedium (RPMI 1640, 10 % FKS,
10 % DMSO, 10 pg/ml Gentamicin) resuspendiert und die Zellsuspension in 1 ml Aliquots in
Kryorohrchen gefiillt. Diese wurden sofort in einer Einfrierbox bei kontrollierter
Temperaturabnahme (1°C/min) fiir 24 h bei -80°C gelagert und danach in fliissigem Stickstoff bis

zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

4.4.3. Reaktivierung konservierter Zellen

Um die in fliissigem Stickstoff gelagerten Zellen schonend zu reaktivieren, wurden die Zellen
ziigig bei 37°C aufgetaut, in eine 75 cm? Zellkulturflasche inklusive 10 ml vorgewirmtem
Medium iiberfiihrt und vorsichtig durchmischt. Nach 24 h Inkubation bei 37°C und 5 % CO wurde

das Kulturmedium gewechselt, um das restliche DMSO zu entfernen und die Zellen bis zum
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Erreichen der gewlinschten Konfluenz weiter inkubiert.

4.4.4. Zellzahlbestimmung

Fiir die spiteren Infektionsversuche musste eine definierte Anzahl von Zellen ausgesét werden, um
eine gewisse Konfluenz zu erhalten. Die Zellzahl wurde unter dem Mikroskop mittels einer
Neubauer-Zihlkammer bestimmt. Dazu wurden 50 pl der abgelosten und mit Medium
resuspendierten Zellen mit 50 ul Trypanblau (0,5 %) vermischt, in die Zdhlkammer gefiillt und die
Zellen in vier GroBquadranten ausgezéhlt. War das Zahlen aufgrund zu vieler Zellen nicht moglich,
wurde zuvor mit Medium verdiinnt. Es wurde der Mittelwert (MW) der gezdhlten Zellen aus vier

GroB3quadranten gebildet und die Zellzahl mit folgender Formel bestimmt:

Zellzahl/ml = MW der 4 GroRquadranten x Verdimnungsfaktor X Kammerkonstante (10%)

4.4.5. Zytotoxizitatsassay (WST-1-Assay)

Zur Untersuchung des zytotoxischen Potentials der isolierten Arcobacter-Stdimme auf
HT-29/B6-Zellen wurde das kolorimetrische WST-1-Assay angewandt. Dieses Verfahren
beruht auf der enzymatischen  Umwandlung des  Tetrazoliumsalzes  WST-1
(4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-nitro-phenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfonate) zu Formazan.
Diese Reaktion wird durch mitochondriale Dehydrogenasen (Succinat-Tetrazolium-Reduktase-
System) katalysiert, welche ausschlieBlich in lebenden Zellen aktiv sind (Abbildung 1). Der daraus
resultierende Farbumschlag von rot zu dunkelgelb kann durch die Messung der Absorption bei
450 nm quantifiziert werden. Dabei korreliert die gemessene Absorption direkt mit der Anzahl an
metabolisch aktiven Zellen. Je mehr lebende Zellen vorhanden sind, desto mehr WST-1 wird
verstoffwechselt und desto hoher ist die Absorption. Eine Abnahme der Zellproliferation,
hervorgerufen durch zytotoxische Effekte, spiegelt sich demnach in einer geringen Absorption

wieder.
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Abbildung 1: Umwandlung des Tetrazoliniumsalzes WST-1 zu Formazan. (EC: Elektronenakzeptor;
RS: mitochondriales Succinat-Tetrazolium Dehydrogenase System). Verdndert nach Sigma Aldrich (2019) (160).

Fiir die Infektion von Zellen mit Arcobacter wurde nach dem Protokoll von Karadas et al. (2016)
vorgegangen (128). Zunéchst wurden HT-29/B6-Zellen in 96-Well-Platten mit einer Zelldichte
von 3 x 10* Zellen/Well (500 ul/Well) ausgesit und fiir sieben Tage bei 37°C und 5 % CO;
inkubiert. Die jeweils duBleren Wells jeder Platte sowie die Zwischenrdume und nicht mit Zellen
bestiickte Wells, wurden mit PBS gefiillt, um ein gleichméBiges Klima in der 96-Well-Platte zu
garantieren. Die sieben Tage lang differenzierten Zellen mit einer Konfluenz von ca. 80 % wurden
mit PBS gewaschen und mit antibiotikafreiem Medium versetzt. AnschlieBend wurden die Zellen
mit 50 pl der aufgearbeiteten Bakterienkulturen (siehe 4.2.4) mit einer MOI (multiplicity of
infection) von 100 infiziert. Die MOI gibt dabei das zahlenmiBige Verhéltnis von Bakterienzellen
zu deren Zielzellen an. Eine MOI von 100 bedeutet somit, dass 100-mal mehr Bakterienzellen als
Zielzellen fiir die Infektion eingesetzt werden. Als Negativkontrolle wurden die Zellen nur mit
Medium oder mit A. cryaerophilus (ILSH 02659) inokuliert, ein humaner Stamm, der sich in
diesem Assay als nicht-zytotoxisch erwies. Als Positivkontrollen kamen DMSO und
C. jejuni (81-176) in jedem Experiment zum Einsatz. Nach 48 h Inkubation (37°C und 5 % CO»)
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und pro Well 10 ul WST-1-Reagenz aus dem WST-1
Zellproliferations-Kit auf 100 pl Medium gegeben. Nach 1 h Inkubation unter den benannten
Bedingungen wurden jeweils 100 pl Uberstand in eine neue 96-Well-Platte iibertragen und die
Absorption des entstandenen Formazans bei 450 nm mittels Mikroplattenleser bestimmt. Bei
jedem durchgefiihrten Experiment diente Medium, welches mit derselben Menge WST-1 inkubiert
worden war, als Leerwert. Der Leerwert wurde zur Berechnung der endgiiltigen Werte
miteinbezogen und von allen bestimmten Absorptionen subtrahiert. Um moglichst genaue

Ergebnisse zu erhalten wurden mindestens drei unabhingige Experimente mit jeweils sechs
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Replikaten pro untersuchtem Isolat durchgefiihrt. Das Ausmal} der Toxizitdt wurde subjektiv in
drei Gruppen eingeteilt, darunter Stimme mit schwacher (Gruppe I), maBiger (Gruppe II) und
starker Zytotoxizitit (Gruppe III), die eine Absorptionsminderung von 20 bis 49 %, 50 bis 94 %

und mindestens 95 % im Vergleich zur nicht-infizierten Mediumkontrolle aufwiesen.

4.5. Statistische Analyse

Die erforderliche StichprobengréBe fiir die Pridvalenzstudie wurde unter der Annahme einer
Arcobacter-Privalenz von 1,0 % und einer Fehlerquote von 0,3 % berechnet. Um mit 95%iger
Wabhrscheinlichkeit sagen zu konnen, dass die Pravalenz der Grundgesamtheit zwischen 0,7 und
1,3 % liegt, mussten mindestens 4226 humane Stuhlproben in der Studie untersucht werden. Die
Berechnung der Stichprobengréfle sowie der 95 %-Konfidenzintervalle (KI) der Pravalenzen von
Arcobacter in Stuhlproben ambulanter und stationdrer Proben wurde mit WinEpi (Working in
Epidemiology; http:/www.winepi.net) durchgefiihrt. Unter Verwendung von GraphPad-Prism
Version 5.04 wurden der Chi-Quadrat-Test und der exakte Fisher-Test verwendet, um signifikante
Unterschiede zwischen den Privalenzen zu ermitteln. Des Weiteren wurde der nichtparametrische
zweiseitige Mann-Whitney U Test eingesetzt, um signifikante Unterschiede der zytotoxischen
Effekte einzelner Arcobacter-Isolate zu bestimmen. Die Ergebnisse wurden als signifikant

betrachtet, wenn die P-Werte kleiner als 0,05 waren.
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5.  Ergebnisse

5.1. Pravalenz von Arcobacter spp. in humanen Stuhlproben

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 4646 humane Stuhlproben untersucht, und
Arcobacter spp. konnten in 0,77 % [95 % KI=0,47 —0,95] der Proben nachgewiesen werden
(siche Tabelle 29). Die untersuchten Stuhlproben stammten von ambulanten (n = 3884) und
stationdren (n = 752) Patienten und zeigten eine Belastung mit Arcobacter spp. von 0,85 %
[95 % KI=0,56-1,14 %] bzw. 0,40 % [95 % KI=0-0,85%]. In den ambulanten Proben
konnten die drei Spezies A. butzleri, A. cryaerophilus und A. lanthieri identifiziert werden,
wihrend in den stationdren Proben lediglich A4. butzleri nachgewiesen wurde. Insgesamt war
A. butzleri die am hiufigsten detektierte Spezies in 24 (67 %) der Stuhlproben, gefolgt von
A. cryaerophilus in zehn (28 %) und A. lanthieri in zwei (6 %) der Stuhlproben.

Tabelle 29: Vorkommen von Arcobacter in humanen Stuhlproben im Untersuchungszeitraum

OKkt. 2017-Okt. 2018 in Deutschland

ambulant 3884 0.85 % (33) 64 % (21/33) 30 % (10/33) 6 % (2/33)
stationér 752 0.40 % (3) 100 % (3/3) - -
Insgesamt 4636 0.77 % (36) 67 % (24/36) 28 % (10/36) 6 % (2/36)

Fiir einen Teil der Studienpopulation (n = 2257) lagen zusitzlich auch Daten zur Privalenz von
anderen bakteriellen Krankheitserregern vor. Dabei erfolgte die Isolierung von Yersinien und
Salmonellen, im Gegensatz zu der Isolierung von Campylobacter, nach Anreicherung in
Flissigmedium. In dieser Untergruppe konnte am héaufigsten Campylobacter spp. (4,39 %)
nachgewiesen werden, gefolgt von Salmonella enterica (0,75 %) und Yersinia enterocolitica

(0,09 %) (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Vorkommen von héufigen bakteriellen Krankheitserregern in einer Untergruppe der
Studienpopulation (n = 2257). Der schwarze Balken gibt die Privalenz von Arcobacter wieder, die mit der in der
vorliegenden Studie angewandten Arcobacter-spezifischen Nachweismethode ermittelt wurde, und der graue Balken
die Priavalenz von anderen bakteriellen Pathogenen, die im Rahmen von Routineverfahren im diagnostischen Labor

nachgewiesen wurden.

Mit der in der vorliegenden Studie angewandten spezifischen Methode zur Isolierung von
Arcobacter konnte eine hohere Arcobacter-Privalenz innerhalb dieser Untergruppe identifiziert
werden (0,97 %), verglichen mit der in der Routinediagnostik ermittelten Privalenz (0,49 %)

(Abbildung 2).

5.2.  Genotypisierung von Arcobacter spp.

Mittels ERIC-PCR konnten in allen 36 Arcobacter-Isolaten entsprechende Sequenzen
nachgewiesen werden. Insgesamt ergaben sich 36 verschiedene Bandenmuster, bestehend aus 5
bis 15 Fragmenten pro Isolat mit einer Lénge im Bereich von ca. 100 - 1000 bp. Durch Analyse
und Vergleich der Fragmentmuster sollte die Verwandtschaft aller Isolate ermittelt werden. Dazu
wurden mit der Computer-Software BioNumerics mittels Dice-Koeffizienten und der UPGMA-
Methode Ahnlichkeiten berechnet und das Ergebnis in einem Dendrogramm visualisiert

(Abbildung 3).
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Prozentuale Ubereinstimmung  Bandenmuster anhand ERIC-PCR
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Spezies

A. cryaerophilus
A. cryaerophilus
A. cryaerophilus
A. cryaerophilus
A. lanthieri
A. lanthieri
A. butzleri
A. cryaerophilus
A. cryaerophilus
A. butzleri
A. butzleri
A. butzleri
A. butzleri
A. butzleri
A. butzleri
A. butzleri
A. butzleri
A. butzleri
A. butzleri
A. butzleri
A. cryaerophilus
A. butzleri
A. butzleri
A. butzleri
A. butzleri
A. butzleri
A. butzleri
A. butzleri
A. butzleri
A. butzleri
A. butzleri
A. butzleri
A. butzleri
A. butzleri
A. butzleri
A. cryaerophilus
A. butzleri
A. cryaerophilus
A. cryaerophilus

Isolate

02651
02694
02771
02650
02687
02686
02746"
02773
02772
02653
02751
02754
02654
02753
02747
02666
02688
Reference
Reference
Reference
02661
02752
02689
02696
02697
02743
02667
02683
02684*
02685
02745*
02750
02682
02748
02749
02660
02690
02657
02652

Abbildung 3: Dendrogramm und Bandenmuster der ERIC-PCR-Ergebnisse von 36 Arcobacter-Isolaten aus

humanen Stuhlproben. Die Clusteranalyse und anschlieBende Dendrogrammerstellung erfolgte unter Verwendung

des Dice-Koeffizienten und der UPGMA-Methode.
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Insgesamt wies die Dendrogrammanalyse eine hohe genetische Diversitét der Isolate auf, mit einer
Ahnlichkeit von 43 %, was sich bereits in den 36 verschiedenen ermittelten Bandenmuster zeigte.
Alle A. butzleri-Isolate biindelten sich in einem groBen Cluster mit 60 % Ahnlichkeit. Innerhalb
dieser Gruppe sortierten sich ebenfalls drei unabhédngige mitgefiihrte Replikate des humanen
Referenzstammes A. butzleri (CCUG30485), die alle ein identisches Fragmentmuster aufwiesen
und damit die Reproduzierbarkeit der angewandten Methode untermauerten. Allerdings wurden
auch vier A. cryaerophilus-Isolate in dieses Cluster miteingeschlossen. Wiahrend allgemein fiir
A. cryaerophilus keine artspezifischen Cluster identifiziert werden konnten, konzentrierten sich

die beiden A. lanthieri-Stimme mit einem hohen Ahnlichkeitsgrad von 86 % in einem Cluster.

5.3. Prisenz von putativen Virulenzgenen bei Arcobacter spp.

Im Zuge dieser Arbeit wurde des Weiteren das Vorhandensein von zehn mutmaBlichen Virulenz-
assoziierten Genen (VAG) untersucht, die bisher im Genom von A. butzleri identifiziert werden
konnten (12). Allgemein konnte in den isolierten A. butzleri- und A. lanthieri-Stimmen ein
Grofiteil der betreffenden putativen Virulenzgene nachgewiesen werden, wéhrend in

A. cryaerophilus weniger dieser Gene detektierbar waren (Abbildung 4, Tabelle 30).

Tabelle 30: Detektion von putativen Virulenzgenen in 36 Arcobacter-Isolaten aus humanen Stuhlproben

A. butzleri 24 24 24 24 23 20 6 7 3 2
(n=24) (100)  (100)  (100)  (100) (96) (83) 25 @9 (12 (®)
A. cryaerophilus 10 0 4 1 2 8 0 0 0 1
(n=10) (100)  (0) (40)  (10) (200 (B0) (0 © (0 (10
A. lanthieri 2 2 2 2 2 2 2 0 0 2
(n=2) (100)  (100)  (100)  (100) (100) (100) (100)  (0) (0)  (100)

In allen A. butzleri-Isolaten (n = 24) wurden die Gene ciaB, ¢j1349, cadF und tlyA nachgewiesen.
Die Gene pldA, mviN, hecB und hecA waren in 96 %, 83 %, 29 % bzw. 25 % der Isolate vorhanden,
wihrend iroE und irg4 nur in 12 % (n = 3) bzw. 8 % (n = 2) identifiziert werden konnten.

Bei den zehn A. cryaerophilus-Stimmen konnte ciaB als einziges Gen in allen Isolaten
nachgewiesen werden, wihrend in 80 %, 40 % und 20 % der Stimme die Gene mviN, cadF und

pldA detektierbar waren. Des Weiteren wurden die Gene t/y4 und irg4 je in einem einzelnen Isolat
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detektiert.

Mit den A. butzleri-spezifischen PCR-Primern war nur hecB in beiden A. lanthieri-Stimmen
detektierbar, wohingegen ciaB, mviN, cadF, pldA, tlyA und irgA nur mit den A. lanthieri-
spezifischen Primern nachgewiesen werden konnten. Dariiber hinaus waren in beiden A. lanthieri-

Stdmmen die fiir den Virulenzfaktor CDT kodierenden Gene cdtA, cdtB und cdtC vorhanden.

Virulenzgene Spezies Isolate

o
ttseifidys
T 1 ] 1 Ld B A bumlen 02654
14 1 ] L4 B A butzleri 02690
T 1 ] 1 Ld A. butzleri 02743
T 1 T 1] L4 A. butzleri 02697
T 1 ] 1] L4 A. butzleri 02683
T 1 1T 1] L4 A. butzleri 02746"
BHEEEER A. butzleri 02751
| T ] ] L4 A. butzleri 02753
T 1 ] 1 Ld A. butzleri 02754
T 1 ] 1 Ld A. butzleri 02667
T 1 ] 1 Ld A. butzleri 02684*
BHEEEER A. butzleri 02685
| ] | Ld A. butzleri 02688
1 | ] | Ld A. butzleri 02689
] ] ] L | A. butzleri 02696
BHEEREEREr B A. butzleri 02745
HEEREEEREr B A. butzleri 02653
] ] ] L | A. butzleri 02666
] ] ] Ld | | A. butzleri 02747
[ ] ] | (4 ] | A. butzleri 02682
B BEERr A. butzleri 02748
B BBE A. butzleri 02752
H BR A. butzleri 02750
H BEEEr B A suzlen 02749
0 | B A. cryaerophilus 02773
] | [ | A. cryaerophilus 02657
] | A. cryaerophilus 02771
[ | ] A. cryaerophilus 02650
] | B A. cryaerophilus 02651
] | A. cryaerophilus 02772
4 | A. cryaerophilus 02652
] | A. cryaerophilus 02660
] | P A cryaerophilus 02894
| 4 A. cryaerophilus 02661
[ ] ] | P A janthieri 02687
] | P 4 lanthier 02686

* klinische Isolate

Abbildung 4: Virulenzgenmuster der 36 Arcobacter-Isolate aus humanen Stuhlproben. Dunkelblau: durch
A. butzleri-spezifische Primer detektiertes Gen; hellblau: durch A. lanthieri-spezifische Primer detektiertes Gen. grau:

weder durch 4. butzleri- noch A. lanthieri-spezifische Primer detektiertes Gen.
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5.4. Zytotoxische Effekte von Arcobacter spp. in vitro

Weiterhin sollten potentielle zytotoxische Effekte der isolierten Arcobacter-Stimme auf die
humane intestinale Adenokarzinomzelllinie HT-29/B6 in vitro untersucht werden. Dazu wurden
HT-29/B6-Zellen mit den Arcobacter-Isolaten (MOI von 100) fiir 48 h bei 37°C inkubiert und
anschlieBend die zytotoxischen Aktivitdten der jeweiligen Isolate durch Messung der Restviabilitét
von HT-29/B6-Zellen unter Anwendung des kolorimetrischen WST-Assays bewertet.

Die Inokulation mit dem humanen Isolat 4. cryaerophilus (ILSH 02659) zeigte keine signifikante
Anderung der Absorption im Vergleich zur nicht infizierten Mediumkontrolle (10 %), was darauf
schlieBen ldsst, dass die meisten Zellen noch metabolisch aktiv geblieben waren. Dieser Stamm
wurde daher als Negativkontrolle verwendet.

Hingegen fiihrte die Inokulation mit allen A. butzleri-Stimmen, sowohl ambulanten als auch
stationdren Isolaten, zu einer signifikanten Reduktion der Absorption im Vergleich zur
Mediumkontrolle, was auf signifikante zytotoxische Effekte der Isolate in HT-29/B6-Zellen
hindeutet (Abbildung 5a). Vierzehn Isolate wurden dabei als stark zytotoxische Stimme
identifiziert (Gruppe III), da diese eine Abnahme der Absorption um mindestens 95 % gegeniiber
der Kontrolle induzierten. Ahnliche Reduktionen wurden durch die Positivkontrollen
C. jejuni 81-176 (97 %) bzw. DMSO (105 %) hervorgerufen. Weitere neun Isolate bewirkten eine
signifikante Verringerung der Absorption um 50 bis 95 % gegeniiber der Kontrolle und wiesen
damit eine méBige Zytotoxizitidt auf (Gruppe II). Im Gegensatz zu allen anderen A. butzleri-
Isolaten fiihrte nur der Stamm 02754 zu einer geringeren Abnahme der Absorption um 32 % und
erwies sich somit als schwach zytotoxisch (Gruppe I).

Anders als die 4. butzleri-Isolate induzierte die Mehrheit der untersuchten 4. cryaerophilus-Isolate
(8 von 10) keine zytotoxischen Effekte in HT-29/B6-Zellen. Die Inokulation mit diesen Stdimmen
fiihrte zu Absorptionen, die sich nicht wesentlich von denen der Mediumkontrolle unterschieden
(Abbildung 5b). Nur die Stdmme 02657 und 02771 bewirkten eine signifikante Reduktion der
Absorption um 29 bzw. 20 % im Vergleich zur Kontrolle, was auf eine schwache zytotoxische
Aktivitit hindeutet (Gruppe I). Aufgrund des begrenzten Wachstums wurde die Inokulation mit
den Stdmmen 02651 und 02771 mit MOI 50 statt MOI 100 durchgefiihrt, sodass die
entsprechenden Ergebnisse mit Vorsicht interpretiert werden sollten.

Beide A. lanthieri-Isolate induzierten eine starke Zytotoxizitit (Gruppe III) in HT-29/B6-Zellen,
die sich in der Reduktion der Absorption um mindestens 96 % zeigte und damit der zytotoxischen

Wirkung von C. jejuni und der DMSO-Kontrolle entsprach. (Abbildung 5c).
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Abbildung S: Viabilitit von HT-29/B6-Zellen nach Inokulation mit Arcobacter-Isolaten aus humanen
Stuhlproben. Differenzierte HT-29/B6-Zellen wurden mit 4. butzleri- (a), A. cryaerophilus- (b) und A. lanthieri- (c)
Isolaten (MOI 100) inokuliert und die Zytotoxizitét nach 48 h Inkubation mittels WST-1-Assay gemessen. Mindestens
drei unabhéngige Experimente wurden mit jeweils sechs Replikaten durchgefiihrt. Als Negativkontrollen wurden die
Zellen nur mit Medium oder mit A. cryaerophilus ILSH 02659 (Ac) behandelt, wihrend Dimethylsulfoxid (DMSO)
und Campylobacter jejuni 81-176 (Cj) als Positivkontrollen dienten. Der Grad der Toxizitdt wurde subjektiv in drei
Gruppen eingeteilt, darunter Stimme mit schwacher (Gruppe 1), miBiger (Gruppe II) und starker Zytotoxizitit
(Gruppe III) mit 20 bis 49 %, 50 bis 94 % und mindestens 95 % Verringerung der Absorption im Vergleich zur
Mediumkontrolle. Klinische Isolate sind unterstrichen dargestellt; # Inokulation mit MOI 50; * p < 0,05
(MannWhitney U-Test) im Vergleich zur Kontrolle.

5.5.  Antimikrobielle Empfindlichkeitstestung von Arcobacter spp.

Fiir die antimikrobielle Empfindlichkeitspriifung von humanen Arcobacter-Isolaten wurden sechs

Antibiotika ausgewdhlt, die hdufig in der Humanmedizin eingesetzt werden. Insgesamt zeigten die
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Ergebnisse der vorliegenden Arbeit normalverteilte MHK-Werte fiir Erythromycin, Ciprofloxacin,
Gentamicin und Tetrazyklin, wihrend flir Azithromycin und Ampicillin eine bimodale Verteilung
fiir Arcobacter erkennbar war (Tabelle 31). Die MHKSs fiir Erythromycin waren um den ECOFF
(epidemiological cutoff value) von C. jejuni (4 pg/ml) verteilt, wobei einzelne A. butzleri-Isolate
(n = 2) erhohte MHK-Werte aullerhalb der unimodal verteilten Population aufwiesen (= 16 pg/ml)
(Abbildung 6).

Erythromycin Azithromycin
184 184
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Abbildung 6: Verteilung der MHK-Werte von Arcobacter-Isolaten aus humanen Stuhlproben (n = 36) fiir sechs
ausgewihlte Antibiotika. Die durch den E-Test ermittelten MHK-Werte wurden zur néchst hdheren log, Verdiinnung

aufgerundet. Gestrichelte Linie: ECOFF fiir C. jejuni
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Sémtliche fiir Azithromycin ermittelten MHKs lagen im Bereich zwischen 0,5 und 64 pg/ml und
somit oberhalb des ECOFFs von C. jejuni (0,25 ng/ml). In der bimodalen Verteilung zeigten 54 %
der A. butzleri und 10 % der A. cryaerophilus-Isolate erhohte MHKs (> 8 png/ml) (Tabelle 31). Fiir
den GroBteil der Isolate (86 %) konnte eine hohe Empfindlichkeit gegeniiber Ciprofloxacin
beobachtet werden, mit MHKSs unter dem ECOFF von C. jejuni (0,5 pg/ml) zwischen 0,032 und
0,5 pg/ml. Wihrend nur zwei A. butzleri-Isolate hohe MHK-Werte auflerhalb der unimodal
verteilten Population aufwiesen, konnte die hochste Konzentration an Ciprofloxacin (32 pg/ml)
bei 30 % der A. cryaerophilus-Isolate keine Wachstumsinhibierung bewirken. Fiir Gentamicin
konnten nur MHKs unter dem ECOFF von C. jejuni (2 ng/ml) bestimmt werden, unabhédngig von
der untersuchten Spezies. Fiir Ampicillin waren die MHKs bimodal um den ECOFF von C. jejuni
(8 ng/ml) verteilt, wobei 42 % der A. butzleri-Isolate und 20 % der A. cryaerophilus-Isolate
erhohte MHKs (>16 pg/ml) aufwiesen. In 33 % der A. butzleri-Isolate konnten erhéhte MHKs
sowohl flir Azithromycin als auch fiir Ampicillin beobachtet werden. Die MHKs fiir Tetrazyklin
waren alle um den ECOFF von C. jejuni (1,0 ng/ml) verteilt. Beide A. lanthieri-Isolate wiesen
MHK-Werte innerhalb der normalverteilten Populationen von A. butzleri und A. cryaerophilus
auf, allerdings sollten die entsprechenden Ergebnisse aufgrund der begrenzten Anzahl an Isolaten

mit Vorsicht interpretiert werden (Tabelle 31).
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Tabelle 31: Empfindlichkeit von humanen Arcobacter-Isolaten (24 A. butzleri, 10 A. cryaerophilus und 2 A. lanthieri) gegeniiber ausgewihlten Antibiotika

Gehemmte Isolate bei MHK (ng/ml) von:

Antibiotika Spezies
0.023 0.032 0.047 0.064 0.094 0.125 0.19 025 038 050 075 1 15 2 8 12 16 24 32 >32 48 64 96
A. butzleri 2 1 1 2 5 1 4 4 1 2 1
Azithromycin A. cryaerophilus 8 1 1
A. lanthieri 2
A. butzleri 1 1 1 3 31 1 3 4 4 1 1
Ampicillin A. cryaerophilus 3 4 1 2
A. lanthieri 1 1
A. butzleri 1 2 2 6 7 4 1 1
Ciprofloxacin* A. cryaerophilus 2 2 1 1 1 3 -
A. lanthieri 2 C’E
o
A, butzleri 17 10 6 =
7]
Gentamicin A. cryaerophilus 1 1 5 1 2 @
A. lanthieri 1 1
A. butzleri 1 1 1 7 1 6 5 1 1
Erythromycin A. cryaerophilus 4 3 3
A. lanthieri 2
A. butzleri 1 4 4 13 1 1
Tetracycline A. cryaerophilus 1 1 3 4 1
A. lanthieri 1 1

* Die maximale Konzentration von Ciprofloxacin auf dem Teststreifen betrug 32 pg/ml. MHK > 32 png/ml bedeutet keine Wachstumshemmung.
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6. Diskussion

6.1. Pravalenz von Arcobacter spp. in humanen Stuhlproben

Dies ist die erste prospektive Pravalenzstudie zum Vorkommen von Arcobacter in Stuhlproben
von ambulanten und stationdren Patienten in Deutschland mittels Arcobacter-spezifischer
Nachweismethode. Insgesamt konnten 36 Arcobacter-Staimme aus 4646 (0,77 %) untersuchten
Proben isoliert werden. Diese Detektionsrate ist vergleichbar mit humanen Priavalenzstudien aus
Neuseeland und Belgien, bei denen in 0,9 % (12/1380) bzw. 1,31 % (89/6774) der Stuhlproben
von Personen mit gastrointestinaler Erkrankung Arcobacter spp. nachgewiesen wurden (60, 75).
Diese Studien verwendeten ebenfalls eine kulturelle Arcobacter-spezifische Isolationsmethode,
und auch die Probenanzahl war dhnlich der von der vorliegenden Studie, sodass optimalerweise
ein direkter Vergleich mdglich ist. Insbesondere durch die Anwendung verschiedener
mikrobiologischer Isolations- und Identifikationsmethoden werden unterschiedliche
Detektionsraten ermittelt, wobei auch andere Faktoren, wie z.B. geographische Aspekte und
untersuchte Patientengruppen bzw. Stichprobengro3en womdglich eine Rolle spielen und dadurch
einen direkten Vergleich vieler Studien untereinander erschweren. So zeigten Studien aus
verschiedenen Lindern weltweit wie etwa Siidafrika, China, Belgien, Portugal, Indien, Tiirkei und
Chile Nachweisraten von Arcobacter spp. zwischen 0,1 und 3,6 % (30, 31, 58, 59, 72-74). In der
vorliegenden Arbeit konnte des Weiteren durch die Arcobacter-spezifische Anreicherungsmethode
eine doppelt so hohe Arcobacter-Privalenz (0,97 %) ermittelt werden im Vergleich zu der im
Routinelabor detektierten Priavalenz (0,49 %) unter Anwendung unspezifischer Methoden. In der
routinemdfigen Stuhldiagnostik wird gewohnlich noch kein geeignetes Isolationsverfahren fiir
Arcobacter eingesetzt, sondern diese im Zuge der Campylobacter-ldentifizierung nachgewiesen
und dadurch deren Pridvalenz vermutlich stark unterschitzt. Dariliberhinaus konnte bereits im
Vergleich zu kulturellen Nachweismethoden mittels PCR-basierten Methoden eine hdhere
Priavalenz von Arcobacter ermittelt werden (31, 57, 67). Molekulare Methoden, insbesondere die
PCR, haben gegeniiber der Kultur diverse Vorteile beim Nachweis von Bakterien, da sie schneller,
spezifischer und sensitiver sind. Es konnen jedoch auch nicht-kultivierbare Organismen
nachgewiesen werden (68), bei denen man nicht mit Sicherheit sagen kann, ob es sich auch
tatsdchlich um lebensfdahige Mikroorganismen oder um ,tote DNA®“ handelt, womit dann
wiederum die Ergebnisse verfilscht sein konnten. Dies unterstreicht nochmals die Notwendigkeit

einer gut ausgewdhlten Standardmethode zum Nachweis von Arcobacter, um Studien
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untereinander vergleichen und Fehlinterpretationen vermeiden zu kénnen. In zukiinftigen Studien
sollte dennoch auch untersucht werden, ob es einen klinischen Unterschied zwischen Patienten
gibt, bei denen Arcobacter nur unter Anwendung spezifischer Anreicherungsverfahren bzw.
einfach im Rahmen der Routinekulturverfahren nachgewiesen werden kénnen. Beim Nachweis
kleinster Mengen des Erregers durch spezifische Anreicherungsverfahren bzw. PCR stellt sich die
Frage, ob dieser in Hinblick auf die Erkrankungsursache dann iiberhaupt relevant ist.

In der vorliegenden Studie konnte des Weiteren eine hdhere Arcobacter-Pravalenz in ambulanten
(0,85 % (33/3884)) als in stationdren Stuhlproben (0,40 % (3/752)) festgestellt werden. Mit diesem
Pravalenzunterschied wurde gerechnet, da Arcobacter bei den meisten Patienten
hochstwahrscheinlich keine derart schwere Infektion verursachen, dass ein Krankenhausaufenthalt
notwendig wird. Andere Studien, die klinische Durchfallproben auf Arcobacter spp. untersucht
haben, zeigten dhnlich niedrige Privalenzen von 0 bis 0,1 % (71-73).

Unter den 36 Arcobacter-Stimmen, die in der vorliegenden Studie isoliert wurden, war A. butzleri
die am héufigsten vertretene Spezies (n = 24), gefolgt von A. cryaerophilus (n = 10), was in
Ubereinstimmung mit anderen Studien steht (58-61, 75). Im Gegensatz zu einzelnen anderen
Studien, konnten keine Isolate der Spezies A. skirrowii detektiert werden (61, 62). Es konnten
jedoch, dem derzeitigen Wissensstand nach, die ersten zwei Stimme der erst kiirzlich durch
Whiteduck-Leveillee et al. (2015) beschriebenen Spezies A. lanthieri aus humanen Stuhlproben
isoliert werden (161).

Das in dieser Studie verwendete selektive Anreicherungsmedium sowie die mPCR zur Ermittlung
der Pravalenz von Arcobacter spp. wurde nur fiir die Detektion der drei Spezies A. butzleri,
A. cryaerophilus und A. skirrowii validiert, sodass es moglich ist, dass das Ergebnis hinsichtlich
der Artenvielfalt verfalscht sein konnte (27, 155).

Insgesamt konnten Arcobacter spp. als zweithdufigste Erreger (0,97 %) nach Campylobacter spp.
(4,39 %) nachgewiesen werden, noch vor Salmonella enterica (0,75 %) und
Yersinia enterocolitica (0,09 %). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie stimmen mit denen einer
frilheren belgischen Studie iiberein, in der Arcobacter spp. als vierthdufigste Erreger aus
Stuhlproben von Patienten mit Verdacht auf Gastroenteritis identifiziert wurde (1,31 %), nach
Campylobacter spp. (5,61 %), Salmonella spp. (2,04 %) und Clostridoides difficile (1,61 %).
Insgesamt konnte jedoch eine hohere Gesamtprdvalenz der jeweiligen Enteropathogene im

Vergleich zu der vorliegenden Studie festgestellt werden (60).
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6.2. Genotypisierung von Arcobacter spp.

Um die genetische Vielfalt von Arcobacter zu entschliisseln, stellt die ERIC-PCR eine etablierte
und zuverlédssige Methode dar. In der vorliegenden Studie konnten mittels ERIC-PCR fiir alle der
36 Humanisolate unterschiedliche ERIC-Profile nachgewiesen werden. Diese hohe genetische
Diversitdt lieB sich auch in anderen Humanstudien anhand der gleichen Methode ermitteln.
Houf et al. (2004) und Sekhar et al. (2017) identifizierten bei sieben bzw. 30 4. butzleri-Isolaten
aus humanen Stuhlproben auch sieben bzw. 30 verschiedene Genotypen (95, 96). Fiir neun
A. butzleri-Isolate aus Patienten mit Gastroenteritis konnten ebenfalls neun unterschiedliche
ERIC-Profile generiert werden (74). Und auch die Typisierung von 4. cryaerophilus-Isolaten aus
Stuhlproben gesunder Patienten zeigte keine Ubereinstimmung der Genotypen (70). Da sowohl in
den genannten Studien als auch in der vorliegenden Studie kein Ausbruch untersucht wurde,
sondern voneinander unabhingige Individuen, war auch eher damit zu rechnen, dass die
Genotypen sich voneinander unterscheiden.

Die Dendrogrammanalyse in dieser Studie ergab fiir die meisten A. butzleri- (23/24) und den zwei
A. lanthieri-Isolaten ein spezies-spezifisches Cluster, wohingegen die A. cryaerophilus-Isolate
eher gestreut vorlagen und eine Speziesdiskriminierung in diesem Fall nicht moglich gewesen
wire. Erst kiirzlich wurde auf Basis genomischer Analysen die Unterteilung der Spezies
A. cryaerophilus in vier Genomovare vorgeschlagen, was eine Erkldrung fiir die sehr hohe
Heterogenitét von A. cryaerophilus in dieser und vorherigen Studien darstellen konnte (14).

Die genetische Vielfalt von Arcobacter konnte des Weiteren auch bei der Typisierung von Isolaten
aus verschiedenen Lebensmittel-, Tier- und Wasserproben nachgewiesen werden (28, 91-93). Dies
kann zum einen durch mehrere mogliche Kontaminationsquellen bedingt sein, zum anderen
werden aber auch genomische Verdnderungen durch beispielsweise Rekombination als Ursache
der Heterogenitiit diskutiert (25). Um letztlich Ubertragungswege oder Infektionsquellen genauer
analysieren und identifizieren zu kdnnen, miissen Isolate aus verschiedenen Quellen genotypisiert
und untereinander verglichen werden. In einer Studie von Lehmann et al. (2015) zeigte die
Typisierung von Arcobacter-Isolaten verschiedener Lebensmittel keine Korrelation von Genotyp
und Herkunft der Isolate (93). Andererseits konnten mittels rep-PCR beim Vergleich von Human-
und Tierisolaten Ubereinstimmungen im Genotyp gefunden werden, was auf eine mogliche
zoonotische Ubertragung hinweist (95). In zukiinftigen Studien sollten demnach verstirkt
Arcobacter-Isolate verschiedener Herkunft typisiert und miteinander verglichen werden, um die
Verwandtschaft der Isolate und damit infektionsepidemiologische Zusammenhinge zu kléren.

Gelingt es diese ausfindig zu machen wird damit gleichzeitig die Grundlage fiir
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infektionspriaventive Mafinahmen geschaften.

6.3. Prisenz von putativen Virulenzgenen bei Arcobacter spp.

Uber die Pathogenititsmechanismen und potentiellen Virulenzfaktoren von Arcobacter ist bisher
nur wenig bekannt. Im Genom von A. butzleri konnten bisher zehn putative Virulenzgene
nachgewiesen werden, die unter anderem Homologien zu Campylobacter aufweisen (12). Jedoch
ist unklar, ob diese mutmalBlichen Virulenzfaktoren auch die gleiche Funktion in Arcobacter
iibernehmen und inwieweit diese zum Virulenzpotential beitragen.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Vorhandensein dieser zehn putativen Virulenzgene
untersucht, um einen ersten Eindruck iiber die Verbreitung dieser Gene in Humanisolaten zu
erhalten. Insgesamt ergaben die Untersuchungen ein relativ haufiges Vorkommen der untersuchten
Virulenzgene in A. butzleri-Isolaten. Dabei konnten vier der Gene, und zwar ciaB, c¢j1349, cadF
und #/yA in allen Isolaten nachgewiesen werden, aber auch die Gene p/d4 und mviN waren in 83
und 96 % der Isolate vorhanden. Diese sechs Gene konnten auch in anderen Studien in 66 bis
100 % der A. butzleri-Stimmen verschiedener Herkunft detektiert werden (93, 106-113). Dabei
handelt es sich um Gene, die unter anderem mit dem Anheften und Eindringen in die Wirtszelle
und der Hamolyse von Erythrozyten assoziiert sind (97-101). Die Gene hecA, hecB, iroE und irgA
wurden weniger hdufig in den in dieser Studie untersuchten humanen A. butzleri-Isolaten
detektiert. Etwa in einem Viertel der Isolate konnten hecA und hecB nachgewiesen werden, was
mit den bisher beschriebenen Privalenzen fiir diese beiden Gene von 13 bis 48 % einhergeht (93,
106, 107, 109-111, 113). Im Gegensatz dazu wurde in einer Studie, die auch Humanisolate
untersucht hatte, das Gen hecB in 86 % der Isolate detektiert (106). Das Vorhandensein von iroE
wurde bisher eher selten gezielt untersucht, mit Pravalenzen zwischen 30 und 60 % (93, 107, 111),
wobei eine Studie eine weitaus geringere Prdvalenz von 17 % beschrieb (103). Auch in der
vorliegenden Studie konnte dieses Gen in nur 12 % der A. butzleri-Isolate nachgewiesen werden.
In nur zwei Isolaten wurde des Weiteren das irg4 Gen detektiert (8 %). Andere Studien zeigen
einerseits ebenfalls nur geringe Detektionsrate von irg4, mit Privalenzen von 4 bis 23 % (107,
109, 111, 113), wiahrend andererseits Pravalenzen von 35 bis 46 % ermittelt wurden (93, 106, 110).
Trotz unterschiedlicher Pridvalenzen scheinen die vier Gene hecA, hecB, iroE und irgA, die
teilweise mit der Anheftung an Wirtszellen, der Hamolyse, und der Aufrechterhaltung einer
Infektion assoziiert sind (12, 103-105), insgesamt weitaus weniger in A. butzleri verbreitet zu sein.

In den humanen A. cryaerophilus-Isolaten der vorliegenden Studie konnten im Vergleich zu
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A. butzleri insgesamt weniger der untersuchten Gene detektiert werden. CiaB ist das einzige Gen,
dass in allen Isolaten nachgewiesen werden konnte, gefolgt von mviN in 80 % der Stimme. Dies
ist im Einklang mit anderen Studien, in denen diese beiden Gene auch am héufigsten detektiert
wurden, und zwar ciaB in 85 bis 100 % und mviN in 50 bis 100 % der untersuchten Stimme (106,
108-110, 112, 113). Weiterhin konnten in 40 % der A. cryaerophilus-Isolate das Gen cadF
nachgewiesen werden, das auch in anderen Studien, und zwar in 10 bis 64 % der untersuchten
Isolate, detektiert wurde (106, 108-110, 112, 113). Das Gen pldA konnte in 20 % und #/yA sowie
irg4 in 10 % der Isolate ermittelt werden. Die Nachweisraten der vorliegenden Studie fiir die Gene
pldA und irgA liegen zwischen denen aus anderen Studien, die Privalenzen von 0 bis 62 % fiir
pld4 (102, 103, 105, 106, 108, 109) und 0 bis 20 % fiir irg4 berichten (102, 103, 108, 109). Fiir
tly4 konnten hingegen deutlich héhere Priavalenzen zwischen 32 und 62 % detektiert werden (106,
108-110, 112, 113). Wéhrend keine anderen Gene in A. cryaerophilus ermittelt werden konnten,
zeigten andere Studien noch das Vorhandensein von ¢j/349 in 20 bis 77 % der untersuchten Isolate
(106, 108, 109, 112). Allerdings gibt es auch Studien, wie es in dieser Arbeit der Fall ist, die dieses
Gen nicht detektierten (110, 113). Ahnlich wie bei 4. butzleri konnten eher geringe Priivalenzen
der drei Gene hecA, hecB und iroE in A. cryaerophilus nachgewiesen werden bzw. wurden diese,
wie auch in der vorliegenden Studie, gar nicht detektiert (106, 109, 110, 113).

Die Unterschiede in den Pridvalenzen von Virulenzgenen in 4. butzleri- sowie A. cryaerophilus-
Isolaten konnen womdglich auf genomische Heterogenitit der Spezies innerhalb der
Bindungssequenzen der Primer zuriickzufiihren sein. Fiir letzteres spricht eine weitere
Beobachtung aus der vorliegenden Studie beziiglich der Detektion von den putativen
Virulenzgenen in den beiden A. lanthieri-Isolaten.

Wihrend mit den A. butzleri-spezifischen Primern nur hecA nachgewiesen wurde, konnte durch
die A. lanthieri-spezifischen Primer das Vorhandensein von sechs weiteren Genen, und zwar ciaB,
cadF, tlyA, pldA, mviN und irgA, ermittelt werden, wodurch A. lanthieri ein &hnliches
Virulenzgenmuster wie A. butzleri aufwies. Zambri et al. (2019) konnten ebenfalls ein hiufiges
Vorkommen der untersuchten mutmalBlichen Virulenzgene in A. lanthieri-Isolaten aus
landwirtschaftlichen Wasser- und Fékalquellen ermitteln (118). Unter Verwendung der auf
A. lanthieri-Sequenzen basierenden Primer konnten auch in den A. cryaerophilus-Isolaten mehr
Virulenzgene nachgewiesen werden als mit den auf A. butzleri-Sequenzen basierenden Primern.
Diese Beobachtung verdeutlicht die Notwendigkeit Genus-spezifischer Primer, die die putativen
Virulenzgene in diversen Arcobacter Spezies detektieren konnen und an deren Entwicklung
demnach in zukiinftigen Studien gearbeitet werden sollte. Ebenso wie in der Studie von Zambri et

al. (2019) konnten zusitzlich in den A. lanthieri-Isolaten die fiir den Virulenzfaktor CDT
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kodierenden Gene cdtA, cdtB und cdtC nachgewiesen werden (118). Im Gegensatz dazu wurde
dieser Virulenzfaktor im Genom von A. butzleri bisher nicht detektiert (12, 117). In C. jejuni-
Stammen wird das Exotoxin CDT, das nachweislich zum Zelltod eukaryotischer Zellen fiihrt, unter
anderem in Zusammenhang mit deren Pathogenitdt gebracht (114-116). Das Vorhandensein der
CDT Gene in A. lanthieri aber nicht in A. butzleri, kann auf Spezies-spezifische

Pathogenitidtsmechanismen innerhalb der Gattung Arcobacter hindeuten.

6.4. Zytotoxische Effekte von Arcobacter spp. in vitro

Zusétzlich zu der Prisenz von bestimmten putativen Virulenzgenen wurden in dieser Arbeit auch
die zytotoxischen Eigenschaften der aus den humanen Stuhlproben isolierten Arcobacter-Stamme
in vitro untersucht, um das pathogene Potential von Arcobacter weiter bewerten zu kénnen. Zur
Bestimmung der Zytotoxizitdt wurde der kolorimetrische WST-1-Assay verwendet, mit dessen
Hilfe die Aktivitdit von mitochondrialen Dehydrogenasen nachgewiesen wird, die nur in
lebensfahigen Zellen aktiv sind. Fiir die A. butzleri-Isolate konnten insgesamt Stamm-spezifische
zytotoxische Effekte auf HT-29/B6-Zellen nachgewiesen werden, wobei die meisten Isolate sich
als stark (14/24) bzw. miBig (9/24) zytotoxisch erwiesen und nur fiir ein Isolat ein schwicherer
Effekt erkennbar war. Diese Stamm-spezifischen Eigenschaften von A. butzleri konnten bereits in
einer dhnlichen Studie, in der die Zytotoxizitdt ebenfalls mittels Messung der Enzymaktivitét der
infizierten intestinalen Zellen beurteilt wurde, gezeigt werden. In anderen Studien duflerte sich die
Zytotoxizitdt von A. butzleri in Verdnderungen der Zellmorphologie (Zellverlingerung,
Zellabrundung, Kernpyknose) von CHO-, Vero-, HeLa- und INT407-Zellen nach Zugabe von
zellfreien Uberstinden der Ubernachtkulturen (117, 120, 122, 125). Diese morphologischen
Verdnderungen sind vermutlich auf die Sekretion eines Enterotoxins zuriickzufiithren. Wéhrend in
einigen Campylobacter spp. die Expression des Enterotoxins CDT nachgewiesen wurde und es
auch als einer der Virulenzfaktoren angesehen wird, der deren Pathogenitit ausmacht (114-116),
konnten bisher keine der CDT codierenden Gene im Genom von A. butzleri identifiziert werden
(12, 117). Daher wird vermutet, dass die durch A. butzleri induzierte Zytotoxizitit durch ein
CDT-differentes ~ Toxinmolekiil ~ hervorgerufen  wird. In einer Studie  von
Villarruel-Lopez et al. (2003) konnte nach Zugabe von Arcobacter-Uberstinden auf Vero-Zellen
neben der Elongation auch die Bildung von Vakuolen innerhalb der Zellen beobachtet werden, was
die Sekretion eines vakuolisierenden Toxins vermuten ldsst, wie es unter anderem bei

Helicobacter pylori und Vibrio cholerae der Fall ist (126, 162). Bisher haben sich nur wenige
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Studien mit der Zytotoxizitit von A. cryaerophilus befasst. Wihrend die Mehrheit der
A. cryaerophilus-Isolate aus den humanen Stuhlproben aus der vorliegenden Studie keine
Zytotoxizitit auf HT-29/B6-Zellen induzierten, und sich nur zwei der Isolate als schwach
zytotoxisch erwiesen, konnte in anderen Studien auf Vero-, HeLa- und INT407-Zellen
zytotoxische Effekte dieser Spezies beobachtet werden (117, 126). Die unterschiedlichen
Beobachtungen konnen sich aus den verschiedenen Untersuchungsmethoden, den eingesetzten
Zelllinien oder den Isolaten ergeben. Wie bei A. butzleri konnten in A. cryaerophilus-Isolaten
keine CDT-Gene nachgewiesen werden (117).

Des Weiteren wurde die Zytotoxizitdt von den ersten zwei aus humanen Stuhlproben isolierten
A. lanthieri-Staimmen untersucht, und beide Isolate erwiesen sich als stark zytotoxisch. Die
Aussagekraft hinsichtlich der allgemeinen Zytotoxizitdt fiir diese Spezies ist allerdings aufgrund
der geringen Anzahl untersuchter Isolate begrenzt und muss erst noch durch weitere Studien
diesbeziiglich bestitigt werden. Durch die Tatsache, dass in beiden Isolaten mittels PCR auch die
fir das CDT-Toxin codierenden Gene detektiert werden konnten, stellt das CDT-Toxin einen
moglichen Virulenzfaktor von A. lanthieri dar. Die CDT-Gene konnten auch in 4. lanthieri- und
A. faecis-Isolaten aus Umwelt- und Féazesproben detektiert werden (118).

Zusammenfassend konnten fiir die beiden Spezies 4. butzleri und A. lanthieri in dieser Arbeit eine
Fiille an putativen Virulenzgenen und starke zytotoxische Aktivitét in vitro nachgewiesen werden.
Das Vorhandensein der CDT-Gene in A. lanthieri, aber nicht in A. butzleri konnte ein Indiz fiir
spezies-spezifische Pathogenitditsmechanismen sein. Inwieweit die vermeintlichen Virulenzgene
jedoch fiir die Pathogenitit von Arcobacter verantwortlich sind, ist noch unklar. Bisher konnte
noch keine Korrelation zwischen dem Virulenzgenmuster einerseits und den adhésiven, invasiven
und zytotoxischen Eigenschaften andererseits gefunden werden (107). So konnten in der
vorliegenden Studie beispielsweise in allen untersuchten A. butzleri- und A. lanthieri-Isolaten, die
zytotoxische Effekte in HT29/B6-Zellen aufwiesen, die beiden Gene ¢j/349 und tlyA
nachgewiesen werden. In anderen Bakterien ist ¢j/349 mit der Adhédsion an Darmzellen und #/y4
mit der Himolyse von Erythrozyten assoziiert. In der Studie von Karadas et al. (2013) wiesen alle
sechs untersuchten A. butzleri-Isolate, in denen das Adhésionsgen c¢j/349 detektiert wurde,
verschiedene adhdsive Phianotypen auf, und es konnte zudem kein Zusammenhang zwischen den
Phénotypen und Aminosduresequenzen des jeweiligen Gens gefunden werden (107). In einer
weiteren Studie der gleichen Arbeitsgruppe konnte fiir zwei nicht- bzw. schwach-adhésive Stimme
dennoch eine starke zytotoxische Fahigkeit nachgewiesen werden (128). Ob oder inwieweit das
Gen ¢j1349 letztendlich zur Toxizitdt von Arcobacter beitragt, ldsst sich durch die oben genannte

Studie von Karadas et al. (2016) sowie durch die Ergebnisse der vorliegenden Studie nicht
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eindeutig kldren. In weiteren Studien sollte zusétzlich das Gen #/yA4 ndher untersucht werden, um

dessen Einfluss auf die pathogenen Eigenschaften von Arcobacter bewerten zu konnen.

6.5. Antimikrobielle Empfindlichkeitstestung von Arcobacter spp.

Die Entstehung und Ausbreitung bakterieller Resistenzen gegeniiber Antibiotika stellt weltweit ein
zunehmendes Problem dar, da dadurch die Behandlung von bakteriellen Infektionskrankheiten
zunehmend erschwert wird. Obwohl Infektionen mit Arcobacter meistens eher mild verlaufen und
selbst-limitierend sind, kann in schwerwiegenden Fillen der Einsatz von Antibiotika durchaus
gerechtfertigt sein. Es konnten unterschiedliche Resistenzraten fiir Human-, Tier- und
Umweltisolate  gegeniiber gidngigen Antibiotika wie Makroliden, Fluorchinolonen,
Aminoglykosidne, B-Laktamen und Tetrazyklinen beobachtet werden (10). Dennoch ist die
Datenlage beziiglich der Empfindlichkeit von Arcobacter gegeniiber Antibiotika stark begrenzt,
vor allem durch das Fehlen standardisierter Protokolle und definierter Grenzwerte, die die
Interpretation der Ergebnisse und eine damit verbundene Resistenzdefinition erschweren.

In der vorliegenden Studie wurde die Empfindlichkeit der humanen Arcobacter-Isolate gegeniiber
verschiedenen Antibiotika mittels E-Test bestimmt. Zur Einordnung der ermittelten MHKs,
wurden diese mit den von EUCAST definierten ECOFFs fiir C. jejuni verglichen (163). Fiir
Ciprofloxacin, Gentamicin und Ampicillin scheinen die C. jejuni ECOFFS auch fiir Arcobacter
anwendbar zu sein, was mit den Ergebnissen einer Studie von Riesenberg et al. (2017) einhergeht
(164). Der Grofiteil der Stimme wurde dabei als Wildtyp (MHKs < ECOFF) klassifiziert und
einzelne Isolate als weniger empfindlich gegeniiber Ciprofloxacin und Ampicillin, was auf eine
erworbene Resistenz hindeuten konnte. Anhand der ermittelten Daten fiir Erythromyecin,
Azithromycin und Tetrazyklin, die iiberwiegend MHKSs tliber dem ECOFF von C. jejuni zeigten,
konnten hingegen die realen Arcobacter ECOFFs hoher sein als die von C. jejuni.

Innerhalb der unimodalen Verteilung fiir Erythromycin zeigten sich niedrige MHKSs bis 8 pg/ml,
was mit den Ergebnissen anderer Studien {ibereinstimmt, die eine hohe Empfindlichkeit von
Arcobacter gegeniiber Erythromycin ermittelten (74, 75, 141, 142). Wahrend nur einzelne Isolate
aus der vorliegenden Studie (n = 2) erhohte Erythromycin-MHKSs aufwiesen, wurde in anderen
Studien von Resistenzraten bis zu 62 % berichtet (17, 37). Im Gegensatz zu der Untersuchung in
der vorliegenden Arbeit wurde in diesen Studien das Disk-Diffusionsverfahren mit 15 ug
Erythromycin pro Disk angewendet und die Resistenz nach CLSI-Richtlinien fiir

Enterobacteriaceae bzw. Staphylococcus spp. bestimmt.
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Gegenliber Azithromycin wiesen 54 % der A. butzleri-Isolate aus der vorliegenden Studie
MHKSs > 8 pg/ml auf, was mit den Ergebnissen von Van den Abeele et al. (2016) libereinstimmt
(143). Dartiber hinaus konnten in anderen Studien erhohte MHKs fiir Azithromycin in bis zu 95 %
bzw. in 20 % der aus Gefliigelprodukten isolierten A. butzleri- bzw. A. cryaerophilus-Stimmen
gezeigt werden (137, 147). Sowohl Azithromycin als auch Erythromycin gehoren beide zu den
Makrolidantibiotika und dennoch konnte eine bimodale Verteilung fiir Azithromycin im Gegensatz
zu Erythromycin gezeigt werden. In Campylobacter wird normalerweise eine Kreuzresistenz
zwischen Azithromycin und Erythromycin beobachtet, dennoch erwiesen sich einzelne Isolate als
empfindlich gegeniiber Erythromycin aber resistent gegeniiber Azithromycin (153). Eine
Ganzgenomanalyse zur Detektion der moglichen Ursache ergab eine Aminosiuresubstitution im
ribosomalen Protein L22, die zur Resistenz gegeniiber Azithromycin fiihrt, aber keine weitere
Mutation im 23S rRNA Gen, das die Sensitivitit gegeniiber Erythromycin erklért (153). Um die
vorliegenden unterschiedlichen MHK-Verteilungen in Arcobacter erkléren zu konnen, bedarf es
weiterer Untersuchungen auf Genomebene.

Gegentiber Ciprofloxacin zeigte sich die Mehrheit der untersuchten Arcobacter-Isolate (86 %) als
sensibel, was mit anderen Studien {ibereinstimmt, die Sensibilitdtsraten von 87 bis 100 % bei
Humanisolaten berichteten (74, 75, 96, 138, 141-143). Im Gegensatz zu den aus der vorliegenden
Studie ermittelten niedrigen MHKs von Ciprofloxacin in Arcobacter spp. zwischen 0,032 und
0,50 pg/ml, zeigten klinische Campylobacter-Isolate hohe Resistenzraten von 45 bis 71 % mit
MHKSs >4 pug/ml (144, 145). In 8 % der 4. butzleri-Isolate und sogar in 30 % der A. cryaerophilus-
Isolate konnten auch in der vorliegenden Studie erhohte MHKs fiir Ciprofloxacin nachgewiesen
werden, was den Ergebnissen einer belgischen Studie dhnelt, in der sogar mehr als 50 % der
untersuchten A. cryaerophilus-Isolate eine Resistenz gegeniiber Ciprofloxacin aufwiesen (143).
Trotz der auffdlligen Resistenz von A. cryaerophilus, konnte Ciprofloxacin als bevorzugtes
Medikament bei einer A. butzleri-Infektion angewendet werden, sofern eine antibiotische
Behandlung erforderlich wire.

Alle Arcobacter-Isolate aus der vorliegenden Studie erwiesen sich als sensibel gegeniiber
Gentamicin, was mit anderen Studien iibereinstimmt, die nur iiber geringe Resistenzraten von
Arcobacter spp. zwischen 0 und 4 % berichteten (74, 96, 138, 142, 143).

Fiir Ampicillin hingegen wurden in verschiedenen Studien Resistenzraten zwischen 50 und 100 %
beschrieben (74, 75, 143), und auch 42 % der in der vorliegenden Studie untersuchten 4. butzleri-
Isolate zeigten hohe MHKSs fiir Ampicillin (24 — 64 pg/ml).

Ahnlich wie bei Gentamicin waren die Arcobacter-Isolate empfindlich gegeniiber Tetrazyklin. Die

Sensibilitit von Arcobacter spp. gegeniiber Tetrazyklin konnte auch in anderen Studien beobachtet
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werden (138, 142, 143). In einer aktuellen Studie aus Portugal, die Arcobacter-Stimme aus
Lebensmitteln untersuchten, konnte jedoch eine Resistenz gegentiber Tetrazyklin in 95 % der

untersuchten A. butzleri-Isolate festgestellt werden (38).

Trotz der Empfindlichkeit von Arcobacter gegeniiber verschiedenen Antibiotika, konnten bei
Azithromycin, Ciprofloxacin sowie Ampicillin bei einigen Isolaten erhohte MHKs festgestellt
werden. Im Falle einer schweren Arcobacter-Infektion, bei der der Einsatz von Antibiotika
notwendig wire, sollte daher zunichst eine individuelle Resistenztestung erfolgen, um unnétige

Antibiotikagabe und eine damit verbundene Resistenzentwicklung zu vermeiden.
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1. Fazit und Ausblick

Arcobacter spp. konnen aus unterschiedlichen Habitaten, wie Tieren, Lebensmitteln tierischen und
nicht-tierischen Ursprungs und Wasser isoliert werden, wobei vor allem Lebensmittel und Wasser
Kontaminationsquellen darstellen und somit durch den Verzehr auf den Menschen iibertragen
werden konnen. Bisher konnten jedoch keine direkten Transmissionswege identifiziert werden.
Sporadische Ausbriiche, deren Ursache vermutlich im Verzehr von kontaminiertem Wasser oder
Lebensmitteln liegen, und generell das Vorkommen in erkrankten Menschen, fithren zunehmend
zu der Annahme, dass es sich bei Arcobacter um pathogene Zoonoseerreger handelt.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Spezies A. butzleri, A. cryaerophilus
und A. lanthieri in geringen Privalenzen in humanen Stuhlproben ambulanter und stationérer
Patienten vorkommen. Die isolierten Stimme, vor allem A. butzleri- und A. lanthieri-Isolate,
wiesen eine hohe Nachweisrate von putativen Virulenzgenen und liberwiegend starke zytotoxische
Effekte in vitro auf. Das Vorhandensein der CDT-Gene in A. lanthieri im Gegensatz zu A. butzleri
deutet auf unterschiedliche Pathogenititsmechanismen innerhalb der Gattung Arcobacter hin.
Welche Virulenzfaktoren aber letztlich fiir die Pathogenese dieses Erregers verantwortlich sind
bleibt noch immer unklar. Anders als bei den 4. butzleri und A. lanthieri-Isolaten konnten fiir die
A. cryaerophilus-Isolate weniger putative Virulenzgene nachgewiesen werden, und diese zeigten
keine bzw. nur sehr schwache zytotoxische Effekte in vitro. Ob Genus-spezifische Primer bzw. ein
anderes ,,Setup zur Bestimmung der Zytotoxizitit andere Ergebnisse liefern wiirden, sollte in
weiteren  Studien analysiert werden. Darliber hinaus ergab die antimikrobielle
Empfindlichkeitstestung in der vorliegenden Studie, dass Arcobacter spp. gegeniiber
verschiedenen Antibiotika teilweise erhohte MHK s aufweisen, was auf eine Resistenzentwicklung
hindeuten konnte.

Die in dieser Arbeit untersuchten humanen Stuhlproben wurden von drei mikrobiologischen
Diagnostiklaboren aus Berlin gesammelt. Es wurden nur Stuhlproben, die dort zur Untersuchung
auf bakterielle Enteropathogene eingegangen sind, in die Studie mit aufgenommen und auf
Arcobacter spp. untersucht. Da die Proben vor der Bearbeitung pseudonymisiert wurden, lagen
keine detaillierten Patienteninformationen vor, und eine retrospektive Zuordnung der Proben zu
beispielsweise einem Krankheitsbild war daher nicht moglich. In folgenden Studien sollten unter
anderem die Symptome der Patienten mit betrachtet werden, um eine mogliche Korrelation

zwischen diesen und einer Arcobacter-Infektion ermitteln zu konnen.
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Fazit und Ausblick

Um die Bedeutung von Arcobacter spp. als Zoonoseerreger besser einschitzen zu kénnen und um
zu kliren, welches Risiko insbesondere fiir den Menschen von diesen Erregern ausgeht, sind noch
weitere Studien notig. Es ist dringend notwendig, eine Standard-Isolationsmethode zu definieren
und Arcobacter in die Routinediagnostik zu integrieren, um die tatsdchliche Privalenz des
Erregers im Menschen und in der Umwelt und seine Rolle als &tiologisches Agens von humanen
Erkrankungen bewerten zu konnen. Es sollte bei weiteren humanen Privalenzstudien eine
Kontrollgruppe mit gesunden Patienten mitgefiihrt werden, um einen direkten Vergleich zu haben.
Um weiter der Bedeutung von Arcobacter als Zoonoseerreger auf den Grund zu gehen, miissen
Infektionsquellen und mégliche Ubertragungswege eindeutig geklirt werden, ebenso wie die
Pathogenitidtsmechanismen und die zugrundeliegenden Virulenzfaktoren. Da schwerwiegende
Arcobacter-Infektionen den Einsatz von Antibiotika erfordern konnten, miissen des Weiteren
definierte Grenzwerte fiir Arcobacter festgelegt werden, um Resistenzdaten besser interpretieren
und eine Resistenzentwicklung besser iiberwachen bzw. vermeiden zu kdnnen. All die genannten
Aspekte sind Voraussetzung, um endgiiltig die Rolle und das Gefihrdungspotential von

Arcobacter sowohl in der Human- als auch in der Veterindrmedizin zu beurteilen.
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