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1 Einleitung

1 Einleitung
1.1 Einfdhrung

Durchfallerkrankungen gehéren zu den weltweit hgaién Infektionskrankheiten. Neben
nahrungsmittelassoziierten Infektionen, Medikamensewie entzundlich oder ischamisch
bedingten Darmerkrankungen (Schneider and Zeitzl,2@®rahao, Carman et al. 2001)
kénnen Diarrhéen als haufige unerwinschte Nebemwgkn einer Antibiotikatherapie
auftreten. Abhangig von der Art des Antibiotikumenkmt es in 5-25% aller Falle zu einer
antibiotika-assoziierten Diarrhd (AAD) (Bartlett 98). Das klinische Spektrum der AAD
reicht von blanden Durchféllen bis zur pseudomemisan Kolitis (Bartlett 2002; Ayyagatri,
Agarwal et al. 2003). Typische Symptome sind mi&éidpfen einhergehende abdominale
Schmerzen, schleimige oder wassrige Durchfalleydriend Leukozytose (Fekety 1997). Als
Hauptrisikofaktor fir die Erkrankung werden nebesr d&innahme von Antibiotika ein
Krankenhausaufenthalt, fortgeschrittenes Alter, lmeuppression und Zytostatikatherapie
angesehen (Samuel, Hancock et al. 1991; Modi arcbW2001).
Das BakteriumClostridium difficile mit den Toxinen A und B ist die am haufigsten
diagnostizierte Ursache der AAD (Bartlett, Ondeikdenal. 1977; Bartlett, Chang et al. 1978;
Larson, Price et al. 1978; Fekety, Kim et al. 198fiencer 1998). Zahlreiche Studien belegen
aber, dass nur bei 10-25% der Patienten mit AADdifficile nachgewiesen wird (Gerding
1989; Fekety and Shah 1993; Kelly, Pothoulakislefl@94; Spencer 1998; Bartlett 2002),
wahrend in bis zu 80% der Falle kein Erreger diagniert werden kann (Modi and Wilcox
2001). Neber€. difficile wurden als weitere Ursachen der AAD Salmonel&taphylococcus
aureusund Candida albicangdiskutiert (Bartlett 2002). Auch toxinbildend& perfringens-
Stamme wurden wiederholt als Ursache fur die AABcheieben (Borriello, Larson et al.
1984, Brett, Rodhouse et al. 1992; Abrahao, Cargtaal. 2001; Modi and Wilcox 2001).
Sporen und vegetative Formen v@nperfringendinden sich in Erdbdéden, Staub und Wasser
(Rodloff 2001). Wahrend toxinnegative€. perfringensStamme zur physiologischen
Standardflora des Intestinaltraktes des Menschikarga, produzieren ungefahr 1-6% aller
perfringenslisolate ein Enterotoxin (CPE) (Borriello, Larsanaé 1984; Abrahao, Carman et
al. 2001; Modi and Wilcox 2001; Sparks, Carmanle2@01).Dieses CPE ist bereits seit den
frihen 80er Jahren als Erreger von Lebensmittelikébionen bekannt (Stringer, Turnbull et
al. 1980; Schalch, Bjorkroth et al. 1997; Schalsperner et al. 1999; Stolle, Sperner et al.
2001; Lukinmaa, Takkunen et al. 2002). In mehreé@andien wurde gezeigt, dass Patienten
mit AAD erhOohte CPE-Konzentrationen in Stuhlproksrfwiesen (Borriello, Larson et al.
1



1 Einleitung

1984; Borriello, Barclay et al. 1985; Samuel, Harlcet al. 1991). CPE wird derzeit in bis zu
9% aller AAD-Falle als Ursache angesehen (Abralamman et al. 2001; Modi and Wilcox
2001; Asha and Wilcox 2002; Heimesaat, Granzow.e2Q05; Vaishnavi, Kaur et al. 2005;
Asha, Tompkins et al. 2006).

Die Ubertragung vorC. difficile erfolgte meist nosokomial im Krankenhaus (McFatlan
Mulligan et al. 1989), da die Erreger resistentegegerkémmliche Desinfektionsmal3hahmen
sind. Uber die Ausbreitung und Ubertragung W©n perfringensStammen liegen derzeit
keine Daten vor. Um die Ausbreitung der BakterienKrankenhausmilieu und ihre klonale
Verwandtschaft aufzudecken und nachfolgend PréwesitialRnahmen zu installieren, werden
molekulare Typisierungsmethoden angewandt. Diase §ir C. difficile-, nicht aber furC.
perfringensStamme gut erforscht. Daher sollte in der vorlretgn Arbeit eine Pulsfeld-
Gelelektrophorese-Technik etabliert werden, GmperfringensStamme von Patienten mit

AAD typisieren zu kénnen.

1.2 Problemstellung

Die AAD ist eine nosokomiale Infektion, deren Betlgg infolge der alternden Bevdlkerung,
der steigenden Anzahl an immunsupprimierten Paenind dem erhdhten Verbrauch an
Antibiotika weiter zunimmt (Bartlett 1994; Kelly,ohoulakis et al. 1994). Di€. difficile-
assoziierte AAD steht an flnfter Stelle der hauégsHospitalinfektionen (Silva 1994). Fur
Patienten, die an ein&. difficile-assoziierten-Diarrhd (CDAD) leiden, verlangerthsider
Krankenhausaufenthalt um ein bis drei Wochen uhdrdérmassiv die Kosten (Spencer 1998;
Kyne, Hamel et al. 2002; Wilkins and Lyerly 2003)-25% der stationdren Patienten sind
mit C. difficile kolonisiert (Ackermann 2004). Die klonale Aushweiy des Erregers in
Krankenh&usern und Pflegeeinrichtungen hat beseitaierwiegende Ausbriiche in den USA,
in Kanada und in Grof3britannien verursacht (Eggar2004; McDonald 2005; Warny, Peoin
et al. 2005).

Mitte der 80er Jahre wurde die Rolle v@n perfringensals Erreger der AAD erstmals
beschrieben (Borriello, Larson et al. 1984) undwaiteren Studien bestatigt (Borriello,
Barclay et al. 1985; Samuel, Hancock et al. 1995kdsy Masuda et al. 1996; Abrahao,
Carman et al. 2001; Modi and Wilcox 2001; Sparkarn@an et al. 2001; Asha and Wilcox
2002; Heimesaat, Granzow et al. 2005; Vaishnavyrka al. 2005). Obwohl die Bedeutung

des Erregers in klinischer und gesundheitsokondraistlinsicht seit der Erstbeschreibung
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erheblich zugenommen hat, ist die Epidemiologie @BE-bedingten AAD nicht im Detail
untersucht worden (Mpamugo, Donovan et al. 1995aA&0, Carman et al. 2001; Asha and
Wilcox 2002; Forwald, Tompkins et al. 2003; MiyatmoWen et al. 2004).

Molekulare Typisierungsmethoden klaren die Fragekdenalitat von Bakterien und kdnnen
nosokomiale Ubertragungen aufzeigen. Diverse Studieschéftigten sich mit der
Typisierung von _toxinpositivenC. perfringendsolaten von Menschen, Tieren und
Lebensmitteln (Borriello, Barclay et al. 1985; Wadléasuda et al. 1996; Schalch, Bjorkroth
et al. 1997; Sparks, Carman et al. 2001; SchalalleBet al. 2003; Tanaka, Isobe et al. 2003).
Wahrend toxinbildend€. perfringensStamme in der Vergangenheit bereits typisiert ward
(Schalch, Bjorkroth et al. 1997; Schalch, Sperrteale 1999; Stolle, Sperner et al. 2001,
Schalch, Bader et al. 2003), liegen zur Genotypisig von _nicht-toxinbildenderC.

perfringenslisolaten derzeit in Deutschland keine Studien f&me klonale Verbreitung auch
dieser Stamme konnte als Hinweis auf eine nosoKenilbbertragung gewertet werden.
Zudem ist es vorstellbar, dass auch nicht-toximntte Staimme vo@. perfringensaus der
physiologischen Standortflora eine Bedeutung figr AAD haben. So konnten Sparks et al.
(Sparks, Carman et al. 2001) nachweisen, dassldasipkodierte CPE-Gen in vitro durch
Konjugation auf CPE-negative Isolate iibertragerdertkann. Sollte diese Ubertragung auch
in vivo erfolgen, so konnte das CPE-Gen auf diesé auf CPE-negative Isolate der

physiologischen Darmflora tUbertragen werden undUisprung einer AAD darstellen.

1.3 Stand der Forschung

1.3.1 Antibiotika-assoziierte Diarrhd

Die pseudomembrandse Kolitis (PMC) gilt als schtger&orm der AAD. Auf das
Krankheitsbild der PMC wurde erstmalig 1893 beieeiPatientin mit letal verlaufener
postoperativer Diarrhd hingewiesen (Finney 1893 Bur Mitte des 20. Jahrhunderts
vermutete man, dasStaphylococcus aurewser alleinige Erreger der AAD sei (Oeding and
Austarheim 1954). Durch die gehéaufte Gabe von Agtilka wie Clindamycin entwickelte
sich die AAD in den 60er und 70er Jahren zu einermer gré3er werdenden klinischen
Problem. Erstmals konnte 1977 in einem TierversudhHamstern gezeigt werden, dass das
BakteriumC. difficile die Erkrankung durch Bildung eines zytopathisciierins verursacht
(Bartlett, Onderdonk et al. 1977; Larson, Parryakt1977; Larson, Price et al. 1978).
Borriello et al. (Borriello, Larson et al. 1984)rkaten 1984 erstmals @. difficile-negativen

3
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Stuhlproben von Patienten mit AAD toxinbilden@e perfringensStamme nachweiselt.
perfringens ist ein unbewegliches, grampositives, sporenbddsn stabchenférmiges
Bakterium von plumper Gestalt. Es ist in der Lager Toxine sowie ein Enterotoxin zu
bilden. Die vier Nekrose-auslésenden Haupttoxime ntit den griechischen Buchstaberf,

¢ und 1 bezeichnet werden, bilden die Grundlage der Kiagsiung unterschiedlicheC.
perfringensStamme in die Typen A- E. Diese Toxine sind fim breites Spektrum von
Infektionen verantwortlich (Songer 1996).

Tabelle 1: Klassifikation von C. perfringens und Bedeutung fiir Mensch und Tier (Songer 1996)
C. Haupt- Enterotoxin| Erkrankungen Wirte
perfringens | Toxin(e)
Typ
A A + Lebensmittelintoxikation, AAD, | Mensch,
sporadische Durchfalle, Saugetiere
Wundgastdem; Nekrotisierende Rind,
Mastitis und Enteritis Schwein,
Geflugel
B a, B, € n.b. Lammerdysenterie, hamor- Kalb,
rhagische Enteritis Schaf
Enterotoxamien
C a, B + Nekrotisierende Enteritis Mensch,
Nekrotisierende und Lamm, Kalb,
hamorrhagische EnterotoxamienZiegen, Fohlen
a, € + Enterotoxamien Rind, Schaf
E a, 1 + Enterotoxamien Rind, Schaf

Die AAD und Lebensmittelintoxikationen verursachendClostridien-Stamme gehoéren fast
ausschlie8lich dem Typ A an; allerdings ist das @8a bei beiden Erkrankungen an
unterschiedlichen Orten lokalisiert: So tragen aandrikanische und europdische Isolate von
C. perfringens Typ A-Stammen das Enterotoxin-Gen bei Lebensmagtgiftungen
chromosomal, bei AAD jedoch auf einem Plasmid (€odnd Mc Clane 1998; Sparks,
Carman et al. 2001; Miyamoto, Wen et al. 2004).

Die CDAD verursacht zuséatzliche diagnostische uratapeutische MalRnahmen und somit

erhohte Kosten fur stationdare Patienten. Diese &urd996 in GrofRbritannien im

4
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Durchschnitt auf £4000 pro Patient geschatzt (WilcGunniffe et al. 1996). In einem
européischen Krankenhaus erkranken im Jahr durchticth 100 Patienten (Spencer 1998)
an der CDAD und verursachen innerhalb der Européisé¢Jnion Mehrkosten von 3 Mrd. €
(Kuijper, Coignard et al. 2006). In Deutschland deurein Anstieg der Patienten mit der
Diagnose CDAD von 7,4 pro 100 000 stationarer Anman im Jahre 2000 auf 39,3 im Jahre
2004 festgestellt (Reichardt, Chaberny et al. 208Rhnliche Zahlen werden aus den USA
berichtet (Kofsky, Reed et al. 1991; Kyne, Hamekkt2002; Wilkins and Lyerly 2003).
Wahrend in den USA die zusatzlichen Kosten 1991$&000 pro Patient geschatzt wurden
(Kofsky, Reed et al. 1991), gehen neuere Untersugdnu von $10.000 pro Patient aus
(Wilkins and Lyerly 2003).

Die Letalitat der CDAD liegt bei 1-2% (Bartlett 200 2-5% gesunder Erwachsener tragen im
DarmC. difficile. Die erhdhte Préavalenz va@h difficile von 20-30% in Krankenhdusern liegt
vermutlich an der relativ schnellen Infektion nastationarer Aufnahme (McFarland,
Mulligan et al. 1989; Bartlett 1992). McFarland &t (McFarland, Mulligan et al. 1989)
berichteten, dass das Risiko, an einer nosokom#shdh zu erkranken, in den ersten 48h am
hochsten ist und 25% der Patienten innerhalb detererWoche mitC. difficile infiziert
werden. Als besonders haufige Ursache der nosokemiafektion wird die Ubertragung
durch direkten Kontakt mit anderen Patienten odechl kontaminierte Hande des Personals
angesehen. So konnte in einer Studie mit 428 Ratiamchgewiesen werden, dass 21% der
Patienten mit AADC. difficile durch eine nosokomiale Ubertragung erworben ha@8fo
des Krankenhauspersonalspersonals warerCmdifficile infiziert (McFarland, Mulligan et
al. 1989). Aber auch unbelebte Erregerquellen vaet&minierte Medikamente, Nachttdpfe
oder medizinische Instrumente gelten als Resemeir Erreger (Fekety, Kim et al. 1981,
McFarland, Mulligan et al. 1989). Hitzeresistenfgof&n vonC. difficile kbnnen fir Monate

in Krankenhausstationen an Béden, Betten oder fieilgersistieren und sind sehr resistent
gegen Sauerstoff, Austrocknung und Desinfektionetnitvas ihre Bek&dmpfung erschwert
(Bender, Bennett et al. 1986; Kelly, Pothoulakigaletil994; Kraatz, Gitlin et al. 1988).

Fur die durchC. perfringensverursachte AAD liegen wenige Informationen Ubéigiithe
Infektionsquellen und Haufigkeiten vor. Es wird angmmen, dass die durch CREsgeltste
AAD ebenfalls zu einem verlangerten Krankenhausah#dt fuhrt (Asha and Wilcox 2002).
Kirzlich ist von einem durch CPE verursachten Ausbrin Japan berichtet worden (Fukao,

Sato et al. 2004). Eine anfangs vermutete Lebetew@tgiftung in einem Schwesternheim
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konnte nach Untersuchung der Nahrungsmittel niebtédiigt werden. Stattdessen fanden sich
in sdmtlichen Stuhlproben der Patienten und derittelivaren Umgebung enterotoxinpositive
C. perfringensisolate des gleichen Serotyps. Die Isolate destisithen Klons waren
nahrungsmittelunabhangig Ubertragen worden. DgearBusbruchsituationen sind bislang
nur von Lebensmittelintoxikationen dur¢h perfringensbekannt (Schalch, Bjorkroth et al.
1997; Maslanka, Kerr et al. 1999; Schalch, Speetal. 1999; Lukinmaa, Takkunen et al.
2002; Tanaka, Isobe et al. 2003). Einer der schemréusbriiche CPE-kontaminierter
Lebensmittel in Deutschland ereignete sich 198%imem minchener Altenheim. Nach
Verzehr von Rinderherzgeschnetzeltem erkrankten BXwohner an einer akuten
Gastroenteritis, zwei verstarben innerhalb von Ziiagien im Krankenhaus (Schalch, Bader et
al. 2003). Dieser Ausbruch weist auf die Notwendigkin, die Epidemiologie der Infektion
mit C. perfringenszu klaren. In Deutschland werden gegenwartig jedele dieser

Ausbriiche nicht epidemiologisch erfasst (Graf andds 2000).

1.3.2 Molekulare Typisierungsmethoden

Fur die Klarung der Verbreitung unterschiedlichaandme eines Erregers (Molekulare
Epidemiologie) stehen unterschiedliche Verfahren Zuswahl (Lukinmaa, Nakari et al.
2004). Die Auswahl des Typisierungsverfahrens weaksierend auf der Typisierbarkeit,
Reproduzierbarkeit und Diskriminierungsfahigkeittrgéfen (Kristiansson, Samore et al.
1994). Die Typisierung von Mikroorganismen erlagist so, den Verwandtschaftsgrad von
Bakterien zu bestimmen und die Einteilung in Gruppgtamme oder Klone vorzunehmen
(Tenover, Arbeit et al. 1995; Collie and Mc Clan@98). Fur die Differenzierung voG.
perfringenssind bereits phénotypische und genotypische Temisgsverfahren erfolgreich
angewandt worden (Schalch, Bjorkroth et al. 19921). den wichtigsten genotypischen
Methoden fur Clostridien zahlen die Ribotypisierurigestriktionsendonuklease-Analyse
(REA), Plasmidanalyse, Amplified Fragment LengtHyRwrphism (AFLP) und die PFGE
(Grimont and Grimont 1986; Brett, Rodhouse et &92, Maslanka, Kerr et al. 1999;
Schalch, Sperner et al. 1999; Sperner, Schalch £989; McLauchlin, Ripabelli et al. 2000;
Stolle, Sperner et al. 2001; Pituch, Van den Bratakl. 2002; Schalch, Bader et al. 2003;
Lukinmaa, Nakari et al. 2004; Miyamoto, Wen et24104).

Die Ribotypisierung ist ein fir epidemiologische tehisuchungen von Grimont et al.

(Grimont and Grimont 1986) eingefuhrtes Verfahréej dem mittels einer markierten

6
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Gensonde vorhandene rRNA-Gene sichtbar gemachtewessluch fir die Differenzierung
von C. perfringensstellt sie eine gut geeignete Methode dar (Sch&gerner et al. 1999;
Schalch, Bader et al. 2003; Lukinmaa, Nakari e2@04). Ihre Vorteile liegen in dem guten
Typisierungsvermogen, der unkomplizierten Intergien, der guten Reproduzierbarkeit und
dem hohen Diskriminierungsgrad (Schalch, Sperneralet 1999). Kristjansson et al.
(Kristjansson, Samore et al. 1994) typisierten difficile-Isolate mittels Ribotypisierung,
bemangelten jedoch, dass der DiskriminierungsgeadRibotypisierung geringer sei als der
der REA oder PFGE und daher selbst epidemiologmchit verwandte Isolate die gleichen

Muster aufwiesen.

REA ist eine unkomplizierte, weit verbreitete Medleodie sich bei der Analyse der DNS von
Bakterienspezies wiStreptococcus pyogené€leary, Kaplan et al. 1988) odéx. difficile
bewahrt hat (Devlin, Au et al. 1987; Brazier 20(Hjerbei wird die gesamte zellulare DNS
mittels eines haufig schneidenden Restriktonsenzyesdaut und die resultierenden
Fragmente werden anschlie3end in einer Elektrogkoaeifgespalten (Kristjiansson, Samore
et al. 1994). Kuijper et al. (Kuijper, Oudbier dt 4987) bewiesen damit die nosokomiale
Ubertragung vonC. difficile bei zwei Patienten, die in einem Krankenhauszimmer
untergebracht waren. Die Methode ist technisch raiegpoll und sehr arbeitsintensiv.
Zahlreiche Fragmente sind oft schlecht getrenntjagss eine direkte Einteilung von Isolaten

in Gruppen nicht maglich ist (Kristjansson, Sametral. 1994).

Die Plasmidtypisierung beinhaltet die Identifikatioon bestimmten Plasmid-Profilen, das
Plasmid-Fingerprinting und die Entdeckung bestimmrRlasmidgene (Lukinmaa, Nakari et al.
2004). Allerdings ist die Analyse abhangig von Wariabilitat der Plasmid-Muster innerhalb
einer Spezies, der Haufigkeit der Isolate ohnerRildes und der Stabilitat der Plasmide. In
einer Untersuchung m&. perfringenswurden bei 33% der Isolate keine Plasmide gefunden
(Schalch, Sperner et al. 1999), bei einer StudieGnidifficile konnten sogar bei 47% der
Isolate keine Plasmide nachgewiesen werden (Deilinet al. 1987). Da einige Bakterien
spontan ihre Plasmide verlieren oder neue Plasengerben kdnnen, ist die Plasmidanalyse
als alleinige Typisierungsmethode in epidemioldgist Untersuchungen eher ungeeignet
(Lukinmaa, Nakari et al. 2004).

Eine weitere Mdglichkeit zur epidemiologischen Bi#nzierung von Bakteriesind PCR-

basierte Typisierungsmethoden, zu denen auch digPAEhIt. Hierbei erfolgt nach der
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Verdauung der DNS durch Restriktionsenzyme einekMgfung der resultierenden
Fragmente mit einem doppelstrdngigen OligonukleAtidpter, der komplementéar zur
Basensequenz der Restriktionsstelle ist. Der Adaiste dabei so modifiziert, dass eine
weitere Restriktionsverdauung und eine VerkniUpfdeg Adapter untereinander verhindert
werden. Die resultierenden DNS-Fragmente werdeshdpassende Primer durch die PCR
amplifiziert und anschliel3end durch die Gel-Eletrorese analysiert (McLauchlin, Ripabelli
et al. 2000). Die AFLP ist bereits zur epidemiotmiien Typisierung vog@. difficile undC.
perfringensangewandt worden (McLauchlin, Ripabelli et al. @0Rlaassen, Van Haren et al.
2002; Lukinmaa, Nakari et al. 2004). Die Methodeléscht durchfihrbar und bendétigt nur
eine einfache und kostengunstige Ausrustung (MdhaucRipabelli et al. 2000). Die AFLP
zeichnete sich in einer Studie bei alténperfringendsolaten durch hohe Reproduzierbarkeit
und hohe Trennscharfe der Banden aus (Lukinmaauhak et al. 2002). Allerdings ist es
ohne eine spezielle Computer-Software nicht mdoglieme grol3e Anzahl an AFLP-

Bandenmustern visuell zu analysieren (Klaassen,Naen et al. 2002).

Bei der PFGE handelt es sich um ein Elektrophoes$ahren, das erstmals 1984 von
Schwartz und Cantor fir die Auftrennung der DNS-®kalle vonSaccharomyces cerevisiae
(200-300 kbp) vorgestellt wurde (Schwartz and Cata@B84). Die Entwicklung des Geréates
ermdglicht heute eine Separation von DNS-Doppelgeé in bis zu 25 Fragmente mit einer
Lange von bis zu 2000 kbp (Arbeit, Arthur et al9@R Die PFGE wird von vielen Autoren
als Goldstandard fur epidemiologische Untersucharageggesehen (Gibson, Sutherland et al.
1994; Kristjansson, Samore et al. 1994; TenovebeAret al. 1995; Klaassen, Van Haren et
al. 2002; Lukinmaa, Takkunen et al. 2002). Sie gi# ein prézises und reproduzierbares
Verfahren, das tberschaubare und gut interpreterbagebnisse liefe(tLukinmaa, Nakari et
al. 2004; Alonso, Matrtin et al. 2005). Die PFGE-&ygisse von verschiedenen Laboren sind
aufgrund der uniformen Ausristungen einfach mitaitest zu vergleichen (Klaassen, Van
Haren et al. 2002). Auch zur Genotypisierung @mdifficile und C.perfringensist sie bereits
erfolgreich angewandt worden (Kristjansson, Sanadral. 1994; Schalch, Bjérkroth et al.
1997; Collie and Mc Clane 1998; Maslanka, Kerrletl899; Schalch, Sperner et al. 1999;
Sperner, Schalch et al. 1999; Brazier 2001; Klagsgan Haren et al. 2002; Pituch, Van den
Braak et al. 2002; Schalch, Bader et al. 2003; Kanksobe et al. 2003; Lukinmaa, Nakari et
al. 2004; Alonso, Martin et al. 2005). In Studient 1@. difficile zeigte sie einen hdheren
Diskriminierungsgrad als andere DNS-basierte Tgpisigsmethoden wie REA oder AFLP
(Kristjansson, Samore et al. 1994; Brazier 200Bakkten, Van Haren et al. 2002; Alonso,
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Martin et al. 2005). Erstmals wurde die PFGE zun@gpisierung vorC. perfringensl989
verwendet. Canard et al. (Canard and Cole 1989%elkesr mittels der PFGE eine
physikalische Genkarte des Bakteriums. In weitegidemiologischen Untersuchungen mit
C. perfringendsolaten von Patienten mit nahrungsmittelassdeieDiarrhéen lieferte die
Methode zuverlassige Ergebnisse zur klonalen Itgntder Bakterien und deren
Verwandschaftsverhaltnissen (Wada, Masuda et 86;1Qollie and Mc Clane 1998; Schalch,
Sperner et al. 1999; Sperner, Schalch et al. 19&8le, Sperner et al. 2001; Tanaka, Isobe et
al. 2003). Auch in Ausbruchsituationen, z.B. bebé&ssmittelvergiftungen, hat die PFGE
zuverlassige Informationen Uber die Herkunft undekiiiagung der CPE-Isolate geliefert
(Maslanka, Kerr et al. 1999; Lukinmaa, Takkuneale002; Tanaka, Isobe et al. 2003). Als
Nachteil der Methode werden vielfach die Untypisakeit einiger Stamme, die hohen
anfanglichen Kosten und die intensive Laborzeitagen (Kristjansson, Samore et al. 1994;
Tenover, Arbeit et al. 1995; Schalch, Sperner e1299; Brazier 2001; Stolle, Sperner et al.
2001; Schalch, Bader et al. 2003; Lukinmaa, Na#&al. 2004). Trotzdem hat sie sich als die
am weitesten verbreitete Methode zur Typisierung Bakterien durchgesetzt (Lukinmaa,
Nakari et al. 2004) und wurde folglich als Untetsuregsmethode der vorliegenden Arbeit

ausgewahlt.

1.4 Zielstellung

Aufgrund der steigenden Bedeutung der AAD und desokomialen Ubertragung va@.
perfringensStammen im Krankenhaus sollte in der vorliegendlidreit ein PFGE- Protokoll
zur Typisierung vonC. perfringensim Institut fur Mikrobiologie und Hygiene der
Medizinischen Fakultat Charité entwickelt und eeblwerden. Grundlage der Etablierung
waren zwei in der internationalen Literatur besehene PFGE-Protokolle fi@. perfringens
sowie ein PFGE-Protokoll zur Typisierung v@taphylococcusureus Nach Etablierung
sollte die PFGE zur Klarung der klonalen BeziehangschenC. perfringensStammen von

Patienten unterschiedlicher Stationen der Cha&tarigezogen werden.

1.5 Methodischer Ansatz

Um das geeignete PFGE-Protokoll zur Untersuchundltbmalitat derC. perfringendsolate
von Patienten mit AAD zu etablieren, wurden dreteuschiedliche Protokolle miteinander

verglichen: Das erste Protokoll zur Typisierungrstge aus dem Institut fur Hygiene und
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Technologie der Lebensmittel tierischen Ursprungs Terarztlichen Fakultat der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen (Sperner, Schaltlale 1999; Stolle, Sperner et al. 2001).
Das zweite Protokoll beruhte auf einem Laborproliodler Abteilung fir Molekulargenetik
und Biochemie der Pittsburgh Universitat (Collie¢c Klane et al. 1998; Sarker, Shivers et al.
2000; Sparks, Carman et al. 2001), wahrend es Is&hdem dritten Protokoll um das
etablierte Verfahren zur Typisierung vdtaphylococcus aureusnd Enterokokken des
Nationalen Referenzzentrums fir Krankenhaushygamnelnstitut fir Hygiene der Charité
(CBF) handelt. Grundlage des letztgenannten Prdtolsi die Methode von Maslow et al.
(Maslow, Slutsky et al. 1993). Zur Typisierung weind solcheC. perfringensStamme
verwendet, die im TPE-Labor des Instituts fur Misiaogie und Hygiene aus dem Stuhl von
Patienten mit Verdacht auf AAD isoliert worden ware
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2 Material und Methoden

2.1 Methodisches Vorgehen

In der folgenden Abbildung wird der Aufbau der vegenden Dissertation beschrieben.
Aufbauend auf der Auswahl der Bakterienisolate das Routinediagnostik wurden zur
Etablierung eines geeigneten PFGE-Protokolls @ir perfringensdrei unterschiedliche
Protokolle angewandt und anschlieBend modifiziert,dieC. perfringendsolate der Charité

(CBF) zu genotypisieren.

Vorarbeiten Routinediagnostik

396 Stuhlproben von
Patienten mit AAD

ELISA aufC. perfringens
Enterotoxin aus Stiihlen 75
(18,9%) positiv

Kulturelle Anzucht vorC.
perfringens63 (15,9%)
positiv

Vorliegende Arbeit

58 kryokonservierte Isolate
von C. perfringens

v v v
PFGE Protokoll nach PFGE Protokoll nach Collie PFGE Protokoll nach
Sperner et al. —> etal. > Maslow et al.
v v v

Modifikationen der Protokolle

v
PFGE-Genotypisierung

\ 4
Schlussfolgerungen

Abbildung 2-1: FlieRdiagramm der durchgefiihrten Arbeiten
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2.2 Mikroorganismen

Zum Einsatz kamen kryokonservierte Isolate vOn perfringens. Sie waren aus 396
Stuhlproben, die der Routinediagnostik des Ing#utir Mikrobiologie und Hygiene (CBF)
der Charité - Universitatsmedizin Berlin zwischemprih 1989 und Mai 1999 mit der
Fragestellung auf AAD zugefuhrt wurden, isoliertrden. In 63 (16%) der 396 Stuhlproben
konnteC. perfringenskulturell nachgewiesen werden. Eine Ubersicht itherverwendeten

Isolate befindet sich im Anhang (S. 70).

2.2.1 Bakterienisolate und Kulturbedingungen

Die Bakterienisolate wurden in Cryobank™-Kulturbidaé (Mast Diagnostica, Reinfeld) bel
-70°C gelagert. Nach Auftauen bei Raumtemperatuderu die Bakterien mit einem sterilen
Glasstab auf Fest- oder Flussigmedien Uberfiihig. Alissigmedien wurden Brain-Heart-
Infusion (BHA, Oxoid, Art.-Nr. CM 225, Hampshire ngland) oder Thioglycolat-Bouillon
(Thioglycolat-Nahrboden U.S.P., Oxoid, Art-Nr. CM.TB), als Festmedien ein universeller
Blutndhrboden (Tabelle 2) und Columbia-SchafbluaAgTabelle 3) verwendet. Die
Agarplatten wurden 24-48 h im Anaerobiertopf (Beclickinson, Heidelberg) bei 37°C
bebritet. Zur Herstellung eines anaeroben Milieusde eine mit 35 ml A. dest. befeuchtete
Anaerocul? A-Reagenzmischung (Merck, Darmstadt) im Anaerabjr eingeschlossen.
Zum Nachweis des anaeroben Milieus wurde ein Arestdndikator (Merck, Darmstadt)

eingesetzt.

Tabelle 2: Zusammensetzung des universellen Nahrbeds

Zusammensetzung Menge
Casein-Sojamehlpepton-Agar TSA (Oxoid, Art.-Nr. CNIg1) | 40 g
A. dest. 11
Defibriniertes, steriles Schafsblut (Oxoid, Art.:-NiSR 1055) | 50 ml

Tabelle 3: Zusammensetzung des Columbia-Blut-Agars

Zusammensetzung Menge
Columbia-Agar-Basis (Oxoid, Art-Nr. CM 331) 39,09
A. dest. 950 ml
Vitamin K 1ml
Defibriniertes, steriles Schafsblut (Oxoid, Art.r.FSR 1055) | 50 ml

12
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2.3 Pulsfeld-Gelelektrophorese

In der vorliegenden Arbeit wurde mit der CHEF-DR (clamped homogenous electric field)
Apparatur der Firma Bio-Rad (Munchen) gearbeitaerbei sind 24 Elektroden hexagonal
um das Gel angeordnet. Das elektrische Feld wirdhdein Kontrollgerat zwischen zwei
einander gegenlberliegenden Elektroden angelege Richtung der elektrischen
Feldvektoren ist jeweils +60° bzw. -60° gegenuber Richtung der vertikalen Achse des

Gels verschoben.

A) +60° B) -60°
+ + + + + + + +
ST T A ST T T T R
/ \ +/" \
/ \ o+ + / \
/ \ / \
/ N +/ AN
/
/ \ i s ) —| \\+ . / I o — | — / \\_
i' l’
/ \ / \
< ) < N
\ / \ /
\ /7 \ A
+ \ / + \ /
A/ + A7 / +
+ 0\ + 0\ /
\ / + \ , +
+ 0\ / + 0\ /
\ / + \ / +
+ N_ _ / + N_ _ /
+ + + + + + + +

Abbildung 2-2: Spannungsverlauf des Chef-11l-Systers.
Relatives Elektrodenpotential bei Aktivierung des-@0° und B — 60° Feldvektors

Das CHEF-Gerat besteht aus der Elektrophoresekamragrer Pumpe, die den
Pufferkreislauf unterhalt, einer Kihleinheit undnesi Steuereinheit zur Steuerung und

Kontrolle der Elektroden.
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Zellen

=
== =
v

Zellen einbetten ir
low melting point

Agarose
= v Abschneiden von

LMP-Agarose

EFEEE Scheibchen
Restriktion v PFGE-Agarose
LMEsfozigen Pulsfeld-
EFGE- Gelelekirophorese
Agarose- L
Kavitat
p;\:izizg:-. v Ethidiumbromid-
Farbung

Dokumentation

UV-Licht

Abbildung 2-3: Schematische Darstellung der PFGE

PFGE-Protokolle

Im Folgenden werden die drei in Abschnitt 1.5 Hdergjenannten PFGE-Protokolle des
Institutes fur Hygiene und Technologie der Univi@tsMunchen (Protokoll nach Sperner et
al.), der Abteilung fir Molekulargenetik und Biochie der Pittsburgh Universitat (Protokoll
nach Collie et al.) und des Institutes fur Hygiemal Umweltmedizin der Berliner Charité
(CBF) (Protokoll nach Maslow et al.) im Detail bkseben.

Zur besseren Ubersicht wurden die Losungen depRuté jeweils in drei Teile gegliedert:
Praparation der bakteriellen DNS, Restriktionsenamau der Agaroseblockchen, Pulsfeld-

Gelelektrophorese

2.4 Protokoll nach Sperner et al.

2.4.1 Materialien

2.4.1.1 Lésungen

Die folgenden Losungen wurden zur Praparation ekteiellen DNS bendtigt.
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PIV-Puffer (pH 7,6)

10 mM Trismabase (Sigma, T-1503, Minchen)
1 M NaCl (Merck, Nr. 6406, Darmstadt)

A. dest.

Lagerung bei +4°C

Low Melt Preparative Grade Agarose 2%
Agarosepulver (Bio-Rad, Nr. 162-0017
PIV-Puffer

Lysis-Puffer (pH 7,6)

6 mM Trisma Base (Sigma, T-1503)
1 M NaCl(Merck, Nr. 6404)

100 mM EDTA (Sigma, E-4884)

0,5% Brij-58 (Polyoxytethylene 20 Cetylether) (Smyni-5884)
0,2% Desoxycholsaure Natriumsalz (Roth, Nr. 3484)

0,5% N-Lauroyl-Sarcosine (Sigma, L-5125)
A. dest.
Lagerung bei + 4°C

Ribonuclease A-Stammldsung

RNAse (Sigma, R-4875)

Steriles A. dest.

je 70 ul in ein Eppendorf-Reaktionsgefald
Lagerung bei -20°C

Lysozym-Stammloésung

Lysozym (Sigma, L-6876)

Steriles A. dest.

je 700 ul in ein Eppendorf-Reaktionsgefald
Lagerung bei -20°C, nur 1x auftauen

Lysostaphin- Puffer (pH 7 6)

0,606 g
29,22 g
ad 500 ml

100 ml

0,073 ¢
5,844 g
3,722 g
0,59
0,29
059
ad 100 mi

10 mg
1ml

20 ml
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50 mM Trisma Base (Sigma; T-1503) 0,303 g
0,15 M NaCl (Merck, Nr. 6404) 0,438 ¢
A. dest. 50 ml

Lagerung bei Zimmertemperatur

Lysostaphin-Stammloésung

Lysostaphin-Pulver (Sigma, L-4402) 7750 U
Lysostaphin-Puffer 15 ml

je 340 ul in ein Eppendorf-Reaktionsgefafl}

Lagerung bei -20°C

Mutanolysin-Stammlésung

Mutanolysin (Sigma, M-4782) 10000 U
A. dest. 14 mi

je 1 mlin ein Eppendorf-Reaktionsgefald

Lagerung bei -20°C

Lysis-Losung

8 Ansatze

RNAse-Stammldsung 70 pl
Lysozym-Stammlésung 700 pl
Lysostaphin-Stammlésung 350 pl
Mutanolysin-Stammlésung 1 mi
Lysispuffer 35 ml

Anmerkung: Die Lysis-Losung wurde immer frisch hestgllt und Lysostaphin und RNAse

wurden zuletzt hinzugeflugt.

ES-Puffer (pH 8)

0,5 M EDTA (Sigma, E-4884) 93,05¢g
10% N-Lauroyl-Sarcosine (Sigma, L-5125) 50¢g
A. dest. 500 ml

Lagerung bei Zimmertemperatur

Proteinase K-Stamml&sung
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Proteinase K (Sigma, P-2308) 50 mg
ES-Puffer 25 ml

1h bei 50°C inkubieren

Lagerung bei +4°C

ESP-L8sung

8 Ansatze

Proteinase K-Stammldsung 3,5ml
ES-Puffer 70 ml

Anmerkung: Die L6sung sollte immer frisch hergdsteérden.

TE-Puffer (pH 7,6)

10 mM Trisma Base (Sigma, T-1503) 0,606 g
1 mM EDTA (Sigma, E-4884) 0,186 g
A. dest. ad 500 m|

Lagerung bei Zimmertemperatur

Die folgenden Losungen wurden zur Restriktionsensntiauung der Agaroseblockchen

bendtigt.

Restriktionsenzym Smal

1. Sigma, R-4503; 10 U/ul: 25°C

2. Roche, Nr. 1047639; 40 U/ul, 25°C, Grenzach-\&fyhl

3. New England BioLabs, R0141S; 20 U/ul, 25°C, kfart/Main

Restriktion
Enzym Sequenz  Schnittstelle Sequenz
Smal 5... CCC|GGG 3

3. GGGrCCC .5

10x Restriktionspuffer (pH 7,9)
33 mM Trisacetat
66 mM Kaliumacetat

10 mM Magnesiumacetat
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0,5 mM Diothiothreitol

10x Restriktionspuffer (pH 7,9)
330 mM Trisacetat

660 mM Kaliumacetat

100 mM Magnesiumacetat

5 mM Dithiothreitol

10x Restriktionspuffer

1x NE Buffer 4 (pH 7,9)
50 mM Kaliumacetat

20 mM Trisacetat

10 mM Magnesiumacetat
1 mM Dithiothreitol

Die folgenden Lésungen wurden fir die Pulsfeld-(&deophorese benotigt.

Laufpuffer fur Elektrophorese
0,5x TBE

TBE 5x ( pH 8)

446 mM Tris (Bio-Rad, Nr. 161-0716)
446 mM Borsaure (Sigma, B-6768)
10 mM EDTA (Sigma, E-4884)

A. dest.

Lagerung bei Zimmertemperatur

PFGE-Gel (1%)
Pulsed Field Certified Agarose (Bio-Rad, Nr. 163D
0,5x TBE

Farbelbsung
Ethidiumbromid-Stammldésung (Sigma, E-1510; 10 my/mi
0,5x TBE

Lagerung bei Zimmertemperatur im Dunkeln

21

549

2759

3,729
ad 11

1,19
110 mi

25 ul
500 ml
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2.4.1.2 Sonstige Materialien

EppendorfreaktionsgefaRe ( Plastibfanga. Brand, Wertheim)
Brutschrank (Heraeus Electronic, Hanau)

Waage (Sartorius, Gottingen)

Magnetruhrer (IKA-Combimag RCT, Staufen)

Vortex (IKA, Janke und Kunkel)

Zentrifugenréhrchen 15 ml

Zentrifuge (Heraeus Sepatech)

Zentrifuge (Eppendorf, 5415c , Hamburg)

Wasserbad (Kéttermann, Uetze/H&anigsen)

Schiittler

Thermomixer (Eppendorf)

PFGE- Apparatur (Bio-Rad)

Objekttrager und Deckglaschen (Menzel-Glaser, Bselaweig)
UV - Kontaktlampe (Chroma 42; Vetter GmbH, Ravemgu
UV - Transilluminator (Reprostar Il, Polaroid, LAM#& Gotha)

2.4.2 Methode

1. Tag - Kultur der Bakterienstamme

Wie in 2.2.1 beschrieben wurden die tiefgefroremakterienisolate aufgetaut, auf eine
Blutagar-Platte oder in ein Flissigmedium inokuliend unter anaeroben Bedingungen bei
37°C uber Nacht inkubiert.

2. Tag - Zelllyse

Zur Vorbereitung wurden 15 ml Zentrifugenréhrchend uEppendorf-Reaktionsgefal3e
beschriftet. 2%ige LMP-Agarose (im weiteren Verlai$ Blockchen-Agarose bezeichnet)
wurde in PIV-Puffer vollstandig gelost und bei 60h@ Wasserbad flissig gehalten. Es
wurden 0,5 ml Agarose pro Probe verwendet. Auf &jatplatten wurde das Wachstum der
Ubernacht-Kulturen beurteilt. 5 ml des kalten PIvEBrs wurden in 15 ml Roéhrchen
gegossen und mit 2 ml der Ubernacht-Kultur (in Sidgimedien) gemischt und bei 1000 x g
und 4°C fur 15 min zentrifugiert (Zentrifuge 541%&ppendorf). Nach dem Dekantieren des
Uberschusses wurden die Sedimente mit 1 ml PIVePuésuspendiert und die Rohrchen auf

Eis gelegt. Die im Wasserbad warm gehaltene Agaregegrde dann mit der
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Bakteriensuspension zusammengebracht: Hierbei waaitieell gearbeitet, damit die Agarose
sich nicht vorzeitig festigte. In den Eppendorf-Remsgefallen wurden je 0,5 ml der
Bakteriensuspension in PIV-Puffer mit je 0,5 ml earmen Agarose vermischt, gevortext
und anschliel3end blasenfrei in die vorgefertigtéicBhenformen (Bio-Rad, Nr. 170-3713)
pipettiert. Zum Abkuhlen und Erharten wurden diédgichen fir 30 min in den Kihlschrank
(4°C) gestellt. Wahrend des Aushéartens der Baktagarose-Blocke wurde die Lysis-Lésung
hergestellt. Nachdem die Agarosebltckchen eineartyggn Zustand erreicht hatten, wurden
sie vorsichtig aus der Bléckchenform geschoberi5mml Rohrchen Gberfuhrt und je 4 ml
Lysis-Losung hinzupipettiert. Die Réhrchen wurdegrsechlossen und auf einem Schittler
liegend bei 37°C Uber Nacht inkubiert.

3. Tag - Proteinverdau

Am 3. Arbeitstag wurden zunachst der ES-Puffer dirdESP-L6sung hergestellt.

Die Lysis-Losung der Agarosebléckchen wurde abgegosind verworfen. Die Blockchen
wurden in 5 ml Réhrchen gegeben und mit je 2,5 8PHEOsung bedeckt. Es erfolgte eine
Inkubation fur 2 h bei 50°C im Thermoblock oder Werbad. Nach Abgiel3en des Puffers
wurde erneut ESP-LOsung dazugegeben und fir 2 neelBéunden bei 50°C inkubiert.
Danach fand ein weiterer Wechsel der L6sung $&tBl6ckchen wurden nun bei 50°C Uber
Nacht inkubiert.

4. Tag - Waschen und Restriktion

Am 4. Arbeitstag wurde die ESP-L6sung abgegosseh dia@ Blockchen in neue Gefal3e
Uberfuhrt. AnschlieBend wurden die nun transparer@&ckchen zur Inaktivierung der
Proteinase K viermal fur je 15 min in TE-Puffer B&°C gewaschen.

Nach dem 4. Waschvorgang wurde der TE-Puffer alsgsmgo und 100 pl des
Restriktionspuffers in die GefalRe gefillt. Dieserkte 20 min auf die Bakterien-DNS-
haltigen-Bléckchen ein, bevor er wieder vorsichéiggesaugt wurde, um 100 pl neuen
verdinnten Restriktionspuffer mit je 20 Units (Un&I zuzugeben. Die Blockchen wurden
nun Uber Nacht bei der fur Smeoptimalen Temperatur von 25°C in einem Thermoblock

inkubiert.

5. Tag - Pulsfeld-Gelelektrophorese
Am 5. Arbeitstag wurde zuerst das PFGE-Gel herffeddazu wurden Gelform und Kamm
mit Ethanol desinfiziert. Zur Herstellung des 1%idgeels wurde 1,1 g PFGE-Agarose in 110
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ml 0,5 x TBE im Wasserbad gel6st, der dabei entisia@ Verdunstungsverlust aufgefullt und
das Gel mit der entsprechenden Menge gegossen. lNa&rnen von entstandenen Blasen
im flussigen Gel mit Hilfe einer Mikropipette wurdeer Spezialkamm eingesetzt.
Uberschussige Agarose wurde bei 58°C aufbewahrchNE) min wurde das Gel zum
weiteren Erharten fur 30-45 min in den Kihlschrgektellt und dann der Kamm entfernt. In
der Zwischenzeit wurde das CHEF-Gerét vorbereitet ca. 2 |1 0,5 x TBE in die Kammer
geflllt. Die Kuhlung der Elektrophorese wurde audiC8gestellt und gestartet, da die
Temperatur in der Kammer maximal 13-16°C betragatltes Nach vorsichtigem
Abpipettieren des Restriktionspuffer-Enzym-Gemisches den Eppendorfkiivetten wurden
die Blockchen auf ein Deckglaschen gekippt undemem Skalpell in ca. 3 x 4 mm grol3e
Rechtecke geschnitten. AnschlieRend wurden sie iéen adisgestanzten Locher im Gel
geschoben. Das mittlere und die beiden &ulReren 6chelt wurden mit einem
MolekulargewichtsmarkerSaccharomyces cerevisjagio-Rad, Nr. 170-3605) oder Lambda
ladder (Bio-Rad, Nr. 170-3635) versehen. Die relstliAgarose wurde Uber die Blockchen
pipettiert, um ihr Wegschwimmen zu verhindern. Nberh die Agarose erstarrt war, wurde
das Gel in die Kammer mit dem Laufpuffer gelegts datsprechende Programm eingestellt

und der Lauf Uber Nacht gestartet.

6. Tag - Auswertung

Nach Abschluss des Laufes wurde das Gel aus deméarantnommen und fur ca. 1 h in
Ethidiumbromid-Losung gefarbt. AnschlieRend wurde fér einige Minuten bis Stunden

gewassert. Zur Visualisierung wurde das gefarbteu@eer einem UV-Transilluminator (bei

320 nm) fotografiert. Zum Abschluss wurde die Eleghoresekammer gereinigt, indem bei
angeschalteter Pumpe der Puffer aus dem Kreiskuirgpt und die Kammer grof3ziigig mit

A. dest. gespdlt.

2.5 Protokoll nach Collie et al.

2.5.1 Materialien

2.5.1.1 Losungen

Die folgenden Losungen wurden zur Praparation ekteiellen DNS bendtigt.

TES-Puffer (200 ml)
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1 M Tris (pH 8); (Bio-Rad, Nr. 161-0716)
0,5 M EDTA (pH 8); (Sigma, E -4884)

5 M NaCl (Merck, Nr. 6404)

A. dest.

Lysis-Losung (15 ml)

1 M Tris (pH 8); (Bio-Rad; Nr. 161-0716)

5 M NaCl (Merck, Nr. 6404)

0,5 M EDTA (Sigma; E-4884)

10% N-Lauroyl-Sarcosine (Sigma, L-5777)
Lysozym (Sigma, L-6876)

A. dest.

ESP-LOsung (11, 5 ml)
0,5 M EDTA (pH 8); (Sigma, E-4884)
10% N-Lauroyl-Sarcosine (Sigma, L-5777)

20 mg/ml Proteinase K (Quiagen®, Nr. 19133, Hilden)

Die folgenden Losungen wurden zur Restriktionsensntiauung der Agaroseblockchen

bendtigt.

TE-Puffer
10 mM Tris (pH 8)
1mM EDTA (pH 8)

Restriktionspuffer zu Smal (New England BioLabs, Nr 1047639, Frankfurt/Main)

1x NEBuffer 4 (pH 7,9)
50 mM Kaliumacetat

20 mM Trisacetat

10 mM Magnesiumazetat
I1mMDTT

Restriktion

Ohne Enzym Pro Probe

2,5ml

2,5 ml

50 pul
195 ml

90 pl
3ml
3 ml
750 pl
15 mg
8,2 ml

10 ml
500 pl
500 pl

Mit Enzym
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20 pul Restriktionspuffer 10 x 20 pl
180 pl A. dest. 180 pl
Smal 5 ul

Die folgenden Losungen wurden fiir die Pulsfeld-@&ékeophorese bendtigt.

1% PFGE-Agarose

PFGE-Agarose (Bio-Rad, Nr. 162-0137) 159
1x TBE 150 ml
Laufpuffer

0,5x TBE 15-21

Ethidiumbromid-Farbeldsung
Ethidiumbromid (Sigma, E-1510) 30 ul
A. dest. 300 ml

2.5.1.2 Sonstige Materialien

Zur Modifikation des Protokolls:

37% Formaldehyd (Sigma, F-47068)
Phenylmethylsulfonyl Flouride (PMSF, Sigma, P-7626)
Rinderserum

Magnesiumacetat

2.5.2 Methode

1. Tag - Kultur anlegen
Die tiefgefrorenen Bakterienisolate wurden in 10Thloglycolat inokuliert und tber Nacht
bei 37°C inkubiert.

2. Tag - Zelllyse
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Am 2. Arbeitstag wurden 1,5 ml der Thioglycolat-KutLésung bei 13000 rpm fir 5 min
zentrifugiert. Nachdem der Uberschuss abgegossenwuaden 2 Pellets dreimal in 500 pl
1x TES gewaschen: Hierflr wurden diese in TES mudiert und bei 13000 rpm erneut far
je 5 min zentrifugiert. Nach dem dritten Waschvaigavurde der Uberschuss abgegossen
und der Bodensatz in 500 pl 50 mM Tris und 10 mMIBDesuspendiert.

Zur Herstellung der 2%igen Agarose fur die Blockcheirde die Agarose in TES-Puffer bei
68°C eine Stunde lang verflissigt. 500 ul des BaktePuffer-Gemisches wurden daraufhin
fur 1-2 min bei 68°C erwarmt, um es dann mit dera®ge gut zu vermischen. Diese
Mischung wurde zlgig in die Gelblockformen pipettiend nach Erstarren der Bléckchen in

Lysis-Losung (4 Scheibchen in 5 ml Losung) bei 3ét@r Nacht inkubiert.

3. Tag - Proteinverdau
Am 3. Arbeitstag wurden die Gelblécke in 5 ml Rdten Uberfuhrt und mit je 3 ml ESP-
LAsung bedeckt. Es erfolgte eine Inkubation beCofiit 48 h.

4. Tag - Waschen der Blockchen und Restriktion

Am 4. Arbeitstag wurden die Bléckchen in 5 ml Rdten tberfuhrt und mit 5 ml einer
Losung aus 10 mM Tris- und 1 mM EDTA-LOsung bedeckbschlieRend wurden die
Blockchen in geeignete GroRRen geschnitten und HpéReaktionsgefalde vorbereitet.
Darin wurden die Gelblockchen dreimal fir je 1-HLO00 ul TE-Puffer gewaschen. Nach
dem dritten Waschvorgang wurde der Puffer abgegossed die Blocke in neuen
ReaktionsgefaRen fur 2 h bei 20 pl 10x Restrikporfier und 180 pl A. dest bei 25°C
(Verdauungstemperatur von Srhainkubiert. Danach wurde der Puffer durch 200 gdlien
Restriktionspuffer und 5 pl Restriktionsenzym (Sretsetzt. Die Blockchen wurden tGber
Nacht bei 25°C inkubiert.

5. Tag - Pulsfeld-Gelelektrophorese

Am 5. Arbeitstag wurde ein 1%iges PFGE-Gel mit 3li@dchern hergestellt. Nachdem dieses
erstarrt war, wurden die Blockchen in die Formena @els geschoben. Das mittlere und die
aulReren Gellécher wurden auch hier mit Molekulargeismarkern der Firma Bio-Rad
versehen (siehe Protokoll Nach Sperner et al. Deitgstag). Die Gelldcher wurden
anschlieRend mit warmer 0,5x PFGE-Agarose versseilgandem diese tropfenweise auf die
Blockchen pipettiert wurde. Das Gel wurde dann ie ohit 2 | 0,5x TBE geftllte und
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gekihlte (13-16°C) Kammer gelegt. Die Kammer wuv@eschlossen, das entsprechende

Programm eingestellt und der Lauf gestartet.

Das Protokoll furC. perfringensumfasste die folgenden Bedingungen:

C. perfringensPFGE
Anfangsumschaltzeit5 s

Endumschaltzeit 120 s
Laufzeit 46 h
Spannungsgradient 4,5 V/cm
Max. Stromfluss 0,2A

6. Tag - Auswertung

Am 6. Arbeitstag wurde das Gel nach Abschluss adegds der Kammer entnommen und flr
20 min in Ethidiumbromid gefarbt. AnschlielRend waires flr etwa 1 h in A. dest. entfarbt.
Die Auswertung und Visualisierung erfolgte, wie Pnotokoll Nach Sperner et al. (6. Tag)

beschrieben, mit Hilfe des UV-Transilluminators wder Fotokamera.

2.6 Protokoll nach Maslow et al.

2.6.1 Materialien

2.6.1.1 Losungen

Die folgenden Losungen wurden zur Praparation dkteiellen DNS bendtigt.

PIV-Puffer (pH 8)

10 mM Tris-HCL (pH 8); (Tris base: Calbid; Nr. 6448 500 pl
1 M NaCl (Merck, Nr. 6404) 20 ml
A. dest. ad 100 mi

Low Melting Point Agarose fur 100 Proben

LMP-Agarose (Sigma, A 9414-50G) 72 mg
PIV-Puffer 6 ml
Lésen im Wasserbad bei 100°C

25



2 Material und Methoden

Lysislosung (pH 8) 50 ml

A. dest 30 ml

6 mM Tris-HCL (pH 8) 150 pl

1 M NaCl (Merck, Nr. 6404) 10 mi
100 mM EDTA,; (Chelaplex II; Merck; Nr. 1.08417.0256H 8 10 ml
0,2% Na-Desoxycholat (Merck, Nr. 1.06504) 100 mg
0,5% Na-Lauroyl-Sarkosin (Sigma, L-9150) 250 mg
0,5% Brij 58 (Sigma, P-5884) 250 mg

Lysostaphin-Stammloésung

Lysostaphin (Sigma; L-4402) 2mg
A. dest. 400 pl
Lagerung bei -20°C

Es wurden 11 pl Lysostaphin-Stammlésung/Probe Iggnot

ES-Puffer (pH 9) fur 60 Proben

0,5 M EDTA (Chelaplex II; Merck; Nr. 1.08417.0250) 35,07 g

A. dest. 240 ml

Mit NaOH auf pH 9 einstellen

1 % N-Lauroyl-Sarcosine (Sigma, L-9150) 2400 mg

Proteinase K-Losung/Probe
Proteinase K (Sigma, P 6556) 1 mg
ES-Puffer 1 mi

TE-Puffer (pH 7,5) fur 15 Proben

10 mM Tris-HCI 3,75 ml
1 mM Na-EDTA (Chelaplex Ill; Merck, Nr. 8431) 1,5 mi
A. dest. 750 ml

Die folgenden Losungen wurden zur Restriktionsensntiauung der Agaroseblockchen

bendtigt.
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Restriktionsenzym
Smal (Roche, Nr. 1047639, Grenzach Wyhlen) 40 U/ ul

Ohne Enzym Fiar 15 Proben Mit Enzym
765 pul Restriktionsenzym-Puffer 714 ul
85 ul Aqua dest. 85 ul
Smal 51 pl
50 pl Je Probe 50 pl

Die folgenden Losungen wurden fiir die Pulsfeld-&édeophorese bendtigt.

10x TBE

Tris (Bio-Rad, Nr. 161-0716) 1211 g
Borséure (Serva, Nr. 15165, Heidelberg) 61,89
EDTA (Sigma, Nr. 59#03591) 3,79

A. dest. ad 11

Bei 4°C kalt stellen

1x PFGE-Gele

Reagenzien Kleines Gel ( 10 Schlitze) GroRRes GeB@hlitze)
PFGE-Agarose 800 mg 1200 mg
(LMP-Agarose)

1x TBE 80 ml 120 mi

Die flussige Agarose wurde im Wasserbad bei 58Geavahrt.

Laufpuffer
10x TBE 100 ml
A.dest. 900 ml
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Referenzstamm: Multiresistenter Staphylococcus aureus (MRSA) 8325 (NCTC)

(Restriktionsenzym Smal)

Ethidiumbromid Lésung

Ethidiumbromid-Stammldsung (Plus one; Nr. 17-132841D 500 pl
mg/ml, Dubendorf, Schweiz)

1x TBE 1000 mi
Achtung: Ethidiumbromid ist ein Mutagen.

2.6.1.2 Sonstige Materialien

BioPhotometer (Eppendorf; 8.5 mm)
Magnetruhrer (Heidolph; MR 2002, Kelheim)
Zentrifuge (Eppendorf, 5417 R)

Kamera (Bio-Rad; Gel Doc™2000)

Zur Modifikation des Protokolls:
37% Formaldehyd (Sigma, F-47608)

2.6.2 Methode

1. Tag - Wie in 2.2.1 beschrieben, wurden die koydervierten Isolate aufgetaut und fur 24-

48 h auf den entsprechenden Nahrbdden inkubiert.
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2. Tag - Zelllyse

Fur jede Ubernachtkultur wurde 1 ml A. dest. in &ppendorf-Reaktionsgefa (1,5 ml)
gegeben. Von der Blutagarplatte wurden 10-20 Kelormit einem sterilen Glasstab in A.
dest. Uberfuhrt, bis sich eine gleichmalig starkébling ergab. Anschlieliend wurde das
Gemisch bei 9000 U/min fur 5 min zentrifugiert (Z&lnge 5417R, Eppendorf) und der
Uberstand verworfen. Das Sediment wurde in 1 ml-Bdgung suspendiert, gevortext, erneut
zentrifugiert (s.0.) und der Uberstand abgegosBeas. Pellet wurde in 1 ml PIV-Losung
resuspendiert.

Anschliel3end wurde die optische Dichte (OD) (Bio®hweter, Eppendorf) bestimmt und mit
PIV-Puffer auf einen Wert zwischen 0,9 und 1,2 esigllt. Zum GieRen der
Agarosebléckchen wurde zunéchst die Low-MeltingaRdigarose (LMP-Agarose) in PIV-
Losung bei 100°C im Wasserbad gel6st. Je Isolatdeurl25 pl Agarose mit 125 ul
Keimsuspension gemischt und in vorgefertigte BloeRtprmen pipettiert. Die Bléckchen
harteten bei -20°C fur 5 min und fur weitere 30 rbei 4°C aus. Anschliel3end wurden die
Agarosebléckchen in Eppendorfgefal3e tberfuhrt. di@rLysislosung wurde je Probe 1 mg
Lysozym (Sigma, L-6876) mit 1 ml Lysispuffer flr.c&0 min gemischt und kurz vor
Gebrauch 10 pl/ml Lysostaphin (Sigma; L-4402) zugef Die Blockchen mit je 1 ml
Lysisldsung wurden tber Nacht bei 37°C inkubiehigimomixer, 5436, Eppendorf).

3. Tag - Proteinverdau

Am 3. Arbeitstag wurde die Lysislosung unter Bewaly der Bléckchen in den
Eppendorfgefal3en abgegossen und durch 1 ml ESrRuffetzt. Nach 10 min wurde dieser
entfernt und neuer ES-Puffer (1 ml) zugeflgt. Naatiteren 10 min wurde auch dieser
entfernt und durch 1 ml Proteinase K-Losung ersé&tigt Proben wurden nun tber Nacht bei
50°C inkubiert.

4. Tag - Spaltung der DNS durch das Restriktiongan2md

Am 4. Arbeitstag wurde die Proteinase K-Lésung gogeen, die Scheibchen in
Reagenzglaser Uberfuhrt und dreimal fir je 1 h4nnil TE-Puffer gewaschen. Nach dem
AbgielRen des Puffers wurden die Bléckchen in ndappendorf-Reaktionsgefal3en fir 30
min mit je 1 ml Aquilibrierungspuffer bedeckt. DasPuffer wurde vollstandig entfernt. 50
pl verdinnter Restriktionsenzympuffer (1x) wurden dBlockchen vorerst ohne Enzym
hinzugefluigt. AnschlieBend wurden die Bléckchen45€ 45 min inkubiert. Nach Entfernen

des Puffers wurden jeder Probe 50 pl der Restrktionym-Losung Sniazugefigt, bei 4°C
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fir 45 min und anschlielend im Thermomixer bei 258%@&r Nacht inkubiert. Fir den
nachsten Tag wurde ein 1%iges PFGE-Gel vorberedted, Gber Nacht bei 4°C gelagert

wurde.

5. Tag - Pulsfeld-Gelelektrophorese

Am 5. Tag wurde der Restriktionspuffer mit Enzyntfemt und die Bléckchen in 3 x 4 mm
gro3e Quadrate geschnitten. Der molekulare Gro8eastd (MRSA 8325-NCTC) wurde in
die aul3eren und in die mittlere Spur des PFGE-@pfgefihrt. Die anderen Slots wurden mit
den Proben beflllt und anschliel3end mit flissiggarAse verschlossen. Das Gel wurde zum
Erharten der restlichen Agarose fur 15 min im Kdhtank bei 4°C aufbewahrt.

Die PFGE-Kammer wurde mit ca. 2 | Laufpuffer (1xH)Bgefullt und das Kuhlgerat fur den
Puffer auf 14°C eingestellt und gestartet. Bei EEhen der gewinschten Temperatur wurde
das ausgehartete Gel in die PFGE-Kammer gelegtdiegke verschlossen. AnschlieRend
wurde die Pumpe auf 60-70 eingestellt (was ungeééiner Pumpgeschwindigkeit von 0,75
I/min entspricht) und das CHHH-Hauptgerat (Bio-Rad, Muinchen) gestartet.

6. Tag - Dokumentation

Nach Beendigung des Laufes wurde das PFGE-GeDfimi in der Ethidiumbromid-Lésung
gefarbt. AnschlieRend wurde es fur 1 h in A. dgetvassert. Zur Dokumentation wurde das
Gel fotografiert (Gel Do"'2000, Bio-Rad, Miinchen) und visuell nach den Tenétréerien
(Tenover, Arbeit et al. 1995) oder EDV-gestlitzt iditfe der Quantity one Software der
Firma Bio-Rad und dem Gel Doc 2000-System ausgetvert
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3 Ergebnisse

3.1 Adaptation des Protokolls nach Sperner et al.

Erste Versuche zur Etablierung eines PFGE-Protskaoit Identifikation und Typisierung von

C. perfringensvurden nach dem Protokoll von Sperner et al. getmach

3.1.1 Inkubation der Bakterien

Auf dem universellen Blutagar zeigtéh perfringensstamme typisches Wachstum mit 2-3
mm grof3en, grau-gelben und glanzenden Kolonien, wtie einem aus zwei Zonen
bestehenden Hamolysehof umgeben waren. Die Thiolglgiouillon wies nach der

Ubernacht-Inkubation der Bakterien eine deutliciieAnaerobier charakteristische Triibung

des Mediums in der Tiefe auf.

M

Abbildung 3-1: Wachstum vonC. perfringens nach 24 h Bebriitung bei 37°C
a) auf universellem Blutagar, b) in Thioglykolatfitmn

3.1.2 Durchfiihrung des Protokolls

Im ersten Ansatz waren bei Durchfihrung der PFGE wi Protokoll nach Sperner et al.
beschrieben im UV-Licht DNS-Banden nur an solcheall& erkennbar, an denen die
Blockchen mit bakterieller DNS in das Gel eingesetarden waren (Abb. 3-2). Jedoch kam
es zu keiner deutlichen Trennung der FragmenteDdi& war lediglich als blasser Schmier

unterhalb der Ausgangsbande im Gel erkennbar.
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1 2 3 45 6 Bd

Abbildung 3-2: 1. PFGE nach dem Protokoll von Sperer et al.

PFGE-Bandenmuster von Smal verdauter DNS ®@operfringendsolaten. Die DNS wurde nach den Angaben
des Protokolls nach Sperner et al. aufbereitetktilphoreseparameter: 1%iges Agarosegel in 0,5%, TBE
V/cm, Winkel 120°, Pulszeit: 5-30 s, Laufzeit: 238anden 1, 2 und 3: CPE+ Kontrollen (Erfurt); Bandl und

5: Isolat-Nr. 49, Bande 6: Isolat-Nr. 528 (s. Angahl). Der Pfeil weist auf die DNS an der Stelie, lan der
die bakterielle DNS in das Gel eingelassen wordan w

In einem separaten Gel wurdén perfringensDNS-Bl6ckchen (gleiche Charge wie oben)
und unterschiedliche Molekulargewichtsmark8t €erevisiagS), lambda ladder (L), Bio-
Rad, Minchen)nitgefuhrt (Abb. 3-3). DieC. perfringensDNS liess sich wiederum nur als
Bande in dem Bereich, in dem die Bl6ckchen ins émyjesetzt worden waren, nachweisen,
ohne dass eine weitere Auftrennung in Fragmenteenatbar war. Fur die
Molekulargewichtsmarkefs. cerevisiaeund lambda ladder war nur eine Auftrennung im
hochmolekularen Bereich nachweisbar (Abb. 3-3).

32



3 Ergebnisse

BD

GrolRe (kb)

2,200

1,600

1,125
1,020
945
825
785
750
680

Abbildung 3-3: 2. PFGE nach dem Protokoll von Sperer et al.

PFGE-Bandenmuster von Smal verdauter DNS ®@operfringendsolaten. Die DNS wurde nach den Angaben
des Protokolls nach Sperner et al. aufbereitetktielphoreseparameter: 1%iges Agarosegel in 0,5%, TBE
V/cm, Winkel 120°, Pulszeit: 5-30 s, Laufzeit: 23 Bande 1: Molekulargewichtsmark&accharomyces
cerevisiag Stamm YNN295, Bande 8: GroRRenstandard Lambda drafitt PFGE, Bande 2 und 3: CPE+
Kontrollen aus Erfurt, Bande 4: Isolat-Nr. 49, Barsl 6 und 7: Isolat-Nr. 528 (s. Anhang 8.1). DfmilRveist
auf die DNS an der Stelle hin, an der die bakterieNS in das Gel eingelassen worden war.

Aufgrund der negativen Ergebnisse wurde entschiegiezelne Teile des Protokolls, wie in
den folgenden Kapiteln beschrieben, zu modifizieeafbauend auf den Vorschlagen des
Protokolls nach Maslow et al. und der internatienaliteratur wurden mehrere Fragen
formuliert, deren Untersuchungsergebnisse zu Mkatifonen der Protokolle fihrten, um die

erfolgreiche Genotypisierung d€r perfringendsolate mittels PFGE sicherzustellen.

3.1.3 Modifikation der bakteriellen Aufbereitung

Fragestellung 1: Ist die fehlende Auftrennung derp€rfringens-DNS auf eine fehlerhafte
bakterielle Aufbereitung zuriickzufihren?

Um diese Fragestellung zu untersuchen, wurden didelBenim Institut fur Hygiene der
Charité nach den dortigen Standards (Anleitung.&22Tag 2) aufbereitet. Die Ergebnisse
zeigten zunachst ein gutes Wachstum €omperfringers auf dem Blutagar. Jedoch wurden in
der PFGE erneut di€. perfringensDNS-Banden bis auf eine Ausnahme nicht in Frageent
gespalten. Bei dem Bakterienisolat Nr. 10 (Abb., 3pur 2, roter Pfeil) waren schwache
Banden zwischen 600 und 1100 kb sichtbar. Nur diermen Standards des Hygiene-
Institutes (Referenzstamm MRSA 8325 (NCTC), Spuramd 13) wurden Uber die gesamte
Lange in Fragmente aufgetrennt. Die Darstellung @&S-Fragmente konnte durch

33



3 Ergebnisse

Verwendung der Quantity one Software der Firma Baz und dem Gel Do¢'2000-System
gegenuber dem Foto mit der herkdmmlichen Polaromtka deutlich verbessert werden
(Abb. 3-4 und Abb. 3-5).

Auf Basis der Untersuchungsergebnisse konnte dageFmicht beantwortet werden. Die
veranderte Aufarbeitung der DNS konnte lediglich dieaem einzigen Bakterienstamm eine
leichte Verbesserung der Fragmentierung herbeifijhse dass die fehlende Auftrennung
nicht durch eine mangelhafte Aufarbeitung der baditen DNS erklarbar ist.
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Abbildung 3-4: PFGE mit modifizierter bakterieller Aufbereitung

PFGE-Bandenmuster von Smal verdauter DNS ®@operfringendsolaten. Einfluss der Bakterienaufbereitung
nach den Angaben des Protokolls nach Maslow €saR.6.2) und anschlieRender weiterer Aufbereitnach
dem Protokoll von Sperner et al. Elektrophoresapatar: 1%iges Agarosegel in 0,5% TBE, 6 V/cm, Winke
120°, Pulszeit: 5- 30 s, Laufzeit: 23 h. Bandeont 10: Referenzstamm MRSA 8325; Banden 2, 8 und 9:
Isolat-Nr. 10, Banden 3 und 4: Isolat-Nr. 51, Baldund 7: Isolat-Nr. 143, Bande 6: CPE+ Kontralls Erfurt

(s. Anhang 8.1). PFGE-Bandenmuster dargestelltdeit Quantity one Software und dem Gel DocTM 2000
System. Der rote Pfeil weist auf die DNS-Fragmelgs Isolats Nr. 10 zwischen 1100 und 700 kb hin.
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Abbildung 3-5: Vergleichende Darstellung der PFGE as Abb. 3-4 mittels Polaroidfoto
PFGE-Bandenmuster von Smal verdauter DNS @operfringendsolaten. Einfluss der Bakterienaufbereitung
nach den Angaben des Protokolls nach Maslow €saP.6.2) und anschlieRender weiterer Aufbereituagh
dem Protokoll von Sperner et al. Elektrophoresapater: 1%iges Agarosegel in 0,5% TBE, 6 V/cm, Wink
120°, Pulszeit: 5-30 s, Laufzeit: 23 h. Bande é&fdrRenzstamm MRSA 8325; Banden 2, 8 und 9: Isotatt,
Banden 3 und 4: Isolat-Nr. 51, Banden 5 und 7atsdr. 143, Bande 6: CPE+ Kontrolle aus ErfurtAshang
8.1). PFGE-Bandenmuster fotographiert mittels Ratisamera. Der rote Pfeil weist auf die DNS-Fragtaen
des Isolats Nr. 10 zwischen 1100 und 700 kb hin.

3.1.4 Veranderungen der Lysisenzyme

Fragestellung 2: Beruht die mangelnde Auftrennueg @. perfringens-Banden auf einer
ungenugenden Zelllysis durch eine inadaquate Zusarsetizung der Lysislésung?

Zu Beantwortung der Frage wurde die Lysislésung eolviutanolysin angesetzt. Die
Veréanderung der Lysis-Ldsung fuhrte nicht zu Veseesngen (Abb. 3-6). Die DNS-Banden
waren wiederum nur an den Stellen im UV-Licht naelsbvar, an denen die Blockchen in das
Gel gesetzt worden waren. Nur das Isolat Nr. 14Bb(A3-6, Spuren 3, 6, 10, 13) zeigte
unabhangig von den verwendeten Lysisenzymen Sehlienterhalb der Banden; alle anderen

Isolate zeigten keine Auftrennung.

Fragestellung 3: Fuhren Inaktivitaten der Lysisemeyzu ungentgender Lysis der Zellen?
Um auszuschlieBen, dass die Inaktivierung des emgigms die fehlende Auftrennung
verursacht, wurden innerhalb eines Ansatzes einéteHder C. perfringensBlockchen im
eigenen Labor, die andere Halfte im Hygienelabahndem dortigen Protokoll (Anleitung
2.6.1.1) lysiert. Die Lysis-L6sung, die im Hygiealebr verwendet wurde, wurde in doppelter

Menge hergestellt, um sie parallel fir Untersuctamnder Hygieneabteilung zur Typisierung
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3 Ergebnisse

von Staphylococcus aureusnittels PFGE zu benutzen und auf diese Weise die
Enzymaktivitat zu kontrollieren.

Wahrend mit der o0.g. Lysislosung erfolgreich die ®Mon Staphylococcus auretsolaten
aufgetrennt werden konnte, konnte die DNS v@nperfringers auch in diesem Versuch
mittels PFGE nicht erfolgreich aufgetrennt werdBie Inaktivierung des Lysispuffers ist

somit nicht fur die fehlende Auftrennung der DNS$ & perfringers verantwortlich.

12 3 45 6 7 8 91112 13 1415

Abbildung 3-6: PFGE mit modifiziertem Zelllysis-Puffer

PFGE-Bandenmuster von Smal verdauter DNS ®@operfringendsolaten. Die DNS wurde nach den Angaben
des Protokolls nach Sperner et al. aufbereitetllygel der Banden 1-8 erfolgte nach den Vorgaben des
Protokolls nach Maslow et al. nur mit Lysostaphimd lysozym. Elektrophoreseparameter: 1%iges Agaeise

in 0,5% TBE, 6 V/cm, Winkel 120°, Pulszeit: 5- 30Lawfzeit: 23 h. Banden 1 und 8: ReferenzstamnSiR
8325, Banden 2, 5, 9 und 12: Isolat-Nr. 49, Ban8ef, 10 und 13: Isolat-Nr. 143, Banden 4, 7, 1d a4:
CPE+ Kontrollen aus Erfurt, Bande 15: Lambda ladiderPFGE (BioRad). Die Bléckchen wurden vor der
Restriktionsverdauung mehrmals geteilt, so dassjddes Isolat mehrere, unter den gleichen Bedinguing
hergestellte Blockchen, die PFGE durchliefen.

3.1.5 Optimierung der Proteinase K-Konzentration und Inkubationszeit

Fragestellung 4: Kann die Proteinase K in zu hol&nzentration oder bei erhdhter
Wirkdauer die DNS zerstoren?

Die Proteinase K-Konzentration wurde von 1 auf @g/ml im Puffer verringert und

zusatzlich wurde der Proteinverdau von 12 h auf @&ebkirzt. Unabhangig von der
Konzentration der Proteinase K-Losung und der Ddeerinkubation zeigten sich erneut nur
Banden im Bereich der Stanzl6cher des PFGE-Gete Eragmentierung der DNS-Banden
war jedoch nicht nachweisbar (Daten nicht gezei§gmit ist auch die Proteinase K-
Konzentration und -Inkubationsdauer nicht Ursackefdhlenden Auftrennung der DNS von

C. perfringens
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3.1.6 Veranderung des Waschvorgangs

Fragestellung 5: Ist das ungenigende Waschen d&-Blickchen in TE-Puffer die Ursache
der mangelnden Aufspaltung der C. perfringens-DiNSragmente?

Nach den Vorgaben des Protokolls nach Maslow €salAnleitung 2.6.2, 4. Tag) wurde die
Waschzeit in TE-Puffer verdreifacht und die Mengs @uffers pro Block von 1 auf 14 ml
erhoht.

Die veradnderte Waschzeit in Verbindung mit einenébten Puffermenge zeigte jedoch
ebenfalls keinen Einfluss auf das AuftrennungsvezhaderC. perfringensDNS (Daten nicht
gezeigt). Somit ist die Dauer des Waschvorgangsdied®uffermenge nicht der Grund der

fehlenden Auftrennung der Erreger-DNS.

3.1.7 Veranderungen des Restriktionsenzymverdaus

3.1.7.1 Modifikation der Smal-Konzentration

Fragestellung 6: Die Konzentration des Restriktemsyms kann je nach bakterieller
Aufbereitung und GréRe des Bloéckchens unterschiledsiein. Ist diese Konzentration
abhéangig von der Menge der zu verdauenden DNS?

Die Smal-Konzentration von 20 U/Blockchen wurde &0f bzw. 200 U Smal/Bléckchen

erhoht. Das Hygiene-Labor verwendete Smal der FiRoaehe. In den anderen Versuchen
wurde Smal der Firmen Sigma oder New England BigsLé&bh 2.4.1.1) angewandt. Eine
Erhbéhung der Restriktionsenzym-Konzentration fuhjgdoch nicht zur Auftrennung der

DNS-Banden in einzelne Fragmente (Daten nicht g#zeiSomit kann die fehlende

Auftrennung der Erreger-DNS nicht durch eine zurggr Konzentration des Smal-Enzyms

erklart werden.

3.1.7.2 Stoppen der Smal-Wirkung

Fragestellung 7: Wird fur die optimale Wirkung desstriktionsenzyms Smal eine Stopp-
Reaktion bendtigt?

Um die Wirkung der Stopp-Reaktion zu tUberprifenydeudie Restriktionsreaktion entweder
durch Zugabe von ESP-L6sung gestoppt oder ohnep$taffer belassen. Durch die Stopp-

Reaktion konnte jedoch keine Verbesserung der Auoffiung erreicht werden. Im Gel war
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3 Ergebnisse

DNS wiederum nur an den Einsetzstellen anfarbbelnt mber aufgetrennte Banden. Folglich
scheint das Stoppen des Restriktionsenzymsverdanerk Einfluss auf die Auftrennung der

Erreger-DNS zu haben.

3.1.8 Veranderung des Laufpuffer TBE

Fragestellung 8: Fuhren unterschiedliche Konzentra¢n des Laufpuffers in der Kammer
und im PFGE-Gel zu Diffusion der Pufferbestanétil

Die Konzentration des Laufpuffers (laut Protokadich Sperner et al. 0,5x TBE) wurde der
Pufferkonzentration des PFGE-Gels (1x) angepassselCErh6hung der TBE-Konzentration
fuhrte zu einer erhdhten Stromstarke in der Kammier;Erreger-DNS wurde jedoch erneut
nicht in Fragmente getrennt. Da bei zusatzlichestl@efen mit bereits lysierten und

verdauten Standards der Firma Bio-Rad aber gemaagien konnte, dass sowohl bei einer
TBE-Konzentration von 0,5x als auch von 1x eineeghitiftrennung der Standards (Lambda
ladder) erfolgte (Abb. 3-7, 3-9, 3-11), scheint dBE-Konzentrationsunterschied in der
Kammer und im PFGE-Gel nicht Ursache der fehlenflefirennung der Erreger-DNS zu

sein.
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Abbildung 3-7: PFGE-Testlauf mit lysierten und vorverdauten Lambda ladder (Banden 1, 2, 3)
Elektrophoreseparameter: 1%iges Agarosegel in O,B%, 6 VV/cm, Winkel 120°, Pulszeit: 50-90 s, Laufze
22 h.

3.1.9 Veranderung der PFGE-Agarose
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Fragestellung 9: Ist die fehlende Auftrennung deme€rfringens-DNS auf die Verwendung
des falschen PFGE-Agarosepulvers zuruckzufihren?

Die 1%ige Pulsed Field Certified Agarose (Bio-Radyde gegen die 1% Low Melting Point
Agarose von Sigma ausgetauscht. Diese Agaroseeanfiothreich fur diverse PFGE-Gele zur
Auftrennung von anderen Bakterien im Hygienelabemwendet. Die Anwendung des neuen
Agarosepulvers fuhrte allerdings nicht zur verbdasseAuftrennung der DNS-Banden (Daten
nicht gezeigt). Da die 1%ige Pulsed Field Certifiggarose von Bio-Rad in einem Testlauf

mit Standards gute Ergebnisse zeigte, wurde digde ia weiteren Versuchen verwendet.

3.1.10 Einfuhrung einer Vorelektrophorese

Fragestellung 10: Kann die Qualitat der DNS-Fragneermurch eine Vorelektrophorese
verbessert werden?

Vor Beginn des PFGE-Laufes wurden Gele fur 90 midie Elektrophorese-Kammer gelegt.
Da die PFGE auch nach Vorelektorphorese nicht ssdrer Auftrennung der Erreger-DNS
resultierte (Daten nicht gezeigt), wurde in nachdolden Versuchen keine Vorelektrophorese

integriert.

3.1.11 Variation der Laufzeiten

Fragestellung 11. Kann die Auftrennung der DNS duMariation der Laufzeiten der
Elektrophorese verbessert werden?

Das Institut fur Hygiene und Technologie der Unsigt Miinchen empfahl fi€lostridium
spp Laufzeiten von 23 h mit Pulszeiten von 5-30 s entem Spannungsgradienten von 6
V/cm. Da es bei diesen Zeiten zu keiner AuftrenndagC. perfringensDNS kam, wurden
die Zeiten im Laufe der Versuche variiert. Die Uhmtzeiten wurden in einem Lauf auf 10-
60 s, in einem anderen auf 50-90 s und die DauerEtkktrophorese auf 22 bzw. 24 h
gestellt. Weder das Verandern der Umschaltzeiteain e Elektrophoresedauer bewirkten

Verbesserungen des Auftrennungsverhaltens der&rigyS (Abb. 3-8).

39



3 Ergebnisse

123456 7 89 101 1 12 1 Kb

- : ‘ 3 B 1600
e : 1125

945
680
450

285

Abbildung 3-8: PFGE mit modifizierten Laufzeiten

PFGE-Bandenmuster von Smal verdauter DNS ®@operfringendsolaten. Die DNS wurde nach den Angaben
des Protokolls nach Sperner et al. aufbereitetktielphoreseparameter: 1%iges Agarosegel in 0,5%, TBE
Vicm, Winkel 120°, Pulszeit: 60-120 s, Laufzeit: 24 Banden 1, 2 und 11: GréRenstandard Lambdaitddd
PFGE (BioRad), Banden 3, 4, 5, 6 und 12: Isolat49r.Banden 7, 8 und 9: CPE+ Kontrollen aus ErfiBende
10: Isolat-Nr. 528; Bande 13: Molekulargewichtsnearaccharomyces cerevisigBioRad). Die Bléckchen
wurden vor der Restriktionsverdauung mehrmals et dass fur jedes Isolat mehrere unter dercluybei
Bedingungen hergestellte Bléckchen die PFGE duefehii

3.2 Adaptation des Protokolls nach Collie et al.

Aufgrund der erfolglosen Versuche zur Typisierueg@d. perfringensStamme mit Hilfe des
Protokolls nach Sperner et al. und der oben geeranktodifikationen wurde fiir weitere
Versuche das PFGE-Protokoll nach Collie et al. iggzogen. Die Elektrophoreseparameter
wurden dem Protokoll entsprechend angepasst. Alsddtd wurde Lambda ladder der Firma
Bio-Rad mitgefiihrt. Abb. 3-9 zeigt Ergebnisse destem Laufs nach dem Protokoll nach
Collie et al.: Zwar ist eine gute Auftrennung demtbda ladder zu erkennen, jedoch sind die
C. perfringensDNS-Bl6ckchen nur als Banden an den Stellen sahtén denen sie ins Gel
eingesetzt wurden. Aus diesem Grund wurde auchPdat®koll nach Collie et al. entlang

einiger Fragenn untersucht und auf Basis der Eigebmodifiziert.
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Abbildung 3-9: PFGE nach dem Protokoll von Collie &al.

PFGE-Bandenmuster von Smal verdauter DNS ®@operfringendsolaten. Die DNS wurde nach den Angaben
des Protokolls nach Collie et al. aufbereitet. Elgthoreseparameter: 1%iges Agarosegel in 1% TBEYAmM,
Winkel 120°, Pulszeit: 5- 120 s, Laufzeit: 46 hariBen 1, 5 und 11: GrolRenstandard Lambda ladd&HGE
(BioRad), Banden 2, 3 und 4: Isolat-Nr. 41, Ban@ef, 8, 9 und 10: Isolat-Nr. 143. Die Blockcheurgen vor
der Restriktionsverdauung mehrmals geteilt, so fiasgedes Isolat mehrere unter den gleichen Badiggn
hergestellte Blockchen die PFGE durchliefen.

3.2.1 Inkubation der Bakterien

Fragestellung 12: Optimiert die Verlangerung derkubationszeit das Wachstum fur C.
perfringens und deren DNS-Isolation?

Um auszuschliel3en, dass die Bakterien nach 24 db&tlon nicht das optimale Wachstum
fur die weitere Aufbereitung, DNS-Isolierung und GH erreicht haben, wurde in einem
separaten Ansatz die Inkubationszeit @erperfringensStamme auf 48 h verlangert. Das
Wachstum war gut, jedoch zeigte sich keine verlrasgeaiftrennung nach PFGE (Daten nicht
gezeigt).

3.2.2 Modifikationen der bakteriellen Anzucht der Bakterien
3.2.2.1 Vorbehandlung der Bakterien mit Formaldehyd
Fragestellung 13: Ist bei bestimmten Bakterien Wiestridien oder Campylobacter eine

Fixierung mit Formaldehyd notwendig, um die Degréala der DNS durch endogene

Nukleasen zu vermeiden?
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Bakterien wurden mit 37%- bzw. 3,7-%igem Formaldakinehandelt. Die DNS-Blockchen
zeigten erneut keine Auftrennung in Fragmente, sondiaren nur als Banden im Bereich der
Stanzl6cher des Gels im UV-Licht erkennbar (Abld.03-
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Abbildung 3-10: PFGE mit und ohne Formaldehyd

PFGE-Bandenmuster von Smal verdauter DNS ®@operfringendsolaten. Die DNS wurde nach den Angaben
des Protokolls nach Collie et al. aufbereitet. Bakterien der Banden 4, 5, 9, 11, 12, 13 und 14emvor der
Herstellung der Bléckchen mit Formaldehyd behandelkektrophoreseparameter: 1%iges Agarosegel in 1%
TBE, 4,5 V/cm, Winkel 120°, Pulszeit: 5-120 s, Lzeif: 46 h. Banden 1, 8 und 15: GréRenstandardbidam
ladder fur PFGE (BioRad), Banden 2 und 7: MolekygavichtsmarketSaccharomyces cerevisigBioRad);
Banden 3, 4 und 5: Isolat-Nr. 10; Banden 6, 9 ufdsblat-Nr. 49; Banden 10, 11, 12 und 13: IsolatIMd 3.

3.2.2.2 Bestimmung der optischen Dichte

Fragestellung 14: Kann durch die regelmalige Megsuter optischen Dichte ein
Zusammenhang zwischen der Zellzahl der Bakteriend uder bendtigten
Restriktionsenzymkonzentration festgestellt werden?

Die optische Dichte wird typischerweise bei eineeldhlange von 600 nm (Qg) anhand
eines Photometers gemessen, um ein Mal} fur diedddragion der Bakterien in PIV-Puffer
zu erhalten. In mehreren Versuchen wurde diesg@@uf Werte zwischen 0,8 und 1,8
eingestellt. Es konnte jedoch keine Korrelation soen der Extinktion als Ausdruck der

Bakterienkonzentration und der erforderlichen Enmgnge festgestellt werden (Abb. 3-11).

3.2.3 Veranderung der Bléckchenagarose

3.2.3.1 Herabsetzung der Agarose-Konzentration
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Fragestellung 15: Fihren unterschiedliche Konzetbrzen der Blockchenagarose und
PFGE-Agarose zur Hemmung der PFGE?

Die bisherige Konzentration der Blockchenagarosede/won 2% auf 1% gesenkt, was der
vorgegebenen Pulsfeldgelkonzentration entspricimtiiche Bakterien wurden daher in
einem Ansatz sowohl mit 2%iger Low Melting Pointakgse der Firma Bio-Rad, als auch
mit 1%iger Agarose der Firma Sigma angesetzt.

Unabh&ngig von der verwendeten Agarose-Konzentratey Blockchen waren im UV-Licht
nach PFGE samtliche Proben lediglich als nicht etwémnte Banden dargestellt. Der

Standards. cerevisiageigte hingegen eine gute Auftrennung.
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Abbildung 3-11: PFGE mit verringerter Konzentration der Bléckchenagarose

PFGE-Bandenmuster von Smal verdauter DNS ®@operfringendsolaten. Die DNS wurde nach den Angaben
des Protokolls nach Collie et al. aufbereitet. Bakterien der Banden 4 und 5 wurden mit 1%iger Agar
angesetzt, das Isolat der Bande 2 mit 2%iger Agavas im Protokoll beschrieben. Die optische Dictier
Bakterien-Puffer-Gemische (Banden 2, 4 und 5) winreie600 nm auf 1,0 eingestellt. Elektrophoresepater:
1%iges Agarosegel in 1% TBE 4,5 V/icm, Winkel 12B8)szeit: 5- 120 s, Laufzeit: 46 h. Banden 1, 8@ @n
MolekulargewichtsmarkeBaccharomyces cerevisi@BioRad); Banden 2 und 5: Isolat-Nr. 10; BandeCRE+
Kontrolle aus Erfurt.

3.2.4 Veranderung der Lysis-Losung

3.2.4.1 Verwendung zusatzlicher Enzyme

Fragestellung 16: Werden fiir die Lysis der C. gagens-Zellen neben dem Enzym Lysozym

weitere Lysisenzyme bendtigt?

Zur Testung der Frage wurde@. perfringensAgarose-Bléckchen wie im Protokoll

aufgefuhrt entweder mit Lysozym, Lysozym plus Lyapin (im Hygiene-Labor) oder mit

Lysozym, Lysostaphin, Mutanolysin plus RNAse Ubecht inkubiert. In keiner der drei
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Fraktionen konnte nach PFGE fragmentierte Erredé&Dachgewiesen werden (Daten nicht

gezeigt), so dass die Zugabe weiterer Lysisenzyaie erforderlich erscheint.

3.2.4.2 Alleinige Lysis mit Proteinase K

Fragestellung 17: Ist fur die Zelllyse von C. perfens oder Campylobacter alleinig

Proteinase K, nicht aber eine Lysisldsung mit Lgrsiymen notwendig?

Unter der Annahme, dass die Lyse v@n perfringensmit Proteinase K ausreichend und
notwendig ist, wurde auf die Lysis der BakterierLysis-Losung verzichtet und stattdessen
Uber Nacht alleinig mit Proteinase K lysiert. Na@éRGE waren im UV-Licht jedoch nur

Banden an solchen Stellen sichtbar, an denen di8-Bliickchen ins Gel gesetzt worden
waren (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund wumdeeiteren Versuchen weiterhin die

herkdbmmliche Lysisldsung verwendet.

3.2.5 Veranderung des Proteinverdaus

3.2.5.1 Verkirzung der Inkubation

Fragestellung 18: Ist die Inkubationszeit der Crfpegens-Blockchen in Proteinase K zu
lang?

Der Effekt einer 24 versus 48-stindigen Inkubatien Bl6ckchen mit Proteinase K-Losung
wurde untersucht. Sowohl die 24- als auch die d48eige Inkubation der Blockchen ergab in

der PFGE keine Auftrennung der bakteriellen DN&ramgmente (Daten nicht gezeigt).

3.2.5.2 Beendigung des Proteinverdaus mit Phenylmethylsulfrylfluoride

Fragestellung 19: Ist die Inaktivierung der Protage K-Wirkung notwendig?

Proben wurden nach Proteinase K-Proteinverdau m#nygmethylsulfonylflourid (PMSF)
behandelt. Es zeigte sich, dass nach der InkubdgorBl6kchen in Stopp-Losung nicht nur
die Proben, sondern auch die Standards nicht mégetaennt (s. Abb. 3-13) wurden. Daher

wurde auf die Verwendung von PMSF verzichtet.
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Abbildung 3-12: PFGE mit PMSF-behandelten bakterielen Isolaten

PFGE-Bandenmuster von Smal verdauter DNS ®@operfringendsolaten. Die DNS wurde nach den Angaben
des Protokolls nach Collie et al. aufbereitet. Rielate der Banden 2-6 wurden nach der Deprotemisg
zusatzlich mit Phenylmethylsulfonylflourid behartd@&lektrophoreseparameter: 1%iges Agarosegel i B®,

4,5 Vicm, Winkel 120°, Pulszeit: 5- 120 s, Laufzel6 h. Banden 1 und 8: Molekulargewichtsmarker
Saccharomces cerevisigBioRad), Bande 7: GréRenstandard Lambda laddePFGE (BioRad), Banden 2, 3,
5, 9 und 10: Isolat-Nr. 41, Banden 4, 11 und Bldt-Nr. 521, Banden 6, 13 und 14: Isolat-Nr. 5R&
Blockchen der Isolate 41 und 528 wurden vor dertikéisnsverdauung mehrmals geteilt, so dass fidege
Isolat mehrere unter den gleichen Bedingungen seethee Blockchen die PFGE durchliefen.

3.2.6 Doppelte Restriktion

Fragestellung 20: Ist die Wirkung des Restriktior'sans Smal unzureichend?

Die Inkubation der Blockchen im Restriktionsenzynmurde in einem Lauf doppelt
durchgefuhrt (zweimalige Inkubation fur je 12-16bki der in 2.5.1.1 angegebenen Smal
Konzentration). Als Besonderheit wurde dem Enzymdern aktivitatssteigerndes
Magnesiumazetat zugefugt. Die zweimalige Inkubabtiot Restriktionsenzym fiihrte jedoch
nicht zu einer besseren Auftrennung der Erreger-DBi& PFGE (Daten nicht gezeigt). Die

DNS war wiederum nur als Einzelbande im BereichStanzl6cher erkennbar.

3.2.7 Veranderte Laufdauer, Umschaltzeiten und Spannungsgdienten

Fragestellung 21: Optimiert eine Verkirzung der FEGaufzeiten die Qualitat des PFGE-
Profils?

Da sich die Laufzeiten des Protokolls nach Collienle stark von den Laufzeiten anderer
Protokolle furC. perfringens(Sperner, Schalch et al. 1999; Stolle, Sperneal.e001;
Schalch, Bader et al. 2003) unterscheiden, wurdskieBien nach dem Protokoll nach Collie
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et al. aufbereitet und die PFGE-Laufzeiten auf 2Beh Umschaltzeiten von 0,5-40 s und
einem Spannungsgradienten von 6 V/cm veranderizelitge sich jedoch, dass auch diese
Veranderungen nicht die Auftrennung der Bandenegsérten (Daten nicht gezeigt).

3.3 Adaptation des Protokolls nach Maslow et al.

Nachdem wie oben beschrieben Modifikationen eirere8thritte der PFGE in Anlehnung an
die Protokolle nach Sperner et al., Collie et ad (Maslow et al. verglichen worden waren,
ohne dass eine verbesserte Auftrennung der Eri2iy&resultierte, wurde in einem letzten
Ansatz die PFGE fu€. perfringenskomplett anhand des PFGE-Protokolls des Hygiene-
Labors durchgefuhrt. Dieses Protokoll wird erfolghezur Typisierung vorStaphylococcus
aureusund Enterokokken eingesetzt (s. 2.6). Auch bei &miung dieses Protokolls konnte
die C. perfringendDNS wiederum nur als Bande in den vorgegebenenziiehern des
PFGE-Gels, nicht jedoch als Fragmentierung nachegem werden.
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4 Diskussion

Da die AAD eine der haufigsten nosokomialen Inf@kéin mit hohen Kosten darstellt, ist die
Pravention der Infektion ein wichtiges Instrumengr dkrankenhaushygiene. Fur die
Implementierung geeigneter Praventionsmalinahmermiéstkenntnis der Infektionswege
essentiell. Zur Aufklarung der Infektionswege dekDAist es erforderlich, diskriminierende
und reproduzierbare Typisierungsverfahren von Bakiesolaten einzusetzen. Dazu werden
in der Literatur zahlreiche Verfahren wie Ribotypisng, Plasmid- und
Restriktionsendonuklase-Analyse (REA), Restriktfoagmentlangenpolymorphismus
(RFLP), Random amplified polymorphic DNS (RAPD)-PGRJ Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP) beschrieben (Kristjansson, Samed al. 1994; Schalch, Bjorkroth et
al. 1997; Yoo, Lee et al. 1997; Schalch, Sperneal.el999; McLauchlin, Ripabelli et al.
2000; Brazier 2001; Sparks, Carman et al. 2001asdan, Van Haren et al. 2002; Urwin and
Maiden 2003; Waters, Savoie et al. 2003; Al-KhalMyers et al. 2004; Lukinmaa, Nakari et
al. 2004; Johansson, Aspan et al. 2006; Jost, Btisth 2006; Keto-Timonen, Heikinheimo et
al. 2006; Siragusa, Danyluk et al. 2006), unteredesich besonders die PFGE als geeignet
herausgestellt hat (Stolle, Sperner et al. 2001).

Bei Lebensmittelvergiftungen konnte anhand der PB@Eeits nachwiesen werden, dass die
fur diese Intoxikationen verantwortliched. perfringendsolate von Menschen und Tieren
klonal voneinander abstammen (Maslanka, Kerr e1399; Lukinmaa, Takkunen et al. 2002;
Tanaka, Isobe et al. 2003; Johansson, Aspan et2@06). In den USA wurden
Untersuchungen zur Typisierung von CPE-positiveslaten in Fallen der AAD mittels
PFGE durchgefiihrt (Collie and Mc Clane 1998; Sariéivers et al. 2000; Sparks, Carman
et al. 2001). Ziel der vorliegenden Untersuchung @& deshalb, klinisch€. perfringens
Isolate mit und ohne Enterotoxin mittels PFGE zuwideren und anhand der
Versuchsergebnisse Ruckschlisse auf die AusbredendBakterien und die Pravention der

Ubertragung im klinischen Alltag zu ziehen.

4.1 Gegenuberstellung der drei Protokolle und Modifikatonen

Zur Etablierung der PFGE-Methode wurden drei ustaeslliche PFGE-Protokolle
angewandt und einzelne Schritte der Methode maelifiZ£Eine vergleichende Darstellung der
drei eingesetzten Protokolle mit weiteren PFGE-¢kalten der internationalen Literatur
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4 Diskussion

befindet sich im Anhang (s. 8.2). Im Folgenden werdndgliche Probleme bei der

Etablierung der Methode diskutiert.

4.1.1 Anzucht

In den drei beschriebenen Protokollen werden difgefrorenen Bakterienisolate auf einer
Blutagarplatte oder in einem Flissigmedium inoktliend unter anaeroben Bedingungen
Uber Nacht inkubiert. Das Wachstum @erperfringensStamme wurde visuell beurteilt. Wie

in 3.1.1 beschrieben, zeigten die Bakterien tymscWachstum mit 2-3 mm grof3en, grau-
gelben und glanzenden Kolonien, die von einem aes Zonen bestehenden Hamolysehof
umgeben waren. Die bakterielle Anzucht wurde dafieht als ein Problem angesehen.
Trotzdem wurde aufgrund der Nichttypisierbarkeit Bakterien im Verlauf dieser Studie die

Inkubationszeit wie von einigen Vero6ffentlichungempfohlen (Engstrom, Fermer et al.
2003; Klaasen, Van Haren et al. 2002; Pituch, Vam Braak et al. 2002) auf 48 h verlangert
(s. 3.2.1). Das Wachstum war ebenso gut. Einigereat empfehlen allerdings (Canard and
Cole 1989, Collie and McClane 1998, Hielm, Bjorkradt al. 1998) eine Verklrzung der
Inkubationszeit auf ca. 5 h, da die Bakterien ndielser Zeit bis zur mittleren exponentiellen
Phase gewachsen sind. Diese Wachstumsphase wimptisale Voraussetzung fir eine

spatere PFGE-Typisierbarkeit angesehen. Nichtsulest sollte betont werden, dass die
Mehrzahl der vertffentlichten PFGE-Protokolle (Mawta, Kerr et al. 1999; Lin and Labbe
2003; Nauerby, Pederson et al. 2003; Alonso, Matial 2005; Barbara, Trinh et al. 2008;
Chalmers, Martin et al. 2008) die bakterielle Arfauigber Nacht empfehlen.

4.1.2 Bakterienaufbereitung

4.1.2.1 Messung der optischen Dichte

Bei der Kultivierung der Bakterienisolate ist augsf3lich im Protokoll nach Maslow et al.
die Messung der optischen Dichte des BakterieneP@®Emisches vorgesehen, mit deren
Hilfe die Bakteriendichte der Proben auf dieselB®mzentrationen eingestellt werden kann.
Diese Angabe dient als Richtwert fur die Konzemraund Menge von Proteinase K, Lysis-
und Restriktionsenzymen. Obwohl es in dieser Stumlohit gelang durch Ermittlung der
optischen Dichte Rickschlisse auf die Konzentrahower bendtigten Enzyme fii.

perfringenszu ziehen, wird eine optische Dichte der Baktesuspension bei 610 nm auf 1,2-
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1,3 als optimal angesehen (Maslanka, Kerr et #91Ribot, Fitzgerald et al. 2001; Lin und
Labbe 2003; Alonso, Martin et al. 2005, Barbaranfret al. 2008; Chalmers, Martin et al.
2008).

4.1.2.2 Bakterienvorbehandlung zum Schutz vor DNS Degradatin

Diverse Autoren (Kristiansson, Samore et al. 199gerner, Schalch et al. 1999; Stolle,
Sperner et al. 2001; Klaassen, Van Haren et al2266hen die Degradation der DNS bei
bestimmten Bakterien wie Clostridien als Hauptpeablder PFGE-Nichttypisierbarkeit an.
Um die endogene DNAse-Aktivitdt zu hemmen, wurdeie ' Kapitel 3.2.2.1 bereits
beschrieben, einig€. perfringensStamme mit Formaldehyd behandelt. Die Inkubatien d
Blockchen in Formalin wird in mehreren Veroffentlimgen empfohlen (Gibson, Sutherland
et al. 1994; Hielm, Bjorkroth et al. 1998; Maslankerr et al. 1999; Ribot, Fitzgerald et al.
2001, Schalch, Bader et al. 2003; Alonso, Martial2005; Gal, Northey et al. 200%ielm

et al. (Hielm, Bjorkroth et al. 1998) sehen darogar die einzige effektive MaRRnahme
gegenuber der DNS-Degradation. Daher ist es n@gjegite dass all€. perfringensStamme
mit Formaldehyd vorbehandelt werden sollten. Aldrn wird die Erwarmung der
Bakteriensuspension zur Verhinderung der DNS-Degiawa vorgeschlagen (Hielm,
Bjorkroth et al. 1998). Auch in dieser Studie wurdéie Bakterien, die nach dem Protokoll
von Collie et al. aufbereitet wurden, vor dem Mechmit der Agarose auf 68°C erwarmt.
Das Erhitzen verhindert das vorzeitige FestigenBikterien-Agarose-Mischung und férdert
nachweislich die Lyse der Zellen (Boondeekhun, Bumt al. 1993; Lin and Labbe 2003)
und inaktiviert Enzyme, vermutlich auch endogene AS&h; es konnte jedoch gezeigt
werden, dass dadurch nicht die Degradation der &Bindert wird (Hielm, Bjorkroth et al.
1998).

4.1.3 Lysis

4.1.3.1 Wahl und Konzentration der Lysisenzyme

Die Wahl und Konzentration der Lysisenzyme statitleroblem dar, das in der vorliegenden
Studie durch die Verwendung unterschiedlicher Ereyiew. Enzymkombinationen

ausgeschaltet werden sollte. Die drei PFGE-Prolekatterscheiden sich in der Wahl und

Konzentration der Lysisenzyme. Wahrend die Anlgjturach Collie et al. und weitere
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Studien (Canard and Cole 1989; Kristjansson, Samibat. 1994; Fawley and Wilcox 2002;
Lin and Labbe 2003; Lukinmaa, Nakari et al. 200lars0, Martin et al. 2005, Barbara, Trinh
et al. 2008, Chalmers, Martin et al. 2008) nur lzyo zur Zelllyse empfehlen, wird im
Protokoll nach Maslow et al. neben Lysozym auckdsyaphin verwendet. Beim Protokoll
nach Sperner et al. wird zusatzlich zu diesen Ipeltlezymen noch Mutanolysin und RNAse
verwendet. Lysozym gilt bei grampositiven Baktergéds das Mittel der Wahl, um Zellwénde
abzubauen und wurde bereits erfolgreich zur Zedllysn C. difficile und C. perfringensan
einer Konzentration von 1 mg/ml eingesetzt (Carand Cole 1989; Lin and Labbe 2003;
Lukinmaa, Tukkinen et al. 2002; Barbara, Trinh et2808, Chalmers, Martin et al. 2008).
Lediglich Chalmers et al. (Chalmers, Martin et24l08) verwendet Lysozym zur Lyse v@Gn
perfringensZellen in einer Konzentration von 50 mg/ml. Mutlysin wurde bereits als
Lysisenzym grampositiver Bakterien beschrieben (84orp Holm et al. 1983; Palva, Nybers
et al. 1988) und auch zur erfolgreichen Zelllyss . botulinumwurde neben Lysozym
Mutanolysin eingesetzt. Zur Degradation von vorlenet RNA wurde zusatzlich RNAse
hinzugeflugt (Hielm, Bjorkroth et al. 1998; Johnsd@epp et al. 2005; Leclair, Pagotto et al.
2006; Nevas, Lindstrom et al. 2006). Nauerby et (Mlauerby, Pederson et al. 2003)
wiederum setzen zur Lysis neben Lysozym nur RNAseuad konnten s&. perfringens
Stamme typisieren. Zusatzlich sollte erwdhnt werddass auf Empfehlung einiger
Veroffentlichungen (Barret 1994; Gibson, Sutherlah@l. 1994; Maslanka, Kerr et al. 1999)
in dieser Studie die Zelllysis einiger Blockcherr mit Proteinase K ohne Lysisenzyme (s.
3.2.4.2) durchgefuhrt wurde. Trotz des Einsatzedersohiedlicher Enzyme in der
vorliegenden Studie konnte nicht geklart werdenches Enzym das geeignete zur Zelllysis
von C. perfringens ist. Allerdings scheint aufgrund der Vielfalt ddfinzyme und
Enzymkombinationen der unterschiedlichen Studienvidahl des Enzyms zur Zelllysis nicht

das Hauptproblem der Typisierbarkeit v@nperfringensnittels PFGE zu sein.

4.1.3.2 Dauer der Lysis

Die Blockchen wurden nach Anleitung der drei Prott tiber Nacht bei 37°C in Lysis-
Losung inkubiert. Diese Inkubationsdauer korrelientt den Angaben anderer PFGE-
Protokolle (Canard and Cole 1989; Lin and Labbe320Qikinmaa, Nakari et al. 2004;
Barbara, Trinh et al. 2008). Allerdings wird dendgandauernde Lysisprozess als Grund fur
die Degradation der DNS diskutiert (Klassen, Varrdda2002) und wird daher in einigen
PFGE-Protokollen verkurzt (Hielm, Bjorkroth et &998; Fawley and Wilcox 2002;
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Chalmers, Martin et al. 2008). So konnten auch en dhachtraglich durchgefihrten
Experimenten durch u.a. die verkirzte Lysisdauen ¥ h einige exemplarisch€.

perfringenslisolate mittels PFGE typisiert werden. Dies ustteicht die Annahme, dass die
DNS- Degradation wahrend der langandauernden Lgsisessentielles Problem fur die

PFGE-Typisierbarkeit bestimmter Bakterien darstellt

4.1.4 Deproteinisierung

4.1.4.1 Konzentration der Proteinase K

In den durchgefihrten Versuchen wurde zum Proteitate Proteinase K eingesetzt. Die
Protokolle nach Collie et al. und Maslow et al. sodie Protokolle anderer Autoren (Lin and
Labbe 2003; Nauerby, Pederson et al. 2003; Barblriah et al. 2008) schlagen zur
Deproteinisierung vorC. perfringenseine Proteinase K-Konzentration von 1 mg/ml vor.
Obwohl einige Studien (Lukinmaa, Takkunen et aD20Lin and Labbe 2003; Johannson,
Aspan et al. 2006) und das Protokoll nach Sperhat. glie Proteinase K-Konzentration auf
0,1 bzw 0,3 mg/ml verringern, sehen andere Autetesr eine Erhéhung der Konzentration
auf 2-5 mg/ml (Canard and Cole 1989; Fawley andc@¥il2002; Chalmers, Martin et al.
2008) als sinnvoll an. Somit soll gewéhrleistet degr, dass es zum vollstandigen Abbau der
Proteine kommt. Ist die Proteinase K-Konzentratzongering, werden die Proteine nicht
vollstéandig abgebaut und die DNS kann nicht freatgtswerden.

4.1.4.2 Dauer der Deproteinisierung

Des Weiteren unterscheiden sich die Protokolle en Bauer des Proteinverdaus, der im
Protokoll nach Collie et al. 48 gegeniber 24 h dem anderen Protokollen betragt. Die
angegebenen Inkubationszeiten flr Proteinase Knstimmit denen in verschiedenen Studien
(Kristjansson, Samore et al. 1994; Brazier 200djl&t Sperner et al. 2001; Klaassen, Van
Haren et al. 2002; Tanaka, Isobe et al. 2003; AdpMartin et al. 2005) uberein. Allerdings

besteht das Problem der DNS-Degradation wahrendadgandauernden Deproteinisierung.
Daher sollte nach Nauerby et al. (Nauerby, Pedeetoal. 2003) die Proteolyse auf 2 h
verklrzt werden. In den durchgefuhrten Versuchemi@ nicht geklart werden, ob die DNS

wahrend des Proteinabbaus degradiert wurde und ird a&usreichende Proteinase K-
Konzentration vorlag. Somit stellt der Schritt deproteinisierung ein zentrales Problem bei
der PFGE-Typisierbarkeit dar.
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415 Waschen

Um die DNS vorC. perfringenszum Restriktionsverdau vorzubereiten, ist es notig die

Blockchen ausreichend zu waschen. Die angegebegitandn den verwendeten Protokollen
und PFGE-Protokollen anderer Autoren (Maslanka,r ktral. 1999; Barbara, Trinh et al.
2008; Chalmers, Martin et al. 2008) unterschesleh nur leicht hinsichtlich der Dauer und
Frequenz der Waschvorgénge. Nach dem Waschen sidldé8iockchen transparent und klar
sein. Dies stellte in den durchgefuhrten Versuckeim Problem dar und scheint fir die
Etablierung der Methode und der PFGE-Typisierbarkber eine untergeordnete Rolle zu

spielen.

4.1.6 Restriktionsverdau

4.1.6.1 Wahl und Konzentration der Restriktionsenzyme

Der Restriktionsverdau ist ein entscheidender 8dhrder PFGE, in dem die DNS mit selten
schneidenden Restriktionsenzymen in Fragmente gitah wird. Smal gilt als das am
besten geeignete Enzym zur Restriktion chromosant@leperfringendDNS (Canard and
Cole 1989; Sparks, Carman et al. 2001; Stolle, ri&peat al. 2001; Klaassen, Van Haren et al.
2002; Schalch, Bader et al. 2003, Nauerby, Petatsah 2003; Johannson, Aspan et al 2006)
und wurde daher in allen Versuchen verwendet. mgen wenigen Studien wurden
alternative Enzyme wie Apal oder Xbal eingesetzag¢hnka, Kerr et al. 1999; Lukinmaa
2002; Lin and Labbe 2003).

Die empfohlene Smal-Konzentration im Protokoll n&perner et al. betrug 20 U/Block, in
den beiden anderen 120 bzw. 125 U/Block. Daher galid Smal-Konzentration im Laufe
der Versuche mehrfach variiert. Auch in der intéiorealen Literatur (Canard and Cole 1989;
Sparks, Carman et al. 2001; Stolle, Sperner &04l1; Lukinmaa 2002; Schalch, Bader et al.
2003, Nauerby, Petersen et al. 2003; JohannsonarAsgt al 2006) findet man
unterschiedliche Angaben zwischen 15 und 100 UiBloc

4.1.6.2 Aktivitatssteigerung des Enzyms
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Um die Wirkung des Enzyms zu erhdéhen, wurde dentriRegsnsenzym Magnesiumacetat
hinzugeflgt (s. 3.2.6). Dies ist zwar bereits inff@tudes Enzyms enthalten, es kann jedoch
bei ungeniigendem Waschen der Blockchen von EDTAbRsEiNden aus dem Lysis- oder
ESP-Puffer gebunden werden und wirde nicht mehAktivierung von Smal zur Verfiigung
stehen. In der vorliegenden Studie konnte jedocke dWotwendigkeit dieser
aktivitatssteigernden MalRnahme nicht gezeigt werden den hier durchgefihrten
zusatzlichen Versuchen einigér perfringendsolate wurde stattdessen nach Reichardt et al.
(Reichardt, Chaberny et al 2007) RNAse zu Smal gelgen, da vorhandene RNA Smal
inhibiert.

4.1.7 Elektrophorese

4.1.7.1 Laufpuffer

In den beschriebenen Protokollen und den Protakalleerer Studien (Kristjansson, Samore
et al. 1994; Schalch, Bjorkroth et al. 1997; Schaperner et al. 1999; Sparks, Carman et al.
2001; Klaassen, Van Haren et al. 2002; Waters, i8aatoal. 2003; Lukinmaa, Nakari et al.
2004; Johansson, Aspan et al. 2006) wird TBE aldpw#fer flr die PFGE verwendet. Dabei
ist die Temperatur des Puffers von Bedeutung. (isigtsdiese 14°C, steigt die DNS-
Beweglichkeit, wahrend Bandenschéarfe und Auflosumadpnehmen. Nachdem in
verschiedenen Versuchen (Abb. 3-2 und 3-6) ein $mhmus DNS-Banden beobachtet
wurde, wurde in den kommenden PFGE-Laufen der Pudfé 14°C vorgekihlt und ein
Vorlauf ohne Gel durchgefiihrt. Da jedoch trotz Mdrkung erneut DNS-Schmier unterhalb
der Banden entstand, wurden andere Parameter aichdr fir die schlechte Auftrennung
verantwortlich gemacht.

Mehrere Autoren (Schalch, Sperner et al. 2003; &awhd Wilcox 2002; Arbeit, Arbique et
al. 2007; Chalmers, Martin et al. 2008) sehen degrBdation der DNS wahrend des
Elektrophoresevorgangs als Hauptproblem der PFGiypisierbarkeit bestimmter Stamme
an und fagen daher Thio-Harnstoff dem TBE zu. Dden hier durchgefuhrten zusatzlichen
Experimenten ebenfalls Harnstoff zum Laufpuffer eggoen wurde und so einige der
perfringenslisolate mittels PFGE typisiert werden konnten,esthdie Zugabe von Thiourea
zum Laufpuffer bei bestimmten Bakterien v@®stridiumnotwendig zu sein.
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4.1.7.2 Elektrophoreseparameter

Ein Problem der PFGE-Nichttypisierbarkeit konnte irder Auswahl der
Elektrophoreseparameter bestehen. Nur das Proto&oh Collie et al. gibt definierte Werte
vor, die vor allem in der Laufdauer stark von degitgh anderer Studien abweichen. In
Anlehnung an verschiedene Autoren (Maslanka, Kerale1999; Schalch, Sperner et al.
1999; Lukinmaa, Takkunen et al. 2002; Waters, Saetial. 2003) und die Empfehlung der
Firma Bio-Rad (Zeiten fU8. cerevisiagwurden die Zeiten bei den durchgefiihrten Versnche
variiert. Die Wanderung der DNS und Bandscharfe RFGE-Gel ist von verschiedenen
Parametern abhangig. Die Grol3e der zu trennendé&hiStiMusschlaggebend fur die gewahlte
Agarosekonzentration. Laut Hersteller ist flr Bailete mit einer Genom-Grof3e von bis zu 3
mb eine Bléckchenagarose-Konzentration von 1,20lggeignet. Die Protokolle gaben eine
Agarosekonzentration von 1,2% (Protokoll nach Maskt al.) bzw. 2% (Protokolle nach
Collie et al. und Sperner et al.) an. Da in Zusamamigeit mit dem Institut fur Hygiene
Versuche mit 1,2%iger und 2%iger Agarosekonzemtnatiurchgefuhrt (s. 3.2.3.1) und
gleiche Ergebnisse erzielt wurden, ist die Abwerdhder Agarose-Konzentration nicht von
Bedeutung.

Neben den oben genannten Faktoren kann auch den@pgsgradient bzw. die Feldstarke
Einfluss auf die Elektrophorese nehmen. Die DNS+itign verhalt sich dabei proportional
zur eingestellten Feldstarke. Mit steigender Féldtst nimmt jedoch die Bandscharfe ab. Bei
gro3er DNS (>3 Mb) besteht die Gefahr, dass siehbben Feldstarken (6 V/cm) nicht im
Gel aufgetrennt werden kann. Da die DNS-GroReoperfringena. 3 mb betragt (Canard
and Cole 1989; Yoo, Lee et al. 1997), konnte dngestellte Feldstarke von 6 V/cm in den
Versuchen eine mogliche Ursache fur die fehlendiéréonung der DNS deC. perfringens
Blockchen sein und sollte daher in nachfolgendetetdnchungen verringert werden.
Dartber hinaus ist die Migration der DNS-Molekulech von den Pulszeiten abhangig. Je
nach angegebenem Zeitintervall wechseln die etaitten Felder und damit die DNS-
Molekile ihre Richtung. Obwohl im Laufe der Versactnterschiedlichste Anfangs- und
Endumschaltzeiten eingestellt wurden (0,5- 40 s, 5- 40 s, 5- 90 s, 5- 120 s. 10- 60 s,
50- 90 s), konnten Pulszeiten fir d@eperfringendsolate nicht optimiert werden. Da diverse
Autoren (Canard and Cole 1989; Collie and Mc Clana88; Maslanka, Kerr et al. 1999;
Klaassen, Van Haren et al. 2002; Lukinmaa, Takkueteal. 2002; Lin and Labbe 2003;
Schalch, Bader et al. 2003; Gal, Northey et al.5200erschiedene Pulszeiten fi@.

perfringensangeben, scheinen diese relevant fiir die Banderischa sein, nicht jedoch fir
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die fehlende Auftrennung der DNS, die in den meist#ersuchen beobachtet wurde. Die

Ursache der fehlenden Typisierung liegt folglicbhtiin den gewéahlten Umschaltzeiten.

4.2 Zusammenfassende Beurteilung der Ergebnisse

Trotz der Anwendung der drei unterschiedlichen ¢kolle und der oben beschriebenen
Modifikationen konnte die PFGE zur Typisierung @emperfringendsolate von Patienten der
Charité (CBF) mit AAD nicht erfolgreich etablierhd damit die Frage der Klonalitat nicht
beantwortet werden. Die Erreger-DNS-haltigen Bldekt waren im PFGE-Gel nicht als
aufgetrennte Banden, sondern nur als einzelne BandeBereich der Stanzlécher
nachweisbar. Diese Befunde sprechen dafiir, dass Emeger-DNS-haltige Agarose in die
Stanzl6cher eingelassen worden war, es jedoch meheiner Auftrennung der DNS im
Pulsfeld gekommen war. In wenigen Fallen konnte Sthmier unterhalb dieser Bande in
Hbhe des Stanzlochs nachgewiesen werden, ohneidasthe Banden erkennbar waren.
Zahlreiche Autoren berichten Gber ahnliche Probleeieder Differenzierung von Clostridien
mittels PFGE (Kristjansson, Samore et al. 1994|rhli@jorkroth et al. 1998; Maslanka, Kerr
et al. 1999; Schalch, Sperner et al. 1999; SpeBwhalch et al. 1999; Brazier 2001; Stolle,
Sperner et al. 2001; Klaassen, Van Haren et al2;20@naka, Isobe et al. 2003; Alonso,
Martin et al. 2005). So konnten Klaassen et alafisken, Van Haren et al. 2002) in einer
Studie 25 von 30 klinische@. difficile-Isolate anhand der PFGE nicht typisieren, da die
Banden im Gel nicht aufgetrennt wurden und auclkerder Modifikationen des Protokolls wie
verkirzte Inkubationszeiten, Verwendung hoher kotrester Zellsuspension, Erwdrmung
der Zellen oder Zugabe von Harnstoff zum Laufpuffem keinen interpretierbaren
Ergebnissen fuhrten. In einer Studie von Alonsale{Alonso, Martin et al. 2005) konnten
ebenfalls klinischeC. difficile-lsolate mit der PFGE mit dem Standard-Protokokhni
typisiert werden, da bei allen Proben nur DNS-Semnaus kleinen DNS-Fragmenten
beobachtet wurde, allerdings keine Banden bestimmbaeen.

Zur ldentifizierung eine€. perfringensStammes im Rahmen einer Lebensmittelintoxikation
entwickelten Maslanka et al. (Maslanka, Kerr et H999) ein PFGE-Protokoll, dessen
Grundlage die Methode von Barrett et al. (Barrétipr et al. 1994) darstellte. Als
Modifikationen wurde die optische Dichte der Zeflpansionen bei 610 nm auf 1,3
eingestellt, die Bakterienzellen vor dem Mischem aeir Agarose zum Teil mit Formaldehyd

behandelt und sechs unterschiedliche Restriktiaysea verwandt, von denen sich Smal als
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das am besten geeignete Enzym herausstellte. Eratkdnnten 8% der 62 Isolate mit dieser
Methode nicht typisiert werden.

In Deutschland wurde bereits mehrfach zur Untensoghvon lebensmittelbedingten
Erkrankungen und Ausbriched. perfringensauf genotypischer Ebene typisiert (Ridell,
Bjorkroth et al. 1998; Schalch, Sperner et al. 199Perner, Schalch et al. 1999; Stolle,
Sperner et al. 2001; Schalch, Bader et al. 200Byvabl die PFGE als Mittel der Wahl galt,
wird auf andere Verfahren wie Ribotypisierung zbgegriffen, da divers€. perfringens
Isolate mittels PFGE nicht differenzierbar waretoll8, Sperner et al. 2001; Schalch, Bader
et al. 2003). Auch die Einfuhrung nukleaseinhib#cner Modifikationen in drei
unterschiedlichen Laboren fuihrte zu wenig befriedden Ergebnissen (Schalch, Bader et al.
2003). Die PFGE wurde daher als nicht ausreichemsezbar und unzuverlassig
eingeschatzt. Auch in Ausbruch-Situationen wird elier aufgrund der Nichttypisierung
einiger Organismen, der hohen Kosten und der setmplexen und langwierigen Methoden
und Analysen auf die PFGE verzichtet (McLauchlima®elli et al. 2000). Mundlich wurde
auch von der Arbeitsgruppe von Prof. Jonas, Unit#r&reiburg (Jonas 2006) mitgeteilt,
dass nach mehreren erfolglosen Versucl@astridienlIsolate mittels PFGE zu typisieren,
andere molekulare Typisierungsmethoden vorgezogedem.Kirzlich gelang jedoch an der
Universitdt Hannover die Typisierung vah difficile-Isolaten mittels PFGE durch Zugabe
von RNAse zum Restriktionsenzym Smal und Thiourea zaufpuffer (Reichardt, Chaberny
et al 2007). Diese beiden zusatzlichen Schrittkesoin nachfolgenden Untersuchungen auch

zur Typisierung vorC. perfringenshinzugeftigt werden.

Viele Autoren sehen als Hauptursache der Untygfiar&eit bestimmtefC. difficile- und C.
perfringenslisolate mittels PFGE die Degradation der DNS dukhdonukleasen an
(Kristjansson, Samore et al. 1994; Sperner, Schetickl. 1999; Stolle, Sperner et al. 2001;
Klaassen, Van Haren et al. 2002; Schalch, Badalk. 003; Alonso, Martin et al. 2005). Der
genaue Mechanismus der Degradation ist jedoch rbekannt und die verursachenden
Nukleasen konnten bisher nicht in den Bakterieateol nachgewiesen werden (Maslanka,
Kerr et al. 1999).

Die DNS-Degradation wird in der Literatur als Gelh$ier aus kleinen DNS-Fragmenten
(Kristjansson, Samore et al. 1994; Schalch, Spexhal. 1999; Stolle, Sperner et al. 2001) in
Form diffuser Banden bzw. fehlender Banden (St&[gerner et al. 2001) beschrieben. Diese

Beschreibung ahnelt dem Bild der PFGE-Gele deliegghden Arbeit. Die Vermutung liegt
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nahe, dass auch hier der Abbau der DNS durch gefieiNukleasen die Hauptursache fir die
mangelnde Auftrennung darstellt.

In der Literatur angefihrte Grinde fir die Degramat sind beispielsweise die
langandauernden Lysis- und Deproteiniserungsprezdssi denen die DNS einer hohen
Nukleaseaktivitat ausgesetzt ist (Klaassen, Vareiat al. 2002) oder die Bildung freier
Tris-Radikale wahrend des Elektrophoresevorgangsk{l; Graham et al. 2000).

Der Zeitpunkt der Degradation wird unterschiedle@hgeschatzt. Einige Autoren berichten
von der Degradation wahrend der Isolierung der D{Bfaschek and Griffin 1984;
Kristiansson, Samore et al. 1994; Schalch, Bade.e2003; Alonso, Martin et al. 2005),
andere von der Degradation wahrend des eigentlidbektrophoresevorgangs (Corkill,
Graham et al. 2000; Fawley and Wilcox 2002; Klaas$@an Haren et al. 2002).

Andere Grinde fur die immer wieder zu beobachtemd@gelnde Typisierbarkeit vo@.
perfringenslisolaten mittels PFGE kdnnen allerdings nicht assflossen werden. Neben
dem unvollstédndigen Proteinverdau (Maslow, Slutskgal. 1993) kdnnte v.a. die mangelnde
Lysis der Bakterienzelle Ursache fir die Nichttygrisarkeit sein (Spencer 1998; Stolle,
Sperner et al. 2001; Schalch, Bader et al. 2003).

4.3 Ausblick

Mit den vorliegenden PFGE-Protokollen war keine iSigyung vonC. perfringendsolaten
maoglich. Die angefiihrten Versuche, die in Anlehnung an etgbl Protokolle fur die
Typisierung vorC. perfringensoder anderer Erreger bearbeitet wurden, lieRerekebchluss
auf die genaue Ursache der fehlenden Auftrennundgedeger-DNS mittels PFGE zu. Um
die genaue Ursache der mangelnden Typisierbarkeiernieren, kénnten verschiedene
Anséatze in Betracht gezogen werden. Beachtet werdelite grundsatzlich, dass
unterschiedliche Isolate derselben Clostridium sigh in Bezug auf die Anwendung eines
gewissen PFGE-Protokolls nicht immer gleich vedralhissen. So bedeutet die erfolgreiche
Typisierung eines individuellen Stammes mit einenestimmten Protokoll nicht
grundsatzlich, dass dieses Protokoll fir weiteéarBbe derselben Spezies geeignet ist (Stolle,
Sperner et al. 2001). Neben der weiteren Optimgerder PFGE sollten deshalb auch
alternative Techniken bedacht werden.

Zur Optimierung des PFGE-Protokolls kénnte in zukgan Arbeiten die bakterielle
Aufbereitung weiter modifiziert werden. Neben desiung definierter Erregerzahlen sollte
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untersucht werden, ob die Bakterien nach der abaarcAnzichtung hauptsachlich in
vegetativer Form oder in Sporenform vorliegen urid die Sporenform einen negativen
Einfluss auf die Typisierbarkeit der DNS hat. Aughre es mdglich, dass Dauerformen der
Bakterien eine andere Aufbereitung benétigen; sceweéB. eine verlangerte Zelllysis oder
DNS-Restriktion oder auch ein héher konzentrieEagym denkbar. Des Weiteren kdnnten
Untersuchungen mit unterschiedlichen Restriktiomgeren wie Apal oder I|-Ceul und
anderen Proteinasen durchgefuhrt werden.

In der Zwischenzeit sind PCR-basierte Verfahren dwe Multi-Locus-Sequenz-Typisierung
(MLST), repetitive-element PCR oder DNS-Mikroarragstwickelt worden, die die hier
beschriebenen Probleme der PFGE weitestgehend emg&bf3erdem berichteten Fawley et
al. (Fawley, Freeman et al. 2008) Uber die Multi®cvariable-Number Tandem-Repeat
Analyse (MLVA), die sich gegentuber der PFGE bei dErung von klonalen Beziehungen
zwischen C. difficile-Stammen innerhalb einer Institution und zwischesrsehiedenen
Institutionen als Uberlegen erwies.

Alle vier Methoden wurden kurzlich erfolgreich zumolekularen Typisierung vorC.
perfringensbzw. difficile eingesetzt (Urwin and Maiden 2003; Perreten, \tdfbaver et al.
2005; Jost, Trinh et al. 2006; Siragusa, Danyluklef006, Fawley, Freeman et al. 2008).
Das Problem der Degradation der Erreger-DNS kobeitallen Proben umgangen werden, da
nur eine geringe Menge an DNS benétigt wurde ueduiiirsuche auch mit teildegradierter
DNS durchgefiihrt werden konnten. Die Methoden woteziden sich zwar in ihrer
Sensitivitat und Spezifitat, doch mit allen Verfahrist eine Aussage Uber die Klonalitat der
Bakterienisolate moglich. In den drei zuvor genanntUntersuchungen konnten ali
perfringenslisolate reproduzierbar typisiert und in Gruppengeieilt werden (Urwin and
Maiden 2003). Die Methoden lassen sich zudem iremish kirzerer Zeit durchfihren als
die PFGE und weisen dennoch eine hohe Diskriminggkraft auf (Siragusa, Danyluk et al.
2006).

Obwohl besonders MLST wund die DNS-Mikroarray-Tedbge mit hohen
Anfangsinvestitionen verbunden sind (Urwin and Mai®003; Perreten, Vorlet-Fawer et al.
2005), ist aufgrund zukunftiger Preissenkungen esisante Verbreitung zu erwarten. Es ist
davon auszugehen, dass PCR-basierte Typisierungsdest herkdbmmliche Methoden wie
die PFGE in Zukunft ersetzen werden.

Allerdings ist zu bertcksichtigen, dass bei PCRdrten Methoden im Gegensatz zur PFGE

nur eine bestimmte Region des Genoms untersuctit @iese Regionen machen ca. 10% des
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Genoms (Summe der Amplifikationsstellen) aus, wéadireei PFGE Analysen ca. 90% der
chromosomalen DNS (Summe der Restriktionsstellatgraucht werden (Singh et al. 2006).
Wahrend die Bandenmuster bei der PFGE die Distazzéschen den Restriktionsstellen
reflektieren (Arbeit, Arbique et al. 2007), werdkei der PCR bestimmte DNS-Abschnitte
amplifiziert und nachgewiesen. Zur Amplifikationrd&el-DNS-Abschnitte ist die Kenntnis
der DNS-Sequenzen notwendig, um spezifische Prammzusetzen. PCR Methoden zeichnen
sich durch eine sehr gute Sensitivitat und extremmehSpezifitat aus (Becker 2000). Bereits
kleinste genetische Veranderungen konnen innertatbPrimerbindungsstellen analysiert
werden. Dazu werden allerdings immer neue Primedtigt, da es durch Punktmutation z.B.
wahrend eines Krankheitsausbruchs zu veranderte8-B&fuenzen kommen kann (Singh,
Goering et al. 2006). Dies ist bei einer kleinerzéinl an Proben mdglich (Belkum, Tassios et
al. 2007). Bei longitudinalen Studien mit einer@eo Anzahl an Proben besteht allerdings die
Gefahr, dass aufgrund genetischer Mutationen und gieen Anfalligkeit der PCR-
Methoden gegeniber veranderten Bedingungen undeRe@g klonale Zusammenhange
nicht aufgedeckt werden (Belkum, Tassios et al.720Daher ist der Einsatz PCR-basierender
Typisierungsmethoden bei longitudinalen Studiehdyisiur begrenzt maglich.

Nach Abschluss der Arbeiten im Rahmen dieser Priomsgchrift wurde im Institut far
Hygiene der Charité aufgrund der steigenden Bedegutler C. difficile-Infektionen ein
PFGE-Protokoll zur Typisierung vonC. difficileStammen etabliert. Wesentliche
Unterschiede zu den in dieser Arbeit angewandterihddien stellt das Waschen der
Bakterien in Lysislésung mit Lysostaphin vor Helistegg der Agaroseblockchen, die
Inkubation in Lysozym fur 5 statt 16 bzw. 24 h, diegabe von RNAse zur Smal-Restriktion,
die Restriktion fur 1 statt 16 h und die Zugabe ¥tiourea zum Laufpuffer dar (persénliche
Mitteilung, Fr. D. Weist, Institut fir Hygiene deZharité). AusgewahlteC. perfringens
Stamme wurden in einem Pilotexperiment in der Ulbeiteten PFGE mitgeflhrt. Ergebnisse

dieses Pilotexeriments sind in Abb. 4-1 dargestell
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Abbildung 4-1: PFGE-Protokoll fir C. difficile

PFGE-Bandenmuster von Smal verdauter DNS @pnperfringendsolaten. Die DNS wurde nach einem
modifizierten PFGE-Protokoll firC. difficile im Institut fur Hygiene der Charité aufbereitetolgende
Modifikationen wurden im Vergleich zum Protokoll ala Maslow et al. wie in 2.6 beschrieben angewandt:
Waschen der Bakterien in Lysislésung mit Lysostaphdr der Herstellung der Bldckchen, Inkubation in
Lysozym fur 5 h, Zugabe von RNAse zur Smal-Restikt Restriktion fur 1 h, Zugabe von Thiourea zum
Laufpuffer. Elektrophoreseparameter: 1%iges Agagekin 0,5% TBE, 6 V/cm, Winkel 120°, Pulszeit: 3-8,
Laufzeit: 22 h. Bande 1: Isolat-Nr. 49, Bande 2ldsNr. 55, Bande 3: CPE+ Kontrolle aus ErfurtnBan 4
und 5: MolekulargewichtsmarkeBtaphylococcus aureu®325 (NCTC), Bande 6: Isolat-Nr. 521, Bande 7:
Isolat-Nr. 143 (s. Anhang 8.1).

Wahrend die Kontrollstamme (MRSA 8235 NCTC) eineitiehe Bandentrennung zeigen,
lasst sich bei deg. perfringensStammen 521 und 143, nicht jedoch bei den Stand®en
und 55, ein weniger deutliches Bandenmuster erkenDegese Ergebnisse zeigen, dass eine
Typisierung vorC. perfringensStammen in der PFGE grundsatzlich moglich istogddvon
grof3er Variabilitat in der Typisierbarkeit indivieiler Stamme gepragt zu sein scheint. Die
Typisierung der Isolate 49 und 55 verdeutlicht,sdastz kirzerer Verdauzeiten und der
Verwendung von Thiourea die DNS-Degradation durchddhucleasen weiterhin als
Hauptursache der Nichttypisierbarkeit angesehedevesollte. Allerdings scheint bei einigen
Stammen (wie bei der CPE+ Kontrolle aus Erfurt, d@aB) eine verbesserte Bakterien- und
DNS-Aufbereitung noétig zu sein, um Verunreiniungkr DNS durch RNA oder Proteine zu

verhindern.
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5 Zusammenfassung

Die AAD ist eine nosokomiale Infektion, die bei tst@adren Patienten zu verlangertem
Krankenhausaufenthalt, zusatzlichen diagnostisalnah therapeutischen MalRnahmen und
erhohten Kosten fur das Gesundheitswesen fuhrt. Hdapterreger der AAD gelten das
Bakterium Clostridium difficile und seit den 80er Jahren auch das Baktetlostridium
perfringens C. perfringensist weltweit als Erreger bei Lebensmittelintoxikaen bekannt.
2-5% allerC. perfringendsolate produzieren ein Enterotoxin (CPE), dashancStuhlproben

von Patienten mit AAD gefunden wurde.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Pulsfeldi€lektrophorese als molekulare
Typisierungsmethode zu etablieren, um enterotoxitpe und enterotoxinnegative.
perfringensStamme zu differenzieren und anhand der damit geermen Ergebnisse klonale

Zusammenhange aufzudecken.

Die verwendeterC. perfringendsolate stammen aus Stuhlproben von Patienten B&sder
Charité - Universitatsmedizin Berlin, bei denen derdacht auf eine AAD bestand.

Zur Etablierung eines geeigneten PFGE-Protokollsdem im Rahmen der Arbeit drei
Protokolle von unterschiedlichen Laboren (Ludwigxiailians-Universitdt Minchen,
Pittsburgh Universitat, Charité Berlin) verglichamd anschlieend in Anlehnung an

Literaturangaben modifiziert.

Trotz der Verwendung etablierter Protokolle und Adaptation zahlreicher Modifikationen
konnten C. perfringendsolate mittels PFGE nicht erfolgreich typisiertendten. Die
Degradation de€. perfringendDNS durch Endonukleasen, nicht vollstédndige Zablysder
Proteinverdauung sowie eine spezielle Art der biaten Aufbereitung wurden als mégliche
Ursachen diskutiert.

Um die genaue Ursache der mangelnden Typisierliafdstizustellen, sind weitergehende
Untersuchungen erforderlich. Alternativ kdnnen néRER-basierte Verfahren eingesetzt
werden. Zur Aufklarung der Epidemiologie der AAD &s dringend notwendig, weiterh@
perfringenslisolate auf molekularer Ebene zu typisieren, da AAD eine der haufigsten
nosokomialen Infektionen darstellt und die Pravantler Infektion ein wichtiges Instrument

der Krankenhaushygiene ist.
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6 Summary

AAD is a nosocomial infection which leads to extedchospital stay of stationary patients,
additional diagnostic and therapeutic measures tlamlincreased costs for the public health
service. The most commonly accepted pathogen of AAD. difficile. Since the 1980<;.
perfringens known as pathogen of food-borne illness, is aszussed in the context of
AAD. Two to five percent of alC. perfringensisolates found in stool samples of patients
infected by AAD produce an enterotoxin (CPE).

The aim of this study was to establish the pulsklfigel electrophoresis as a molecular
technique to differentiate enterotoxin positive anégativeC. perfringensstrains and to

clarify their clonal relationships.

C. perfringensisolates used in the present study were isolateth fstool samples of
hospitalized patients of the CBF (Charité-Univéttsinedizin Berlin) with a putative
diagnosis of AAD. In order to establish a PFGE @cot three existing protocols kindly
provided by different laboratories were comparedd amodified. Despite numerous
modificationsC. perfringenscould not be successfully typed by PFGE. As paéectuses,
the degradation dE. perfringendDNS by endonucleases, incomplete cell lysis angiotein
digestion as well as specific techniques for prafpan of bacterial DNS are discussed.

Further research is required in order to identiig &valuate the exact cause of unsuccessful
typing. The typing ofC. perfringensisolates on molecular level is essential to cjatife
epidemiology of AAD. Due to the fact that AAD is @mof the most frequent nosocomial

infections prevention is an important tool for hitslp  hygiene.
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8.1 Ubersicht der C. perfringens-solate

Tabelle 4: Ubersicht der bakteriellen Isolate (Abk. CHI=Chirurgie, DERM=Dermatologie,

GAST=Gastroenterologie, HAEM=Hamatologie, INT-K=Intensivmedizin, ISO=Isolierstation,
PMED=Poliklinik fiir Innere Medizin, PSY=Pyschiatrie)

Isolate-Nr. | Eingangs-| Station Stuhl- Clostridium | ELISA zur PCR zum
Datum konsistenz perfringens | Identifikation | Nachweis
L=liquid Kultur desC. desC.
SS=semisolid | nachweis perfringens- | perfringens-
S=solid Entero- Enterotoxins
B=bloody toxins
M=mucous
10 01.05. INTK SS Pos neg Neg
17 01.06. CHI S Pos neg Neg
22 01.07. AUF SS Pos neg Neg
47 01.12. HAEM S Pos neg Neg
48 01.12. ISO S Pos neg Neg
49 01.12. Pos pos Pos
54 13.01. ISO S Pos pos Neg
58 13.01. HAEM S Pos neg Neg
61 13.01. HAEM S Pos neg Neg
68 15.01. GAST SS Pos neg Neg
69 15.01. CHI SS Pos neg Neg
74 18.01. GAST B Pos neg Neg
75 18.01. HAEM SS Pos pos Neg
78 18.01. HAEM SS Pos neg Neg
83 19.01. HAEM SS Pos neg Neg
85 20.01. HIV Pos pos Neg
90 20.01. HAEM SS Pos pos Neg
99 22.01. PSY SS Pos pos Neg
104 22.01. PSY SS Pos pos Neg
109 25.01. HAEM SS Pos neg Neg
140 29.01. ISO SS Pos neg Neg
143 29.01. ISO SS Pos neg Pos
161 03.02. HIV SS Pos neg Neg
162 04.02. HAEM SS Pos neg Neg
167 05.02. INT-K M Pos neg Neg
177 08.02. HAEM SS Pos neg Neg
179 09.02. INT-K SS Pos neg Neg
180 09.02. HAEM SS Pos neg Neg
182 10.02. HAEM SS Pos neg Neg
188 12.02. HIV SS Pos neg Neg
196 15.02. HIV M Pos neg Neg
197 15.02. HIV M Pos neg Neg
229 22.02. PMED M Pos neg Neg
246 24.02. GAST SS Pos neg Neg
250 26.02. GAST M Pos neg Neg
291 09.03. DERM M Pos neg Neg
335 22.03. HAEM SS Pos neg Neg
355 29.03. HIV M Pos neg Neg
362 31.03. HAEM S Pos neg Neg
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365 01.04. GAST SS Pos pos Pos
368 01.04. ISO SS Pos pos

378 06.04. INTK S Pos neg Neg
385 07.04. CHI SS Pos neg Neg
389 09.04. AUF S Pos neg Neg
391 09.04. HAEM SS Pos neg Neg
397 13.04. ISO SS Pos neg Neg
424 20.04. S Pos neg Neg
429 21.04. ISO SS Pos neg Neg
446 26.04. HAEM S Pos neg Neg
457 29.04. HAEM SS Pos neg Neg
466 30.04 GAST SS Pos neg Neg
481 03.05. CHI SS Pos neg Neg
490 05.05. GAST SS Pos neg Neg
492 06.05. HAEM SS Pos neg Neg
518 11.05. HAEM S Pos neg Neg
521 11.05. HAEM SS Pos neg Neg
528 12.05. HIV SS Pos neg Neg
603 31.05. HAEM S Pos neg Neg
442 PSY S Pos

451 PSY Pos

489 HAEM S Pos

523 ISO Pos

529 ISO Pos
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8.2 Vergleich der drei eingesetzten Protokolle mit PFGEProtokollen der internationalen Literatur

Tabelle 5: Vergleich der drei eingesetzten Protokd mit PFGE-Protokollen der internationalen Literatur (Abk.: Prot K =Proteinase K, UN = iiber Nacht)

Protokoll- Arbeits- Sperner et | Collie et al. | Maslow et | Barbara et | Chalmers | Lukinmaa | Maslanka | Nauerby et
verlauf schritte al. 1999 1998 al. 1993 al. 2008 et al. 2008| et al. 2002 | etal. 1999 | al. 2003
Anzucht Kultur- 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h, dann|524 h 24 h
wachstum h Bouillon
Bakterienauf- | Waschen der| 10 mM Tris | 12,5 mM Tris| 6 mM Tris- 10 mM Tris 10 mM Tris | 75 mM NaCl | 1M NaCl
bereitung Bakterien 1 M NaCl 1,25 mM HCI 20 mM NacCl 1 M NaCl 25 mM 10mM Tris
NaCl 1 M NacCl 50 mM EDTA
6,25 mM EDTA
EDTA
Zentrifu- 1x1000xg,| 3 x 13000 2 x 9000 2 x 4000 x g, 1 x3000x g, 3 x 13000
gieren 15 min rpm, 5 min rpm, 5 min 20 min 15 min rpm, 2 min
Optische ODs;70,9- | ODgos=1,3 ODw=1,25 ORy 1,3 OD=1,5
Dichte 1,2
Agarose- Agarosekon- | 2% 2% 1,2% 2% 0,8% 2% 1,2% 1,6%
bléckchen zentration
Lysis Lysis-Puffer | 6 mM Tris | 6 mM Tris 6 mM Tris- | 10 mM Tris | 10 mM 6 mM Tris 50 mM Tris- | 10 mM Tris
1 M NacCl 1 M NacCl HCI 50 mM Tris 1 M NaCl HCL 1 M NaCl
100 mM 100 mM 1 M NacCl NaCL 100 mM 100 mM 50 mM 0,2 M EDTA
EDTA EDTA 100 mM 0,5% Na- EDTA EDTA EDTA 0,5% Na-
0,5% Na- 0,5% Na- EDTA Lauroyl 0,5% Na- 1% Na- Lauroyl
Lauroyl Lauroyl 0,5% Na- Sarkosin Lauroyl Lauroyl- Sarkosin
Sarkosin Sarkosin Lauroyl 0,2% Na- Sarkosin Sarkosin 0,2% Na-
0,2% Na- Sarkosin Desoxycholat 0,2% Na- 1 mg/ml Prot | Desoxycholat|
Desoxycholat] 0,2% Na- Desoxycholat] K
0,5% Brij-58 Desoxycholat] 0,5% Brij-58
0,5% Brij-58
Wahl und 1 mg/ml 1 mg/ml 1 mg/ml 1 mg/ml 50 mg/ml | 1 mg/mi 1 mg/ml
Konzentra- | Lysozym Lysozym Lysozym Lysozym Lysozym Lysozym Lysozym
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tion der 5,16 U/ ml 1 mlLysis- | 10 pl/ ml 20 pg/ ml
Enzyme Lysostaphin | Losung/ Lysostaphin RNAse
0,02 mg/ml | Probe 1 ml Lysis-
RNAse L6sung/ Pro-
20 U/ml be
Mutanolysin
4 ml Lysis-
Losung/
Probe
Dauer der 16 h 12 h 16 h 16 h 5h 16 h 12 h 18 h
Lysis
Deproteini- Puffer 0,5M EDTA | 0,5MEDTA | 0,5M EDTA | 100 mM 0,5M 0,5M EDTA 0,5M EDTA
sierung 10% Na- 0,5% Na- 1% Na- EDTA EDTA 1% Na- 10% Na-
Lauroyl Lauroyl Lauroyl 1% Na- 1% Lauroyl- Lauroyl
Sarkosin Sarkosin Sarkosin Lauroyl- Sarkosyl Sarkosin Sarkosin
0,1 mg/mi 1 mg/ml Prot | 1 mg/ml Prot | Sarkosin 2 mg/ml 0,3 mg/mi 1 mg/ml Prot
Prot K K K 0,2% Na- Prot K Prot K K
Desoxycholat
1 mg/ml Prot
K
Dauer der 2x 2 hbei 1x48 hbei | 2xje10 min| UN uN 2 h bei 54°C
Deproteini- 50°C, dann | 50°C nur Puffer,
sierung UN dann bei
50°C UN
Smal stoppen 4 mM
PMSF,
Waschen Puffer 10mM Tris | 10 mM Tris | 10 mM Tris | 20 mM Tris | 10 mM 10 mM Tris- | 10 mM Tris | Steriles HO
1 mM EDTA | 1 mM EDTA | 1 mM Na- 50 mM Tris HCL 10 mM
EDTA EDTA 1mM 1 mM EDTA | EDTA
EDTA
Zeit 4 x 15 min 3x1-2h 3xjelhinf4xin50ml | 5x30min | 3 x 30 min 3 x 15 minin| 3 x bei 54°C
14 ml TE 20 mM Tris sterilem BO,
50 mM 3 x 15 minin
EDTA TE
Restriktion Puffer 100 pl/Block | 200 pl/Blockl 50 ul/Block| 200/Block | 200 Puffer mit 20
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verdinnter | fur 2 h bei fur 45 min fur 15 min pl/Block mg/ ml
Puffer 25-30°C bei 4°C bei 25°C fur 20 min Rinderserum-
albumin
Wahl und 100 pl Puffer | 200 pl Puffer | 50 pl Puffer | 12 U Smal 200ul 15U Smal, | Smal 20 U Smal
Konzentra- | und 20 U und 5 pl und 3 pl bei 25°C UN | Pufferund | 5U Apal | Apal
tion des Smal/Block | Smal/Block | Smal/Block 100U Fspl
Enzyms UN UN Smal bei Mlul
25°C fur 5 Kspl
h Xbal, 4 h
Reaktion 1 ml 0,66x
stoppen TBE, 30 min
Elektropho- PFGE GEL 1% Gel 1% Gel 1% Gel 1% Gel 1% Gel 1% Gel 1% Gel 1% Gel
rese 0,5x TBE 1x TBE 1x TBE TE 0,5x TBE 0,5x TBE
Laufpuffer 0,5x TBE 0,5x TBE 1x TBE 0,5x TBE 0,5x TBE 0,5x TBE
200 pl
Harnstoff
Laufzeiten CHEF 11l Keine CHEF II: CHEF IlIl: | CHEF II: Mapper XA | CHEF Il
46 h Angaben fur | 20 h 19h 20 h PFGE: 10h 7-12 s,
5-120 s Clostridien 0,540 s 4-38 s 0,5-50 s 20 h 10 h 20-40 s
4,5V/cm Spp. 6 Vicm 6 Vicm 0,5-40 s 6 V/icm
120° 120° 120° 6 Vicm 120°
Auswertung | Farbung: 2 pl/ml,; 15
Ethidiumbro- min
mid

75



8 Appendix

8.3 Tabellarischer Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichemn@ein in der elektronischen Version

meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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