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1 Einleitung

Die Campylobacteriose ist weltweit die haufigste bakteriell bedingte Darmerkrankung (World
Health Organization 2013). Sie ist zudem die hiufigste Zoonose in der europdischen Union
(EU) gefolgt von Salmonellose und Yersiniose (Eurosurveillance editorial team 2015). Zumeist
fiihrt eine Infektion mit Campylobacter zu einer sporadischen Form einer akuten Enteritis (Park
2002). Neben einer systemischen Infektion sind schwerwiegende immunmediierte Komplikati-
onen wie das Guillain-Barré-Syndrom (GBS) beschrieben (World Health Organization 2013).
Zu den natiirlichen Reservoiren von Campylobacter spp. zéhlen zahlreiche Nutz-, Wild- und
Haustiere (Jones 2001).

Die Infektionskette der Campylobacteriose ist aufgrund der zahlreichen Quellen und Ubertra-
gungswege sowie aufgrund noch unbekannter Erreger-Wirts-Beziehungen komplex (Acke et al.
2010). Meist handelt es sich bei der Campylobacteriose des Menschen um eine Lebensmittel-
assoziierte Infektion durch fakal kontaminiertes Fleisch, Milch oder Wasser (Moore et al. 2005;
Skelly und Weinstein 2003). Gefliigelfleisch scheint hierbei die Hauptquelle zu sein (Eurosur-
veillance editorial team 2015).

Die Rolle anderer Quellen neben den Lebensmitteln ist zudem noch nicht endgiiltig geklért (Al-
ter et al. 2011a).

Die weltweite Zunahme antimikrobieller Resistenzen bei Campylobacter spp. kann zu einem
Therapieversagen oder dem verzogerten Beginn einer Therapie durch notwendige Resistenztests
fiihren. Dies betrifft iiberwiegend Fluorchinolone und in geringerem Mafle Makrolide (Alfred-
son und Korolik 2007; Luangtongkum et al. 2009). Dariiber hinaus kénnen Infektionen mit re-
sistenten Campylobacter spp. klinisch schwerwiegender und langwieriger sein (Helms et al.
2005; Travers und Barza 2002).

Die Genotypisierung von Campylobacter-Isolaten stellt eine wesentliche Methode dar, um die
Verwandtschaft der Isolate sowie potentielle Infektionsketten zu untersuchen und in der Folge
MaBnahmen zur Unterbrechung der Infektkette zu etablieren.

Das Ziel dieser Arbeit war es, mogliche Infektionsquellen von Campylobacter spp. und deren
Isolierungsraten in verschiedenen Matrizen zu ermitteln. Zu den untersuchten Matrizen zéhlten
Heim-, Nutz- und Wildtiere sowie Umweltproben. Bei Hunden und Katzen wurden mdgliche
Risikofaktoren einer Campylobacter-Infektion wie deren Alter, das Vorhandensein von Durch-
fall, die Fiitterung von Rohfleisch und die Haltungsform untersucht.

Es erfolgte ein Vergleich verschiedener kultureller Isolierungsmethoden (ISO- und Cape Town-
Verfahren) zum Nachweis von Campylobacter spp. durch parallelen Einsatz bei den zu untersu-

chenden Proben.
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Einleitung

Des Weiteren wurde eine Antibiotikaresistenztestung der Campylobacter (C.) jejuni- und C.
coli-Isolate mittels Mikrodilution durchgefiihrt, um die aktuelle Resistenzsituation der verschie-
denen Matrizen zu analysieren. Eine Genotypisierung ausgewihlter C. jejuni- und C. coli-
Stamme erfolgte mittels MLST, um phylogenetische Zusammenhénge aufzuzeigen.
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2 Literatur

2.1 Historie

Im Jahre 1886 beschrieb Theodor Escherich spiralférmige Bakterien im Kolon eines an Durch-
fall erkrankten Séuglings. Er wies die Bakterien lediglich mikroskopisch im Stuhl nach, da diese
nicht anziichtbar waren. Im gleichen Jahr wies er gleichartige Bakterien auch im Kot von durch-
fallkranken Katzenwelpen nach, worauthin er diese als Vibrio fetus bezeichnete (Escherich
1886).

Mit dem Einsatz molekularbiologischer Methoden grenzten Sébald und Véron 1963 einige Vib-
rionen aufgrund des niedrigeren Cytosin- und Guanin-Gehaltes der DNA von dieser Gattung ab
und bezeichneten diese als Campylobacter (griech. campylos = gebogen, bacterion = Stab) (Se-
bald und Veron 1963).

Durch die Entwicklung selektiver Nahrboden in den 1970er Jahren gelang die erste Isolierung
von Campylobacter spp. aus Stuhlproben, wobei Cephalothin eingesetzt wurde, um die fikale
Begleitflora zu unterdriicken (Cooper und Slee 1971).

Im folgenden Jahr erfolgte die Isolierung aus Stuhlproben auch mittels selektiver Filter, wobei
Dekeyser et al. (1972) sich Motilitdt und geringe GroBe von Campylobacter gegeniiber der
kompetitiven Flora zunutze machten.

Im Jahre 1977 fiihrte Skirrow eine grof3 angelegte Untersuchung von Durchfallpatienten mittels
Stuhlproben durch und konnte ein vermehrtes Vorkommen von C. jejuni und C. coli gegeniiber
der Kontrollgruppe zeigen (Skirrow 1977).

Durch die Entwicklung geeigneter Isolierungsmethoden in den Folgejahren wurde die weite

Verbreitung und groBe Bedeutsamkeit thermophiler Campylobacter erkannt.

2.2 Taxonomie

Campylobacter gehoren der Klasse der Epsilonproteobacteria an. Der Ordnung Campylobacte-
rales gehoren die beiden Familien Helicobacteraceae und Campylobacteraceae an. Zu letzteren
zahlen die Gattungen Campylobacter, Arcobacter und Sulfurospirillum. Die Gattung Campy-
lobacter umfasst derzeit 32 Spezies mit 13 Subspezies (Euzéby 2014). Zu den thermophilen
Vertretern zéhlen C. coli, C. jejuni (mit den beiden Subspezies C. jejuni ssp. doylei und C. jeju-

ni ssp. jejuni), C. lari (C. lari ssp. concheus und C. lari ssp. lari) und C. upsaliensis.
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2.3 Erregereigenschaften

2.3.1 Morphologie

Bakterien der Gattung Campylobacter sind gramnegative, sporenlose, gebogene bis spiral-
formige, schlanke Stdbchen mit einer Lénge von 0,5 bis 5,0 pm (Skirrow 1977; Smibert 1978).
Bei ungiinstigen Umweltbedingungen konnen sie auch eine kokkoide Form annehmen. Die
meisten Campylobacter spp. sind uni- oder bipolar monotrich begeiflelt und zeigen eine typi-
sche korkenzieherartige Beweglichkeit (Ng et al. 1985; Paisley et al. 1982).
Campylobacter-Kolonien sind klein mit einem Durchmesser von 1 — 2 mm, rund, glatt, glin-
zend, geruchlos und graulich. Bei hohem Feuchtigkeitsgehalt konnen sie auch schwérmen (Skir-

row und Benjamin 1980; Buck und Kelly 1981).

2.3.1 Physiologie

Campylobacter spp. sind anspruchsvoll beziiglich der Wachstumsbedingungen (Park 2002).

Die Spezies C. jejuni, C. coli, C. upsaliensis und C. lari werden unter dem Begriff ,,thermophile
Campylobacter spp.© zusammengefasst, da ihr Temperaturoptimum bei 37° C bis 42 ° C liegt
(Park 2002; Penner 1988). Thermophil meint weniger das Vermdgen, bei sehr hohen Tempera-
turen zu wachsen, als vielmehr das Unvermégen sich unter 30° C zu vermehren (Stanley et al.
1998). Das Temperaturoptimum der {ibrigen Spezies liegt bei 37° C (Skirrow und Benjamin
1980).

Campylobacter spp. sind weder in der Lage, Kohlenhydrate zu fermentieren, noch zu oxidieren
(Vandamme et al. 1991). Thre Energiequellen sind Aminosduren wie Glutamat und Aspartat
sowie intermedidre Metabolite aus dem Citratsdure-Zyklus wie Succinat, Fumarat, Lactat und
Malat (Stahl et al. 2012; Tenover et al. 1985).

Desweiteren sind sie mikroaerophil und kapnophil, d.h. optimale Wachstumsbedingungen herr-
schen bei etwa 5 % Sauerstoff, 10 % Kohlendioxid und 85 % Stickstoff (Bolton und Coates
1983). Dies in Kombination mit den Temperaturanspriichen bedingt, dass sich Campylobacter
auBerhalb eines Wirtsorganismus in der Umwelt nicht vermehren kdnnen (Park 2002). Der Zu-
satz von 5 - 10 % Wasserstoff stimuliert das Wachstum einiger Campylobacter spp., wie C.

concisus, C. showae, C. curvus, C. rectus, C. gracilis, C. sputorum und C. hominis (On 2001).

2.3.2 Tenazitat

Campylobacter spp. weisen fiir einen Lebensmittel-assoziierten Zoonoseerreger eine geringe
Tenazitét auf (Park 2002). So zeigen sie eine geringe Sauerstofftoleranz und reagieren empfind-
lich gegeniiber ungiinstigen Umwelteinfliissen beziiglich Temperatur und pH-Wert. Gegeniiber

Austrocknung sind sie ebenfalls empfindlich (Tomancova et al. 1991).
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Auch wenn Campylobacter spp. bei Temperaturen unterhalb von 30°C nicht mehr vermeh-
rungsfahig sind, kdnnen sie bei 4°C iiber mehrere Monate z.B. in Flusswasser iiberleben (Rol-
lins und Colwell 1986). Die Uberlebensfihigkeit ist bei Kiihltemperaturen von etwa 4°C besser
als bei Raumtemperatur (Blaser et al. 1980). Sie iiberleben, wenn auch in geringer Zahl, mona-
telang bei Gefriertemperaturen (Beuchat 1987). Hingegen sind sie gegeniiber hohen Temperatu-
ren empfindlich. Obwohl einige Spezies als thermophil bezeichnet werden, kommt es bei Tem-
peraturen ab 56°C zum Absterben (Nguyen et al. 2006).

Das pH-Optimum fiir Campylobacter liegt zwischen pH 6,5 und pH 7,5 (Silva et al. 2011).
Auch gegeniiber ultravioletten Strahlen besitzen Vertreter der Gattung Campylobacter eine hohe
Empfindlichkeit. So stellten Boyle et al. (2008) im Rahmen ihrer Untersuchungen fest, dass
bereits eine 20-miniitige Bestrahlung mit direktem Sonnenlicht eine Campylobacter-Population
in Wasser inaktiviert. Des Weiteren sind Campylobacter empfindlich gegeniiber Nahrstoffman-
gel (Mihaljevic et al. 2007).

Bei widrigen Umweltbedingungen sind Campylobacter spp. in der Lage, in ein metabolisch
inertes Stadium iiberzugehen, in welchem sie lebensfahig, aber nicht kultivierbar sind (VBNC)
(Rollins und Colwell 1986). Allerdings besitzen nicht alle Campylobacter-Staimme diese Eigen-
schaft (Medema et al. 1992). Jones et al. (1991) konnten zeigen, dass VBNC-Formen von ge-
wissen Campylobacter-Stimmen Méuse infizieren konnen. Jedoch erlangen nicht alle VBNC-
Stadien nach intestinaler Passage ihre Kultivierbarkeit und Enteropathogenitit zuriick (Beumer
et al. 1992). Die Pathogenitét wihrend des VBNC-Stadiums wird kontrovers beurteilt (Oliver
2010). AuBerdem konnen kulturbasierte Nachweisverfahren zu falsch negativen oder zu niedri-
gen Nachweisraten fiihren (Saha et al. 1991).

Bei suboptimalen Bedingungen, insbesondere bei einem zu hohem Sauerstoffgehalt, sind sie
zudem in der Lage, Biofilme auszubilden, welche ihnen Schutz vor anderen Stressoren bieten
(Reuter et al. 2010; Joshua et al. 2006). Campylobacter spp. konnen dariiber hinaus in Proto-
zoen iiberleben, was ihre Persistenz in Gewéssern verbessern kann (Snelling et al. 2005). Die
geringe Tenazitdt und die speziellen Wachstumsanspriiche sind als Anpassung als Kommensale

im Magendarmtrakt warmbliitiger Tiere anzusehen (Park 2002).

2.3.4 Virulenzeigenschaften

Die Kombination aus spiraliger Form und chemotaktischer Beweglichkeit zu Muzin ermdgli-

chen das Durchdringen des Mukus im Darm (Hugdahl et al. 1988).

Zu weiteren Virulenzeigenschaften von C. jejuni zéhlen die Fahigkeit zu Adhésion und Invasi-
on, die Toxinproduktion und die Variabilitit von Oberflichenantigenen (van Vliet und Ketley

2001).
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Die Rolle von Toxinen in der Pathogenese scheint unklar. Das Cytolethal Distending Toxin ist
das am besten erforschte Toxin von Campylobacter spp. und fiihrt durch Blockade des Zellzyk-
lus in der G2-Phase zum Zelltod. Eine ausfiihrliche Ubersicht iiber Campylobacter-Zytotoxine

und -Enterotoxine ist bei Wassenaar (1997) zu finden.

2.4 Natirliche Reservoire

Campylobacter spp. sind weit in der Natur verbreitet (Jones 2001). Es handelt sich um enterale
Kommensalen zahlreicher Wild- und Haustiere, v.a. von Vogeln. Dies zeigt Tabelle Al des
Anhangs (On 2013; Man 2011). Die Campylobacteriose durch thermophile Campylobacter spp.
ist bei Rindern, Schafen, Ziegen, Hunden, Katzen, Puten, Gansen, Enten, Hithnern, Tauben und
anderen Tierarten gemaf der Verordnung iiber meldepflichtige Tierkrankheiten meldepflichtig.
Ausgenommen sind Einhufer, Schweine, Hasen, Kaninchen, Karpfen, Forellen und forellenarti-
ge Fische.

Katzen konnen Trager von Campylobacter spp. sein. Die bei ihnen beschriebenen Privalenzen
reichen von 0 % bis 75% (Acke et al. 2006; Lee et al. 2004). Die am haufigsten nachgewiesenen
Spezies sind C. upsaliensis und C. jejuni. C. coli wird deutlich seltener isoliert.

Tabelle A2 des Anhangs zeigt eine Ubersicht iiber die festgestellten Privalenzen, den Stichpro-
benumfang und die am hiufigsten nachgewiesene Spezies.

Katzen sind meist symptomlose Ausscheider von Campylobacter spp., manche entwickeln je-
doch Symptome wie der Mensch (Skirrow 1981). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass
33% der Katzen, die mit an C. jejuni-erkrankten Patienten in einem Haushalt lebten, ebenfalls
C. jejuni-positiv waren (Damborg et al. 2004).

In der Mehrheit der Studien konnte weder ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Aus-
scheidung von Campylobacter mit dem Alter noch mit Durchfallerkrankungen der Katzen fest-
gestellt werden (Rossi et al. 2008; Workman et al. 2005; Bender et al. 2005; Sandberg et al.
2002).

Andere Studien tiber die Altersverteilung Campylobacter-positiver Katzen zeigten unterschied-
liche Ergebnisse. Wieland et al. (2005) stellten bei unter drei Jahre alten Katzen signifikant héau-
figer C. upsaliensis bzw. helveticus fest, wohingegen C. jejuni altersunabhingig nachgewiesen
wurde. Bender et al. (2005) und Acke et al. (2009b) berichten von signifikant hdheren Prévalen-
zen bei Katzen unter einem Jahr, wohingegen Gargiulo et al. (2008) das Gegenteil fiir feline C.
Jejuni Isolate zeigte.

Auch die Aussagen iiber eine Saisonalitit sind kontrovers. Bender et al. (2005) berichten von
einem gehduften Auftreten im Sommer, wohingegen Wieland et al. (2005) und Loépez et al.
(2002) dies im Winter und Herbst feststellten. Andere Autoren konnten keinen Zusammenhang

mit der Jahreszeit erkennen (Baker et al. 1999).
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Ein Risikofaktor bei Katzen scheint Gruppenhaltung zu sein (Baker et al. 1999). Des Weiteren
weisen Freiginger ein groBeres Risiko auf, Campylobacter-Trager zu sein (Wieland et al. 2005).
Thermophile Campylobacter spp. kommen hiufig im Darmtrakt von Hunden vor. Langsschnitt-
studien zeigten, dass jeder oder ein grofler Anteil der untersuchten Hunde mindestens zu einem
Zeitpunkt des Untersuchungszeitraumes Campylobacter spp. ausschied (Hald et al. 2004a; Bell
et al. 2008).

Die berichteten Pravalenzen und auch die Speziesverteilung caniner Campylobacter-Isolate
variieren jedoch stark. Die beschriebenen Privalenzen reichen von 0 % bis 77 %. Die beiden
haufigsten Spezies des Hundes sind C. upsaliensis und C. jejuni. C. coli und C. lari weisen hin-
gegen geringere Privalenzen auf (Tabelle A3 des Anhangs).

Die Ubertragung von Campylobacter spp. von Hunden auf Menschen wurde bereits beschrieben
und auch im Zusammenhang mit einer neonatalen Sepsis durch Genotypisierung der Isolate
bewiesen (Blaser et al. 1978; Goossens et al. 1991; Damborg et al. 2004; Wolfs et al. 2001). Die
Rolle des Hundes als Infektionsquelle fiir den Menschen konnte auch bei einem Vergleich hu-
maner mit caniner Isolate mittels MLST gezeigt werden (Karenlampi et al. 2006).

Auch zeigte sich in Studien, dass der Kontakt zu Hunden ein signifikant erhohtes Risiko fiir
eine humane Campylobacteriose bedeutet (Kapperud et al. 1992b). Dies trifft insbesondere auf
Hundewelpen bei Kontakt mit Kindern zu (Mughini Gras et al. 2012; Stafford et al. 2008;
Friedman et al. 2004; Tenkate und Stafford 2001). Einige Studien identifizierten nur durchfall-
kranke nicht jedoch gesunde Hunde als Risikofaktor (Saeed et al. 1993; Adak et al. 1995).

Die Rolle von Campylobacter spp. als Ausloser von Darmerkrankungen bei Hunden ist umstrit-
ten. Die Mehrheit der Studien konnte keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Aus-
scheiden von Campylobacter spp. und dem Auftreten von Durchfall feststellen (Acke et al.
2006; Rossi et al. 2008; Parsons et al. 2011; Stavisky et al. 2011). In einer Studie hatte Durch-
fall sogar einen protektiven Effekt (Wieland et al. 2005). Bei Hunden verursacht C. jejuni im
Gegensatz zu C. upsaliensis haufiger Durchfall und transiente Infektionen (Hald et al. 2004a;
Parsons et al. 2011). In einer Studie zeigten weder experimentell infizierte Katzen-, noch Hun-
dewelpen klinische Symptome, allerdings erkrankte ein Mitarbeiter, der sich versehentlich infi-
zierte (Prescott und Karmali 1978). Dies kann bedeuten, dass nicht alle Stimme fiir Hunde pa-
thogen sind oder dass es sich um sekundire Pathogene handelt (Acke et al. 2006; Macartney et
al. 1988; Olson und Sandstedt 1987).

Auch gesunde Hunde konnen ein breites Spektrum an Campylobacter spp. ausscheiden, wes-
halb manche Autoren thermophile Campylobacter beim Hund als Kommensalen betrachten
(Chaban et al. 2010; Parsons et al. 2010; Engvall et al. 2003). Der iiberwiegende Teil der Stu-
dien konnte zeigen, dass junge Hunde ein hoheres Risiko als dltere aufweisen, Ausscheider zu

sein (Amar et al. 2014; Procter et al. 2013; Parsons et al. 2009; Acke et al. 2006; Wieland et al.
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2005). Dies wurde allerdings auch bei alten Hunden beschrieben (Badlik et al. 2014; Procter et
al. 2013; Parsons et al. 2011). Andere Studien wiederum konnten keine altersabhidngige Héu-
fung oder dies nicht fiir C. jejuni zeigen (Steinhauserova et al. 2000; Tsai et al. 2007; Salihu et
al. 2010; Wieland et al. 2005). Wenn Hunde Symptome einer Campylobacter-Infektion zeigen,
so sind i.d.R. junge Hunde und deren Magen-Darm-Trakt betroffen (Burnens et al. 1992). An
Durchfall erkrankte Hunde zeigen eine grolere Campylobacter-Spezies-Vielfalt und scheiden
eine hohere Zahl an Campylobacter spp. aus, wobei aber die Menge der gesamten bakteriellen
Flora im Kot konstant bleibt. Dies spricht fiir eine Verschiebung der mikrobiellen Flora im
Darm zugunsten von Campylobacter spp. (Chaban et al. 2010). Auch bei Jagdhunden zeigte
sich eine groflere Spezies-Vielfalt (Procter et al. 2013).

Streunende Hunde scheiden Campylobacter spp. ebenfalls signifikant hdufiger aus (Tsai et al.
2007; Fernandez und Martin 1991). Mehrere Studien konnten auch der Zwingerhaltung ein sig-
nifikant hoheres Risiko zuschreiben (Parsons et al. 2010; Westgarth et al. 2009; Tsai et al. 2007;
Workman et al. 2005). Untersuchungen zum Einfluss der Haltung mehrerer Hunde im selben
Haushalt fiihrten zu eher widerspriichlichen Ergebnissen. Teilweise wurde ein signifikant hohe-
res Risiko, C. upsaliensis auszuscheiden beschrieben, andere Autoren konnten jedoch keinen
Zusammenhang zwischen dem Trégerstatus und dem Zusammenleben mit anderen Tieren fest-
stellen (Parsons et al. 2010; Westgarth et al. 2009; Lopez et al. 2002; Hald et al. 2004a).
Hinsichtlich einer vorausgehenden Antibiosegabe zeigte sich entweder ein geringeres Risiko
oder kein Einfluss auf das Auftreten von C. upsaliensis (Leonard et al. 2011; Parsons et al.
2010; Moser et al. 2001). Die Fiitterung von rohem Fleisch stellt einen Risikofaktor dar, in
kommerziellem Trocken-, Nass- und Rohfutter fiir Hunde konnte wiederum keine Campylobac-
ter spp. isoliert werden (Leonard et al. 2011; Parsons et al. 2010; Wieland et al. 2005; Stroh-
meyer et al. 2006).

Einige Autoren berichten von einer wie beim Menschen &hnlichen Saisonalitdt mit vermehrtem
Auftreten in den warmen Jahreszeiten, andere konnten allerdings keine Saisonalitdt feststellen
(Amar et al. 2014; Carbonero et al. 2012; Hald et al. 2004a; Lopez et al. 2002; Moser et al.
2001; Baker et al. 1999).

Hunde und auch Katzen sind die einzig relevanten Quellen von C. upsaliensis und meist wird C.
upsaliensis als die dominierende Spezies von Hunden beschrieben (Fernandez und Oval 2012;
Bourke et al. 1998). Der Anteil dieser Spezies an humanen Enteritiden variiert, je nach Isolie-
rung, Bestitigungsmethode und Land, stark (Nichols et al. 2012; Labarca et al. 2002; Engberg
et al. 2000; Goossens et al. 1990).

Die optimale Wachstumstemperatur thermophiler Campylobacter entspricht der Korperinnen-
temperatur von Vogeln (Stanley und Jones 2003). Ausscheider sind eine Vielzahl von Wildvo-

gelarten, wie auch Hiihner, Puten, Enten, Ginse, Wachteln und Straufle (Griekspoor et al. 2013;
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Hughes et al. 2009; Waldenstrom et al. 2002; Kovacic¢ et al. 2013; Wieliczko 1994; Ngulukun et
al. 2010; Oyarzabal et al. 1995). Gefliigel gilt als priméres natlirliches Reservoir von C. jejuni
und als Hauptquelle der humanen Campylobacteriose (Wilson et al. 2008; Park 2002).
Gefliigelfleisch ist aufgrund des hohen Verzehrs von groBer Bedeutung (Humphrey et al. 2007).
Sie sind mit bis zu 10° KBE/g Kot starke Ausscheider von Campylobacter spp. (Cawthraw et al.
1996). Die dominierende Spezies ist C. jejuni, aber auch C. coli kann isoliert werden (Sulonen
et al. 2007). Eine vertikale Ubertragung scheint nur eine untergeordnete Rolle zu spielen, da
Kiiken erst mit der dritten Lebenswoche kolonisiert werden, was vermutlich durch den Verlust
des Schutzes durch maternale Antikdrper bedingt ist (Bull et al. 2006; Sahin et al. 2001). Tritt
eine Infektion zu einem spiteren Zeitpunkt auf, kann eine Ubertragung iiber Koprophagie in-
nerhalb von 72 h und auf bis zu 100% der Tiere einer Herde erfolgen (Shreeve et al. 2000). Je
nach Land sind 17 % bis 100 % der Broiler Campylobacter-positiv (Eurosurveillance editorial
team 2012).

Eine Saisonalitéit mit einem gehéduften Vorkommen in Sommer und Herbst wurde berichtet (Ja-
cobs-Reitsma et al. 1994).

Auch in Taubenkot gesunder Tiere sind Bakterien der Gattung Campylobacter weit verbreitet
(Vazquez et al. 2010). Beschriebene Priavalenzen reichen von 0 % bis zu 70,2 % (Aquino et al.
2002; Lillehaug et al. 2005; Jeffrey et al. 2001; Vazquez et al. 2010). Isoliert wurden iiberwie-
gend C. jejuni und auch C. coli (Vazquez et al. 2010). Eine Untersuchung von Wachtelkot auf
C. jejuni und C. coli ergab eine Isolierungsrate von 31,3 % (Ngulukun et al. 2010).

Schweine zdhlen ebenfalls zu den natiirlichen Reservoiren von Campylobacter. C. coli ist Teil
der physiologischen Darmflora von Schweinen und ist beinahe als ausschlieBliche Spezies zu
finden (Varela et al. 2007a; Oporto et al. 2007; Kasimir 2005). Allerdings konnten auch C. jeju-
ni und C. lari isoliert werden (Kosinc 2011; Young et al. 2000).

Die Infektion der Ferkel erfolgt v.a. durch die Muttersau (Weijtens et al. 1999). Auf diese Weise
konnen Ferkel bereits innerhalb von 24 h kolonisiert werden (Harvey et al. 2000). Die Campy-
lobacter-Zellzahl nimmt mit zunehmendem Alter ab und Schweine zeigen sowohl kontinuierli-
ches als auch intermittierendes Ausscheiden (Weijtens et al. 1999; Kasimir 2005).

Auch die GroBle des Betriebes wirkt sich aus. Je grofler der Betrieb ist, desto hdufiger konnte C.
coli nachgewiesen werden (Kosinc 2011). Bei Schweinen wurde keine Saisonalitdt bei der Aus-
scheidung von Campylobacter spp. beobachtet (Milnes et al. 2008).

Schweine weisen eine hohe Erregerprivalenz von bis zu 100 % auf (Kasimir 2005; Workman et
al. 2005; Madden et al. 2000). Allerdings wurde auch von erregerfreien Betrieben und geringe-
ren Privalenzen (9%) berichtet (Marinou et al. 2012; Aquino et al. 2002).

Thermophile Campylobacter spp. wurden sowohl von gesunden Rindern als auch von an Durch-

fall erkrankten Kélbern isoliert (Klein et al. 2013). Kélber sind héaufiger Trager als adulte Tiere
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(Johnsen et al. 2006; Stanley und Jones 2003). Beschriebene Privalenzen reichen von 0,5 % bis
87 % (Hoar et al. 1999; Sanad et al. 2011; Oporto et al. 2007; Hannon et al. 2009). Die haufigs-
te bei Rindern vorkommende Spezies ist C. jejuni, daneben kommen auch C. coli und andere
Campylobacter spp. wie C. fetus, C. hyointestinalis und C. lanienae vor (Sproston et al. 2011;
Milnes et al. 2008; Hakkinen et al. 2007).

C. fetus ssp. veneralis verursacht die venerische Campylobacteriose der Rinder, die durch Infer-
tilitat der weiblichen Tiere und seltener Aborte gekennzeichnet ist (Bawa et al. 1991; Iraola et
al. 2012). C. fetus ssp. fetus hingegen verursacht sporadische Aborte (Brooks et al. 2004).

In Gegensatz zu Gefliigel scheinen Rinder-assoziierte humane Isolate eher durch direkten Kon-
takt oder indirekt iiber die Umwelt als iiber Lebensmittel iibertragen zu werden (Strachan et al.
2009).

Die bei Pferden beschriebenen Pravalenzen liegen bei nur etwa 3 % (Moriarty et al. 2015). C.
fetus ssp. fetus wurde als Erreger von chronischem Durchfall bei einem Pferd beschrieben (Hur-
combe et al. 2009). Auch andere Campylobacter spp. kommen im Darmtrakt von Pferden vor
(Zweifel et al. 2008; Baserisalehi et al. 2007; Netherwood et al. 1996).

Schafe und Ziegen zéhlen ebenfalls zu den Sdugetieren, die Campylobacter spp. ausscheiden
(Hald et al. 2004a; Raghunath und Banker 1993). Abgesehen von wenigen Berichten iiber hdhe-
re Prévalenzen von Campylobacter spp. bei Schafen von 17,5 % bis zu 43,8 %, liegen die meis-
ten Angaben bei etwa 10 % (Zweifel 2004; Milnes et al. 2008; Oporto et al. 2007; Schilling et
al. 2012; Sproston et al. 2011). Bei Schlachtlimmern liegen meist hdhere Pravalenzen vor (La-
zou et al. 2014; Bailey et al. 2003). Die dominierende Spezies ist wie auch bei Ziegen, Gefliigel
und Rindern C. jejuni, aber auch C. coli kommt vor (Schilling et al. 2012; Oporto et al. 2007).
Obwohl auch gesunde Schafe mit Campylobacter infiziert sein konnen, verursachen C. fetus
ssp. fetus und seltener auch C. jejuni Aborte bei Schafen (van den Brom et al. 2012; Sahin et al.
2012; Mannering et al. 2003). Die Pravalenzen von Campylobacter spp. bei Ziegen sind eben-
falls gering (Lee et al. 2004). Sie weisen Pravalenzen bis 15,4 % auf (Lazou et al. 2014; Schil-
ling et al. 2012).

2009 wurde eine neue Campylobacter-Spezies, C. cuniculorum, aus dem Zakum von Kaninchen
isoliert (Zanoni et al. 2009). Bis zu 100 % der Kaninchen sind Trager von C. cunicolorum, wo-
hingegen andere Spezies selten bis gar nicht nachgewiesen werden konnten (Revez et al. 2013;
Kohler et al. 2008; Roug et al. 2013; Effenberger 2008). Kaninchenfleisch scheint generell je-
doch keine bedeutende Quelle fiir Campylobacteriose darzustellen (Little et al. 2008). Auch
andere kleine Heimtiere, wie Ratten, Hamster, Méuse und Meerschweinchen kdnnen Campy-
lobacter spp. ausscheiden (Meanger und Marshall 1989; Meerburg et al. 2006; Gebhart et al.
1989; Effenberger 2008; Fernie und Park 1977). Uberdies wurden auch bei Reptilien wie
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Schildkréten, Echsen und Schlangen Campylobacter spp. nachgewiesen (Gilbert et al. 2014)
(Wang et al. 2013; Dingle et al. 2010).

Bei der Verbreitung von Campylobacter spp. wurde auch die Beteiligung von Arthropoden dis-
kutiert (Nichols 2005). Arthropoden kdnnen als mechanischer Vektor fungieren (Ekdahl et al.
2005). Je nach Fliegenspezies und Untersuchungsort variiert die Pravalenz von 1 bis 50,7 %
(Hald et al. 2008; Sproston et al. 2011; Hald et al. 2004b; Rosef und Kapperud 1983). Auch
Nacktschnecken und Kéfer konnen Trager von Campylobacter sein (Sproston et al. 2010; Haze-

leger et al. 2008; Jacobs-Reitsma et al. 1995).

Thermophile Campylobacter spp. sind als Folge einer fikalen Kontamination durch Wildtiere,
Weidetiere, Abwasser und Abschwemmung begiillter Landflichen bei Niederschlag in der
Umwelt weit verbreitet (Jones 2001; Rechenburg 2008; Stanley und Jones 2003).

Auch hier konnte eine Saisonalitdt gezeigt werden. Im Unterschied zur humanen Campylobacte-
riose und vielen Tierbestdnden sind die Isolationsraten in den kalten Jahreszeiten hoher als in
den warmen (Jones 2001; Obiri-Danso und Jones 1999). Dies scheint mit entsprechend niedri-
geren Temperaturen und geringerer UV-Strahlung zusammen zu hingen (Jones 2001).
Oberflachenwasser sind haufig mit C. jejuni, C. coli und C. lari kontaminiert (Moore et al.
2001; Brown et al. 2004). Dazu zdhlen Fliisse, Seen, Trinkwasser, Pools, Teiche und auch Pfiit-
zen (Devane et al. 2005; Horman et al. 2004; Moore et al. 2001; Jones 2001; Devane et al. 2005,
2005; Bull et al. 2006). Neben SiiBwasser konnten Campylobacter spp. auch in Meerwasser
nachgewiesen werden (Hernandez et al. 1996).

Weitere mogliche Quellen von Campylobacter spp. aus der Umwelt sind beispielsweise Bo-
denmaterial von Badestrinden, Spielpldtzen und landlichen Gegenden (Bolton et al. 1999; Ya-

mahara et al. 2012; French et al. 2009; Brown et al. 2004).

2.5 Resistenzlage

In den spéten 1990er Jahren traten bereits Fluorchinolon-resistente C. jejuni-Stimme in Europa
auf (Alfredson und Korolik 2007; Saenz et al. 2000). Seitdem nehmen antimikrobielle Resisten-
zen in Campylobacter spp. weltweit zu (World Health Organization 2013; Luangtongkum et al.
2009; Moore et al. 2006). Dies betrifft v.a. Fluorchinolone und in geringerem Maf3e auch Mak-
rolide (Luangtongkum et al. 2009; Alfredson und Korolik 2007).

Eine Studie zeigte einen beinahe fiinffachen Anstieg humaner Fluorochinolon-resistenter
Campylobacter-Isolate in einem Zeitraum von fiinf Jahren (Nachamkin 2000). Humane Campy-
lobacter-Isolate aus der EU zeigten v.a. Resistenzen gegeniiber Nalidixinsdure, Ciprofloxacin,
Ampicillin und Tetracyclin. Jedes vierte wies eine Multiresistenz auf (Eurosurveillance editorial

team 2015).
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Diese Resistenzentwicklung ist gesundheitlich von groer Bedeutung (Silva et al. 2011). Dies
schlédgt sich nicht nur in Therapieversagen und dem verzogerten Beginn einer Therapie durch
notwendige Resistenztests nieder. Ein weiterer Aspekt ist, dass Infektionen mit resistenten
Campylobacter spp. klinisch schwerwiegender und langwieriger sein konnen (Helms et al.
2005; Travers und Barza 2002).

Dem Einsatz antimikrobieller Substanzen in der Tierproduktion wird eine wichtige Rolle bei der
Resistenzentwicklung zugesprochen (Wieczorek und Osek 2013). Die Ubertragung resistenter
Bakterien von Nutztieren auf den Menschen erfolgt vermutlich liberwiegend iiber Lebensmittel
(Pezzotti et al. 2003; Engberg et al. 2001).

Der Einsatz von Antibiotika in der Humanmedizin tragt ebenfalls zum Resistenzerwerb von
Campylobacter spp. bei (Engberg et al. 2001). Die Induktion einer Resistenz gegen Fluorchino-
lone kann bereits wihrend einer Behandlung innerhalb von 24 Stunden auftreten (Molina et al.
1995).

Zur Untersuchung von Resistenzen bei Campylobacter finden Diffusions- (Plattendiffusions-,
Epsilometer-Test) und Dilutionsverfahren (Agardilution, Bouillon-Makro- und Mikrodilution)
Verwendung.

Fiir Campylobacter relevante Resistenzmechanismen sind die Verminderung der Antibiotikako-
zentration durch Effluxpumpen, die Inaktivierung des Antibiotikums durch Enzyme und die
Modifikation der Zielmolekiile (Iovine 2013). Dies erfolgt durch spontane Mutation oder hori-
zontalen DNA-Transfer (Transformation, Konjugation, Transduktion) (Wieczorek und Osek
2013; Luangtongkum et al. 2009). Aminoglykosid-Antibiotika konnen durch Enzyme inaktiviert
werden, Campylobacter spp. sind meist aber empfindlich. Mit Ausnahme von Carbapenemen
sind fast alle C. jejuni und C. coli resistent gegen Beta-Lactam-Antibiotika durch eine geringe
Bindung oder Beta-Lactamasen. Resistenzen gegen Chloramphenicol wie beispielsweise durch
inaktivierende Enzyme oder eine fehlende Bindung an die Ribosomen sind unter Campylobac-
ter spp. hingegen nicht sehr verbreitet. Fluorchinolon-Resistenzen sind meist durch Punktmuta-
tionen des Gens gyr4, welches eine Untereinheit der DNA-Gyrase kodiert, und Efflux-Pumpen
wie beispielsweise der CmeABC Multidrug Efflux-Pumpe bedingt und haufig (Wieczorek und
Osek 2013; Payot et al. 2006). Resistenzen gegeniiber Makroliden entstehen durch Zielmodifi-
kation der 23S rRNA durch Mutation, Efflux-Pumpen und verdnderte Membranpermeabilitit
(Iovine 2013; Corcoran et al. 2005). Auch Resistenzen gegeniiber Tetracyclinen durch riboso-
male Schutzproteine wie TetO und Efflux-Pumpen treten auf (Iovine 2013). Bemerkenswert ist
auch, dass C. coli haufiger Resistenzen aufweist als C. jejuni (Gallay et al. 2007; Guévremont et

al. 2006; Pezzotti et al. 2003).
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2.6 Campylobacteriose des Menschen

2.6.1 Allgemeines

Weltweit sind Campylobacter die haufigsten bakteriellen Erreger von gastrointestinalen Erkran-
kungen (World Health Organization 2013). Sie verursachen weltweit pro Jahr etwa 500 Millio-
nen Durchfallerkrankungen und Schétzungen zufolge allein in den USA jéhrlich Kosten von 1,7
Milliarden US $ (Hoffmann et al. 2012; Ruiz-Palacios 2007). Bei der Campylobacteriose han-
delt es sich dariiber hinaus um die hiufigste Zoonose in der Europdischen Union (EU) gefolgt
von Salmonellose und Yersiniose (Eurosurveillance editorial team 2015). Gemal § 7 des Infek-
tionsschutzgesetzes ist der Nachweis darmpathogener Campylobacter-Spezies bei Menschen
meldepflichtig und die Campylobacteriose rangierte 2014 auf Platz zwei der héufigsten melde-

pflichtigen Darmkrankheiten in Deutschland (Tabelle 1).

Tab. 1: Meldepflichtige Darmkrankheiten in der BRD 2014 (nach Robert-Koch-Institut: SurvsS-
tat@RKI 2.0, https://survstat.rki.de, Abfragedatum: <11.08.2015)

Erkrankung Fille

Norovirus-Enteritis 84.077
Campylobacteriose 77.229
Rotavirus-Enteritis 36.487
Salmonellose 18.070

2.6.2 Erreger

Die thermophilen Campylobacter-Spezies sind in der Humanmedizin am bedeutsamsten. Unter
ihnen macht C. jejuni den tiberwiegenden Teil der Infektionen beim Menschen aus. Etwa 90 %
der Fille sind auf C. jejuni und 10 % auf C. coli zuriickzufiihren. C. lari und C. upsaliensis ma-
chen gemeinsam weniger als 1 % aus (Sopwith et al. 2009; Giirtler et al. 2005; Friedman et al.
2004).

Dabei ist zu beriicksichtigen, dass Spezies wie C. lari, C. upsaliensis, C. concisus und C. ureo-
Iyticus (sogenannte ,,emerging pathogens) aufgrund ihrer noch anspruchsvolleren Kultivierung
vermutlich unterdiagnostiziert sind. Dies umfasst eine Inkubationsdauer von bis zu sieben Ta-
gen, ein besseres Wachstum in wasserstoffangereicherter Atmosphére und eine Sensitivitit ge-
geniiber in selektiven Nédhrmedien angewandten Antibiotika. C. hominis und C. ureolyticus
weisen auBerdem eine von den anderen Spezies abweichende unbegeisselte und stibchenformi-

ge Morphologie auf (Man 2011). Des Weiteren zeigen sie besseres Wachstum bei 37° C, eine

25



Literatur

Bebriitungstemperatur, die nicht in allen Laboren Standard zum Nachweis von Campylobacter
spp. ist. Auch eine Speziesidentifizierung erfolgt nicht in allen Laboren.

So bleibt die Bedeutung dieser bisher selten detektierten Spezies fraglich (Platts-Mills und
Kosek 2014).

2.6.3 Symptome und Therapie

Die Infektion mit Campylobacter spp. kann zu einem Spektrum von Symptomen fiihren, abhén-
gig von der Empfanglichkeit des Wirtes und der Virulenz des Stammes.

Tabelle A1 des Anhangs gibt eine Ubersicht iiber die verschiedenen Campylobacter-Spezies
und -Subspezies mit ihren Wirtspezies und verursachten Erkrankungen bei Mensch und Tier.
Die héufigste Folge einer Campylobacter-Infektion des Menschen ist eine akute Enteritis, deren
Inkubationszeit durchschnittlich vier Tage betrdgt (Horn und Lake 2013). Die klinische Mani-
festation ist nicht zu unterscheiden von anderen bakteriellen Enteritiden und umfasst wéssrigen
bis blutigen Durchfall, Fieber und abdominale Krampfe, seltener auch Erbrechen (Tribble et al.
2009; Gillespie et al. 2002).

Die Symptome sind i.d.R. selbstlimitierend und halten etwa sieben Tage an (Friedman et al.
2004). Patienten sind noch einige Wochen nach der Infektion Ausscheider, durchschnittlich 31
Tage (Kapperud et al. 1992a). Auch periodontale Erkrankungen und Gingivitis zeigten sich im
Zusammenhang mit einer Campylobacter-Infektion (Macuch und Tanner 2000). Campylobacter
spp. konnten aus Blut, Zerebrospinalfliissigkeit, Abszessmaterial, Genitalien, abortierten Feten,
und Urin isoliert werden (Man 2011). Eine Bakteridmie tritt bei ca. 1% der Patienten mit
Campylobacter-Enteritis auf, wobei iiberwiegend junge, alte und immungeschwichte Menschen
betroffen sind (Friedman et al. 2004). C. fetus allerdings verursacht selten Enteritiden, haufig
hingegen systemische Infektionen (Nichols et al. 2012).

Schitzungsweise fithren 10% der Campylobacteriose-Félle zu einer Hospitalisierung (Helms et
al. 2006; Friedman et al. 2004). Die Mortalitét liegt bei ca. 1 von 10.000 Fillen (Nichols et al.
2012).

Auch asymptomatische Verldufe wurden beschrieben (Ang et al. 2011). Dies trifft insbesondere
auf Personen zu, die beruflich gegeniiber dem Bakterium exponiert sind, wie Schlachthausmit-
arbeiter (Cawthraw et al. 2000).

Dies und der i.d.R. selbstlimitierende Charakter der Campylobacteriose fithren dazu, dass nicht
alle Erkrankten bei einem Arzt vorstellig werden. Dariiber hinaus werden nicht alle Patienten
auf Campylobacter spp. untersucht. Aus diesen Griinden wird die wahre Inzidenz acht-fach bis
38-fach hoher eingeschitzt (Wheeler et al. 1999; Mead et al. 1999).

Aufgrund des selbstlimitierenden Charakters der Erkrankung erfolgt zunichst meist eine symp-

tomatische Behandlung mittels Fliissigkeits- und Elektrolytsubstitution. Eine Antibiotikagabe ist
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bei hohem Fieber, blutigem Stuhl, Symptomen, die ldnger als eine Woche andauern, Schwan-
gerschaft, einer HIV-Infektion sowie anderen immunschwichenden Zustinden indiziert. Makro-
lide, wie Erythromycin, sind das Antibiotikum der ersten Wahl bei therapiewiirdigen Campy-
lobacteriose-Fillen (Wieczorek und Osek 2013). Auch Fluorchinolone werden hiufig eingesetzt
(Iovine 2013). Bei systemischen Infektionen mit Campylobacter spp. empfiehlt sich die Be-
handlung mit Gentamicin (Nielsen et al. 2010).

2.6.4 Komplikationen

Bei dem Guillain-Barré-Syndrom (GBS) handelt es sich um eine der bedeutsamsten postinfekti-
Osen Folgeerkrankungen einer C. jejuni-Infektion. Obwohl C. jejuni ein haufiger Trigger der
Erkrankung ist, ist das Risiko zu erkranken insgesamt gering. So geht zwar etwa jedem dritten
Fall von GBS eine C. jejuni-Infektion voraus, aber nur bei 0,07 % der Campylobacter-
Infizierten tritt ein GBS auf (Keithlin et al. 2014; World Health Organization 2013).

Die Pathogenese des GBS im Zusammenhang mit einer Campylobacter-Infektion beruht ver-
mutlich auf einer molekularen Mimikry zwischen Gangliosiden der Membran peripherer Nerven
und Strukturen der Lipopolysaccharide bestimmter Campylobacter-Stamme (Yuki et al. 1993).
Dies fiihrt zu einer akuten Demylinisierung oder Degeneration von axonalen Komponenten
peripherer Nerven, was sich in einer aufsteigenden schlaffen Lahmung zeigt (Willison 2005).
Eine andere Form des GBS ist das Miller-Fisher-Syndrom, welches durch das Auftreten einer
Ophthalmoplegie, Ataxie und Areflexie gekennzeichnet ist (Takahashi et al. 2005).

Manche Patienten mit GBS erholen sich vollstidndig, wobei die Genesung durchschnittlich ein
halbes Jahr dauert. Andere Patienten zeigen bleibende neurologische Symptome oder erleiden
Rezidive. Die Mortalitdt des GBS liegt etwa bei 3% (van den Berg et al. 2013).

Eine andere immunmediierte Komplikation einer Campylobacter-Infektion ist die reaktive Arth-
ritis. Diese tritt in neun von 1.000 Enteritisfallen auf (Ajene et al. 2013). Eine weitere mogliche
Komplikation ist das sogenannte Reiter-Syndrom, welches die Symptom-Trias Arthritis, Kon-
junktivitis und Urethritis umfasst (Townes 2010).

Campylobacter spp. wurden auch bei bis zu 40% der Patienten mit IBD (chronisch-
entzlindlichen Darmerkrankungen) isoliert (Zautner et al. 2014). Auch im Zusammenhang mit
einer immunoproliferativen Diinndarmerkrankung, einer Form des Lymphoms, wurde von vo-
rausgehenden C. jejuni-Infektionen berichtet (Lecuit et al. 2004).

Die angefiihrten Komplikationen sind, wenn auch selten, schwerwiegend und machen zusam-
men mit der geringen minimalen infektidsen Dosis (MID) und der hohen Inzidenz die groB3e

Bedeutsamkeit von Campylobacter spp. als Krankheitserreger aus (Moore et al. 2005).
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2.6.5 Epidemiologische Aspekte

Die Epidemiologie der Campylobacteriose ist aufgrund der zahlreichen Quellen und Ubertra-
gungswege sowie noch unbekannter Faktoren der Erreger-Wirts-Beziehung komplex (Acke et
al. 2010).

Die minimale infektiose Dosis (MID) ist mit etwa 500-800 koloniebildenden Einheiten (KBE)
vergleichsweise gering (Black et al. 1988; Robinson 1981). Die MID von Salmonellen liegt mit
etwa 10° KBE beispielsweise deutlich hoher (McCullough 1951). Allerdings ist die zu einer
klinischen Erkrankung fiihrende Infektionsdosis von verschiedenen Faktoren abhéngig wie der
Abwehrlage des Infizierten, der Serovarietdt und der Art und Zusammensetzung des kontami-
nierten Lebensmittels (Miiller 2002).

Die Infektion erfolgt iiberwiegend oral, wobei mehrere Ubertragungswege in Frage kommen.
Eine direkte Exposition durch Tierkot von Heim-, Nutz- oder Wildtieren ist moglich. Der Stuhl
infizierter Personen ist selten Infektionsquelle, zumal der Mensch nur voriibergehend Wirt von
Campylobacter spp. ist (Jones und Harrop 1981).

Die direkte Exposition erscheint nicht den Hauptiibertragungsweg fiir eine Infektion darzustel-
len, da sie selten vorkommt und persdnliche HygienemaBnahmen, wie das Handewaschen, sehr
effektiv sind. Haufiger erfolgt die Infektion indirekt iiber von ausscheidenden Tieren kontami-
niertes Fleisch, Milch und Wasser (Skelly und Weinstein 2003). Auch eine Verbreitung iiber die
Luft wurde beschrieben (Bull et al. 2006).

Die Lebensmittel-assoziierten Infektionen haben ihren Ursprung v.a. in der fikalen Kontamina-
tion von Fleisch wihrend des Schlachtprozesses und treten beim Verzehr, der Zubereitung und
Herstellung von Lebensmitteln auf (Moore 2005).

Die Mehrheit der Campylobacteriose-Félle ist im Gegensatz zu Salmonellen und anderen
enteropathogenen Keimen sporadischer Natur (Silva et al. 2011; Moore et al. 2005).

Als Infektionsquelle von Campylobacteriose-Ausbriichen sind iiberwiegend rohe Milch, konta-
miniertes Wasser und Gefliigelfleisch beschrieben (Heuvelink et al. 2009; Richardson et al.
2007; Moore 2005).

Gefliigelfleisch und -produkte scheinen die Hauptquelle der Campylobacteriose zu sein, wobei
Kreuzkontaminationen bei der Speisenzubereitung und seltener auch unzureichend durcherhitz-
tes Gefliigelfleisch von Bedeutung sind (World Health Organization 2013).

20-30 % der humanen Campylobacteriose-Fille sind auf Gefliigelfleisch zurilickzufiihren, 50 —
80 % auf das gesamte Reservoir von Hithnern. In frischem Hiihnchenfleisch wurden thermophi-
le Campylobacter spp. am haufigsten nachgewiesen. So waren in der EU 2007 26 % des fri-
schen Gefliigelfleisches betroffen (Westrell et al. 2009).

Eier hingegen spielen bei der Epidemiologie der Campylobacteriose keine bedeutende Rolle

(Sulonen et al. 2007; Sahin et al. 2003).
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Zu kontaminierten Lebensmitteln zidhlen auch Rind-, Schweinefleisch und andere Fleischpro-
dukte, sowie Muscheln, Salat und Gemiise (Moore 2005; Hussain et al. 2007; Endtz et al. 1997).
Obwohl z.T. hohe Priavalenzen im Kot von Rindern und Schweinen nachgewiesen werden
konnten, ist die Haufigkeit von Campylobacter spp. in deren Fleisch gering (Noormohamed und
Fakhr 2013). Dies ist auf die Kiihlung des Tierkdrpers und die Austrocknung der Haut nach der
Schlachtung zuriickzufiihren (Kasimir 2005). Sowohl das Fleisch von Schafen als auch von
Ziegen kann mit Campylobacter spp. kontaminiert sein (Rahimi et al. 2010). Auch Milch kann
beim Melken fikal kontaminiert werden, eine Campylobacter-bedingte Mastitis ist hingegen
selten (Orr et al. 1995). Nach dem Verzehr von Rohmilch, nicht erfolgreich pasteurisierter oder
nach der Pasteurisierungpasteurisierter kontaminierter Milch kann es zu einer Campylobacter-
Infektion kommen (Humphrey et al. 2007). Bei Untersuchungen schwanken die Isolationsraten
zumeist zwischen 0 % und 5% (Ruusunen et al. 2013; Hill et al. 2012; Wysok et al. 2011).

Bei einer Untersuchung von Tankmilchproben konnte der Erreger aus bis zu 12 % der Proben
isoliert werden (Bianchini et al. 2014).

Die Campylobacteriose zeigt in Landern mit geméBigter Klimazone eine deutliche Saisonalitit.
Die meisten Félle werden dort in den Sommer- oder spéten Frithlingsmonaten festgestellt (Ny-
len et al. 2002). Einige Autoren konnten hierbei einen Zusammenhang mit der Temperatur
nachweisen (Nichols et al. 2012; Tam et al. 2006; Louis et al. 2005). Neben saisonalen Unter-
schieden bestehen auch regionale Unterschiede in der Haufigkeit des Auftretens der Campy-
lobacteriose (Louis et al. 2005).

Die Alters- und Geschlechtsverteilung der Campylobacteriose ist einzigartig unter den bakteriel-
len Darmpathogenen des Menschen (Allos 2001). In den Industrieldndern zeigt sich eine bimo-
dale Altersverteilung. Besonders haufig sind Kleinkinder bis zum fiinften Lebensjahr betroffen.
Die zweite haufiger betroffene Altersgruppe zeigt sich zwischen dem etwa 15. bis 34. Lebens-
jahr (Louis et al. 2005; Michaud et al. 2004).

Auffallend bei der Geschlechtsverteilung ist, dass das ménnliche Geschlecht unabhéngig vom
Alter haufiger betroffen ist (Louis et al. 2005; Michaud et al. 2004; Friedman et al. 2004).
Nichols et al. (2012) konnten eine 30% hdhere Pravalenz beim minnlichen Geschlecht feststel-
len. Verhaltensbedingte, wie z.B. eine schlechtere Kiichenhygiene, wie auch physiologische
Ursachen wurden diskutiert (Strachan et al. 2008).

Eine weitere Risikogruppe stellen immungeschwiéchte und alte Menschen dar. So zeigen HIV-
Infizierte ein fast 40-fach hoheres Risiko an Campylobacter-Enteritis zu erkranken (Sorvillo et
al. 1991). Fallkontrollstudien konnten weitere Risikofaktoren fiir eine Campylobacteriose iden-
tifizieren, wobei die Einnahme von Protonen-Pumpen-Hemmern, Kontakt zu Tieren, chronische

Magen-Darm-Erkrankungen, Grillen und das Wohnen in ldndlichen Gegenden mit geringer

29



Literatur

Einwohnerdichte sowie Auslandsreisen dazu zéhlen (Mughini Gras et al. 2012; Doorduyn et al.
2010; Neimann et al. 2003; Friedman et al. 2004; Louis et al. 2005; Ethelberg et al. 2005).
Haufig bleibt die Ursache trotz der zahlreichen bekannten Risikofaktoren unerkannt. So schét-
zen Bessel et al. (2012), dass die Hélfte der Campylobacteriose-Félle beziiglich der Infektions-
quelle ungeklért bleibt. Zudem ist die Rolle anderer Quellen als Lebensmitteln noch nicht end-
giiltig geklart (Alter et al. 2011a).

Die Epidemiologie in den Entwicklungsldndern unterscheidet sich von der der Industrieldnder.
In den Entwicklungsldndern sind iiberwiegend Kinder von der Campylobacteriose durch kon-
taminiertes Wasser und Lebensmittel betroffen. Es handelt sich um die haufigste Ursache bakte-
rieller Enteritiden bei Kindern unter zwei Jahren (Coker et al. 2002). Die haufige Exposition
gegeniiber dem Bakterium wéhrend der Kindheit fiihrt zu einem erhohten Antikorperspiegel,
welcher hiufig zu asymptomatischen Verldufen bei Erwachsenen fiihrt (Martin et al. 1989; Bla-
ser et al. 1985). Zudem weist die Campylobacteriose in Entwicklungsléndern keine deutliche

Saisonalitét auf.

2.7 Isolierungsverfahren

Fiir die Isolierung von Campylobacter spp. aus Fizes, Wasser und Lebensmitteln wurden eine
Vielzahl von Methoden und selektiven Nahrmedien entwickelt (Corry et al. 1995).

Werden Tupfer bei der Beprobung verwendet, so empfiehlt sich die Verwendung eines Trans-
portmediums zum Schutz vor Austrocknung und toxischen Sauerstoffradikalen, wie beispiels-
weise Cary Blair Medium, modifiziertes Cary Blair Medium, modifiziertes Stuart Medium oder
Campylobacter Thioglykolat Medium. Bei der Untersuchung von Tierkot empfiehlt sich eine
Kultivierung innerhalb von 24 h bis 48 h. Der Transport sollte lichtgeschiitzt bei 4°C erfolgen
(World Organisation for Animal Health 2012).

Es ist eine Inkubationszeit von mindestens 48 h erforderlich, eine verldngerte Inkubation von 72
h fiihrt zu einer Zunahme der Isolationsrate unabhéngig vom Medium (Endtz et al. 1991).
Néhrmedien enthalten Zusétze wie Blut, Kohle, Natriumpyruvat, Eisensulfat und Enzyme (z.B.
Katalase), um genotoxische Einfliisse von Sauerstoffradikalen abzuschwichen (Corry et al.
1995). Bespiele fiir bluthaltige Ndahrmedien sind Skirrow-, Butzler-, Preston- und Campy BAP-
Agar (Skirrow 1977; Goossens et al. 1983; Bolton und Robertson 1982). Blutfrei und kohlehal-
tig sind beispielsweise Karmali-, CAT-Agar oder mCCDA-Agar (Karmali et al. 1986; Aspinall
et al. 1993; Hutchinson und Bolton 1984).

Zur Selektion enthalten Ndahrmedien z.T. antibiotische Zusédtze, wie Cephalothin, Cephalexin,
Cefoperazon, Trimethoprim, Polymyxin B und Colistin, zur Hemmung der Begleitflora. Am-
phothericin B und Nystatin werden in vielen Medien zur Unterdriickung von Hefen und

Schimmelpilzen eingesetzt (Corry et al. 1995). Bei der Isolierung von Campylobacter ist zu
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beriicksichtigen, dass einige C. upsaliensis-, C. jejuni ssp. doylei- und auch manche C. coli-, C.
lari- und C. hyointestinalis-Stimme empfindlich auf solche Supplemente reagieren (Corry et al.
1995; Goossens et al. 1990; Lawson et al. 1997; Lawson et al. 1999).

Steele und McDermott entwickelten 1984 eine passive Membranfiltration, welche sich beson-
ders geeignet zur Isolation antimikrobiell sensitiver Campylobacter-Spezies erwies (Steele und
McDermott 1984). Diese Methode wurde im Cape-Town-Protokoll durch die Kombination von
Membranfiltration auf Antibiotika-freiem Blutagar und einer Wassertsoff-angereicherten mik-
roaeroben Atmosphére optimiert (Lastovica und Le Roux 2003).

Ferner erschwert eine Inkubationstemperatur von 42 °C die Detektion einiger Campylobacter
spp., wie beispielsweise C. hominis und C. upsaliensis, weshalb sich flir deren Nachweis eine
Bebriitungstemperatur von 37 °C empfiehlt (Corry et al. 1995). Die Begleitflora wird hingegen
bei 42°C besser unterdriickt (On 2013). Die Mehrheit der Campylobacter-Spezies wachsen al-
lerdings sowohl bei 42°C als auch bei 37°C (Corry et al. 1995).

Bei Untersuchungsmaterial, in dem mit einer geringen Konzentration von Campylobacter spp.
oder durch suboptimale Umweltbedingungen vorgeschidigte Campylobacter spp. sowie einer
hohen Begleitflora gerechnet werden muss, ist eine Voranreicherung empfehlenswert. Dazu
werden héufig die selektiven Medien Preston-, Park und Sanders- und Exeter-Bouillon verwen-
det (Corry et al. 1995).

Eine Standard-Methode zum horizontalen Nachweis von Campylobacter spp. in Lebens- und
Futtermitteln wurde von der Internationalen Organisation fiir Normung (ISO) zuletzt als EN
ISO 10272-1:2006 verdffentlicht. Diese empfiehlt eine Anreicherung mit anschlieBendem Kul-
turausstrich auf mCCDA und einem weiteren Medium nach Wahl. Beim Vorliegen von wenigen
Campylobacter und viel Begleitflora empfiehlt sich eine Voranreicherung in Preston-Bouillon
mit einer anschlieBenden Subkultivierung auf mCCDA (Nachamkin et al. 2008).

Eine Optimierung der Isolierungsverfahren zur Detektion auch geringer Mengen an Campy-
lobacter spp. ist aufgrund der geringen minimalen infektiosen Dosis bedeutsam (Moore et al.
2001). AuBerdem ist die Kombination mehrerer Kultivierungsmethoden empfehlenswert (Acke

et al. 2009a; Bolton et al. 1988).

2.8 Identifizierung von Campylobacter spp.

2.8.2 Phinotypisierung
Zu einer ersten Bestétigung von Campylobacter spp. eignet sich die charakteristische mikrosko-
pische Morphologie sowie die Koloniemorphologie. Auf bluthaltigen Ndhrmedien sind die Ko-

lonien von Campylobacter graulich, rund, konvex, glinzend und scharf begrenzt. Auf kohlehal-
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tigen Nahrmedien hingegen stellen sie sich gréulich mit metallischem Glanz dar. AuBerdem
konnen sie Schwarmverhalten zeigen (World Organisation for Animal Health 2012).

Probleme bei der Typisierung von Campylobacter spp. bereitet deren biochemisch relativ inak-
tives Verhalten (On 1996). Die meisten Spezies sind Cytochrom-Oxidase-positiv, reduzieren
Nitrat und bilden Katalase (On 1996; Hébert et al. 1982). Zur biochemischen Unterscheidung,
auch Biotypisierung genannt, eignen sich aulerdem Hippurat-Hydrolyse, Schwefelwasserstoff-
Hydrolyse, Urease-Bildung und Indoxyl-Acetat-Hydrolyse. Eine Ubersicht zeigt Tabelle 2
(Vandamme 2000). Einige Stimme zeigen jedoch ein abweichendes Verhalten, weshalb es zu

einer falschen Spezieszuordnung kommen kann (Steinhauserova et al. 2000; Nakari et al. 2008).

Tab. 2: Biochemische Kriterien zur Differenzierung von Campylobacter spp. (Vandamme 2000)

Hippurat- Indoxyl-Acetat-
Spezies Katalse Urease
Hydrolyse Hydrolyse

C. coli + - + -
C. fetus ssp. fetus + - - -
C. fetus ssp. veneralis v - - -
C. jejuni ssp. doylei v + + -
C. jejuni ssp. jejuni + + + -
C. lari + - - AV

C. upsaliensis - - - -

+ : Reaktion in 90 % der untersuchten Stimme positiv
- : Reaktion in weniger als 11 % der untersuchten Stdmme positiv
v : stammabhingige Reaktion

Eine weitere Moglichkeit Campylobacter spp. zu differenzieren ist die Uberpriifung der Resis-
tenz gegeniiber den Antibiotika Cephalotin und Nalidixinsdure. Da zunehmend aber auch Nali-
xidin-resistente C. jejuni und C. coli-Stimme auftreten, sollte dieses Unterscheidungsmerkmal
ebenfalls mit Vorsicht beurteilt werden (Kayman et al. 2013; Varela et al. 2007b).

Eine weitere Form der phéanotypischen Charakterisierung ist die Serotypisierung. Die beiden
bekanntesten Verfahren sind das Penner-Schema und das Verfahren nach Lior (Penner und
Hennessy 1980; Lior et al. 1982). Nachteile der Serotypisierung treten bei nicht typisierbaren
Stdimmen oder solchen, deren Typisierung durch Antigenvariationen instabil ist in Erscheinung
(McKay et al. 2001; Harris et al. 1987). Zudem wurde {iber das Auftreten von Kreuzreaktionen
zwischen Serotypen berichtet (McKay et al. 2001). Campylobacter-Isolate kdnnen auBerdem
iiber spezifische Lysisprofile mithilfe standardisierter Bakteriophagen charakterisiert werden,

was als Phagentypisierung bezeichnet wird (Grajewski et al. 1985).
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2.8.3 Genotypisierung

Aufgrund der komplexen Taxonomie, des langsamen und anspruchsvollen Wachstums und der
geringen biochemischen Aktivitat ist die Identifizierung von Campylobacter spp. mittels phano-
typischer Methoden oft schwierig und zeitaufwéindig. Aus den angefiihrten Griinden sollten
biochemische durch molekulare Verfahren wie beispielsweise die PCR ergénzt, wenn nicht
ersetzt werden (World Organisation for Animal Health 2012).

Die genotypischen sind den serotypischen Methoden in ihrer Aussagekraft beziiglich der
Stammdifferenzierung iiberlegen (Nielsen et al. 2000; Wassenaar und Newell 2000).

Eine Genotypisierung von Campylobacter kann sowohl zur Speziesdifferenzierung als auch fiir
Stammvergleiche genutzt werden. Einen Uberblick iiber die verschiedenen Genotypisierungs-
methoden geben Wassenaar et al. (2000) sowie Johnsen et al. (2006). Fiir Campylobacter exis-
tiert zurzeit kein einheitliches Genotypisierungsverfahren. Tabelle 3 gibt eine Ubersicht {iber
Vor- und Nachteile verschiedener Genotypisierungsverfahren. Die Kombination mehrerer Ge-

notypisierungsverfahren erhoht die Diskriminierungsfahigkeit (Johnsen et al. 2006).

Tab. 3: Kriterien der Genotypisierungsverfahren fiir Campylobacter spp.

Methode Diskriminie- Typisier- Reproduzier- Dauer Kosten Quelle

rungspotenzial barkeit barkeit

Fla-Typisierung MaBig 100% gut <1ld niedrig *
PFGE Gut 100% gut 3—-4d durch- *
schnittlich
Ribotypisierung  Schwach 100% gut 3—-4d durch- *
schnittlich
RAPD durchschnittlich ~ 80% niedrig <1ld  niedrig *
AFLP Gut 100% gut 2-3d durch- *
schnittlich
RFLP sehr gut 100% gut 3—4d durch- *
schnittlich
MLST gut bis sehr gut  100% sehr gut 3—4d hoch ok

* Wassenaar und Newell (2000)
** Maiden et al. (1998)
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2.8.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren, das es ermdoglicht, gezielt DNA-
Abschnitte in-vitro durch den Einsatz von Enzymen zu vervielfiltigen. Es kann fiir den gat-
tungsspezifischen Nachweis von Campylobacter, die Speziesdifferenzierung und Stammver-
gleiche eingesetzt werden (Birkenhead et al. 1993).

Fiir den Nachweis von Campylobacter wurde eine grole Anzahl an PCR-Modellen publiziert.
Héufig wird die 16S- oder 23S-rDNA als Zielregion fiir diese genutzt (Neubauer und Hess
2006; Giesendorf und Quint 1995; Eyers et al. 1993). Auch Gene, die flir Virulenzfaktoren oder
Stoffwechselleistungen kodieren, sind dazu geeignet. Beispiele dafiir sind: 4ipO kodiert fiir die
Hippurikase, gly4 kodiert fiir die Serin-Hydroxymethyltransferase und sapB, welches fiir ein
Oberflachenprotein kodiert (Neubauer und Hess 2006; Linton et al. 1997; Al Rashid et al. 2000;
Casadémont et al. 1998).

2.8.3.2 PCR-RFLP

Die Methode der PCR-RFLP (PCR- Restriktionsfragmentléngenpolimorphismus) kann zur Spe-
ziesdifferenzierung von Campylobacter-Isolaten anhand der 16S-TRNA-Genombereiche oder
zur Identifizierung thermophiler Campylobacter spp. mittels 23S-TRNA-Regionen genutzt wer-
den (Wang et al. 2002; Fermér und Engvall 1999). Dazu werden die mittels spezifischer Primer
generierten PCR-Produkte mit einer Restriktionsendonuklease geschnitten und die entstandenen
Fragmente elektrophoretisch aufgetrennt. Durch den Einsatz unterschiedlicher Primer und Rest-
riktionsendonukleasen wird allerdings die Vergleichbarkeit zwischen den Laboren erschwert

(Wassenaar und Newell 2000).

2.8.3.3 Ribotypisierung

Bei der Ribotypisierung wird DNA untersucht, die fiir ribosomale RNA (5S-, 16S- und 23S-
rRNA) kodiert. Die isolierte DNA wird mit einem Restriktionsenzym geschnitten und nach
Elektrophorese im Southern-Blot-Verfahren mit spezifischen rRNA-Sonden hybridisiert.
Nachteile dieser Methode sind der grofe Arbeitsaufwand und die schlechte Standardisierungs-
moglichkeit. Dariiber hinaus ist das Diskriminierungspotenzial bei der Typisierung von Campy-
lobacter spp. durch die geringe Anzahl von rRNA-Gen-Kopien im Campylobacter-Genom be-
grenzt (Wassenaar und Newell 2000).

2.8.3.4 Flagellin-Typisierung (fla-Typing)
Die Flagellin-Gene, fla4 und flaB, deren Transkriptionsprodukte dem Gei3elaufbau dienen, sind
hoch konserviert, weisen jedoch auch variable Bereiche auf, wodurch sie sich fiir eine Analyse

mittels RFLP eignen (Meinersmann et al. 1997; Nuijten et al. 1990). Desweiteren kann die
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Sequenzierung eines Fragmentes (short variable region) des Gens fla4 fiir Stammvergleiche
herangezogen werden (Meinersmann et al. 1997).

Aufgrund einer moglichen Rekombination von Flagellin-Genen zwischen den Spezies ist die
Flagellin-Typisierung fiir die Speziesdifferenzierung allerdings ungeeignet (Boer et al. 2000).
Auch durch inter- und intragenomische Rekombination kommmt es zu genetischen Instabiliti-
ten, was den Nutzen der fla-Typisierung bei langfristigen epidemiologischen Studien stark ein-

schrankt (Harrington et al. 1997).

2.8.3.5 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Die Auftrennung der mittels Restriktionsenzymen verdauten gesamtgenomischen DNA anhand
der Gelelektrophorese in einem multidirektionalen Spannungsfeld wird als PFGE bezeichnet.
Die PFGE-Methode ist aufwendig und zeitintensiv. Auch die geringe Diskriminierungsfahigkeit
bei PFGE-Mustern mit geringer Fragmentanzahl ist zu beachten (Boer et al. 2000).

2.8.3.6 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

Bei dieser Methode werden kurze, zufillig generierte Primer genutzt, um PCR-Produkte von
variabler Lénge zu erzeugen. Die zu amplifizierenden DNA-Sequenzen sind entsprechend nicht
bekannt (Matsheka et al. 2006).

Die schlechte Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit sowie die subjektive Interpretation der

Bandenmuster nach der gelelektrophoretischen Auftrennung erweisen sich als nachteilig (Was-

senaar und Newell 2000).

2.8.3.7 Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

Bei der AFLP-Methode wird die gesamte DNA mittels zweier Restriktionsenzyme, ein haufig
und ein selten schneidendes, in viele kleine Fragmente zerlegt. Da im Anschluss nur eine Teil-
menge der Fragmente amplifiziert werden soll, werden die Fragmentenden mittels Adapter mo-
difiziert. Dann erfolgt eine Amplifikation durch eine préiselektive und selektive PCR. Hierbei
werden Primer angewendet, die zuféllig um wenige Nukleotide verldngert wurden. So lagern sie
sich nur noch an Enden solcher Fragmente an, die dazu komplementér sind. Bei der selektiven
PCR wird das Produkt der ersten PCR als Template verwendet.

Durch diesen Ablauf wird die Anzahl der Fragmente auf ein auswertbares Mal} reduziert. An-

schliefend werden die PCR-Produkte elektrophoretisch aufgetrennt.

2.8.3.8 Multi Locus Sequence Typisierung (MLST)

Die MLST ist eine Genotypisierungsmethode bei der eine Amplifikation und Sequenzierung
von ca. 600 Basenpaaren umfassenden Abschnitten mehrerer Gene aus bakterieller DNA er-

folgt.
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Die fiir die MLST ausgewéhlten Gene sind hoch konserviert, weisen aber trotzdem ausreichend
Allel-Variationen zur Differenzierung auf (Thakur et al. 2006). Zudem sind sie relativ gleich-
méiBig iiber das gesamte Genom verteilt, was die Anfélligkeit des Verfahrens fiir Rekombinati-
onsvorginge minimiert.

Da die Translationsprodukte der Zielgene fiir grundlegende Stoffwechselvorgénge verantwort-
lich sind, werden sie als ,,Haushaltsgene“ bezeichnet. Sowohl die Anzahl als auch die entspre-
chenden Gene selbst kdnnen je nach MLST-Schema variieren. Neben C. jejuni und C. coli kon-
nen auch C. lari, C. helveticus, C. fetus und C. upsaliensis mit der MLST-Analyse differenziert
werden (van Bergen et al. 2005; Miller et al. 2005).

Die Amplifikation der Haushaltsgenfragmente erfolgt mittels PCR. Die PCR-Produkte werden
anschlieffend sequenziert. Jedem einzelnen Genlocus eines Isolats wird dann anhand der Nukle-
otidsequenz eine bestimmte Allelnummer zugeordnet. Der Sequenztyp des Isolates ergibt sich
aus der Kombination der Allelnummern.

Das beschriebene Verfahren bietet ein HochstmaB3 an Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit
(Colles und Maiden 2012). Die MLST wird derzeit als Goldstandard fiir die Typisierung der
meisten Campylobacter-Spezies betrachtet und héufig epidemiologisch eingesetzt (On 2013;
Wagenaar et al. 2013; Colles und Maiden 2012; Lévesque et al. 2008).
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3 Eigene Untersuchungen

3.1 Material

3.1.1 Referenzstimme

Tabelle 4 zeigt alle bei den Untersuchungen verwendeten Referenzstimme aus der Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ). Diese wurden in sterilen
Cryordhrchen des MAST DIAGNOSTICA Cryobank™-Systems bei -80°C gelagert und mikro-
aerob fiir 48 h auf MHA-Platten kultiviert.

Tab. 4: Campylobacter-Referenzstimme

Campylobacter spp. DSM-Nr.
C. jejuni 4688

C. coli 4689

C. upsaliensis 5365

C. fetus ssp. fetus 5361

C. lari ssp. lari 11375

3.1.2 Probenmaterial

Das Probenkontingent umfasst 964 Proben verschiedener Herkunft, die im Zeitraum von No-
vember 2011 bis Juni 2013 im Raum Brandenburg und Berlin gewonnen wurden.

Hierzu zéhlen Rektaltupfer- und Kotproben von Patienten zweier Tierarztpraxen, eines Tier-
heims und eines Wildtierparks sowieVolumenproben von Oberflaichengewdssern, Masseproben

von Boden und Insekten und Tupferproben aus Schnecken.

3.1.3 Nihrmedien

Nachfolgend sind alle Ndhrmedien aufgefiihrt, die im Rahmen dieser Arbeit Anwendung fan-

den.
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Flissige Ndahrmedien

Brucella Bouillon

Produkt

Menge [g/1]

Hersteller, Art.-Nr.

Tiergewebe
Saurehydrolysat von Casein
Natriumchlorid

Hefeextrakt

Dextrose

Natriumbisulfit

pH-Wert: 7,0 £ 0,2 bei 25 °C

10,0
10,0
5,0
2,0
1,0

0,1

Becton, Dickinson
Company, 296185

and

Miiller Hinton II Broth, kationen-korrigiert

Produkt

Menge [g/1]

Hersteller, Art.-Nr.

Rindfleischextrakt
Saurehydrolysat von Casein
Starke

pH-Wert: 7,3 £ 0,1 bei 25 °C

Zubereitung

300,0
17,5

1,5

Oxoid, CM0405

Zur abgekiihlten Bouillon wurden aseptisch 25 ml lysiertes Pferdeblut (Oxoid, Art.-Nr.

SR0048C) gegeben.

38



Eigene Untersuchungen

Preston-Selektiv-Anreicherungsbouillon

Néahrbouillon Nr. 2

Produkt

Menge [g/1]

Hersteller, Art.-Nr.

Fleischextrakt ,,Lab-Lemco*

Pepton
Natriumchlorid

pH-Wert: 7,5+ 0,2

10,0
10,0

5,0

Oxoid, CM0067

Campylobacter-Selektiv-Supplement

Produkt Zusammensetzung/l Hersteller, Art.-Nr.
Cycloheximid 100,0 mg
Polymyxin B 5000 IE

Oxoid, SRO117
Rifampicin 10,0 mg
Trimethoprim 10,0 mg

Campylobacter-Anreicherungs-Supplement

Produkt Zusammensetzung/l Hersteller, Art.-Nr.
Natriumpyruvat 125,0 mg

Natriumdisulfit 125,0 mg Oxoid, SR0084
Eisen(II)-sulfat 125,0 mg

Zubereitung

12,5 g Nahrbouillon Nr. 2wurden in 475 ml Aqua dest. gelost und autoklaviert. Zur abgekiihlten
Bouillon wurden aseptisch 25 ml lysiertes Pferdeblut (Oxoid, Art.-Nr. SR0048C) sowie der in 2

ml 1:1 Aqua des./ Aceton geloste Inhalt eines Campylobacter-Selektiv-Supplementréhrchens

und ein Campylobacter-Anreicherungs-Supplementrohrchen gegeben und durchmischt.
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Feste Ndhrmedien

Modifizierter Charcoal-Cefoperazon-Desoxycholat-Agar

Produkt Menge [g/1] Hersteller, Art.-Nr.
Niéhrbouillon Nr. 2 25,0
Agar 12,0

Aktivkohle, bakteriologisch 4,0

Caseinhydrolysat 3,0 Oxoid, CM 0739
Natriumdesoxycholat 1,0

Eisen-III-Sulfat 0,25

Natriumpyruvat 0,25

pH-Wert: 7,4 £ 0,2 bei 25 °C

Tryptose-Blut-Agar

Produkt Menge [g/1] Hersteller, Art.-Nr.
Agar 12,0
Tryptose 10,0

Oxoid, CM0233
Natriumchlorid 5,0

Fleischextrakt-‘Lab-Lemco’ 3,0

pH-Wert: 7,2 £ 0,2 bei 25 °C

Miiller-Hinton-Agar

Produkt Menge [g/1] Hersteller, Art.-Nr.
Rindfleischextrakt 300,0
Caseinhydrolysat 17,5

Oxoid, CM0337
Agar 17,0
Stérke 1,5

pH-Wert: 7,3+ 0,1 bei 25°C
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3.1.4 Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller

Agarose peqGold Universal
Chelex 100 Resin-Losung 5 %
CoralLoad 10 x Puffer

dNTP Set 100 mM L&sung
Ethidiumbromid

GeneRuler™ Low Range DNA Ladder
GRGreen

HyperLadderlV

MgCl, [25 mM]

PCR-Puffer 10x
Tag-Polymerase [5 U/ul]
Tris-Borat-EDTA-Puffer

peQ Lab, Erlangen, D

BioRad, Miinchen, D

Qiagen, Hilden, D

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

Thermo Fisher, St. Leon Rot, D
Labgene, Chatel St. Denis, Schweiz
Bioline, Luckenwalde, D
Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Roth, Karlsruhe, D

3.1.5 Geriite

Bezeichnung

Hersteller

Anoxomat™ Mark IT AN2CTS

Multilmage™ Light Cabinet Alphalmager®
Gelelektrophorese-System Biometra Analytik Jena
Mart Anaerobiertopf AJ9023

Thermo-Cycler C1000TM

Thermomixer Kompakt Eppendorf; Serie 5350YO

MART® Microbiology, Drachten, NL
Alpha Innotech, San Leandro, USA
Biometra, Jena, D

MART® Microbiology, Drachten, NL
BioRad, Miinchen, D

Eppendorf, Hamburg, D
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3.1.6 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller

Anaerobic gas generating kit BR0038 Oxoid Limited, Hampshire, GB

BBLCultureSwab™ Cary Blair Medium Becton, Dickinson and Company, USA

Cryobank™ MAST Diagnostica, Reinfeld, D

GasPak'™ EZ Campy Container System Becton, Dickinson and Company, USA
Sachets

Sensititre Campylobacter Plate EUCAMP  Trek Diagnostic Systems, Cleveland, USA

Whatman™ Membrane Filters black 0,6 GE Healthcare Life Sciences, Freiburg, D
um

3.1.7 Primer

Im Folgenden sind alle Primer angefiihrt, die fiir Speziesdetektion und Genotypisierung ver-

wendet wurden (Tab. 5-8).

Tab. 5: Primer der mPCR modifiziert nach Wang et al. (2002) und Chaban et al. (2009)

Primer Zielgene Sequenz Referenz

CJF ACTTCTTTATTGCTTGCTGC *
hipO

CJR GCCACAACAAGTAAAGAAGC *

CCF GTAAAACCAAAGCTTATCGTG *
glyA

CCR TCCAGCAATGTGTGCAATG *

CISybF TCT GCA AAT TCA GAT GAG AAA A *x
glyA

CISybR TTT TTC AGT ATT TGT AAT GAA ATA TGG *x

CUF AATTGAAACTCTTGCTATCC *
glyA

CUR TCATACATTTTACCCGAGCT *

CFF GCAAATATAAATGTAAGCGGAGAG *
sapB

CFR TGCAGCGGCCCCACCTAT *

Die Tabelle wird auf nachfolgender Seite fortgesetzt.
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Primer Zielgene Sequenz Referenz
23SF TATACCGGTAAGGAGTGCTGGAG *
23S
rRNA
23SR ATCAATTAACCTTCGAGCACCG *

* Wang et al. (2002)
** Chaban et al. (2009)

Tab. 6: Primer der MLST-Amplifikation fiir C. jejuni

Bezeichnung Sequenz

aspA-A9 AGTACTAATGATGCTTATCC
aspA-A10 ATTTCATCAATTTGTTCTTTGC
glnA-Al TAGGAACTTGGCATCATATTACC
glnA-A2 TTGGACGAGCTTCTACTGGC
gltA-Al GGGCTTGACTTCTACAGCTACTTG
gltA-A2 CCAAATAAAGTTGTCTTGGACGG
glyA-Al GAGTTAGAGCGTCAATGTGAAGG
glyA-A2 AAACCTCTGGCAGTAAGGGC
tkt-A3 GCAAACTCAGGACACCCAGG
tkt-A6 AAAGCATTGTTAATGGCTGC
pgm-A7 TACTAATAATATCTTAGTAGG
pgm-AS8 CACAACATTTTTCATTTCTTTTTC
uncA-A7 ATGGACTTAAGAATATTATGGC
uncA-A8 ATAAATTCCATCTTCAAATTCC
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Tab. 7: Primer der MLST-Sequenzierung fiir C. jejuni

Bezeichnung Sequenz

aspA-S3 CCAACTGCAAGATGCTGTACC
aspA-S6 TTCATTTGCGGTAATACCATC
glnA-S3 CATGCAATCAATGAAGAAAC
glnA-S6 TTCCATAAGCTCATATGAAC
gltA-S3 CTTATATTGATGGAGAAAATGG
gltA-S6 CCAAAGCGCACCAATACCTG
glyA-S3 AGCTAATCAAGGTGTTTATGCGG
glyA-S4 AGGTGATTATCCGTTCCATCGC
pgm-S5 GGTTTTAGATGTGGCTCATG
pgm-S2 TCCAGAATAGCGAAATAAGG
tkt-S5 GCTTAGCAGATATTTTAAGTG
tkt-S6 AAGCCTGCTTGTTCTTTGGC
uncA-S3 AAAGTACAGTGGCACAAGTGG
uncA-S4 TGCCTCATCTAAATCACTAGC

Tab. 8: Primer der MLST-Amplifikation und Sequenzierung C. coli

Bezeichnung Sequenz

Aspcoli S1 CAACTTCAAGATGCAGTACC
Aspcoli S2 ATCTGCTAAAGTATGCATTGC
Gilncoli S1 TTCATGGATGGCAACCTATTG
Gilncoli S2 GCTTTGGCATAAAAGTTGCAG
Glteoli S1 GATGTAGTGCATCTTTTACTC
Glteoli S2 AAGCGCTCCAATACCTGCTG

Die Tabelle wird auf nachfolgender Seite fortgesetzt.
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Bezeichnung Sequenz

Glycoli S1 TCAAGGCGTTTATGCTGCAC
Glycoli S2 CCATCACTTACAAGCTTATAC
Pgmcoli S1 TTATAAGGTAGCTCCGACTG
Pgmcoli S2 GTTCCGAATAGCGAAATAACAC
Tktcoli S1 AGGCTTGTGTTTTCAGGCGG
Tktcoli S2 TGACTTCCTTCAAGCTCTCC
Unccoli S1 AAGCACAGTGGCTCAAGTTG
Unccoli S2 CTACTTGCCTCATCCAATCAC

3.1.8 Software

Nachstehend sind alle Software-Programme aufgelistet, die in dieser Arbeit Anwendung fanden.

Citavi 3 (Swiss Academic Software GmbH, Wadenswil, CH)

GraphPad Prism Version 5.04 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)
BioNumerics Version 6.1 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgien)
http://omics.pnl.gov/software/VennDiagramPlotter.php
http://lucidchart.com

3.2 Methodik

3.2.1 Probenahme

Je nach Probenart und Gegebenheiten wurden unterschiedliche Probenahmeverfahren ange-
wandt. Zum einen wurden mit physiologischer Kochsalzlosung angefeuchtete sterile Tupfer
verwendet und zur Lagerung in Cary Blair Medium verbracht. Andernfalls wurde das Proben-
material direkt in sterile Kotrohrchen gegeben.

Die Patientendaten wurden vom Tierarzt mithilfe eines Fragebogens beim Tierhalter erfragt.
Der Fragebogen beinhaltete Angaben zu Probenahmedatum, Probenart, Ort, Tierhalter, Name
des Patienten, Tierart, Rasse, Geburtsdatum, Geschlecht, Antibiotikagabe, Durchfall und Roh-

fleischfiitterung in den letzten 14 Tagen vor Probenahme, anderen Erkrankungen sowie Hal-
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tungsform. Bei Hunden wurde zwischen der Haltung im Haus oder in Zwingern unterschieden
(Abb. A1 des Anhangs).

Nach Verfiigbarkeit, Besitzereinverstéindnis und anatomischen Eigenschaften des Tieres wurden
vorrangig Proben aus dem Rektum mittels Tupfer genommen. Andernfalls wurde schnellstmog-
lich nach der Defékation eine Kotprobe (bis zu ca. 25 g) mit Hilfe von Kotrohrchen ohne Beriih-
rung des Untergrundes genommen. Eine Zuordnung der Kotproben zu einem Tierindividuum
war bei den beprobten Schweinen, Rindern und Tieren aus dem Wildtierpark nicht moglich.

Zur Untersuchung von Parkanlagen, Spielpldtzen, Rastplidtzen und dem Ufergeldnde von Seen
wurde Bodenmaterial gewonnen. Die Entnahme erfolgte an zwei bis zehn willkiirlich gewahlten
Stellen pro Standort mit ca. 25 g von der Erdoberflache mittels sterilen Kotréhrchen.
Wasserproben wurden aus Seen, Teichen und Fliissen entnommen. Hierzu wurden an mindes-
tens zwei zufillig gewéhlten Orten pro Wasserstelle sterile Behilter zu je 100 ml durch Eintau-
chen unter die Wasseroberfliche befiillt.

Die zugéngliche Korperoberflache von Schnecken wurde mittels mit physiologischer Kochsalz-
l6sung angefeuchteten Tupfern beprobt.

Wanzen wurden in sterile Kotrohrchen verbracht. Zecken wurden mittels Pinzette von unter-

suchten Patienten entfernt und ebenfalls in sterile Kotrohrchen gegeben.

3.2.2 Probenaufbereitung

Samtliche Proben wurden mit einer fortlaufenden Nummer versehen und unter Kiihlung bei ca.
4° C innerhalb von 48 h ins Labor verbracht. Die Bearbeitung erfolgte unmittelbar nach Proben-
eingang.

Im Folgenden werden Proben, die per Tupfer genommen wurden, als Tupferproben bezeichnet.
Kot-, Boden- und Insektenproben werden als Masseproben und Wasserproben als Volumenpro-
ben bezeichnet.

Zur Untersuchung der Masseproben wurden je nach vorhandener Menge ca. 5 g aus der Mitte
des Probenmaterials entnommen. Die Wanzen und Zecken wurden mittels steriler Schere langs
in zwei etwa gleich groB3e Stiicke zerteilt. Zur Untersuchung wurden Sammelproben von jeweils
fiinf Stiick herangezogen.

Volumenproben wurden 5 min bei 4218 x g zentrifugiert und je 5 ml Sediment zur Isolierung

von Campylobacter spp. verwendet.
3.2.3 Isolierung von Campylobacter spp.

Alle Proben wurden qualitativ auf das Vorkommen von Campylobacter spp. sowohl mit einer

nicht-selektiven Filtermethode als auch mit einer selektiven Anreicherungsmethode untersucht.
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Die Nidhrboden wurden vor ihrer Verwendung 24 h bei Raumtemperatur getrocknet und jegliche
Inkubation erfolgte bei 37°C. Soweit nicht anders gekennzeichnet, wurde das mikroaerobe Mili-
eu durch einen Anoxomat (AN2CTS von MART Microbiology) in Anaerobiertdpfen erzeugt
(N279,7 % CO, 7,1 % Hy 7,1 % O, 6 %).

Zur Kontrolle aller Ndhrmedien und Nachweisverfahren wurde parallel zu jedem Versuchsan-

satz eine Negativkontrolle (ausschlieBlich das verwendete Medium) mitgefiihrt.

3.2.3.1 Nicht-selektive Filtermethode

In Anlehnung an das Cape-Town-Protokoll wurden Tupfer bzw. 2,5 ml des Sediments der Vo-
lumenproben in sterilen Reagenzglisern in je 3 ml phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) 10 s
durchmischt. Bei Masseproben wurden bis zu 1 g respektive die vorstehend angefiihrte Anzahl
Insektenteilstiicke verwendet.

Je 400 pl resultierender Fliissigkeit wurden mittels steriler Pipette iiber einen Membranfilter mit
0,6 um Porengrofle auf eine Tryptose-Blut-Agar (TBA)-Platte gegeben, wobei darauf geachtet
wurde, dass kein Material auBBerhalb des Filters gelangte. Der Membranfilter wurde mit steriler
Pinzette entfernt, sobald sich keine freie Fliissigkeit mehr auf diesem befand, spitestens jedoch
nach 15 min. AnschlieBend wurde das verbliebene Filtrat mit sterilen Spateln auf den Nahrbo-
den verteilt.

Darauthin wurden diese fiir fiinf Tage inkubiert. Das mikroaerobe Milieu (CO, ca. 7-10 % H,
ca. 90 %) wurde durch Anaerobier-Gaspacks ohne Katalysator (Gas Generating Kit BR003S,
Oxoid) in Anerobiertopfen hergestellt.

3.2.3.2 Selektive Anreicherungsmethode

Zur Anreicherung von Campylobacter spp. wurden die Spitzen der Tupferproben bzw. die ver-
bliebenen 2,5 ml des Sediments der Volumenproben in sterile Reagenzgléser mit je 5 ml steriler
Preston-Bouillon iiberfiihrt. Aus den Masseproben wurden ca. 1 g oder die bereits angefiihrte
Anzahl an Insektenteilstiicken hinzugegeben.

Gemaif den Vorgaben der ISO 10272-1:2006 Teil 1 erfolgte eine Inkubation fiir 24 h. Danach
wurden ca. 10 pl der Anreicherung mit steriler Impfose auf modifizierte Charcoal-Cefoperazon-
Desoxycholat-Agar (mCCDA)-Platten ausgestrichen und fiir weitere 48 h bei gleichen Bedin-

gungen bebriitet.

3.2.4 Bestitigungsverfahren
Zur Identifizierung von Campylobacter spp. wurden von jeder Platte bis zu drei Kolonien mit
fiir Campylobacter typischer Morphologie als Reinkulturen auf Miiller-Hinton-Blutagar (MHA)

fiir 48 h subkultiviert. Anschlieend wurden die Reinkulturen mikroskopisch untersucht und
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verdédchtige Kulturen mittels speziesspezifischer mPCR differenziert. Bestitigte Isolate wurden

bei -80°C in einer Kryobank gelagert.

3.2.4.1 Koloniemorphologie

Nach der Isolierung wurden die Platten auf das Vorkommen prasumtiver Campylobacter-
Kolonien untersucht. Campylobacter-verdachtige Kolonien zeichneten sich durch ein leicht
erhabenes, rundes, glattes, graulich glinzendes Aussehen mit ca. 2 mm Durchmesser aus. Mit
zunehmendem Feuchtigkeitsgehalt des Nahrbodens wiesen sie eine Tendenz zum Schwirmen

auf. Sie zeigten keine Himolyse und waren geruchlos.

3.2.4.2 Mikroskopie

Verdichtige Kolonien wurden im Nativpriaparat mikroskopiert. Hierzu wurde mit einer Impfose
Koloniematerial auf einem Objekttréger in einem Tropfen PBS suspendiert. Im Lichtmikroskop
erfolgte eine Untersuchung bei 100-facher VergroBerung auf Morphologie und Motilitét. Zeig-
ten sich gebogene bis spiralig gedrehte schlanke oder kokkoide Stidbchen, erfolgten die im Wei-

teren beschriebenen Untersuchungen.

3.2.4.3 Speziesidentifizierung mittels mPCR

Zur Isolation der DNA prasumtiver Campylobacter spp. wurde Koloniematerial mittels Impfna-
del in 250 pl 0,1 % Tris-EDTA (TE)-Puffer iiberfiihrt, 5 min bei 16873 x g zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. AnschlieBend wurde das Pellet in 250 ul 5 %iger Chelex-Losung unter
kontinuierlichem Riihren resuspendiert. Dann wurde das Gemisch 1 h bei 56°C und 15 min bei
95°C in einem Thermomixer unter Schiitteln inkubiert. Zuletzt erfolgte eine 5 miniitige Zentri-
fugation bei 16873 x g und der Uberstand wurde bis zur weiteren zeitnahen Verwendung bei
4°C gelagert.

Die mPCR zur Bestitigung des Genus und der Spezies wurde in Anlehnung an Wang et al.
(2002) durchgefiihrt. Bei der Untersuchung wurden die fiinf klinisch relevantesten Campylobac-
ter spp., C. coli, C. fetus ssp. fetus, C. jejuni, C. lari und C. upsaliensis, beriicksichtigt.

Fiir die mPCR wurden 23 pl Mastermix (Tab. 9) und 2 ul DNA verwendet. Tabelle 10 zeigt den

dazugehorigen Primermix. Das Temperaturprofil ist in Tabelle 11 dargestellt.
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Tab. 9: Mastermix der mPCR

PCR-Komponenten Menge [pl]
Aqua bidest. 9,5

10x PCR-Puffer 2,5

MgCl, [50mM] 4,0
dNTP-Mix [40 mM] 1,5
Primermix 5,4
Tag-Polymerase [5 U/ pl] 0,1

DANN 2,0
Gesamt 25,0

Tab. 10: Primermix der mPCR

Primermix bestehend aus Vorwirts [1]- und Konzentration Menge [nl]]  Gesamt
Riickwirts [2]-Primer [uM] [ul]
Cj[1/2] 50 0,25 0,5
Cl[1/2] 50 0,25 0,5
Cc [1/2] 50 0,5 1,0
Cff[1/2] 50 0,5 1,0
Cu[1/2] 50 1,0 2,0
23SrRNA [1/2] 50 0,2 0,4
Gesamt 300 2,7 5,4
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Tab. 11: Temperaturprofil der mPCR

Arbeitsschritt Temperatur Dauer Anzahl Zyklen
Denaturierung 94°C 4 min

Denaturierung 94°C 45 sec 30 Zyklen
Hybridisierung 55,5°C 45 sec 30 Zyklen
Synthese 72°C 45 sec 30 Zyklen
Synthese 72°C 4 min

Lagerung 4°C

Im Anschluss wurden die zu untersuchenden PCR-Produkte {iber die Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt und fotografisch dokumentiert. Ein 3%iges Agarosegel wurde
nach dem Erstarren in eine mit TRIS-Borat-EDTA (TBE)-Puffer befiillte Elektrophorese-
Kammer gelegt. 98 ul eines 10fach Coral Ladepuffers wurden mit 2 ul GRGreen vermischt. 2
ul dieses Gemischs wurden zu 8 ul PCR Produkt gegeben und davon jeweils 8 ul in die Taschen
des Agarosegels aufgetragen. In die beiden duBersten Taschen wurden 3 pl des GeneRulers™
Low Range mit 4 pl des Ladepuffer-GR Green-Gemischs pipettiert. In der Elektrophorese-
Kammer wurde fiir 45 min ein elektrisches Gleichstromfeld mit 80 Volt Spannung erzeugt.

Die aufgetrennten PCR-Produkte wurden mit Hilfe eines Gel-Dokumentationssystems in UV-
Licht visualisiert. Das Ergebnis der PCR wurde als positiv eingestuft, wenn ein spezifisches
Bandenmuster nachgewiesen wurde und die Negativ-Kontrolle negativ ausfiel. Die Auswertung
erfolgte sowohl anhand mitgelaufener GroBenmarker als auch anhand mitgefiihrter Kontrollen.
Der gesamte Ablauf der Untersuchung auf Campylobacter spp. ist in Abbildung 1 als Fliel3-

schema dargestellt.
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Abb. 1: Flielschema zum Nachweis von Campylobacter spp.
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3.2.5 Statistische Auswertung

Zur Untersuchung des Einflusses des Alters, des Vorliegens von Durchfall, der Fiitterung von
Rohfleisch und der Haltungsform auf das Vorkommen von Campylobacter-Infektionen bei
Katzen und Hunden sowie des Resistenzverhaltens der Campylobacter-Isolate und
vergleichend der beiden Spezies C. jejuni und C. coli gegeniiber den untersuchten
antimikrobiellen Wirkstoffen wurden diese Daten mittels dem exakten Test nach Fisher auf
statistische Signifikanz hin untersucht.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Computerprogrammes GraphPad
Prism v. 5.04 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Die Signifikanzniveaus wurden folgendermalien festgelegt:

nicht signifikant (n. s.) = p > 0,05, signifikant (*) = p < 0,05.

3.2.6 Genotypisierung mittels MLST

Zur Bestimmung des Sequenztypes der C. jejuni- und C. coli -Isolate wurden die sieben Haus-
haltsgene aspA, ginA, gltA, glyA, pgm, tkt und uncA mittels der Primer (Tabelle 12) und des
Protokolls (Tabelle 13) der PubMLST Datenbank amplifiziert.

Tab. 12: Primer der MLST

PCR-Komponenten Menge [ul]
Reddy Mix PCR Mastermix [1,1x] 45

Fw Primer [100uM] 0,5

Rev Primer [100uM] 0,5

DANN 4,0
Gesamt 50,0
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Tab. 13: Protokoll der MLST

Arbeitsschritt Temperatur, Dauer Zyklen
Denaturierung 94°C, 5 min

Denaturierung 94°C, 120 sec

Hybridisierung 50°C, 60 sec 35 Zyklen
Synthese 72°C, 60 sec

Synthese 72°C, 5 min

Lagerung 4°C

Die PCR-Produkte wurden anschlieBend von der Firma GATC Biotech AG (Konstanz) sequen-
ziert. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit der Bionumerics Software v6.1 (Applied Maths,
Sint-Martens- Latem, Belgien) ausgewertet. Nach dem Abgleich der Allelsequenzen mit der
PubMLST-Datenbank wurden fiir 8 Isolate neue Sequenztypen vergeben.

3.2.7 Antibiotikaresistenztestung mittels Bouillon-Mikrodilution

Die Antibiotikaresistenztestung erfolgte mit dem Mikrodilutionsverfahren unter Anwendung
der kommerziellen Mikrotiterplatten EUCAMP (Trek Diagnostics, Cleveland, USA) gemil3 den
Vorgaben des Herstellers. Wie Abbildung A2 des Anhangs zeigt, diente jede Mikrotiterplatte
der Feststellung der minimalen Hemmkonzentration sieben antimikrobieller Wirkstoffe
(Gentamicin, Ciprofloxacin, Tetracyclin, Erythromycin, Nalidixinsdure, Chloramphenicol und
Streptomycin) von jeweils zwei [solaten.

Als Qualitatskontrolle dienten bei jedem Durchlauf mitgefiihrte C. jejuni- und C. coli-
Referenzstamme (s. Tab. 4).

Ausgewidhlte C. jejuni- und C. coli-Isolate unterschiedlicher Matrizen wurden der Antibiotika-

resistenztestung mittels Bouillon-Mikrodilution unterzogen (Tab. 14).

Tab. 14: Der Antibiotikaresistenztestung unterzogene Campylobacter spp.-Isolate

Isolate Matrize

Boden Huhn Hund Katze Schwein Taube Wachtel Wasser

C. jejuni- 2 20 7 8 0 9 23 1
Isolate
C. coli- 1 7 2 2 4 0 7 0
Isolate
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Zur Rekultivierung der zu untersuchenden Campylobacter spp.-Isolate wurden diese jeweils 48
h vorher aus der Mikrobank entnommen und mittels Osenausstrich auf MHA-Platten ausgestri-
chen und bebrtitet.

Das Inokulum zur Beimpfung der Mikrotiterplatten wurde durch Beimpfen je eines Reagenz-
réhrchens mit 4 ml Brucella-Bouillon mittels Ose aus den vorliegenden Kolonien hergestellt.
Hierzu wurde Koloniematerial mittels Impfnadel entnommen. Die Vorkultur wurde im An-
schluss fiir 24 h mikroaerob bebriitet.

Zur Beimpfung der Mikrotiterplatten wurden zu 500 ml Miiller-Hinton II-Bouillon 25 ml
lysiertes Pferdeblut gegeben. Jeweils 6 ml des Gemischs wurden darauthin mit 100 pl der zuvor
geschiittelten Vorkultur inokuliert, um ca. 1 x 10° KBE/ml zu erhalten. Die Mikrotiterplatten
wurden sodann mittels Pipette mit 100 pl des Inokulums pro Kavitit beimpft, mit der
beigefiigten Abklebefolie versehen und mikroaerob (GasPak™ EZ Campy Container System
Sachets) inkubiert.

Nach 48 h wurden die Mikrotiterplatten abgelesen. Dazu erfolgte visuell eine Betrachtung der
Mikrotiterplatten von unten, indem der Boden der Vertiefungen von zwei Personen unabhéngig
voneinander auf Wachstum unter Zuhilfenahme eines Spiegels und einer Leuchtquelle tiberpriift
wurde. Bakterienwachstum zeichnete sich durch ein Pellet aus und wurde stets mit der integrier-
ten Wachstumskontrolle auf der Mikrotiterplatte verglichen.

Die kleinste Konzentration (pug/ml), bei der kein Wachstum mehr festzustellen war, galt als die
Minimale Hemmkonzentration (MHK) fiir das jeweilige Antibiotikum.

Fiir die Qualitétskontrolle des C. jejuni-Referenzstammes wurde auf Werte des CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute) zuriickgegriffen (Tab. 15). Tabelle 16 zeigt die getesteten
Konzentrationsbereiche und MHK-Grenzwerte der antimikrobiellen Wirkstofte.

Fiir den Fall, dass der MHK-Wert unter- bzw. oberhalb der getesteten Konzentrationsbereiche
lag, wurde der niedrigste getestete Wert als MHK gewertet bzw. die Angabe groBer als die
hochste auf der Mikrotiterplatte befindliche Konzentration gewéhlt.

Die Resistenzbeurteilung erfolgte dann nach den Angaben des EU Referenzlabors fiir antimik-

robielle Resistenzen.

Tab. 15: Qualitdtskontrollwerte fiir C. jejuni DSM-Nr. 4688

CHL CIP ERY GEN NAL TET

Konzentration 1-8 0,06-0,25  0,5-2 0,5-2 4-16 0,25-2

[ng/ml]
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Tab. 16: Getestete Konzentrationsbereiche und MHK-Grenzwerte der antimikrobiellen Wirk-

stoffe

Antimikrobieller Getesteter Konzentrationsbereich MHK-Grenzwert [pg/ml]
Wirkstoff [g/ml] C. jejuni C. coli
Chloramphenicol 2-32 > 16 > 16
Ciprofloxacin 0,06 -4 >0,5 >0,5
Erythromycin 0,5-32 >4 > 8
Gentamicin 0,12-8 >2 >2
Nalidixinséure 2 - 64 > 16 > 16
Streptomycin 1-16 >4 >4
Tetracyclin 0,25-16 >1 >2
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4  Ergebnisse

4.1 Campylobacter-Nachweis in unterschiedlichen Matrizen

Fiir den Nachweis von Campylobacter spp. wurden 964 Proben aus unterschiedlichen Matrizen
parallel mit den beiden im Kapitel Material und Methoden beschriebenen Isolierungsverfahren
untersucht. Eine Probe wurde als Campylobacter-positiv eingestuft, wenn mindestens eine Spe-
zies mittels mPCR in mindestens einem der beiden Isolierungsverfahren nachgewiesen wurde.
Abbildung 2 stellt die Anzahl der Campylobacter-positiven im Verhéltnis zu den untersuchten

Proben nach Herkunft des Probematerials dar.
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Abb. 2: Campylobacter-Nachweis nach Matrizen
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In 157 der 964 untersuchten Proben (16,3 %) wurden Campylobacter spp. nachgewiesen.
Die Isolierungsrate betrug bei Hithnern 74 % (n = 50), Wachteln 62,5 % (n = 40), Schweinen

32 % (n = 50), Tauben 20 % (n = 50), Hunden 15,3 % (n = 163), Katzen 11,3 % (n = 177), Bo-
denproben 11,8 % (n = 136) und bei Wasserproben 5,5 % (n = 108) (Abb. 3). Dariiber hinaus
wurden bei einem von zwei Meerschweinchen und einem von 50 Rindern Campylobacter iso-
liert. Die untersuchten Schweinekotproben stammten aus vier, die Hiihnerkotproben aus drei,
Tauben- und Wachtelrektaltupferproben aus jeweils zwei und die Rinder-, Schafkotproben aus
jeweils einem Bestand. Die Probenahme bei den Wachteln und Hiithnern fanden zu jeweils ei-
nem Termin je Bestand statt. Bei den Rindern wurde an zwei und bei den Schweinen an drei

Terminen Kotproben entnommen.
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Abb. 3: Campylobacter-Isolierungsraten in unterschiedlichen Matrizen

4.1.1 Privalenz von Campylobacter spp. bei Katzen in Abhiingigkeit von Alter,
Durchfall und Freigang

Die mit dem Fragebogen ermittelten Tierdaten zu Katzen wurden in Relation zu den Ergebnis-

sen der Laboruntersuchungen gesetzt (Tab. 17).

Zur Untersuchung des Einflusses des Alters auf das Vorkommen von Campylobacter-

Infektionen bei Katzen erfolgte eine Unterteilung in solche Tiere, die zum Probenahmezeitpunkt

maximal ein Jahr alt waren und solche, die élter als ein Jahr waren.
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52 der 177 untersuchten Katzen (29,4 %) waren maximal ein Jahr alt. Sieben dieser Katzen
(13,5 %) und 13 der 125 adulten Tiere (10,4 %) waren Campylobacter spp. positiv. Der Unter-
schied der Isolierungsraten der beiden Altersgruppen war nicht statistisch signifikant (p =
0,605).

Eine Unterteilung der Katzen anhand des Vorliegens von Durchfall erbrachte folgende Ergeb-
nisse: von zwolf an Durchfall erkrankten Katzen wurde eine positiv auf Campylobacter spp.
getestet (8,3 %). Demgegeniiber wiesen 11,5 % der 165 nicht an Durchfall-erkrankten Katzen
eine Campylobacter-Infektion auf. Dieser Unterschied erwies sich als nicht statistisch signifi-
kant (p=1).

118 der 177 untersuchten Katzen hatten Freigang, wiahrend 59 reine Hauskatzen waren. 16,1 %
der Freiginger und 1,7 % der reinen Hauskatzen schieden Campylobacter spp. aus. Dieser Un-

terschied der beiden Haltungsformen war statistisch signifikant (p = 0,004).

Tab. 17: Univariate Analyse von Risikofaktoren einer Campylobacter-Infektion bei Katzen

Merkmal Anzahl Katzen Campylobacter-
(n=177) positive Proben

Alter <1 Jahr 52 7

>1 Jahr 125 13
Kotkonsistenz Durchfall 12 1

Kein Durchfall 165 19
Haltung Freigang 118 19*

Kein Freigang 59 1*
*p < 0,05

4.1.2 Priavalenz von Campylobacter spp. bei Hunden in Abhiingigkeit von Alter,
Durchfall, Rohfleischfiitterung und Zwingerhaltung

Die mit dem Fragebogen ermittelten Tierdaten zu Hunden wurden ebenfalls in Relation zu den
Ergebnissen der Laboruntersuchungen gesetzt.

Zur Untersuchung der Einflussnahme des Alters der untersuchten Hunde auf die Infektionsraten
erfolgte auch hier eine Unterteilung in Hunde, die zum Probenahmezeitpunkt maximal ein Jahr
alt waren und solche, die alter als ein Jahr waren. Wahrend finf der 23 (21,7 %) Hunde, die
jiinger als ein Jahr waren, mit Campylobacter spp. infiziert waren, zeigte sich dies bei 20 der

140 (14,3 %) adulten Hunde.
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Von den insgesamt 163 untersuchten Hunden litten elf an Durchfall (6,8%). Die Infektionsrate
mit Campylobacter spp. lag in dieser Gruppe bei 36,4 %. Demgegeniiber wiesen 13,8 % der
nicht an Durchfall erkrankten Hunde eine Campylobacter spp.-Infektion auf.

Insgesamt wurden 28 der untersuchten Hunde (17,2 %) roh gefiittert. 21,4 % der mit Rohfleisch
gefiitterten und 14,1 % der nicht mit Rohfleisch gefiitterten Hunde waren Campylobacter posi-
tiv. 31 Hunde (19 %) wurden in Zwingern gehalten. 16,1 % der in Zwingern gehaltenen Hunde
und 15,2 % der nicht in Zwingern gehaltenen Hunde schieden Campylobacter aus. Keiner dieser

Unterschiede erwies sich als statistisch signifikant.

4.2 Nachweis der Campylobacter-Spezies in unterschiedlichen

Matrizen

Anhand der Resultate der mPCR erfolgte eine Auswertung des Auftretens der finf Campy-
lobacter-Spezies in den untersuchten Matrizen.

C. jejuni machte mit 60 % der Isolate die haufigste Spezies aus. 23 % und 14,6 % verfielen auf
C. coliund C. upsaliensis. C. lari und C. fetus machten lediglich 1,8 % und 0,6 % aus (Abb. 4).
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Abb. 4: Nachweis von Campylobacter-Spezies in unterschiedlichen Matrizen

Die Hilfte der 20 Isolate aus 177 Fikalproben von Katzen wurden als C. jejuni identifiziert,
womit diese die hdufigste nachgewiesene Spezies ausmachte, gefolgt von C. upsaliensis mit 35
% (7/20) und C. coli mit 15 % (3/20). Keine der Katzen wies eine Mischinfektion auf. C. jejuni,
C. upsaliensis und C. coli wurden somit mit Infektionsraten von 5,7 %, 4,0 % und 1,7 % bei
den untersuchten Katzen nachgewiesen.

Insgesamt wurden 27 Campylobacter-Isolate aus 163 Hundeproben gewonnen. Die am haufigs-
ten isolierte Spezies war C. jejuni (12/27). Des Weiteren wurden elf C. upsaliensis, drei C. coli
und ein C. lari isoliert. Zwei der 163 Hundeproben (1,2 %) enthielten jeweils zwei Campy-
lobacter-Spezies. In einer Probe wurden parallel C. jejuni und C. lari, in einer anderen C. jejuni
und C. upsaliensis detektiert. Insgesamt konnten 48 % der Isolate der Spezies C. jejuni, 44 %
der Spezies C. upsaliensis, 12 % der Spezies C. coli und 4 % der Spezies C. lari zugeordnet

werden. C. jejuni wurde mit einer Infektionsrate von 7,4 % bei den untersuchten Hunden festge-
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stellt. Infektionen mit C. upsaliensis kamen bei 6,8 % der Hunde vor. C. coli zeigte eine Infekti-
onsrate von 1,8 % und C. lari von 0,6 %.

C. jejuni war mit neun von 17 Isolaten die hiufigste aus Bodenmaterial isolierte Spezies
(52,9 %). Die iibrigen Isolate setzte nsich aus fiinf C. upsaliensis-, zwei C. lari- und einem C.
coli-Isolat zusammen. Eine Probe beinhaltete sowohl C. coli als auch C. upsaliensis. C. upsali-
ensis, C. lari und C. coli machten 29,4 %, 11,8 % und 5,9 % der Isolate aus.

Vier C. jejuni-, ein C. coli und ein C. upsaliensis-Isolat (3,6 % bzw. 0,9 %) wurden aus 109
untersuchten Wasserproben gewonnen. Somit machten sie 66,7 %, 16,7 % und 16,7 % der Isola-
te aus.

Unter Einschluss von Co-Infektionen mit C. jejuni und C. coli (4/50) wurde C. jejuni aus 32 und
C. coli aus neun Hiihnerproben isoliert. C. jejuni und C. coli machten somit 78,1 % und 22,0 %
der Isolate aus.

Eine der 50 untersuchten Rinderproben (2 %) wurde positiv auf Campylobacter getestet
(C. fetus).

C. coli war bei den 16 von 50 positiven Schweineproben (32 %) die einzig nachgewiesene
Campylobacter-Spezies.

Bei den untersuchten Tauben hingegen war C. jejuni die einzige Spezies, die aus zehn der 50
Proben (20 %) isoliert wurde.

C. jejuni war mit 22 Isolaten die hiufigste nachgewiesene Spezies (84,6 %) in Wachteln. Vier
der 40 untersuchten Wachteln schieden C. coli aus (15,4 %). Eine Wachtel wies eine Mehr-
fachinfektion mit C. jejuni und C. coli auf.

Aus einer der beiden untersuchten Meerschweinchenproben konnte C. coli isoliert werden.

4.3 Vergleich der Campylobacter-Isolierungsraten in Abhingigkeit

von der kulturellen Isolierungsmethode

Unter paralleler Anwendung beider Isolierungsmethoden konnten aus 157 der 964 Proben
Campylobacter spp. isoliert werden.

100 der 165 Campylobacter-Isolate wurden nur mittels modifiziertem ISO-Verfahren und 46
Campylobacter-Isolate ausschlieBlich iiber das modifizierte CT-Verfahren detektiert. In 19 Pro-
ben konnten Campylobacter spp. parallel durch beide Methoden nachgewiesen werden (Abb.
5). Die Kongruenz der beiden Isolierungsmethoden lag bei 11,5 % (19/165).
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Abb. 5: Anteil der detektierten Isolate nach kulturellem Isolierungsverfahren

4.3.1 Nachweis der verschiedenen Campylobacter-Spezies in Abhéingigkeit von

der kulturellen Isolierungsmethode

Betrachtet man die Isolierungsraten der einzelnen Campylobacter-Spezies fiir jede der beiden
angewendeten Isolierungsmethoden, so konnten 67,7 % der C. jejuni-Isolate nur durch das mo-
difizierte ISO-Verfahren und 22,2 % nur anhand des modifizierten CT-Verfahrens isoliert wer-
den (Abb. 6).

Von den C. coli-Stimmen wurden 55,3 % nur im modifizerten ISO-Verfahren und 21,1 % im
modifizierten CT-Verfahren detektiert. 37,5 % bzw. 62,5 % der C. upsaliensis-Isolate wurden
jeweils mittels modifiziertem ISO- bzw. CT-Verfahren isoliert. Zwei der drei C. lari-Isolate
wurden nur mittels modifiziertem ISO-Verfahren detektiert, das verbleibende nur mittels modi-
fiziertem CT-Verfahren. Der einzige C. fetus-Stamm wurde mit Hilfe des modifizierten ISO-
Verfahrens isoliert.

10,1 % und 23,7 % der C.jejuni- und C. coli-Isolate wurden mittels beider Verfahren detektiert.

Bei den anderen Campylobacter-Spezies gelang die Isolierung nur mit jeweils einem Verfahren.
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Abb. 6: Isolierungsraten der einzelnen Campylobacter-Spezies in Abhdngigkeit von der kultu-

rellen Isolierungsmethode

In fiinf der positiven Proben wurden zwei verschiedene Spezies iiber ein Isolierungsverfahren
und in einer Probe wurde mit jeder Methode eine jeweils andere Spezies nachgewiesen.
In zwei Proben wurde dieselbe Spezies mittels beider Verfahren nachgewiesen und eine weitere

Spezies liber nur eine der beiden Verfahren.

4.3.2 Isolierungsmethodenvergleich zum Nachweis von Campylobacter nach
Matrizen

Im Folgenden wird der Methodenvergleich zum Nachweis von Campylobacter anhand der un-

tersuchten Matrizen erldutert (Abb. 7).

Bei Proben von Hunden, Gewissern, Hithnern, Schweinen und Wachteln konnten mit der ISO-

Methode mehr Proben als Campylobacter-positiv nachgewiesen werden als mit der CT-

Methode. Bei Bodenproben verhielt es sich umgekehrt. Bei den untersuchten Katzen konnten

etwa gleich viele Campylobacter-positive Proben mittels beider Verfahren nachgewiesen wer-

den.

Die Anzahl an Proben, welche sich durch beide Nachweisverfahren als Campylobacter-positiv

zeigten, war gering. Eine Ausnahme stellten hierbei Schweine- und Wachtelproben dar.
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Abb. 7: Methodenvergleich zum Nachweis von Campylobacter spp. in unterschiedlichen Matri-

zen

4.4 Antibiotika-Resistenzbestimmung

Es wurden 77 C. jejuni- und 24 C. coli-Isolate phanotypisch mittels Bouillon-Mikrodilution auf
ihre Empfindlichkeit gegeniiber den sieben Wirkstoffen Chloramphenicol, Ciprofloxacin, Eryth-
romycin, Gentamicin, Nalidixinséure, Streptomycin und Tetrazyklin hin untersucht. Die iibrigen
C. jejuni- und C. coli-Isolate waren nicht in Reinkultur zu tiberfithren oder nach der Kryokon-
servierung nicht mehr anziichtbar.

Von den 77 untersuchten C. jejuni-Isolaten stammten 26 von Hithnern, 23 von Wachteln, neun
von Tauben, acht von Katzen, sieben von Hunden, zwei aus Wasser- und zwei aus Bodenmate-
rial.

Acht der 24 C. coli-Stamme wurden aus Hilthnern, sieben aus Wachteln, vier aus Schweinen,
zwei aus Katzen, zwei aus Hunden und einer aus einer Bodenprobe isoliert.

Die Auswertung der Empfindlichkeitstestung erfolgte anhand der vom EU Referenzlabor fiir
antimikrobielle Resistenzen verdffentlichten Grenzwerte (EQAS 2012). Anhand dieser wurden

die Isolate in die Kategorien ,,sensibel* oder ,,resistent™ eingeteilt.
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4.4.1 Resistenzverhalten der Campylobacter-Isolate gegeniiber den untersuchten
antimikrobiellen Wirkstoffen
Es konnten gegen fiinf der sieben untersuchten Wirkstoffe Resistenzen festgestellt werden (Abb.
8). Keine Resistenzen wurden gegeniiber Chloramphenicol und Gentamicin detektiert.
Die haufigsten Resistenzen traten gegen das Fluorchinolon Ciprofloxacin (61,4 %) auf. Bis auf
neun waren alle Ciprofloxacin-resistenten Isolate ebenfalls gegeniiber Nalidixinsdure resistent.
Die Ciprofloxacin-Resistenzraten unterschieden sich signifikant (p = 0,014) in Abhéngigkeit der
Matrix. Die hochsten Resistenzraten gegen Ciprofloxacin zeigten sich bei Wachtel- (76,7 %)
und Hiihner-Isolaten (70,6 %). Ebenfalls eine hohe Resistenz wiesen Schweine- (50 %), Tau-
ben- (44,4 %), Hunde- (33,3 %) und Katzen-Isolate (30 %) auf. Lediglich ein Umweltisolat
zeigte sich resistent (20 %).
Gegeniiber dem Chinolon Nalidixinsdure zeigten sich 47,5 % der Isolate resistent. Alle Nalidi-
xinsdure-resistenten Isolate wiesen eine Resistenz gegeniiber Ciprofloxacin auf.
Auch gegeniiber Nalidixinsdure zeigten sich hohe Resistenzraten bei avidren Isolaten. Dazu
zéhlen 76,7 % der Wachtel-, 55,9 % der Hiihner- und 44,4 % der Tauben-Isolate. Die Hilfte
aller untersuchten Schweine-Isolate zeigte sich ebenfalls resistent. Die Resistenz von Hunde-,
Katzen- und Umwelt-Isolaten beziiglich Nalidixinsdure war mit 22,2 %, 20 % und 20 % ver-
gleichsweise gering. Die Nalidixin-Resistenzraten der Matrizen unterschieden sich statistisch
signifikant (p = 0,07).
Ebenfalls hohe Resistenzraten zeigten sich gegeniiber Tetrazyklin (42,6 %). Dazu zihlen 100 %
der Schweine-, 55,9 % der Hiihner-, 50 % der Katzen-, 44,4 % der Hunde- und 36,7 % der
Wachtel-Isolate. Dies betraf keines der Tauben- und Umwelt-Isolate. Somit unterschieden sich
auch die Tetrazyklin-Resistenzen signifikant (p = 0,004) in Abhéngigkeit der Matrix.
Gegen Streptomycin, bei dem es sich wie bei Gentamicin um ein Aminoglykosid-Antibiotikum
handelt, waren nur wenige Campylobacter-Isolate (9,9 %) resistent. Dazu z&hlen 100 % der
Schweineproben, 20 % der Katzenproben, 11,1 % der Hunde- und Taubenproben und 5,9 % der
Hiihnerproben. Keines der Wachtel- und Umwelt-Isolate wies dieses Merkmal auf. Auch hier
unterschied sich die Resistenzrate signifikant in Abhingigkeit der Matrix (p < 0,001).
Gegeniiber dem Makrolid-Antibiotikum Erythromycin zeigte sich lediglich das Isolat einer Kat-

ze resistent (1,0 %).
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Abb. 8: Resistenzverhalten der untersuchten Campylobacter-Isolaten gegeniiber den einzelnen
antimikrobiellen Wirkstoffen (n = 101)

4.4.2 Resistenzverhalten von C. jejuni und C. coli

Beziiglich der beiden untersuchten Campylobacter-Spezies ergab sich ein vergleichbar groB3er
Anteil resistenter Isolate. 71,4 % bzw. 75 % der 77 bzw. 24 untersuchten C. jejuni- und C. coli-
Isolate zeigten sich resistent gegeniiber mindestens einem mikrobiellen Wirkstoff (Abb. 9 und
10).

Gegeniiber Ciprofloxacin zeigten sich 63,6 % aller untersuchten C. jejuni-Isolate und 54,2 %
aller C. coli-Isolate resistent. Bei dem Wirkstoff Nalidixinsdure konnten bei 54,6 % und 45,8 %
der C. jejuni- und C. coli-Isolate Resistenzen festgestellt werden. Gegen Tetrazyklin waren
33,8 % und 70,8 % der untersuchten C. jejuni- und C. coli-Isolate unempfindlich. 6,5 % und
20,8 % der C. jejuni- und C. coli-Isolate wiesen Resistenzen gegeniiber Streptomycin auf. Ein
C. jejuni-Isolat war gegeniiber Erythromycin resistent (1,3 %), hingegen keines der C. coli-
Isolate.

Die Resistenzlage der untersuchten C. jejuni- und C. coli-Isolate gegeniiber den Chinolonen
Ciprofloxacin und Naldixinsdure unterschied sich nicht statistisch signifikant (p = 0,474 bzw.
p =0,49).

Die C.coli-Isolate wiesen eine signifikant héufigere Tetrazyklin-Resistenzrate (p = 0,002) im
Vergleich zu den C. jejuni-Isolaten auf. Auch gegen Streptomycin wies C. coli eine hohere Re-
sistenzrate auf, wobei sich diese Resistenzrate statistisch nicht signifikant (p = 0,055) von der

C. jejuni Resistenzrate unterschied.
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Abb. 10: Resistenzverhalten von C. coli (n = 24)

Abbildung 11 zeigt die Verteilung der MHK-Werte der C. jejuni- bzw. C. coli-Isolate fiir die
untersuchten Antibiotika mit Grenzwerten anhand der Angaben des EU Referenzlabors fiir an-

timikrobielle Resistenzen.
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Abb. 11: Verteilung der MHK-Werte der C. jejuni- bzw. C. coli-Isolate
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4.4.3 Resistenzverhalten in Abhéngigkeit von den untersuchten Matrizen

Die hochsten Resistenzraten zeigten sich mit 100 % bei Schweine-, 86,7 % bei Wachtel- und
79,4 % bei Hithner-Isolaten. Dariiber hinaus zeigte sich bei {iber der Hélfte der Katzen- (60 %)
und Hunde-Isolate (55,6 %) mindestens eine antimikrobielle Resistenz. 44,4 % der untersuchten
Tauben-Isolate und eine der fiinf Umweltproben erwies sich ebenfalls als resistent. Die beiden

anderen Bodenproben wie auch beide untersuchte Wasserproben waren vollstidndig sensibel.

4.4.4 Mehrfachresistenzen

13,9 % aller getesteten Isolate wiesen eine Resistenz gegen einen einzigen antimikrobiellen
Wirkstoff auf. Diese beinhalteten 23,5 % aller Hiihner-Isolate, 22,2 % der Hunde-Isolate und je
10 % der Wachtel- und Katzen-Isolate. Alle Tauben-, Umwelt- und Schweine-Isolate waren
gegeniiber mehreren antimikrobiellen Wirkstoffen resistent.

Betrachtet man die Ergebnisse der antimikrobiellen Empfindlichkeitsbestimmung in Bezug auf
Mehrfachresistenzen, so waren 26,7 % der Isolate resistent gegeniiber zwei, 27,7 % gegeniiber
drei, 3,0 % gegeniiber vier und 1,0 % der Isolate gegeniiber fiinf antimikrobiellen Wirkstoffen
resistent (Abb. 12).

Als resistent gegeniiber zwei Wirkstoffen konnten die Hélfte aller Schweine-Isolate und auch
Wachtel- (46,7 %), Katzen- (40 %), Tauben- (33,3 %), Umwelt- (20 %) und Hundeproben (11,1
%) eingestuft werden. Untersuchte Hithnerproben wiesen die geringste Anzahl an Isolaten mit
Resistenzen gegeniiber zwei Antibiotika auf (5,9 %).

Fast die Halfte der Hithner-Isolate war gleichzeitig gegeniiber drei antimikrobiellen Wirkstoffen
resistent (47,1 %) sowie 30 % der Wachtel-Isolate, 22,2 % der Hunde-Isolate und 11,1 % der
Tauben-Isolate. Weder Katzen-, Umwelt- noch Schweine-Isolate wiesen dieses Merkmal auf.
Ein Hiihner-Isolat (2,9 %) und zwei Schweine-Isolate (50 %) zeigten sich gegeniiber Ciproflo-
xacin, Nalidixinsdure, Streptomycin und Tetrazyklin resistent. Ein Katzen-Isolat (10 %) erwies
sich gegeniiber Ciprofloxacin, Nalidixinséure, Streptomycin, Tetrazyklin und Erythromycin
resistent.

Es erwiesen sich 31,7 % der Isolate als resistent gegeniiber mindestens drei antimikrobieller
Wirkstoffe und sind somit als multiresistent zu bezeichnen. Dies trifft auf 55,6 % der C. coli-
und 40 % der C. jejuni-Isolate zu. Bezugnehmend auf die unterschiedlichen Matrizen zeigten
sich 50 % der Hiihner- und Schweine-, 30 % der Wachtel-, 22,2 % der Hunde-, 11,1 % der
Tauben- und 10 % der Katzen-Isolate multiresistent. Lediglich die Umwelt-Isolate wiesen keine

Multiresistenz auf.

71



Ergebnisse

Mehrfachresistenzen
30
26,7 % 27,7 %
25
20
3
i:: 15
R
10
3%
5
L —
0 . _ —

1 2 3 4 5
Anzahl der antimikrobiellen Wirkstoffe

Abb. 12: Verteilung der ermittelten Mehrfachresistenzen der Campylobacter-Isolate

4.4.5 Resistenzkombinationen

Am héufigsten war die Dreifachresistenz gegeniiber Ciprofloxacin, Nalidixinsdure und Tetra-
zyklin mit 34,3 % der resistenten Isolate (25/73) vertreten, gefolgt von der Kreuzresistenz ge-
geniiber Ciprofloxacin und Nalidixinsdure mit 28,8 % (21/73). Erwéhnenswert sind auch die
Zweifachresistenzen gegeniiber Ciprofloxacin und Tetrazyklin, Tetrazyklin und Streptomycin,
die Dreifachresistenz gegen Ciprofloxacin, Nalidixinsdure und Streptomycin sowie die Vier-
fachresistenz gegen Ciprofloxacin, Nalidixinséure, Tetrazyklin und Streptomycin mit jeweils
4,1 % (3/73). Ein Isolat zeigte sich unempfindlich gegeniiber Ciprofloxacin, Nalidixinsiure,
Tetrazyklin, Streptomycin und Erythromycin (1,4 %).

Bezugnehmend auf die beiden untersuchten Spezies C. jejuni und C. coli zeigte sich die Zwei-
fachresistenz gegeniiber Tetrazyklin und Streptomycin bei 16,7 % der resistenten C. jejuni-
Isolate, aber bei keinem der resistenten C. coli-Isolate. Ein deutlich hoherer Anteil der resisten-
ten C. coli-Isolate erwies sich als resistent gegeniiber Ciprofloxacin und Tetrazyklin (11,1 %)
im Vergleich zu den C. jejuni-Isolaten (1,8 %). Gegenteilig verhielt es sich bei der Zweifachre-
sistenz gegeniiber Ciprofloxacin und Nalidixinsdure. Dies traf auf 36,4 % der C. jejuni-Isolate
und 5,6 % der C. coli-Isolate zu.

Die Dreifachresistenz gegeniiber Ciprofloxacin, Nalidixinséure und Tetrazyklin war sowohl fiir
C. jejuni und C. coli (30,9 % und 44,4 %) hiufig.

Eine Dreifachresistenz gegeniiber Ciprofloxacin, Nalidixinsédure und Streptomycin wurde nur

bei C. jejuni-Isolaten (5,5 %), nicht jedoch bei C.coli-loslaten nachgewiesen.
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Vier- und Fiinffachresistenzen zeigten sich selten. Bei einem der drei vierfach resistenten Isolate
handelte es sich um C. jejuni, bei den anderen beiden um C. coli. Diese machten 1,8 % und 11,1
% der resistenten C. jejuni- und C. coli-Isolate aus.

Lediglich eines der 77 C. jejuni-Isolate erwies sich gegeniiber fiinf antimikrobiellen Wirkstoffen

als resistent.

4.4.6 Vergleich des Resistenzverhaltens der mittels beider Isolierungsverfahren
detektierten Spezies einer Probe

Lagen Isolate derselben Spezies aus beiden Isolierungsverfahren einer Probe vor, so wurden

beide im Resistenztest untersucht. Dies traf auf zehn Proben zu.

In allen bis auf eine Probe zeigten jeweils beide Isolate unterschiedliche MHK-Werte je nach

Isolierungsverfahren.

Bei der Hilfte der Proben unterschieden sich die jeweils zwei Isolate nicht im Resistenzverhal-

ten. Dazu zéhlen C. jejuni-Isolate von zwei Wachteln, einem Huhn und einem Hund sowie zwei

C. coli-Isolate von einer Wachtel.

Die iibrigen Isolate aus dem modifizierten ISO- und CT-Verfahren von vier Wachteln und ei-

nem Huhn wiesen Unterschiede hinsichtlich ihres Resistenzprofils auf.

4.5 Charakterisierung ausgewihlter Campylobacter-Isolate mittels

MLST

Die klonale Verwandtschaft ausgewédhlter Campylobacter-Stimme wurde basierend auf der
Sequenzierung von Fragmenten der sieben Haushaltsgene aspA, ginA, gltA, glyA, pgm, tkt und
uncA und dem Vergleich der daraus resultierenden Allelmuster analysiert.

Die in Abbildung 13 aufgefiihrten 86 Tier-Isolate wurden nach den Angaben der Campylobac-
ter-MLST-Website (http://pubmlst.org/campylobacter/) untersucht. Die 58 C. jejuni-Isolate

stammten aus Wachteln (n = 22), Hunden (n = 12), Hithnern (n = 10), Tauben (n =9), Katzen (n
= 4) und einem Schwein (n = 1). 28 C. coli-Isolate aus Schweinen (n = 20), Wachteln (n = 3),

Hiihnern (n = 2), Hunden (n = 2) und einer Katze (n = 1) wurden ebenfalls untersucht.
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Abb. 13: Mittels MLST charakterisierte C. jejuni- und C. coli-Isolate nach Matrizen

Threm Allelprofil entsprechend wurden die Campylobacter-Stimme einem Sequenztyp (ST) und
klonalem Komplex (ST-CC) zugeordnet. Diese Zuordnungen und die zugehorigen Allelpoly-
morphismen sind Tabelle A4 des Anhangs zu entnehmen.

Abbildung 14 zeigt ein Populationsmodell basierend auf den zusammengefiigten Sequenzen
(concatenated sequences) aller MLST-Gene der in dieser Arbeit untersuchten Campylobacter-

Stimme in Form eines MST (Minimum Spanning Tree) (Bionumerics Version 6.1).
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Abb. 14: MLST von C. jejuni- und C. coli-Isolaten, dargestellt als Minimum Spanning Tree

Jeder Kreis stellt einen Sequenztyp dar. Der Durchmesser der Kreise repréasentiert die Anzahl
der zugehorigen Isolate. Die Farbe des Kreises gibt die Quelle an (gelb — Katze, rosa — Schwein,
blau — Hund, pink — Wachtel, lila — Huhn, braun — Taube). Die Linge der Verbindungslinien
zwischen den Kreisen gibt die Unterschiede der concatenated sequences der Sequenztypen an.
Die Ellipsen um die Kreise zeigten die Zugehorigkeit zu einem ST-CC an. Die Bezeichnung des
ST-CC ist jeweils seitlich vermerkt.

Es ist eine deutliche Aufteilung der Sequenztypen in zwei grofle phylogenetische Gruppen er-
kennbar. Die obere Gruppe beinhaltete C. coli-Isolate, wiahrend sich in der unteren Gruppe die

ST der C. jejuni-Isolate wiederfanden.
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Bei den mittels MLST untersuchten 86 Campylobacter-Isolaten wurden 39 verschiedene Se-
quenztypen identifiziert. Bis auf 13 sind alle festgestellten Sequenztypen auch fiir humane
Campylobacter-Isolate bekannt (Tab. A4 des Anhangs).

AuBlerdem befanden sich unter den identifizierten Sequenztypen acht ST, die erstmals im Rah-
men dieser Studie beschrieben wurden. Den neu beschriebenen Allelkombinationen wurde an-

hand der Onlinedatenbank pubMLST (www.pubmlst.org) ein Sequenztyp zugewiesen.

Insgesamt konnten die meisten der ermittelten Sequenztypen der Isolate zehn klonalen Komm-
plexen zugeordnet werden. In der Gruppe der C. jejuni-Isolate wurden neun verschiedene klona-
le Komplexe ermittelt. Diesen wurden jeweils zwischen einem und fiinf unterschiedliche Se-
quenztypen zugeordnet (Tab. A4 des Anhangs). Fiinf Sequenztypen konnten keinem klonalen
Komplex zugewiesen werden und stellen Singletons dar.

In der phylogenetischen Gruppe der C. coli-Stimme ist ein grofler klonaler Komplex (ST-828
CC) zu erkennen, dem 13 der 16 Sequenztypen dieser Gruppe bzw. 24 der 28 C. coli-Isolate
(85,7%) angehorten. Die iibrigen drei Sequenztypen (ST-1430, ST-7003, ST-7004) sind Single-
tons und konnten keinem klonalen Komplex zugeordnet werden.

Die typisierten Campylobacter-Isolate wiesen eine hohe genetische Diversitit auf Ebene der
Sequenztypen auf. Unter den C. jejuni-Stdimmen wurden 23 unterschiedliche Sequenztypen
identifiziert.

Die beiden vorherrschenden Sequenztypen unter den untersuchten C. jejuni-Isolaten waren ST-
658 und ST-2274, denen jeweils zwdlf und sechs der Isolate zugeordnet werden konnten. Je-
weils vier der C.jejuni-Isolate weisen den ST-50, ST-220, ST-1962 und ST-7000 und drei den
ST-19 auf.

Jeweils zwei Isolate konnten folgenden ST zugeordnet werden: ST-53, ST-122, ST-257, ST-572
und ST-1519. Die anderen sind jeweils nur durch ein Isolat représentiert.

Die untersuchten C. coli-Isolate gehdrten 16 verschiedenen Sequenztypen an. Es dominierten
die Sequenztypen ST-854 und ST-7005 (jeweils sechs Isolate). Den Sequenztypen ST-2302,

ST-7003 wurden jeweils zwei und allen weiteren Sequenztypen nur ein Isolat zugeordnet.

4.5.1 Zusammenhang zwischen den Resultaten der MLST und den untersuchten
Matrizen
In allen Matrizen zeigte sich eine hohe Diversitét der Sequenztypen. Auch auf Ebene der klona-

len Komplexe war meist kein Zusammenhang zwischen Sequenztyp und Herkunft der Isolate zu

erkennen (Abbildungen 15 und 16).
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Abb. 15: Verteilung der ST-CC unter den C. jejuni-Isolaten der unterschiedlichen Quellen
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Abb. 16: Verteilung der ST-CC unter den C. coli-Isolaten der unterschiedlichen Quellen

C. jejuni

Sieben der zehn klonalen Komplexe enthielten Isolate aus verschiedenen Quellen. ST-206 CC
und ST-21 CC enthielten Isolate aus vier, ST-45 CC aus drei verschiedenen Quellen. ST-658
CC und ST-464 CC beinhalteten Stimme zwei verschiedener Quellen. ST-22 CC, ST-179 CC

und ST-354 CC wurden jeweils nur Katzen-, Tauben- und Wachtel-Isolaten zugewiesen.
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Auch konnten Isolate mit demselben Sequenztypen aus verschiedenen Quellen nachgewiesen

werden (Tab. 18).

Tab. 18: Sequenztypen mit Isolaten aus verschiedenen Quellen

ST-CC ST Quellen der Isolate
21 50 Huhn, Wachtel

21 53 Hund, Katze

21 1519 Huhn, Wachtel
206 122 Huhn, Katze

206 572 Hund, Wachtel
257 257 Huhn, Schwein
658 658 Hunde, Wachtel
C. coli

Der ST-828 CC beinhaltete Isolate von 16 Schweinen, drei Wachteln, zwei Hiithnern, zwei
Hunden und einer Katze. Alle ST der untersuchten C. coli-Isolate beinhalteten jeweils Isolate

derselben Quelle.
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5 Diskussion

5.1 Fragestellung

Weltweit stellen Campylobacter die haufigste bakterielle Ursache von Durchfallerkrankungen
dar (World Health Organization 2013). In der BRD {ibersteigen die Campylobacteriose-Fille
seit 2005 die der Salmonellose und 2014 rangierte die Campylobacteriose vor der Norovirus-
Infektion auf Platz eins der meldepflichtigen Darmkrankheiten (Tabelle 1).

Zahlreiche Quellen von Campylobacter wie Heim-, Nutz- und Wildtiere und eine Vielzahl indi-
rekter Ubertragungswege wie kontaminiertes Fleisch, Milch, Wasser und auch Luft, Muscheln,
Salat und Gemiise wurden beschrieben (On 2013; Man 2011; Skelly und Weinstein 2003; Bull
et al. 2006; Morgan et al. 1994; Kuusi et al. 2005). Dessen ungeachtet bleibt die Ursache in bis
zur Hilfte der Campylobacteriose-Fille unbekannt (Bessell et al. 2012). Zudem ist die Rolle
von anderen Infektionsquellen als Lebensmitteln noch nicht endgiiltig geklart (Alter et al.
2011a).

Beachtenswert ist auch, dass antimikrobielle Resistenzen in Campylobacter spp. weltweit zu-
nehmen (Polédk et al. 2014; Luangtongkum et al. 2009). Diese Resistenzentwicklung ist insofern
bedeutsam, als ein Therapieversagen eintreten kann und notwendige Resistenztests zeit- und
kostenintensiv sind. Ein weiterer Aspekt ist, dass Infektionen mit resistenten Campylobacter
spp. klinisch schwerwiegender und langwieriger sein konnen (Helms et al. 2005; Travers und
Barza 2002).

Im Rahmen von Ausbruchsuntersuchungen und der Suche und Wichtung von Eintragsquellen
stellt die Genotypisierung von Isolaten eine wesentliche Methode dar, um die Verwandtschaft
von Isolaten darzustellen, Infektionsketten nachzuweisen und in der Folge entsprechende Mal3-
nahmen zur Unterbrechung der Infektkette zu etablieren.

Um das Infektionsrisiko des Menschen zu senken ist es somit von groer Wichtigkeit, Infekti-
onsquellen von Campylobacter spp. zu identifizieren, isolierte Campylobacter spp. beziiglich
ihrer antimikrobiellen Eigenschaften zu untersuchen und die Isolate zu genotypisieren, um sie
phylogenetisch vergleichen zu kdnnen.

Zu diesem Zweck wurden im Rahmen dieser Arbeit 964 Proben von Patienten zweier Tierarzt-
praxen, aus einem Tierheim, einem Wildtierpark, Oberflichengewidssern und Béden sowie aus
Schnecken und Insekten iiber einen Zeitraum von November 2011 bis Juni 2013 im Raum
Brandenburg und Berlin untersucht.

Dementsprechend sollte zundchst erfasst werden, in welchem Ausmal die verschiedenen Matri-

zen qualitativ mit Campylobacter spp. belastet sind. Da beziiglich der Probenanzahl der
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Schwerpunkt auf Katzen und Hunden lag, wurde bei diesen Spezies zusétzlich ermittelt, ob
Risikofaktoren beziiglich Alter, Durchfall und Haltung fiir eine Infektion mit Campylobacter
bestehen. Zudem sollte untersucht werden, ob sich mit dem modifizierten ISO- und dem CT-
Verfahren, auch unter Berlicksichtigung der untersuchten Matrix und Campylobacter-Spezies,
unterschiedliche Isolierungsraten ergeben.

Des Weiteren sollte die Resistenzlage der aus den unterschiedlichen Matrizen isolierten C. jeju-
ni und C. coli erfasst werden. SchlieBlich wurden ausgewahlte Campylobacter-Isolate mittels
MLST charakterisiert und der Zusammenhang zwischen den Resultaten der MLST und der

Quelle der Isolate untersucht.

5.2 Isolierungsraten von Campylobacter in unterschiedlichen Matrizen

Der Nachweis von Campylobacter wird von einer Vielzahl von Parametern beeinflusst.
Geographische sowie jahreszeitliche Einfliisse konnten bei vielen Quellen gezeigt werden (Sa-
nad et al. 2011; Sandberg et al. 2006; Bender et al. 2005). Umfang, Art, Menge und Herkunft
des Probematerials nehmen ebenfalls Einfluss (Allos 2001). Auch Eigenschaften der untersuch-
ten Tiere, wie Alter, Haltungsform und die korpereigene Abwehr kénnen zu unterschiedlichen
Nachweisraten fithren (Parsons et al. 2010; Sandberg et al. 2006; Wieland et al. 2005).

Bei Querschnittstudien kann auch die intermittierende Ausscheidung von Campylobacter eine
Rolle spielen (Hald et al. 2004).

Auch auf der Erreger-Seite gibt es einflussnehmende Eigenschaften. So unterscheidet sich das
Kolonisations- und Adaptationspotenzial verschiedener Campylobacter-Stimme gegeniiber
verschiedenen Wirten und Umweltbedingungen (Pielsticker et al. 2012; Alter et al. 2011Db).
Desweiteren ergeben sich Unterschiede durch die Art der Probenahme und die Zeitspanne zwi-
schen Probenahme und Verarbeitung der Probe (Koene et al. 2009).

Unterschiede der Isolierungsraten lassen sich auch auf die Wahl des Nachweisverfahrens zu-
riickfithren. Vorteil des direkten PCR-Nachweises ist ein Ergebnis noch am selben Tag und eine
gleichzeitige Speziesdifferenzierung (Kulkarni et al. 2002). Auflerdem kdnnen mittels dieses
Verfahrens auch VBNC-Formen nachgewiesen werden. Mateo et al. (2005) weisen darauf hin,
dass bei einer direkten PCR durch tote, metabolisch reduzierte Bakterien und exogene DNA
falsch positive Ergebnisse moglich sind. Inhibitorische Substanzen aus dem Probematerial kon-
nen andererseits zu falsch negativen Resultaten fithren. Dariiber hinaus liefert das direkte PCR-
Verfahren kein mikrobiologisches Material zur Anzucht und fiir weiterfiihrende Untersuchun-
gen (Kulkarni et al. 2002).

Die kulturelle Isolierung von Campylobacter gestaltet sich oft schwierig, da der Erreger hohe
Wachstumsanspriiche hat und oft nur einen geringen Anteil der Gesamtflora ausmacht. Zudem

weist Campylobacter eine geringe Tenazitit auf und kann aufgrund ungiinstiger duB3erer Ein-

80



Diskussion

fliisse beziiglich Sauerstoff, Temperatur, pH-Wert, Austrocknung und UV-Strahlung subletal
geschidigt sein (Park 2002).

Bei kulturellen Verfahren kann eine Voranreicherung erfolgen, es konnen ein selektives Néhr-
medium, eine Filtertechnik oder eine Kombination mehrerer Verfahren angewandt werden.
Auch lassen sich Inkubationsdauer und —temperatur sowie die Bebriitungsatmosphére variieren.

Diese Griinde gebieten Vorsicht beim Vergleich der Literatur mit dieser Arbeit.

Die in dieser Arbeit untersuchten Hunde wiesen eine Campylobacter-Pravalenz von 15,3 % auf.

In der Literatur fanden sich bei Hunden vergleichbare Privalenzen wie in dieser Arbeit be-
schrieben (Amar et al. 2014; Lee et al. 2004; Lopez et al. 2002). Die Isolierungsmethoden dh-
nelten sich hinsichtlich einer Voranreicherung mit anschlieender Subkultivierung auf einem
selektiven Ndhrmedium oder durch die parallele Anwendung eines selektiven Ndhrmediums
und einer Filtermethode (Amar et al. 2014; Lee et al. 2004; Lopez et al. 2002).

Studien mit deutlich niedrigeren Privalenzen hatten dlteres Kotmaterial zum Gegenstand, unter-
suchten nur auf C. jejuni oder erfolgten ausschlielich in den kalten Jahreszeiten (Cinquepalmi
et al. 2013; Hackett und Lappin 2003; Andrzejewska et al. 2013; Sandberg et al. 2002).

Studien mit hoheren Prdvalenzen konnten auf die Untersuchung von Sammelkotproben von
zwei aufeinanderfolgenden Tagen, die Verwendung von zwei Tupferproben je Tier, fehlende
vorausgehende Antibiosegabe, die ausschlieBliche Untersuchung von streunenden Hunden, Pro-
benahme in der warmen Jahreszeit und einer Kombination von bis zu fiinf verschiedenen
Nachweismethoden zuriickzufiihren sein (Leonard et al. 2011; Engvall et al. 2003; Fernandez
und Oval 2012; Wieland et al. 2005; Acke et al. 2009b; Procter et al. 2013).

Die hochsten beschriebenen Pridvalenzen bei Hunden mit bis zu 97 % wurden beschrieben,
wenn eine direkte PCR als Nachweismethode und die Kombination einer Filtermethode mit drei
verschiedenen selektiven Néhrmedien eingesetzt wurden (Chaban et al. 2010; Koene et al.
2004).

11,3 % der untersuchten Katzenproben waren in der vorliegenden Studie Campylobacter-
positiv. In der Literatur finden sich vergleichbare Daten (Andrzejewska et al. 2013; Gargiulo et
al. 2008; Salihu et al. 2010). Abweichende Privalenzen bei Katzen in der Literatur kdnnten
durch Einfliisse der Jahreszeit der Untersuchung bedingt sein (Bender et al. 2005; Wieland et al.
2005; Lopez et al. 2002). Das Halten von Katzen in Gruppen fiihrt zu hoheren Campylobacter-
Nachweisraten (Bender et al. 2005). Diese wurden in der vorliegenden Arbeit nicht beprobt.
Niedrigere Prévalenzen sind vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass lediglich auf C. jejuni un-
tersucht wurde oder eine geringe Probenzahl bestand (Lee et al. 2004; Hill et al. 2000). AuBer-
dem kann sich eine kurze Inkubationszeit von 48 Stunden nachteilig auf den Nachweis gewisser

Campylobacter-Spezies auswirken (Lee et al. 2004).
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In einer anderen Studie erfolgte im Vorherein eine Selektion von zu untersuchenden Katzen,
welche keine Antibiose erhielten und nicht an Durchfall litten, was ebenfalls Einfluss haben
kann (Wieland et al. 2005). Eigene Untersuchungen erstreckten sich iiber alle Altersgruppen
und Haltungsformen von Katzen sowie unabhéngig von dem Vorliegen von Durchfall oder An-
tibiosegabe, was die niedrigere Prévalenz erkldren konnte.

Prédvalenzen von 58% und sogar 75 % wurden bei Katzen aus Gruppenhaltung festgestellt (Acke
et al. 2006). In Gruppen gehaltene Tiere kdnnten durch eine gegenseitige Ubertragung zu hohe-
ren Privalenzen neigen. Keine der in Rahmen dieser Arbeit untersuchten Katzen stammte aus
einer Gruppenhaltung.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass aufgrund der im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Pra-
valenzen von Campylobacter bei Hunden und Katzen von 15,3 % und 11,3 % diese eine poten-
tielle Infektionsquelle fiir den Menschen darstellen.

Schétzungen zufolge wurden 2013 11,5 Mio. Katzen in 19 % der Haushalte und 6,9 Mio. Hunde
in 14 % der Haushalte in Deutschland gehalten (Skopos 2014).

Dies in Kombination mit der geringen infektiésen Dosis von Campylobacter fiir den Menschen,
dem mit bis zu 10® KBE/g hohen Erregergehalt von Hundekot und dem engen sozialen Kontakt
zu Menschen deutet auf ein hohes Ubertragungsrisiko hin (Chaban et al. 2010).

Die Ubertragung von Campylobacter spp. von Hunden auf Menschen wurde bereits mehrfach
beschrieben und im Zusammenhang mit einer neonatalen Sepsis genotypisch nachgewiesen
(Damborg et al. 2004; Wolfs et al. 2001).

Auch zeigte sich in Studien, dass der Kontakt zu Hunden ein signifikant erhohtes Risiko fiir
eine Campylobacteriose bedeutet. Dies trifft insbesondere auf Hundewelpen in Bezug auf Kin-
der zu (Mughini Gras et al. 2012; Stafford et al. 2008). Die Einhaltung hygienischer Malinah-
men ist in diesem Zusammenhang von grofler Bedeutung.

Ein moglicher Zusammenhang zwischen dem Alter, dem Vorhandensein von Durchfall, der
Fiitterung von Rohfleisch und der Haltungsform und ihrer Untersuchungsergebnisse auf Campy-
lobacter spp. wurde dariiber hinaus bei Hunden und Katzen untersucht.

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zu mdglichen Risikofaktoren einer Campylobacter-
Infektion bei Hunden stellten sich folgendermafen dar.

Junge und mit Rohfleisch gefiitterte Hunde waren jeweils zu etwa 21 % Campylobacter-positiv.
Hunde, die alter als ein Jahr waren bzw. nicht mit Rohfleisch gefiitterte wurden, schieden zu
etwa 14 % thermophile Campylobacter aus. Obwohl diese Unterschiede nicht statistisch signifi-
kant waren, so ldsst sich doch eine Tendenz erkennen. Der iiberwiegende Teil der Studien in der
Literatur konnte zeigen, dass junge und mit rohem Fleisch gefiitterte Hunde ein hdheres Risiko
aufweisen, Ausscheider von Campylobacter zu sein (Amar et al. 2014; Procter et al. 2013; Le-

onard et al. 2011).
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Ein moglicher Grund fiir den nicht signifikanten Unterschied in dieser Arbeit war, dass der An-
teil der jungen bzw. mit rohem Fleisch gefiitterten Hunde mit 14,1 % und 17,2 % gering war.
An Durchfall leidende Hunde waren zu 36,4 %, nicht an Durchfall erkrankte Hunde zu 13,8 %
Campylobacter-positiv. Auch wenn dieser Unterschied nicht statistisch signifikant war, so wa-
ren Durchfall-kranke doch mehr als 2,5mal so hdufig Campylobacter-positiv. Dies ist vermut-
lich darauf zuriickzufiihren, dass wie auch bei den untersuchten Katzen Durchfallerkrankte nur
etwa 6 % der untersuchten Tiere ausmachten. Allerdings ist dieses Ergebnis iibereinstimmend
mit der Mehrheit der Studien in der Literatur, die keinen signifikanter Zusammenhang zwischen
dem Ausscheiden von Campylobacter spp. und dem Auftreten von Durchfall bei Hunden fest-
stellen konnten (Stavisky et al. 2011; Parsons et al. 2011; Rossi et al. 2008).

Andere mogliche Griinde sind, dass zum einen der Anteil von C. jejuni gegeniiber den anderen
Spezies in dieser Arbeit relativ hoch ist und diese Spezies haufiger Durchfall bei Hunden zu
verursachen scheint als andere Spezies (Hald et al. 2004a; Parsons et al. 2011). Zum anderen
war aber der Anteil junger Hunde in dieser Untersuchung relativ gering und diese Gruppe ist
héufiger von einer Campylobacter-Infektion betroffen (Burnens et al. 1992).

Mehrere Studien konnten auch der Zwingerhaltung ein signifikant hoheres Risiko zuschreiben
(Procter et al. 2013; Parsons et al. 2010; Westgarth et al. 2009). In dieser Arbeit waren mit 16,1
% die in Zwingern gehaltenen Hunde gleichermalen Campylobacter-Ausscheider wie die im
Haus gehaltenen Hunde mit 15,2 %. Allerdings handelt es sich auch bei der Zwingerhaltung um
einen Risikofaktor, der bei den untersuchten Hunden unterreprasentiert war (19 %).
Grundsitzlich muss angemerkt werden, dass die Patientendaten der Katzen und Hunde vom
Tierarzt mithilfe eines Fragebogens beim Tierhalter erfragt wurden. Dies kann zu Interviewer-
Bias fiithren (Johannes et al. 1997). Des Weiteren stammten die untersuchten Katzen- und Hun-
deproben aus dem Patientengut zweier Tierarztpraxen und einem Tierheim. Dies ist nicht repra-
sentativ fiir die entsprechende Tierpopulation im Beprobungsbereich Berlin und Brandenburg.
Bei den hier vorgestellten Untersuchungen zu moglichen Risikofaktoren einer Campylobacter-
Infektion von Katzen ergab sich folgendes Bild:

In der Gruppe der maximal ein Jahr alten Katzen waren 13,5 % Campylobacter-positiv, bei den
adulten Tieren waren es 10,4 %. 8,3 % der an Durchfall leidenden Katzen waren Campylobac-
ter-positiv. Hingegen schieden 11,5 % der nicht an Durchfall erkrankten Katzen Campylobacter
spp. aus. Diese Unterschiede waren nach dem exakten Test nach Fisher nicht statistisch signifi-
kant.

Wie in dieser Arbeit beschrieben, konnte auch die Mehrheit der Studien weder einen signifikan-
ten Zusammenhang zwischen der Ausscheidung von Campylobacter mit dem Alter noch mit
Durchfallerkrankungen bei Katzen feststellen (Rossi et al. 2008; Workman et al. 2005; Bender

et al. 2005). Anzumerken ist allerdings, dass der Anteil der an Durchfall leidenden Katzen an
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der Gesamtzahl untersuchter Katzen gering war (6,8 %). Die Beurteilbarkeit des Zusammen-
hangs zwischen Durchfall und Campylobacter-Infektionen auf die gesamte Katzenpopulation ist
somit mit Vorsicht zu interpretieren.

Der Anteil an Ausscheidern bei Freigéngern (16,1 %) war etwa zehnmal so hoch wie der der
reinen Hauskatzen (1,7 %). Dieser Unterschied war statistisch signifikant und konnte auch in
einer anderen Erhebung gezeigt werden (Wieland et al. 2005). Mogliche Griinde dafiir sind,
dass Katzen mit Freigang einer sehr viel groleren Anzahl an Kontaminationsquellen, wie infi-
zierte Beutetiere, verdorbenes Fleisch, kontaminiertes Wasser oder Wildtiere, ausgesetzt sind.
Katzen mit der Moglichkeit zu Freigang stellen demnach eine bedeutsamere Infektionsquelle fiir
den Menschen dar als Katzen ohne Freigang.

Zur Untersuchung des Einflusses der Rohfleischfiitterung auf die Campylobacter-Ausscheidung
bei Katzen war die Probenanzahl (n = 1) zu gering. Auffallend ist aber, dass die einzig positiv

getestete Katze ohne Freigang mit rohem Fleisch gefiittert wurde.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ergaben sich hinsichtlich der untersuchten Probegruppen
die hochsten Campylobacter-Pravalenzen bei Hithnern (74 %) und Wachteln (62,5 %), wohin-
gegen die Pravalenz in Tauben mit 20 % deutlich geringer war.

Die bei Hithnern festgestellten Isolierungsraten entsprechen anderen in der Literatur beschriebe-
nen Prédvalenzdaten (EFSA 2012).

Es existieren nur wenige veroffentlichte Studien zu Campylobacter-Infektionen bei Wachteln.
Eine Erhebung stellte eine Priavalenz von 31,1 % fest (Ngulukun et al. 2010).

Die in dieser Arbeit erhobenen Campylobacter-Isolierungsraten bei Tauben korrelieren eben-
falls mit in der Literatur beschriebenen Daten. Diese reichen von 0 % bis 30 % (Aquino et al.
2002; Lillehaug et al. 2005; Jeffrey et al. 2001). Hohe Privalenzen von bis zu 70,2 % wurden
bei Stadttauben festgestellt (Vazquez et al. 2010). Dies ist moglicherweise auf deren héaufigere
Exposition gegeniiber Kontaminationsquellen zuriickzufiihren. Auch betrégt die Taubendichte
in Stidten bis zu iiber 2.000 Tiere/km?, was eine gegenseitige Ansteckung wahrscheinlicher
macht (Sacchi et al. 2002). Bei den in dieser Arbeit untersuchten Tauben handelte es sich um
Zuchttauben mit Freiflugmdglichkeit, was sowohl die Zahl moglicher Ansteckungsquellen er-
héht als auch die Ubertragung von Campylobacter spp. auf Menschen erméglicht.

Die in dieser Arbeit untersuchten Schweinekotproben waren zu 32 % Campylobacter positiv.
Die vorgelegten Untersuchungsergebnisse der Schweinekotproben auf Campylobacter stimmen
weitgehend mit anderen publizierten Daten von 34,8 % aus Europa iiberein (EFSA 2012). Teil-
weise wurden hohere Priavalenzen von 55,8 % bis 100 % beschrieben (Gebreyes 2005; Madden
et al. 2000). Allerdings wurde auch von erregerfreien Betrieben und deutlich geringeren Pri-

valenzen als in dieser Arbeit beschrieben berichtet (Marinou et al. 2012; Aquino et al. 2002).
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Unterschiede der beschriebenen Privalenzen bei Schweinen konnen auf das Alter der Schweine
und die Grofle des Betriebes zuriickzufiihren sein. So nimmt die Zellzahl von Campylobacter
mit zunehmendem Alter der Schweine ab und je grofer der Betrieb ist, desto hidufiger kann C.
coli nachgewiesen werden (Kosinc 2011; Weijtens et al. 1999). Der im Rahmen dieser Arbeit
beprobte Schweinemastbetrieb war verhaltnismaBig klein und die Mastschweine befanden sich
am Ende ihrer Mastdauer. Dariiber hinaus kénnen Schweine intermittierende Ausscheider von

Campylobacter sein (Kasimir 2005).

Aus den 50 untersuchten Rinderkotproben gelang nur bei einer Probe der Nachweis von Campy-
lobacter. Die Rinder wurden in einem Laufstall ohne Weidegang gehalten. Die Proben wurden
im Juli 2013 genommen und waren keinem Individuum zuzuordnen, da die Entnahme von Rek-
taltupferproben aus sicherheitstechnischen Griinden nicht moglich war. Es wurden makrosko-
pisch moglichst frische Kotproben untersucht. Die bei Rindern beschriebenen Nachweisraten
von Campylobacter variieren stark. Die Mehrheit der Studien gibt niedrige Privalenzen von
etwa 3 % an (EFSA 2012). In anderen Studien gelang kein Nachweis von Campylobacter spp.
bei Rindern (Workman et al. 2005; Lee et al. 2004; Aquino et al. 2002). Hohere Werte kdnnen
beispielsweise durch mehrfache Beprobung bedingt sein, da Rinder zu einer intermittierenden
oder sehr geringen Ausscheidung von nur 10* KBE/g Kot neigen (Sproston et al. 2011; Gilpin et
al. 2009; Sinton et al. 2007). Dies veranlasst manche Autoren dazu, ein direktes PCR-Verfahren
anzuraten (Inglis et al. 2004). Auch wurde eine Saisonalitit bei der Campylobacter-
Ausscheidung bei Rindern beschrieben (Sproston et al. 2011; Moriarty et al. 2008). Die Pra-
valenz scheint dariiber hinaus mit der Mastdauer zuzunechmen bzw. ist von dem Alter der Tiere
abhingig (Hannon et al. 2009; Besser et al. 2005). Haltungsfaktoren wie Weidegang und der
Zugang zu natiirlichem Oberflichengewaissern spielen ebenfalls eine Rolle (Duncan et al. 2014;
Besser et al. 2005). Hoar et al. (1999) konnten zeigen, dass sich statistisch signifikant (zehnmal)
mehr Campylobacter-Isolate mittels Untersuchung von Rektaltupfern im Vergleich zu der Un-
tersuchung von Kotproben ergaben. Im Kot von Rindern sterben Campylobacter bedingt durch
hohe Temperaturen und Sauerstoff rasch ab, was bei zunehmendem Alter des Kotes zu schlech-
teren Isolierungsraten fiihrt (Sinton et al. 2007). Diese Griinde kdnnten die in dieser Arbeit nur
geringe Isolierungsrate von Campylobacter bei Rindern bedingen.

Bei den hier untersuchten Schafen wurden keine Campylobacter spp. nachgewiesen. Dies zeigte
sich auch in anderen Studien, bei denen kein Nachweis oder nur eine geringe Nachweisrate bei
Schafen gelang (Bolton et al. 2012; Bull et al. 2006; Bailey et al. 2003). Bei den in der Literatur
beschriebenen hoheren Prévalenzen bei Schafen handelte es sich meist um grofle Herden zur
Mast gehaltener Fleischschafrassen. Des Weiteren sind Lammer haufiger Ausscheider und

Schafe scheiden signifikant hdufiger im Winter und nach der Lammung Campylobacter aus
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(Milnes et al. 2008; Bailey et al. 2003; Jones et al. 1999). In dieser Erhebung lag nur eine gerin-
ge Stichprobenzahl einer kleinen Schafherde mit adulten Tieren (n=13) vor. Auflerdem handelte
es sich um eine andere Rasse (Kamerunschafe).

Bei keiner der untersuchten Ziegen wurde Campylobacter festgestellt. Auch in anderen Verof-
fentlichungen erwiesen sich Ziegen mit 0 % bis 5 % als keine oder nur zu einem geringen Pro-
zentsatz als Trager von Campylobacter (Cortés et al. 2006; Lee et al. 2004).

Keines der untersuchten Pferde schied zum Untersuchungszeitpunkt Campylobacter aus. Auch
in anderen Studien konnten keine Campylobacter spp. aus Pferdekot isoliert werden (Bolton et
al. 2012; Bull et al. 2006). Dariiber hinaus war die Stichprobenzahl gering (n = 29). In der Lite-
ratur beschriebene Nachweise von Campylobacter bei Pferden stammen meist von Pferden, die
mit anderen Tierarten zusammen gehalten wurden (Zweifel et al. 2008; Baserisalehi et al. 2007).
Dabei ist eine mogliche Ubertragung von Tierarten, bei denen Campylobacter als Kommensale
betrachtet wird, auf die untersuchten Pferde in Erwdgung zu ziehen. Ein Nachweis von Campy-
lobacter bei einem Pferd wurde in Zusammenhang mit einem chronischen Durchfall beschrie-
ben (Hurcombe et al. 2009). Keines der im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Pfer-
de wies Durchfall auf oder wurde mit einer anderen Tierart zusammen gehalten.

Die Veroffentlichungen zu Campylobacter-Priavalenzen bei Kaninchen fallen gering aus. Sie
liegen bei 0 % bis 1 % (Devane et al. 2005; Roug et al. 2013). Aus keiner in der vorliegenden
Arbeit der untersuchten Kaninchenproben konnte Campylobacter isoliert werden, allerdings war
die Stichprobenzahl gering (n = 27).

Bei den untersuchten Zecken, Wanzen und Schnecken wurden keine Campylobacter spp. nach-
gewiesen. Dies kann mehrere Griinde haben.

Zum einen fungieren Insekten nur kurzfristig als mechanische Vektoren von Campylobacter
und eine Kontaminationsquelle wie Tierkot muss in ihrer Ndhe vorhanden sein (Hazeleger et al.
2008). So konnten Hald et al. (2008) zeigen, dass kiinstlich inokulierte Fliegen fiir maximal 24
Stunden Trager des Erregers waren. Zum anderen sind beschriebene Isolierungsraten von etwa 1
% gering und zeigen des Weiteren saisonale Schwankungen (Hald et al. 2008).

In der Literatur beschriebene Nachweise von Campylobacter bei Schnecken von bis zu 13,3 %
gelangen durch Untersuchung von Teilstiicken der Schnecken (Sproston et al. 2010). In der
vorliegenden Erhebung wurde lediglich die zugéngliche Oberfldche der untersuchten Schnecken

betupft, und somit nicht der Verdauungstrakt der Schnecken untersucht.

In der Literatur sind nur wenige Untersuchungen zu der Prévalenz von lebensmittelrelevanten
Bakterien bei kleinen Heimtieren, Reptilien und Igeln zu finden.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden neun Méuse, zwei Meerschweinchen und ein Chin-

chilla auf Campylobacter untersucht. Aus keiner der Kotproben der Méuse und des Chinchillas
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konnte Campylobacter isoliert werden. Dies gelang auch in anderen Studien der Literatur nicht
(Effenberger 2008; Fernie und Park 1977). Der Nachweis von Campylobacter bei Méausen ge-
lang nur bei wildlebenden Tieren (Meerburg et al. 2006).

Auch Untersuchungen von Meerschweinchen zeigen meist keinen Nachweis von Campylobac-
ter (Effenberger 2008; Lee et al. 2004). Tenkate et al. (2001) konnten die Haltung eines Meer-
schweinchens dariiber hinaus nicht als Risikofaktor einer Campylobacteriose fiir Kinder identi-
fizieren. Eine Studie zeigt jedoch eine Nachweisrate von 7,7 % bei Meerschweinchen (Meanger
und Marshall 1989). Bei dieser Erhebung wurden Rektaltupfer und Material von Nekropsien
inklusive Gallenblase von Meerschweinchen mit natiirlicher Kolonisation untersucht. Allerdings
handelte es sich dabei um Labortiere.

Auch wenn im Rahmen der vorliegenden Arbeit lediglich zwei Meerschweinchen beprobt wur-
den, so konnte doch bei einem der beiden Tier Campylobacter festgestellt werden. Dies macht
deutlich, dass es sich auch bei einem gesunden als Haustier gehaltenen Meerschweinchen ohne
Auslauf um eine mogliche Infektionsquelle einer Campylobacteriose fiir den Menschen handeln
kann. Eine Anthropozoonose wire in diesem Fall ebenso denkbar.

Zahlreiche Studien beschreiben den Nachweis von Campylobacter bei Reptilien (Wang et al.
2013; Dingle et al. 2010; Tu et al. 2004). Die Privalenz bei als Haustier gehaltenen Reptilien
betragt zumeist unter 10 % (Wang et al. 2013). Bei keinem der untersuchten beiden Landschild-
kroten, der Bartagame und dem Chaméleon konnte Campylobacter nachgewiesen werden.
Untersuchungen zu Campylobacter bei Igeln fallen noch sparlicher aus (Petersen et al. 2001).
Aus dem im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Igelkot konnte Campylobacter nicht

isoliert werden.

Das Vorkommen kultivierungsfahiger Campylobacter spp. in der Umwelt ist i.d.R. durch eine
frische fikale Kontamination bedingt, da der Erreger auBlerhalb eines Wirtes nicht in der Lage
ist, sich zu vermehren und empfindlich gegeniiber Austrocknung, UV-Licht und hohen Tempe-
raturen ist (Park 2002; Jones 2001). Die Tenazitét ist ausgepragter, wenn die Umgebung dunkel,
feucht und kalt ist (Hazeleger et al. 1998; Lee et al. 1998).

Der Eintrag von Campylobacter in die Umwelt erfolgt meist durch Wildvogel, andere Wildtiere,
Hunde und Katzen sowie landwirtschaftliche Betriebe (Lévesque et al. 2011).

Die Relevanz von in der Umwelt vorkommenden Campylobacter spp. bei der Campylobacterio-
se ist umstritten. Mullner et al. (2009) sind der Auffassung, dass ihre Resultate der Genotypisie-
rung von Umwelt-Isolaten und die gegenldufige Saisonalitit der Campylobacteriose des Men-
schen und dem Vorkommen von Campylobacter in der Umwelt gegen eine bedeutsame Rolle
sprechen. Andere Autoren hingegen betrachten die Umwelt als Vehikel in der Infektionskette

der Campylobacteriose (Mughini Gras et al. 2012). So war Bodenmaterial verschiedener Lokali-
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tiaten wie Badestrinde, Parkanlagen und Spielplitze mit Campylobacter spp. belastet (French et
al. 2009; Sheppard et al. 2009; Bolton et al. 1999). Auch in dieser Arbeit wurde Campylobacter
in Bodenproben aus Parkanlagen, Spielplétzen, einem Feldweg und dem Ufergeldnde eines Sees
nachgewiesen.

Weiterhin ist Wasser als Quelle fiir Campylobacteriose-Ausbriiche bekannt (Richardson et al.
2007; Smith et al. 2006). So wurde das Schwimmen in Gewissern in einer Fall-Kontroll-Studie
als Risikofaktor zur Campylobacteriose identifiziert (Schonberg-Norio et al. 2004).

Nicht unerwartet wurde in der hier vorliegenden Erhebung bei Wasserproben eine geringe
Nachweisrate (5,5 %) festgestellt. Ahnlich niedrige Werte von Oberflichengewissern wurden
mit 4,3 % in der Literatur beschrieben (Moore et al. 2001). Die Detektion von Campylobacter
spp. in Wasserproben gestaltet sich aufgrund der geringen Anzahl der Erreger schwierig (Abul-
reesh et al. 2005). Des Weiteren wurden tages- und jahreszeitliche Unterschiede beschrieben. So
sind die Nachweisraten am Morgen bzw. im Sommer, bedingt durch die Dauer der UV-
Strahlung und hohere Temperaturen, geringer als nachmittags bzw. im Winter (Jones 2001;
Obiri-Danso et al. 2001). Ebenfalls wurde der Einfluss des Sauerstoffgehaltes der untersuchten
Wasserproben diskutiert (Whiley et al. 2013).

Hohere Nachweisraten in der Literatur konnten durch Eintrdge aus Kldranlagen, landwirtschaft-
lichen Betrieben und Wildvogeln oder ein groBeres Probenvolumen bedingt sein (Lévesque et
al. 2011; Kemp et al. 2005; Hanninen et al. 2003).

Auch wenn die Nachweisrate in dieser Arbeit gering ausfiel, besteht ein Infektionsrisiko fiir die
Bevdlkerung, wenn Campylobacter in Gewissern vorkommt (Savill et al. 2001). Dieses ist ab-
hingig von der Art der Nutzung und vom Campylobacter-Gehalt. Der Nachweis gelang bei
einem Teich, zwei FluBwasserproben und drei Seen, die auch als Badegewisser genutzt werden.
Die Gefahr einer Infektion wird deutlich, wenn man beriicksichtigt, dass Schwimmer innerhalb
einer Stunde bis zu 37 ml Wasser verschlucken (Dufour et al. 2006).

Somit stellen auch Bodenmaterial und Gewésser eine potentielle Infektionsquelle des Menschen
fiir Campylobacter dar. Dies konnte aufgrund des frequenten Hand-Mund-Kontakts und einer
schlechteren Hygiene in erster Linie fiir Kinder von Bedeutung sein. Eine Studie konnte zeigen,
dass Kinder, die an Orten mit Vogelkot spielten, ein 2,8mal hoheres Risiko aufwiesen an

Campylobacteriose zu erkranken als solche, die das nicht taten (Kapperud et al. 2003).

Die in dieser Arbeit erhobenen Nachweisraten unterstreichen, dass nicht nur Lebensmittel-
liefernde Tiere wie Hiihner und Schweine bei der Infektionskette der Campylobacteriose be-
deutsam sein konnen. Zu beriicksichtigen ist allerdings, dass Matrizen mit einer niedrigen

Stichprobenzahl keine Aussage zur Bedeutung als Infektionsquelle fiir den Menschen erlauben.
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Lediglich die Ergebnisse der Hunde-, Katzen-, Boden- und Wasserproben kénnen allgemeingiil-

tig aufgefasst werden.

5.3 Speziesverteilung in unterschiedlichen Matrizen

Bei der Interpretation des Vorkommens der verschiedenenen Campylobacter-Spezies ist zu
beriicksichtigen, dass die Art der Voranreicherung und die Auswahl der Isolationsbedingungen
Einfluss auf die nachgewiesene Spezies nehmen kénnen (Williams et al. 2012; Bae et al. 2005).
Nach den Ergebnissen der Speziesdifferenzierung dominiert in der vorliegenden Erhebung C.
Jjejuni mit 60 % gegeniiber C. coli mit 23 % und C. upsaliensis mit 14,6 %. C. lari und C. fetus
machten nur 1,8 % bzw. 0,6 % der Isolate aus.

Etwa 90 % der humanen Campylobacteriose-Fille sind auf C. jejuni und 10 % auf C. coli zu-
riickzufiihren. C. lari und C. upsaliensis machen gemeinsam weniger als 1 % aus (Sopwith et al.
2009; Giirtler et al. 2005; Friedman et al. 2004). Allerdings bleibt aufgrund der anspruchsvolle-
ren Wachstumsbedingungen die Bedeutung der anderen bisher selten detektierten Spezies frag-
lich (Moore et al. 2005; Lastovica und Le Roux 2000; Bourke et al. 1998). So machte C. fetus in
einer Studie 5 % der humanen Campylobacter-Isolate aus (Gallay et al. 2007).

Die Hilfte der Katzen-Isolate machte C. jejuni aus. Die restlichen Isolate verteilten sich mit
35 % auf C. upsaliensis und 15 % auf C. coli. Auch anderen Autoren berichten von C. jejuni als
haufigste oder einzige Spezies bei Katzen (Andrzejewska et al. 2013; Gargiulo et al. 2008;
Spain et al. 2001). In all diesen Studien wurde ein selektives Nahrmedium mit oder ohne Voran-
reicherung zur Isolation genutzt. In anderen Erhebungen hingegen macht C. upsaliensis die
haufigste Spezies aus (Acke et al. 2009b; Bender et al. 2005; Wieland et al. 2005). In diesen
Studien wurde eine Kombination aus einem selektiven Nahrmedium mit oder ohne Voranrei-
cherung und einer parallelen Filtermethode angewandt. Dies ist vermutlich darauf zuriickzufiih-
ren, dass einige C. upsaliensis-Stimme empfindlich auf in selektiven Ndhrmedien enthaltene
Antibiotika reagieren (Lawson et al. 1999; Lawson et al. 1997; Corry et al. 1995; Goossens et
al. 1990).

Gurgan und Diker (1994) berichten von einer Infektion mit C. upsaliensis bei einer Katze, wel-
che vermutlich zu einem Abort bei der Tierhalterin fiithrte. Auch C. helveticus und C. lari konn-
ten in anderen Erhebungen bei Katzen isoliert werden (Acke et al. 2009b; Workman et al. 2005;
Shen et al. 2001).

C. jejuni, C. upsaliensis und C. coli wurden in dieser Arbeit mit Infektionsraten von 5,7 %,
4,0 % und 1,7 % bei den untersuchten Katzen nachgewiesen. Bedenkt man, dass in Deutschland
ca. 11,5 Mio. Katzen gehalten werden, konnten Katzen eine Rolle bei Infektionen von Men-

schen v.a. mit C. jejuni und C. upsaliensis spielen.
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In dieser Arbeit waren C. jejuni und C.upsaliensis mit 44,4 % und 40,7 % die am haufigsten
isolierten Spezies bei Hunden, wobei sie einen fast gleich grolen Anteil ausmachten. Dariiber
machten C. coli und C. lari 11,1 % und 3,7 % aus. Die berichtete Speziesverteilung caniner
Campylobacter-Isolate in der Literatur variiert stark (Fernandez und Oval 2012). Allerdings
entsprechen die Resultate dieser Arbeit dem Trend in der Literatur (Tab. 3 des Anhangs).

Zwei der untersuchten Hunde wiesen eine Koinfektion auf. Auch andere Studien beschrieben
Koinfektionen von Campylobacter bei Hunden (Chaban et al. 2010; Koene et al. 2004).

Die Probe mit parallelem Nachweis von C. jejuni und C. lari stammte von einem Hund, der 15
Jahre alt war und an Durchfall litt. Zu diesem Fall ist anzumerken, dass bereits in einer anderen
Studie gezeigt werden konnte, dass an Durchfall erkrankte Hunde eine groBere Speziesvielfalt
an Campylobacter spp. im Kot aufweisen (Chaban et al. 2010). Zusétzlich handelte es sich um
einen sehr alten Hund, der moglicherweise ein geschwichtes Immunsystem aufwies und des-
halb empfanglicher gegeniiber einer Koinfektion war. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
alte Hunde héufiger eine Campylobacter-Infektion aufweisen (Procter et al. 2013).

Der Hund mit der Mehrfachinfektion mit C. jejuni und C. upsaliensis erhielt innerhalb 14 Tagen
vor Probenahme Antibiose aufgrund einer Ovariohysterektomie (Amoxicillin).

Bei diesem Fall ist zu vermuten, dass es aufgrund der Antibiosegabe zu einer Verschiebung der
Darmflora zugunsten von Campylobacter kam, da beinahe alle Campylobacter spp. resistent
gegen Beta-Lactam-Antibiotika sind (Wieczorek und Osek 2013; Payot et al. 2006).

Koene et al. (2004) beschrieben, dass Koinfektionen bei Hunden nur detektiert wurden, wenn
die Probenbearbeitung innerhalb von vier Stunden erfolgte. Dies trifft nicht auf die beiden de-
tektierten Koinfektionen bei Hunden dieser Arbeit zu.

Andere bei Hunden beschriebene Spezies wie C. concisus, C. gracilis und C. mucosalis wurden
in anderen Studien ausschlielich bei an Durchfall leidenden Hunden nachgewiesen (Chaban et
al. 2010). In dieser Arbeit konnten diese Spezies nicht isoliert werden. Ein moglicher Grund ist,
dass nur ein geringer Anteil der in dieser Arbeit untersuchten Hunde an Durchfall litt. Ein ande-
rer Grund konnte sein, dass in anderen Erhebungen eine direkte PCR zum Einsatz kam, womit
der Nachweis dieser Spezies wahrscheinlicher wird.

C. jejuni wurde mit einer Infektionsrate von 7,4 % bei den untersuchten Hunden festgestellt.
Beriicksichtigt man, dass in Deutschland schitzungsweise 6,9 Mio. Hunde gehalten werden und
den iiblicherweise engen korperlichen Kontakt zu den Besitzern, so unterstreicht dies die mogli-
che Bedeutung von Hunden in der Epidemiologie der Campylobacteriose. C. upsaliensis wurde
bei 6,8 % der Hunde nachgewiesen. Die Rolle dieses Erregers bei der Campylobacteriose in
Deutschland wird moglicherweise aufgrund diagnostischer Methoden unterschétzt (Moore et al.

2005; Lastovica und Le Roux 2000; Bourke et al. 1998). C. coli und C. lari scheinen bei
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Campylobacter-Infektionen von Hunden mit Infektionsraten von 1,8 % und 0,6 % eine unterge-
ordnete Rolle zu spielen.

Die Untersuchung von Bodenproben auf Campylobacter spp. ergab eine groBBe Speziesvielfalt,
die der bei Hunden dhnelte. C. jejuni machte mehr als die Halfte der Isolate (52,9 %), C. upsali-
ensis 29,4 %, C. lari 11,8 % und C. coli 5,9 % aus. Eine Probe enthielt sowohl C. coli als auch
C. upsaliensis. In anderen Erhebungen wurde meist C. jejuni aus Bodenmaterial isoliert, wobei
auch C. coli und C. lari beschrieben wurden (Stuart et al. 2010; French et al. 2009; Brown et al.
2004). Das Vorkommen von Campylobacter spp. in Bodenmaterial ist aufgrund der nur gerin-
gen Tenazitit des Erregers auf einen frischen fikalen Eintrag zuriickzufithren (Jones 2001).
Angesichts der in dieser Arbeit nachgewiesenen verhdltnismiaBig groflen Speziesvielfalt kommt
dafiir eine Vielzahl an Quellen in Frage. Grundsitzlich muss von einem potentiellen Infektions-
risiko fiir den Menschen mit diesen Campylobacter-Spezies ausgegangen werden.

66,7 % der Wasser-Isolate dieser Arbeit waren C. jejuni. Die restlichen setzten sich zu gleichen
Teilen aus C. coli und C. upsaliensis zusammen.

Untersuchungen verschiedener Oberfldchengewdsser in der Literatur konnten meist C. jejuni, C.
coli und C. lari nachweisen (Lévesque et al. 2011; Devane et al. 2005; Kemp et al. 2005; Hor-
man et al. 2004).

Ob Campylobacter spp. in Oberflichengewéssern vorkommt und welche Spezies, ist abhingig
von der Eintragsquelle. Dariiber hinaus ist das Uberleben von Campylobacter spp. im Wasser
auch speziesabhingig (Obiri-Danso et al. 2001).

Bei den untersuchten Hithnern wurden C. jejuni und C. coli nachgewiesen. C. jejuni dominierte
(78,1 % der Isolate) gegeniiber C. coli (22 % der Isolate). Dies entspricht anderen Erhebungen
der Literatur (Sulonen et al. 2007; Langen 2008). Bei Rindern wurde zumeist C. jejuni als do-
minierende Spezies beschrieben (Hannon et al. 2009; Bae et al. 2005; Besser et al. 2005). Bei
dem in dieser Studie detektierten Campylobacter-Isolat handelt es sich um C. fetus. Allerdings
wurden die Isolierungsbedingungen in den zuvor benannten Studien iiberwiegend zugunsten
von C. jejuni gewihlt oder es erfolgte keine weitere Speziesdifferenzierung (Hannon et al. 2009;
Hakkinen et al. 2007; Bae et al. 2005; Besser et al. 2005).

Auch die Spezies C. fetus, C. lari, C. hyointestinalis und C. lanienae wurden bei Rindern be-
schrieben (Duncan et al. 2014; Inglis et al. 2006). In einer Studie wurde C. fetus als haufigste
Spezies bei Rindern beschrieben (Inglis et al. 2006). Unterschiede beziiglich der Pridvalenz von
C. fetus bei Rindern kdnnten durch geographische Unterschiede bedingt sein (Duncan et al.
2014). Des Weiteren wurde beschrieben, dass die Ausscheidung von C. jejuni und C. coli mit
der Mastdauer zunehmen, C. fefus hingegen konstant ausgeschieden wird (Inglis et al. 2006).
Auch wenn C. jejuni in seiner Bedeutsamkeit in der Humanmedizin iiberwiegt, machte C. fetus

bei humanen Untersuchungen bis zu 5% der Campylobacter-1solate aus und verursacht héufiger
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systemische Infektionen als Enteritiden im Vergleich zu C. jejuni (Nichols et al. 2012; Gallay et
al. 2007). Dies unterstreicht die Wichtigkeit, auch diese Spezies in potentiellen Quellen nach-
weisen zu konnen.

Aus den untersuchten Schweinekotproben konnte ausschlieBlich C. coli isoliert werden. Auch
andere Autoren beschreiben C. coli als dominierende Spezies und als Teil der physiologischen
Darmflora bei Schweinen (Oporto et al. 2007; Varela et al. 2007a; Kasimir 2005). In anderen
Veroffentlichungen konnten auch C. jejuni mit bis zu 76,3 % der Isolate und C. lari mit 2,6 %
der Isolate isoliert werden (Kosinc 2011; Young et al. 2000). Diese Spezies wurden in der vor-
liegenden Arbeit nicht festgestellt, was moglicherweise durch die verhdltnisméBig geringe
Stichprobenzahl der Schweine (n = 50) und der Tatsache, dass nur ein Betrieb untersucht wurde,
bedingt ist.

Die einzige in dieser Arbeit nachgewiesene Spezies bei Tauben war C. jejuni. Dies ist bei der
Mehrheit der verdffentlichten Studien der Fall (Lillehaug et al. 2005; Jeffrey et al. 2001;
Meégraud 1987). In einer Studie der Literatur ist allerdings die Isolierung von C. coli bei Tauben
beschrieben (Vazquez et al. 2010). Bei den untersuchten Tauben handelte es sich um Stadttau-
ben, die vermutlich einer groBeren Anzahl an mdglichen Infektionsquellen ausgesetzt sind, als
die in dieser Arbeit untersuchten Zuchttauben. Zum anderen lag die beschriebene Privalenz von
C. coli bei Tauben bei nur etwa 1%, was eine Detektion bei einer Stichprobenzahl von 50 un-
wahrscheinlich macht.

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Wachteln schieden C. jejuni und C. coli aus, wobei
C. jejuni den iiberwiegenden Teil der Isolate ausmachte (84,6 %). Vergleichbare Resultate mit
81 % C. jejuni und 19 % C. coli zeigten auch andere Studien (Ngulukun et al. 2010; Rahimi und
Tajbakhsh 2008). Eine Wachtel wies eine Koinfektion mit C. jejuni und C. coli auf, wozu sich

bislang keine Angaben in der Literatur finden lassen.

5.4 Vergleich der Campylobacter-Isolierungsraten in Abhangigkeit von

der kulturellen Isolierungsmethode

In der vorliegenden Studie sollte {iberpriift werden, ob mit dem modifizierten CT-Verfahren
unterschiedliche Isolierungsraten fiir Campylobacter spp. in natiirlich kontaminierten Matrizen
gegeniiber dem modifizierten ISO-Verfahren erzielt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten bei paralleler Anwendung des modifizierten ISO- und CT-
Verfahrens 165 Campylobacter spp. in 157 von 964 Proben isoliert werden. 94 Campylobacter-
positive Proben konnten ausschlieBlich unter Verwendung des modifizierten ISO-Verfahrens
detektiert werden. Ausschliefllich mit dem modifizierten CT-Verfahren konnten 43 Campy-

lobacter-positive Proben ermittelt werden. Die Kongruenz beider Verfahren betrug lediglich 19
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positive Proben (11,5 %). Durch die Kombination des modifizierten ISO-Verfahrens mit dem
modifizierten CT-Verfahren erhohte sich die Isolierungsrate um 37,7 %.

Die Filtermethode erwies sich als weniger sensitiv. Dies zeigten auch andere Verdftentlichun-
gen (Acke et al. 2009a; Kulkarni et al. 2002; Engberg et al. 2000).

Ein moglicher Grund dafiir ist eine Kontamination des nicht-selektiven Néhrbodens mit kompe-
titiver Flora (Acke et al. 2009a; Kulkarni et al. 2002). Des Weiteren gelingt mittels Filtermetho-
de kein Nachweis von Campylobacter bei weniger als 10° KBE/g Kot (Lawson et al. 1997). Die
Nachweisgrenze von Campylobacter spp. liegt bei der Verwendung von mCCDA hingegen
etwa bei 10-100 KBE/g Kot (Lawson et al. 1998). Zusétzlich erfolgte in der vorliegenden Arbeit
beim mod. ISO-Verfahren eine Voranreicherung zur Erh6hung des Erregergehaltes.

Auch weniger motile oder unbewegliche Stimme konnen anhand einer Filtermethode nicht
nachgewiesen werden (Lastovica und Le Roux 2000).

Die 46 Campylobacter-Isolate, welche nicht mittels modifizierten ISO-Verfahrens isoliert wer-
den konnten, waren moglicherweise gegeniiber den in mCCDA enthaltenen Antibiotika sensi-
bel.

Diese Ergebnisse lassen die Kombination mehrerer kultureller Nachweisverfahren als ratsam
erscheinen. Fiir zukiinftige Studien wére dariiber hinaus eine international standardisierte Vor-
gehensweise wiinschenswert, um eine Vergleichbarkeit von Ergebnissen verschiedener Studien

zu gewihrleisten.

5.4.1 Isolierungsraten der Campylobacter-Spezies in Abhingigkeit von der
kulturellen Isolierungsmethode
Das modifizierte ISO-Verfahren erwies sich erwartungsgemil3 als besser geeignet fiir den
Nachweis von C. jejuni und C. coli. Allerdings konnten iiber 20 % der C. jejuni- und C. coli-
Isolate ausschlielich mittels modifiziertem CT-Verfahren nachgewiesen werden.
Der Anteil der mittels beider Methoden festgestellten Campylobacter spp. war gering. Dies
betraf nur C. jejuni und C. coli, wobei die Kongruenz beider Verfahren bei C. coli-Isolaten deut-
lich hoher war (10,1 % vs. 23,7 %).
Uber 60 % der C. upsaliensis-Isolate wurden mittels modifiziertem CT-Verfahren gewonnen.
Fiir die Isolierung von C. upsaliensis war somit das modifizierte CT-Verfahren wie zu erwarten
besser geeignet als das modifizierte ISO-Verfahren. Allerdings wurden 37,5 % der C. upsalien-
sis-Isolate ausschlieBlich mittels modifiziertem ISO-Verfahren festgestellt. Auch in anderen
Studien erwies sich mCCDA fiir den Nachweis mancher C. upsaliensis-Stimme gegeniiber ei-
ner Filtermethode als iiberlegen (Koene et al. 2004). Dies konnte auf Proben mit geringerem
Erregergehalt und solche C. upsaliensis-Staimme zutreffen, die keine Resistenzen gegeniiber den

verwendeten Antibiotika aufweisen (Hald und Madsen 1997; Aspinall et al. 1996).
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Beziiglich der beiden Spezies C. lari und C. fetus konnen nur eingeschriankt Aussagen getroffen
werden, da die Anzahl der Isolate sehr gering ausfiel. Zwei der drei C. lari-Isolate wurden nur
mittels modifiziertem ISO-Verfahren detektiert, das verbleibende nur mittels modifiziertem CT-
Verfahren.

Uberraschenderweise wurde das einzige C. fetus-Isolat mit Hilfe des modifizierten ISO-
Verfahrens festgestellt. Somit ermoglichte das modifizierte ISO-Verfahren den Nachweis der
meisten Campylobacter-Spezies.

Diese Ergebnisse sind insofern erstaunlich, als das ISO-Verfahren zugunsten der beiden beim
Menschen hiufigsten Spezies C. jejuni und C. coli ausgerichtet ist. Das Cape-Town-Protokoll
hingegen wurde zur Isolation antimikrobiell sensitiver Campylobacter-Spezies wie C. upsalien-
sis entwickelt (Steele und McDermott 1984). Eine Empfindlichkeit gegeniiber der im ISO-
Verfahren angewandten antimikrobiellen Wirkstoffe konnte allerdings auch fiir C. jejuni ssp.
doylei- und manche C. coli- und C. lari-Stimme gezeigt werden (Lawson et al. 1999; Lawson et
al. 1997; Corry et al. 1995).

In fiinf der positiven Proben wurden zwei verschiedene Spezies iiber ein Isolierungsverfahren
und in zwei Proben wurde mit jeder Methode eine andere Spezies nachgewiesen.

In zwei Proben wurde dieselbe Spezies mittels beider Verfahren nachgewiesen und eine weitere
Spezies iiber nur eine der beiden Verfahren.

Die Ergebnisse legen nahe, dass die Kombination dieser selektiven Methode mit einer Filterme-
thode unabhéngig von der untersuchten Spezies zu deutlich héheren Isolierungsraten fiihren
bzw. der Einsatz einer einzigen Methode zu einer Unterschitzung der Speziesvielfalt und auch
von Mehrfachinfektionen fiihrt. Dies bezieht sich nicht ausschlielich wie in anderen Studien
hervorgehoben auf seltenere Spezies wie C. upsaliensis, C. lari und C. fetus, sondern auch auf

C. jejuniund C. coli.

5.4.2 Isolierungsmethodenvergleich zum Nachweis von Campylobacter in
Abhiingigkeit von untersuchter Matrix und Campylobacter-Spezies

Das bei einem Rind gewonnene C. fefus-Isolat wurde nur mittels modifizierten ISO-Verfahren

nachgewiesen. Durch die Anwendung des mod. ISO-Verfahrens konnte ein Grofteil der

Campylobacter-positiven Kotproben von Schweinen (81,2 %), Hunden (87 %), Hithnern (70,3

%) und Wachteln (96 %) festgestellt werden. Zur Untersuchung von Schweine-, Hithner-, Hun-

de- und Wachtel-Proben erscheint das modifizierte ISO-Verfahren ausreichend.

Bei den untersuchten Katzen, Bodenproben und Meerschweinchen wurde mit 45 %, 50 % und

100 % ein nicht unerheblicher Anteil der Isolate ausschlieBlich mittels modifizierten CT-

Verfahrens festgestellt.
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Die Ergebnisse bei Tauben- und Wasserproben ergaben keine Kongruenz der beiden Nachweis-
verfahren. Dies ldsst die Kombination beider Verfahren bei diesen Matrizen als wichtig erschei-
nen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass das angewendete Isolierungsverfahren bei der Interpretation der
isolierten Campylobacter-Spezies der jeweils untersuchten Matrix beriicksichtigt werden sollte.
Da das Probematerial im modifizierten CT-Verfahren zundchst suspendiert werden muss, der
Membranfilter bis zu 15 Minuten belassen werden muss und die Inkubationsdauer 5 Tage be-
tragt, ist dieses Verfahren mit héherem Material-, Zeit- und Arbeitsaufwand verbunden. Aller-
dings liessen sich die Néahrbodenplatten schneller auswerten, da sich abgesehen von seltenen
Kontaminationen entweder Campylobacter spp. oder gar kein Wachstum zeigte. Dies wurde
auch in anderen Studien beschrieben (Steele und McDermott 1984).

Der Aufwand eines zweiten Verfahrens wie dem modifizierten CT-Verfahren lésst es ratsam
erscheinen, abhingig von der zu untersuchenden Probenmatrix zu priifen, ob dieser Mehrauf-

wand gerechtfertigt ist.

5.5 Antibiotika-Resistenzbestimmung

Weltweit nehmen antimikrobielle Resistenzen in Campylobacter-Isolaten zu (Polak et al. 2014;
Luangtongkum et al. 2009). Die Erfassung der Resistenzsituation in Tierbestdnden und anderen
moglichen Infektionsquellen ist wegen der moglichen Ubertragbarkeit resistenter Stimme auf
den Menschen von grofler Bedeutung (Aarestrup et al. 2008). Mutationen spielen die Hauptrolle
in der Entwicklung von antimikrobiellen Resistenzen bei Campylobacter spp. (Wieczorek und
Osek 2013). Eine andere Moglichkeit ist eine Ubertragung der Resistenz mittels horizontalem
Gentransfer auf sensible Stimme (Marshall und Levy 2011; Griggs et al. 2005; Avrain et al.
2004). Die Gefahr fiir den Menschen besteht in einem Therapieversagen bzw. in einem verzo-
gerten Therapiebeginn durch notwendige Resistenztests. Zudem konnen Infektionen mit resis-
tenten Campylobacter spp. klinisch schwerwiegender und langwieriger sein (Helms et al. 2005;
Travers und Barza 2002).

Eine Vergleichbarkeit der verschiedenen Erhebungen zur Resistenzlage von Campylobacter ist
durch verschiedene Verfahren und unterschiedliche Grenzwerte nur bedingt moglich.

Nicht alle C. jejuni- und C. coli-Isolate standen fiir eine Antibiotika-Resistenzbestimmung zur
Verfiigung, da sie entweder nicht mehr anziichtbar oder nicht in Reinkultur zu {iberfiihren wa-
ren. Dies sind hdufig beschriebene Probleme beim Umgang mit diesem empfindlichen Erreger
(Haan et al. 2013; Carbonero et al. 2012; Lévesque et al. 2011).

SchlieBlich wurden 77 C. jejuni- und 24 C. coli-Isolate phanotypisch mittels Bouillon-
Mikrodilution auf ihre Empfindlichkeit gegeniiber Chloramphenicol, Ciprofloxacin, Erythromy-

cin, Gentamicin, Nalidixinsdure, Streptomycin und Tetrazyklin hin untersucht.
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Die Ergebnisse der Empfindlichkeitstestung sind aufgrund der begrenzten Isolatanzahl nur als
exemplarisch zu betrachten. Sie erlauben dennoch einen Einblick in die Resistenzlage von
Campylobacter spp. in den verschiedenen Matrizen.

Mit 72,3 % war ein grofer Anteil der untersuchten Isolate gegeniiber mindestens einem anti-

mikrobiellen Wirkstoff resistent.

5.5.1 Resistenzverhalten der Campylobacter-Isolate gegeniiber den untersuchten
antimikrobiellen Wirkstoffen
Trotz der weitgefassten Anzahl an untersuchten Matrizen zeigten sich bei den hier untersuchten
Isolaten keine Resistenzen gegeniiber Chloramphenicol und Gentamicin. Dies zeigte sich auch
in anderen Erhebungen in der Literatur (Jong et al. 2009; Gallay et al. 2007; Guévremont et al.
2000).
Die hdufigsten Resistenzen traten gegen die Chinolone Ciprofloxacin (61,4 %) und Nalidixin-
sdure (47,5 %) auf. Auffallend war bei acht Isolaten das Vorhandensein einer Ciprofloxacinre-
sistenz ohne kombinierte Nalidixinséureresistenz, was eher selten vorkommt (Oporto et al.
2009). Nur drei dieser Isolate waren verwandt, wobei es sich um Hiihner aus einem Bestand
handelte. Die Kreuzresistenz gegeniiber Nalidixinsédure und Ciprofloxacin ist darauf zuriickzu-
fiihren, dass der Hauptresistenzmechanismus gegen beide Wirkstoffe bei Campylobacter spp.
eine Punktmutation an Position Thr-86-Ile des Gens gyr4 darstellt (Iovine 2013). Allerdings
sind auch andere Mutationen der gyr 4-Region wie an den Positionen Asp-90-Asn und Ala-70-
Thr beschrieben (Ge et al. 2005; Wang et al. 1993). So wurde das unabhéngige Auftreten auch
schon anderweitig in der Literatur beschrieben (Varela et al. 2007b; Beckmann et al. 2004;
Séenz et al. 2000).
Ciprofloxacin ist das Mittel der zweiten Wahl zur Behandlung der Campylobacteriose (Zem-
lickova et al. 2014). Dariiber hinaus werden Fluorchinolone hiufig empirisch bei bakteriellen
Gastroenteritiden eingesetzt, da es gegen die meisten dieser Erreger wirksam ist (Iovine 2013).
Seit der Zulassung der Wirkstoffgruppe in der Veterindrmedizin wird jedoch weltweit von zu-
nehmenden Resistenzen gegeniiber Fluorchinolonen bei Campylobacter spp. berichtet (Wieczo-
rek und Osek 2013; Luangtongkum et al. 2009).
Griinde fiir die Zunahme dieser Resistenz konnten sein, dass die Induktion einer Resistenz ge-
gen Fluorchinolone bereits wéihrend der Behandlung innerhalb von 24 Stunden auftreten kann
(Farnell et al. 2005; McDermott et al. 2002; Adler-Mosca et al. 1991). Des Weiteren sind Fluor-
chinolonresistenzen auch bei Abwesenheit des antibiotischen Selektionsdruckes stabil (Price et
al. 2007; Luo et al. 2005). So kénnen Fluorchinolon-Resistenzen noch iiber Jahre nach Einsatz

des Antibiotikums bestehen (Price et al. 2007; Griggs et al. 2005).

96



Diskussion

Hohe Resistenzen zeigten sich in dieser Arbeit bei Wachteln (76,7 %) und Hithnern (70,6 %).
Zur Resistenzsituation von Campylobacter aus Wachteln finden sich keine Angaben in der Lite-
ratur. Bei Hithnern hingegen wurden Resistenzen gegeniiber Ciprofloxacin hiufig beschrieben
(Oporto et al. 2009; Gallay et al. 2007; Pezzotti et al. 2003). Bei den untersuchten Schweinen
und Tauben betrug die Resistenz gegeniiber Ciprofloxacin 50 % und 44,4 %. Bei Schweinen
wurde eine solche Resistenz vielfach in der Literatur angegeben (EFSA 2013; Gallay et al.
2007). Etwa ein Drittel der Hunde- und Katzen-Isolate erwies sich ebenfalls als resistent gegen-
iiber Ciprofloxacin. Dies entspricht auch einer anderen Erhebung (Acke et al. 2009¢). Lediglich
ein Umweltisolat zeigte sich resistent gegeniiber Ciprofloxacin (20 %).

Zu Wachtel-, Tauben- und Umwelt-Isolaten finden sich kaum Erhebungen zur Resistenzlage in
der Literatur. Vor allem Wachteln und auch Tauben sollten als mdgliche Ubertragungsquelle
Ciprofloxacin-resistenter Campylobacter spp. beriicksichtigt werden.

Gegeniiber dem Chinolon Nalidixinsdure zeigte sich fast die Hélfte aller Isolate (47,5 %) resis-
tent. Alle Nalidixinsdure-resistenten Isolate wiesen auch eine Resistenz gegeniiber Ciprofloxa-
cin auf.

Bei humanen Campylobacter-Isolaten zeigt sich ein zunehmender Trend beziiglich der Nalidi-
xinsdure-Resistenz, was eine Untersuchung moglicher Ursachen erforderlich macht (Gallay et
al. 2007). Die Resultate dieser Arbeit legen nahe, dass eine Vielzahl an Quellen neben lebens-
mittelliefernden Tieren dafiir in Frage kommt.

Resistenzen gegeniiber Tetrazyklin sind meist durch ribosomale Schutzproteine wie TetO oder
Effluxpumpen vermittelt und nicht durch Punktmutationen (Iovine 2013). Gegeniiber Tetrazyk-
lin erwies sich beinahe die Hélfte der Isolate als resistent (42,6 %). Dies ist von Bedeutung, da
Tetrazyklin als alternatives Antibiotikum zur Behandlung der Campylobacteriose neben Eryth-
romycin und Ciprofloxacin empfohlen wird und eine Zunahme von Resistenzen bei Menschen
zu beobachten ist (Wieczorek und Osek 2013; Gallay et al. 2007; Gibreel 2006). Hohe Resis-
tenzen gegeniiber Tetrazyklin bei Schweinen wurden bereits in der Literatur beschrieben
(Quintana-Hayashi und Thakur 2012; Guévremont et al. 2006). Aber auch bei Hithnern, Katzen,
Hunden und Wachteln zeigten sich haufig Tetrazyklin-resistente Isolate. Lediglich Tauben- und
Umwelt-Isolate erwiesen sich als sensibel.

Die in dieser Arbeit untersuchten C. jejuni- und C. coli-Isolate zeigten am hiufigsten Resisten-
zen gegeniiber den drei Wirkstoffen Nalidixinsdure, Ciprofloxacin und Tetrazyklin. Dies ent-
spricht dem Resistenzprofil humaner Campylobacter-Isolate aus der EU (EFSA 2013).

Dies konnte auf eine hohe Mutationsfrequenz oder einen Selektionsdruck durch Anwendung des
jeweiligen Antibiotikums zuriickzufithren sein. Auch ein Gentransfer von Gram-positiven und

anderen Gram-negativen Bakterien ist in Betracht zu ziehen (Aarestrup und Engberg 2001).
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Gegeniiber Streptomycin erwiesen sich nur wenige der Campylobacter-Isolate (9,9 %) als resis-
tent. Dies entspricht den Beschreibungen beziiglich einer giinstigen Resistenzlage von Campy-
lobacter gegeniiber Aminoglykosiden in der Literatur, da sie meist sensibel gegeniiber dieser
Wirkstoffklasse sind (Wieczorek und Osek 2013).

Dies traf nicht auf die untersuchten Schweine-Isolate zu, welche zu 100 % resistent gegeniiber
Streptomycin waren. Auch in der Literatur wurden Streptomycin-Resistenzen von C. coli-
Isolaten aus Schweinen von 70,7 % beschrieben (Varela et al. 2007b). Zu beriicksichtigen ist
allerdings, dass in der vorliegenden Arbeit lediglich vier Isolate aus nur einem Bestand unter-
sucht wurden.

Gegentiber Erythromycin zeigte sich lediglich das Isolat einer Katze resistent (0,1 %).

Fiir das deutlich seltenere Vorkommen von Makrolidresistenzen bei Campylobacter spp. im
Vergleich zu Fluorchinolonresistenzen gibt es mehrere Griinde. Die Mutationsfrequenz fiir
Makrolide bei Campylobacter spp. ist 10.000mal geringer als fiir Fluorchinolone und Makro-
lidresistenzen entstehen deutlich langsamer (Logue et al. 2010; Lin et al. 2007; Yan et al. 2006).
Ein weiterer Gegensatz zwischen den beiden Antibiotikagruppen bei Campylobacter spp. zeigt
sich darin, dass Makrolidresistenz einen Nachteil, wohingegen Fluorchinolonresistenz einen
Vorteil auch in Abwesenheit des Antibiotikums bedeutet (Almofti et al. 2011; Han et al. 2009;
Luo et al. 2005). So wird die Resistenz gegeniiber Erythromycin meist durch eine Mutation des
23S rRNA-Gens vermittelt, was die Uberlebenschancen des Stammes beeintrichtigt (Almofti et
al. 2011; Han et al. 2009; Lin et al. 2007).

SchlieBlich sind Makrolid-Resistenzen nicht stabil, Fluorchinolonresistenzen hingegen sind
auch bei Abwesenheit des antibiotischen Selektionsdruckes stabil (Caldwell et al. 2008; Price et
al. 2007; Luo et al. 2005). Allerdings ist die Stabilitidt der Makrolid-Resistenz auch vom Aus-
maf} der Resistenz abhédngig. So bestehen hochresistente Auspriagungen langer (Caldwell et al.
2008). In diesem Fall handelte es sich um ein hochresistentes Isolat. Die Katze erhielt keine
Antiobiotika innerhalb 14 Tagen vor Probenahme. Auch andere Autoren berichten von Eryth-
romycin—Resistenzen bei Campylobacter-Isolaten aus Katzen (Andrzejewska et al. 2013; Acke
et al. 2009c). Bedeutsam ist diese Resistenzform, da Erythromycin das Mittel der Wahl bei
Campylobacteriose des Menschen ist, wenn es sich um eine langwierige oder systemische In-
fektion handelt oder der Patient immunsupprimiert ist (EFSA 2013; Engberg et al. 2001). Des
Weiteren kdnnen Campylobacter mit Resistenzen gegeniiber Makroliden klinisch schwerwie-
gendere Infektionen bei Menschen verursachen, was auch unabhéngig vom Auftreten eines The-
rapieversagens von Bedeutung ist (Helms et al. 2005).

Vor allem bei Schweinen wurde teilweise von hohen Resistenzraten mit 61 % bis 81,4 % ge-
geniiber Makroliden berichtet (Guévremont et al. 2006; Varela et al. 2007b). Dies war in dieser

Arbeit nicht der Fall. Dies konnte daran liegen, dass die untersuchten Schweine zuvor nicht mit
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Tylosin oder einem anderen Wirkstoff der Stoffklasse behandelt wurden, wie es bei vielen ande-
ren Studien der Fall war (Aarestrup und Engberg 2001).

Die Resistenzraten gegeniiber den einzelnen antimikrobiellen Wirkstoffen unterschieden sich
jeweils signifikant in Abhéngigkeit der Matrix. Dies ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass
sich der Einsatz dieser antimikrobiellen Substanzen in den jeweiligen Quellen unterschied und
innerhalb der Quellen kein Austausch dieser resistenten Stimme erfolgte.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen aulerdem nahe, dass die Resistenzlage von Campylobacter
spp. gegeniiber Erythromycin giinstig ist und dass Erythromycin zu Recht Mittel der Wahl bei
der Therapie der Campylobacteriose ist, da es sich bei einer Vielzahl moglicher Infektionsquel-

len als wirksam erwies (Modolo et al. 2003).

5.5.2 Resistenzverhalten von C. jejuni und C. coli

Beziiglich der beiden untersuchten Campylobacter-Spezies ergab sich ein vergleichbar grofer
Anteil resistenter Isolate. 71,4 % bzw. 75 % der 77 bzw. 24 untersuchten C. jejuni- und C. coli-
Isolate zeigten sich resistent gegeniiber mindestens einem Antibiotikum.

Auch beziiglich der einzelnen antimikrobiellen Wirkstoffe zeigte sich bei den beiden Spezies
nur beziiglich Tetrazyklin ein signifikanter Unterschied. Die C. coli-Isolate waren signifikant
resistenter gegeniiber Tetrazyklin im Vergleich zu den C. jejuni-Isolaten. C. coli war zwar héu-
figer gegeniiber Streptomycin resistent als C. jejuni, dieser Unterschied war aber nicht statis-
tisch signifikant. Es lagen allerdings nur wenige Streptomycin-resistente Isolate vor. Bei einer
Erhdhung der Isolatanzahl kdnnte der Unterschied signifikant werden.

In der Literatur wird beschrieben, dass C. coli haufiger Resistenzen aufweist als C. jejuni
(Gallay et al. 2007; Guévremont et al. 2006; Pezzotti et al. 2003). Mogliche Griinde dafiir sind,
dass in der Literatur {iberwiegend C. jejuni und C. coli-Isolate von Menschen, Hithnern und
Schweinen verglichen wurden (Gallay et al. 2007; Guévremont et al. 2006; Pezzotti et al. 2003).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden hingegen Campylobacter-Isolate beider Spezies
von einer Vielzahl an Quellen untersucht. Es ist moglich, dass sich der Einsatz von antimikro-
biellen Substanzen bei den verschiedenen untersuchten Quellen — wie beispielweise Nutz- und

Heimtieren - unterscheidet, wodurch sich eine abweichende Isolation resistenter Stimme ergibt.

5.5.3 Resistenzverhalten in Abhangigkeit von den untersuchten Matrizen

Die Resistenzraten bei Schweine- (100 %), Wachtel- (86,7 %) und Hiihner-Isolaten (79,4 %)
befanden sich auf einem hohen Niveau. Dariiber hinaus zeigte sich bei liber der Hilfte der Kat-
zen- (60 %) und Hunde-Isolate (55,6 %) mindestens eine antimikrobielle Resistenz. Dies trifft

auch auch 44,4 % der untersuchten Tauben-Isolate zu. Von den fiinf untersuchten Umwelt-
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Isolaten waren alle bis auf die Ausnahme einer Bodenprobe eines Feldweges vollstéindig sensi-
bel.

Vergleichbar hohe Resistenzraten bei Schweinen und Hiithnern finden sich auch in anderen Ver-
offentlichungen (EFSA 2013; Varela et al. 2007b; Guévremont et al. 2006; Thakur und Ge-
breyes 2005). Auch die in dieser Arbeit ermittelte Resistenzhdufigkeit bei Katzen- und Hunde-
Isolaten dhnelt derer in anderen Veroffentlichungen (Andrzejewska et al. 2013; Carbonero et al.
2012; Acke et al. 2009c; Rossi et al. 2008).

Zur Resistenzsituation von Campylobacter spp. bei Wachteln, Tauben und Umwelt-Isolaten
finden sich kaum Angaben in der Literatur.

Die Resultate der vorliegenden Arbeit demonstrieren, dass eine Infektion mit resistenten
Campylobacter auch iiber die Umwelt moglich ist. Somit sollten all diese Matrizen, und nicht
nur lebensmittelliefernde Tiere, als potenzielle Quelle resistenter Campylobacter spp. betrachtet
werden.

Die unterschiedlichen Resistenzraten der untersuchten Quellen konnten zum einen den Einsatz
der entsprechenden antimikrobiellen Wirkstoffe bei der jeweiligen Tierart widerspiegeln, da die
Anwendung von Antibiotika mit den Resistenzen korreliert (Stone et al. 2013). Andererseits
konnten sie von einer exogenen Quelle stammen, entweder durch die Ubertragung resistenter
Stdimme oder aber durch horizontalen Gentransfer. Zu beriicksichtigen ist, dass nicht nur der
Darmtrakt von Tieren, sondern auch die Umwelt als Ort fiir Genaustausch und Vehikel bei der

Ubertragung resistenter Stimme dienen kann (Marshall und Levy 2011).

5.5.4 Mehrfachresistenzen

Ein groBer Anteil der untersuchten Isolate (72,3 %) war gegeniiber mindestens einem antimik-
robiellen Wirkstoff resistent. 13,9 % der Isolate wiesen eine Resistenz gegen einen einzigen
antimikrobiellen Wirkstoff auf. Alle Tauben-, Umwelt- und Schweine-Isolate waren gegeniiber
mehreren antimikrobiellen Wirkstoffen resistent. 26,7 % der Isolate waren gegeniiber zwei, 27,7
% gegeniiber drei, 3,0 % gegeniiber vier und 1,0 % der Isolate gegeniiber fiinf antimikrobiellen
Wirkstoffen resistent.

Diese Resultate zeigen, dass unabhingig von der Quelle — mit Ausnahme der Umwelt-Isolate —
Mehrfachresistenzen weit verbreitet sind. Resistenzen gegeniiber vier und mehr Wirkstoffen
waren selten.

31,7 % der Isolate erwiesen sich als resistent gegeniiber mindestens drei Antibiotika und sind
als multiresistent zu bezeichnen.

Das Vorliegen einer Multiresistenz unterscheidet sich bei den beiden Spezies C. jejuni und C.

coli mit 40 % und 55,6 % nicht maBgeblich, was ebenfalls durch die geringe Anzahl an unter-
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suchten C. coli-Isolaten und den groen Anteil von Hiihner- und Wachtel-Isolaten bedingt sein
konnte.

Besonders héufig zeigte sich eine Multiresistenz bei Hithnern und Schweinen. In der Literatur
wurde dies fiir Campylobacter-Isolate von Hiihnern mit bis zu 70,5 % und bei Schweinen mit
bis zu 80 % gezeigt (EFSA 2013; Qin et al. 2011). Aber auch bei Wachtel-, Hunde-, Tauben-
und Katzen-Proben konnten in der vorliegenden Arbeit multiresistente Isolate nachgewiesen

werden.

Die Bedeutsamkeit multiresistenter Campylobacter aus den verschiedenen in dieser Arbeit un-
tersuchten Matrizen bemisst sich an einem mdglichen Therapieversagen und komplizierteren
Krankheitsverldufen sollte es zu einer Ubertragung auf den Menschen kommen (Helms et al.
2005; Travers und Barza 2002). Bereits jedes vierte humane Campylobacter-Isolat weist eine

Multiresistenz auf (EFSA 2013).

5.5.5 Resistenzkombinationen

Am hiufigsten zeigte sich die Dreifachresistenz gegeniiber Ciprofloxacin, Nalidixinsédure und
Tetrazyklin mit 34,2 % der resistenten Isolate, was sich sowohl fiir C. jejuni als auch fiir C. coli
zeigte. Dies ist eine bereits in der Literatur beschriebene hiufige Co-Resistenz von Campy-
lobacter (Jong et al. 2009; Aarestrup und Engberg 2001).

Die Kreuzresistenz gegeniiber den beiden Chinolonen Ciprofloxacin und Nalidixinséure zeigte
sich deutlich haufiger bei C. jejuni- (36,4 %) als bei C. coli-Isolaten (5,6 %).

Resistenzen gegeniiber verschiedenen Antibiotikagruppen konnen das Resultat selbst-
transmissibler Plamide oder von Efflux-Mechanismen sein (Padungton und Kaneene 2003; Lin
et al. 2002). Diese kdnnen synergistisch oder unabhingig von einer Mutation wirken (Gibreel et
al. 2007; Lin et al. 2007; Cagliero et al. 2006).

Die Resultate belegen, dass bei schwerwiegenden Campylobacter-Infektionen ein Resistenztest

ratsam ist.

5.5.6 Vergleich des Resistenzverhaltens der mittels beider Isolierungsverfahren
detektierten Spezies einer Probe

Bei zehn der untersuchten Proben lagen Isolate derselben Spezies aus beiden Isolierungsverfah-
ren vor. Die Isolate aus fiinf der zehn Proben aus Wachteln und einem Huhn zeigten jedoch
unterschiedliche Resistenzmuster.

Diese Ergebnisse sind, wenn auch der Umfang nur begrenzte Aussagen ermdglicht, erstaunlich.
Zum einen sind zwar unterschiedliche Campylobacter-Stamme innerhalb eines Wirtes moglich,
in der Regel dominiert aber ein Klon aufgrund eines besseren Kolonisationspotenzials (Koene et

al. 2009). Auch erfolgt meist eine schnelle Ubertragung zwischen verschiedenen Stimmen,
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wenn Resistenzgene bei Campylobacter spp. vorhanden sind (Alfredson und Korolik 2007).
Zum anderen konnte beispielsweise fiir Fluorchinolon-resistente Stimme gezeigt werden, dass
diese meist sensible Stimme verdrangten (Luo et al. 2005).

Es ist denkbar, dass das unterschiedliche Resistenzverhalten der Stimme auf Punktmutationen
zuriick zu fiihren ist. Der erfolgreiche Nachweis gewisser resistenter Stimme scheint von der
Isolierungsmethode abhingig zu sein. Dies sollte im Rahmen einer anderen Studie in groerem
Umfang untersucht und bei der Interpretation von Studienergebnissen in Abhéngigkeit von dem

angewandten Isolierungsverfahren beriicksichtigt werden.

5.6 Charakterisierung ausgewahlter Campylobacter-Isolate mittels

MLST

Schitzungen zufolge bleibt bei der Hilfte der Campylobacteriose-Félle die Infektionsquelle
ungeklért (Nylen et al. 2002). Dies unterstreicht die Wichtigkeit, Infektionsquellen von Campy-
lobacter spp. zu identifizieren, um die komplexe Infektionskette fiir praventive MaBnahmen
besser verstehen zu kdnnen. Hunde, Katzen und auch andere Heimtiere sind in den Genotypisie-
rungsdatenbanken unterreprasentiert (On 2013). Zu diesem Zweck wurden in dieser Arbeit C.
Jjejuni-und C. coli-Isolate aus verschiedenen Quellen mittels MLST genotypisiert.

Die MLST bietet ein HochstmaBl an Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit und wird als
Goldstandard fiir die Typisierung der meisten Campylobacter-Spezies betrachtet (On 2013;
Wagenaar et al. 2013; Colles und Maiden 2012).

Ein GroBteil der hier ermittelten Sequenztypen wurde bereits fiir humane Isolate beschrieben.
13 der 39 identifizierten Sequenztypen sind bislang nicht fiir humane Isolate bekannt. Dies
konnte bedeuten, dass die entsprechenden Sequenztypen der humanen Isolate in den Genotypi-
sierungsdatenbanken noch nicht vorliegen, nicht alle Tierisolate pathogen fiir Menschen sind
oder aber eine fehlende Exposition des Menschen gegeniiber den Isolaten besteht.

Unter den identifizierten Sequenztypen befanden sich acht Sequenztypen, die erstmals im Rah-
men dieser Studie beschrieben wurden. Diese wurden in die Onlinedatenbank pubMLST

(www.pubmlst.org) aufgenommen und kénnten flir zukiinftige phylogenetische Betrachtungen

von Interesse sein.

Im MST zeigte sich deutlich der phylogenetische Unterschied zwischen den C. jejuni- und C.
coli-Isolaten. Auf Ebene der Sequenztypen zeigte sich sowohl fiir C. jejuni als auch fiir C. coli
eine hohe genetische Diversitit. Dies wurde bereits in der Literatur beschrieben (Roux et al.
2013; Koene et al. 2009).

Fiir C. jejuni erwiesen sich die beiden klonalen Komplexe ST-21 CC und ST-45 CC als die
hiufigsten. Beide wurden hdufig bei humanen Isolaten beschrieben und besitzen ein weites

Wirtsspektrum (Sopwith et al. 2008; Gripp et al. 2011; Colles et al. 2003).
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Insbesondere ST-45 CC hat ein weites Wirtsspektrum, welches u.a. Rinder, Schafe, Hiihner,
Puten, Kaninchen, Hunde, Dachse, Wildvogel und auch Rohmilch, Wasser und Bodenmaterial
beinhaltet (Haan et al. 2013; Ragimbeau et al. 2008; French et al. 2005; Colles et al. 2003).

Humane Isolate, welche dem ST-45 CC zugeordnet wurden, waren signifikant mit Kontakt zu
Katzen und Hunden assoziiert (Karenlampi et al. 2006). Auch andere Autoren vermuten bei
humanen Infektionen mit Campylobacter des ST-45 CC eine Ubertragung durch Haustiere (Par-
sons et al. 2010; Sopwith et al. 2008). In dieser Arbeit gehorte jeweils ein Tauben-, Hunde- und
Wachtel-Isolat dem klonalen Komplex ST-45 CC an. Dem klonalen Komplex ST-21 CC gehdr-

ten sowohl Hiihner- und Wachtel-, als auch Hunde- und Katzen-Isolate an.

5.6.1 Zusammenhang zwischen den Resultaten der MLST und den untersuchten
Matrizen
Bei der Charaktersierung der C. jejuni-Isolate mittels MLST enthielten sechs der neun klonalen
Komplexe und sieben der 23 Sequenztypen Isolate verschiedener Herkunft.
Die hier untersuchten Wachteln stammten aus zwei Bestdnden. Zwischen den C. jejuni-Isolaten
der beiden Bestinde zeigte sich keine Uberschneidung beziiglich der klonalen Komplexe und
Sequenztypen. Innerhalb eines Bestandes dominierte jeweils ein klonaler Komplex.
Drei der untersuchten Hunde stammten aus einem Tierheim, wovon zwei an Durchfall litten.
Alle drei aus diesen Hundeproben isolierten Stimme wiesen den gleichen Sequenztyp auf. Auch
bei zwei Hunden, die aus einem Haushalt stammten, mit rohem Fleisch gefiittert wurden und an
Durchfall litten, wiesen die Campylobacter-Isolate denselben Sequenztyp auf.
In einer anderen Studie konnte eine genetische Heterogenitdt bei Isolaten aus dem gleichem
Tier, aber unterschiedlichen Kultivierungsverfahren festgestellt werden (Acke et al. 2010).
Aus einer in der vorliegenden Arbeit untersuchten Hundeprobe wurden ebenfalls zwei Isolate
jeweils mit unterschiedlichen Isolierungsverfahren gewonnen, welche hingegen denselben Se-
quenztyp aufwiesen. Dies ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass zwar unterschiedliche
Stdmme innerhalb eines Wirtes moglich sind, i.d.R. aber ein Klon aufgrund eines besseren Ko-
lonisationspotentials dominiert. Um die genetische Diversitit von Campylobacter-Isolaten in
einem Wirt einschétzen zu konnen, miissen mehrere Kolonien in molekularen epidemiologi-
schen Studien untersucht werden. Meist dominiert jedoch ein Genotyp, so dass eine Co-
Kolonisation auch bei der Untersuchung mehrerer Kolonien iibersehen werden kann (Koene et
al. 2009).
Die untersuchten C.jejuni-Isolate aus Katzen erwiesen sich als heterogen beziiglich ihres Geno-
typs mit Ausnahme zweier mittels jeweils einem Isolierungsverfahren gewonnener Isolate aus

einer Katze. Auch hier konnte wie bei den Hunde-Isolaten keine genetische Heterogenitét der
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mittels unterschiedlicher Kultivierungsverfahren gewonnenen Isolate aus demgleichem Tier
festgestellt werden

Bei den genotypisierten C. jejuni-Isolaten aus Tauben zeigten sich deutliche Unterschiede der
beiden Bestinde. In einem der beiden Bestinde wurde fiir alle vier Isolate jeweils derselbe Se-
quenztyp nachgewiesen. In dem anderen Bestand wiesen vier der fiinf Isolate denselben Se-
quenztyp auf.

Beziiglich der untersuchten C. jejuni-Isolate zeigte sich unabhingig von der untersuchten Mat-
rix eine hohe genetische Diversitit auf Ebene der Sequenztypen. Auch auf Ebene der klonalen
Komplexe war meist kein Zusammenhang zwischen Sequenztyp und Herkunft der Isolate zu
erkennen. Dies deutet auf eine Vielzahl an moglichen Quellen von C. jejuni hin. Allerdings traf
dies nicht auf Wachteln, Tauben und Hunde aus demselben Bestand zu. Dies konnte nicht fiir
die untersuchten Katzen fetsgestellt werden, allerdings wurden nicht mehrere Katzen aus Mehr-
katzenhaushalten untersucht.

Bis auf vier Isolate, welche Singletons darstellten, wurden alle untersuchten C. coli-Isolate dem
klonalen Komplex ST-828 CC zugeordnet. Die C. coli-Isolate zweier Hunde eines Bestandes
wiesen denselben Sequenztyp auf. Dies traf auch auf Schweine verschiedener Bestdnde zu.

Im Gegensatz zu C. jejuni zeigte sich, dass jeweils nur Isolate derselben Matrix denselben Se-
quenztyp aufwiesen.

Andere Studien konnten bereits zeigen, dass C. coli eine geringere genetische Diversitdt als C.
jejuni aufweist (Dingle et al. 2005; Miller et al. 2005; Duim et al. 1999). Dies zeigte sich in
dieser Arbeit auch auf Ebene der klonalen Komplexe. Von den 5599 C. coli Isolaten aus der
PubMLST-Datenbank wurden 71 % ST-828 CC, 2,2 % ST-1150 CC und < 1 % anderen klona-
len Komplexen zugeordnet. Die Sequenztypen von 26 % der Isolate konnten keinem klonalen
Komplex zugeordnet werden. In der hier vorliegenden Arbeit wiesen sechs Schweine-Isolate
den ST-854 auf, der auch in der PubMLST-Datenbank 99 % der Isolate aus dem klonalen Kom-
plex ST-828 CC ausmacht und in einer Vielzahl von Matrizen detektiert wurde. Der Sequenztyp
ST-7005, den ebenfalls sechs Schweineisolate aufwiesen, ist in dieser Arbeit erstmals beschrie-
ben. Die Schweine, aus denen Stimme dieses Sequenztyps isoliert wurden, stammen alle aus
dem gleichen Betrieb. Auch zwei Isolate, die aus Hunden aus demselben Haushalt isoliert wur-
den, wiesen denselben Sequenztyp (ST-2302) auf, der in der PubMLST-Datenbank auch schon

fur humane C. coli Isolate beschrieben wurde.

Grundsitzlich ist zu unterscheiden, ob die Isolate eines klonalen Komplexes auch demselben
Sequenztyp angehdrten. Der Nachweis unterschiedlicher Sequenztypen lisst eine Ubertragung
innerhalb der verschiedenen Tierspezies unwahrscheinlich bzw. selten erscheinen und ergibt

keinen Hinweis auf gemeinsame Quellen von Campylobacter. Oder aber eine Ubertragung hat

104



Diskussion

stattgefunden und die Isolate verdnderten sich im Wirt. So kann die Passage von einem Wirt zu
einem anderen bereits den Genotyp eines Isolates verindern. Dies erschwert die Verfolgung
eines Klones entlang der Infektionskette.

Sequenztypen hingegen, die nur bei einer Tierspezies isoliert wurden, besitzen entweder nicht
die Fahigkeit andere Tierspezies zu kolonisieren oder aber besitzen eine geringe Tenazitét, wel-
che ein Uberleben in der Umwelt nicht ermdglicht und sie somit andere Tierspezies nicht errei-
chen.

Im anderen Fall stellt sich die Frage, ob ein gemeinsamer Sequenztyp durch eine Ubertragung
zwischen den verschiedenen Tierspezies oder eine gemeinsame Quelle bedingt ist.

Dies ldsst sich auch auf Tiere derselben Spezies und innerhalb eines Tierbestandes beziehen.
Ein innerhalb eines Bestandes dominierender Sequenztyp wurde bereits in vielen Studien fiir
verschiedene Tierarten gezeigt. Dieses Phdnomen konnte auch in der hier vorliegenden Studie
beobachet werden. Innerhalb der C. jejuni-Gruppe zeigte sich, dass Hunde aus einem Tierheim
bzw. aus einem gemeinsamen Haushalt sowie Tauben und Wachteln innerhalb eines Bestands
jeweils denselben Sequenztyp aufwiesen. Auch innerhalb der C. coli-Gruppe zeigten jeweils
mehrere Schweine-Isolate aus demselben Bestand sowie zwei Hunde aus demselben Haushalt
jeweils denselben Sequenztyp. Die Ubertragung oder das Vorliegen einer gemeinsamen Quelle
scheint bei Tieren eines Bestandes hédufig zu sein.

Andererseits wiesen auch jeweils zwei Hunde- und Katzenisolate aus unterschiedlichen Haus-
halten und mehrere Schweine- und Hithner-Isolate aus verschiedenen Bestdnden jeweils densel-
ben Sequenztyp auf.

Mit der Ausnahme von Schweinen wiesen beprobte Tiere derselben Spezies aus unterschiedli-
chen Bestinden hingegen nicht denselben Sequenztyp auf. Die genetische Diversitdt von
Campylobacter konnte zur Identifikation von nicht porcinen Wirts-assoziierten Sequenztypen
unzureichend sein. Dagegen spricht, dass andere Autoren zeigen konnten, dass die Wirtsspezifi-
tat mancher Campylobacter Genotypen geographische Zusammenhinge iibersteigt (Colles und
Maiden 2012; Sheppard et al. 2010; McCarthy et al. 2007). Andere Griinde konnten sein, dass
die Proben nicht reprisentativ fiir die tatsdchliche Diversitit waren oder aber andere Loci, die in
der MLST nicht untersucht werden, Wirts-assoziierte Allele beinhalteten.

Einschriankungen bei der Interpretation der Daten dieser Arbeit ergeben sich aus der begrenzten
Isolatanzahl. Zu beriicksichtigen ist auch, dass die genetische Analyse von Campylobacter-
Isolaten eher zur Identifikation der Infektionsquelle als des Ubertragungsweges dient.
Genotypen mit einem weiten Wirtsspektrum wie ST-21 CC und ST-45 CC bediirfen unter Um-
standen einer Differenzierung mit mehr als sieben MLST-Loci zur Untersuchung epidemiologi-

scher Zusammenhénge.
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Der Vergleich von MLST-Daten von C. jejuni- und C. coli-Isolaten von Hithnern, Hunden, Kat-
zen, Schweinen, Tauben und Wachteln mit der Onlinedatenbank pubMLST zeigt, dass all diese

Quellen potentiell humanpathogen sind.
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Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war es, mogliche Infektionsquellen von Campylobacter spp. und deren
Isolierungsraten im Grofiraum Berlin im Zeitraum von November 2011 bis Juni 2013 in Heim-,
Nutz- und Wildtieren sowie in Umweltproben zu ermitteln. Hierfiir wurden zwei kulturelle Iso-
lierungsmethoden — ISO- und Cape Town-Verfahren — verglichen. Weiterhin erfolgte eine Anti-
biotikaresistenztestung und eine Genotypisierung ausgewahlter C.jejuni- und C. coli-Stimme
mittels MLST.

Die Kongruenz der ISO- und CT-Isolierungsverfahren betrug lediglich 11,5 % und durch die
Kombination beider Verfahren stieg die Isolierungsrate um 37,7 %.

Die hochsten Campylobacter-Isolierungsraten zeigten sich bei Hithnern und Wachteln (74 %
und 62,5 %) gefolgt von Schweinen, Tauben, Hunden, Boden- und Katzenproben (32 %, 20 %,
15,3 %, 11,8 % und 11,3 %). Katzen mit Freigang schieden signifikant hdufiger Campylobacter
aus als solche ohne Freigang, was vermutlich auf das groBere Spektrum von Kontaminations-
quellen zuriickzufiihren ist. Hygienische Mainahmen zur Bekdmpfung der Campylobacteriose
sollten somit auch auf den Umgang mit Heimtieren und auf den Aufenthalt im Freien ausgewei-
tet werden.

Die Speziesverteilung von Campylobacter variierte stark in Abhédngigkeit von der untersuchten
Matrize.

Untersuchte Tauben (n = 50) schieden ausschlieBlich C. jejuni, untersuchte Schweine (n = 50)
ausschlieBlich C. coli aus. Bei Hithnern (n = 50) und Wachteln (n = 40) wurden beide Spezies
nachgewiesen, wobei C. jejuni dominierte. Die untersuchten Hunde- (n = 163), Katzen- (n =
177) und Wasserproben (n = 114) wiesen mit dem Nachweis von C. jejuni, C. coli, C. upsalien-
sis und C. lari die grofite Speziesvielfalt auf.

Die Ergebnisse legen nahe, dass die Kombination beider Isolierungsverfahren unabhingig von
der untersuchten Spezies zu deutlich hoheren Isolierungsraten fiithrt. Dariiber hinaus kann der
Einsatz einer einzigen Methode zu einer Unterschéitzung der Speziesvielfalt und von Mehr-
fachinfektionen fiihren. Dies bezieht sich nicht ausschlieBlich - wie in anderen Studien hervor-
gehoben -auf seltenere Spezies wie C. upsaliensis, C. lari und C. fetus, sondern auch auf C.
Jjejuniund C. coli.

In 72,3 % der untersuchten Isolate (n = 101) konnten Resistenzen gegeniiber antimikrobiellen
Wirkstoffen nachgewiesen werden. Alle untersuchten Stimme waren sensibel gegeniiber Chlo-
ramphenicol und Gentamicin. Auch gegeniiber Erythromycin erwiesen sich die untersuchten
Isolate mit einer Ausnahme als sensibel. Gegeniiber Streptomycin waren lediglich 9,9 % der
untersuchten Isolate resistent.
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Zusammenfassung

Die hochsten Resistenzraten zeigten sich bei Ciprofloxacin (61,4 %), Nalidixinsdure (47,5 %)
und Tetrazyklin (42,6 %). Des Weiteren waren unabhingig von der Quelle Mehrfachresistenzen
weit verbreitet (86,1 %).

Beziiglich der beiden untersuchten Campylobacter-Spezies C. jejuni und C. coli ergab sich ein
vergleichbar groBer Anteil (71,4 % und 75,0 %) resistenter Isolate.

Die hochsten Resistenzraten wurden bei Schweine-, Wachtel- und Hiihner-Isolaten (100,0 %,
86,7 % und 79,4 %) bestimmt. Dariiber hinaus zeigte sich bei ca. 50 % der Katzen-, Hunde- und
Tauben-Isolate mindestens eine antimikrobielle Resistenz, wohingegen die Umweltproben meist
vollstandig sensibel waren.

Die Resultate belegen, dass bei schwerwiegenden Campylobacter-Infektionen ein Resistenztest
durchgefiihrt werden sollte.

Die Genotypisierung ausgewdhlter C. jejuni- und C. coli-Isolate mittels MLST ergab fiir beide
Spezies eine hohe genetische Diversitit, und nur 13 der 39 identifizierten Sequenztypen sind
bislang nicht fiir humane Isolate bekannt.

Ein Zusammenhang zwischen MLST-Sequenztyp und Herkunft der Isolate war nicht ersichtlich.

Dies deutet auf eine Vielzahl moglicher Infektionsquellen von Campylobacter hin.
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Summary

Isolation rate, resistance pattern and genetic diversity of Campylobacter in live-

stock and environmental habitats

The aim of the study was to identify potential sources of Campylobacter spp. and their preva-
lences in Greater Berlin area from November 2011 to June 2013. Samples collected from pet
animals, farm animals, wild animals and the environment were investigated by two isolation
methods — ISO (according to ISO 10272-1:2006) and the Cape Town protocol.

Also the presence of antimicrobial resistance in selected C. jejuni and C. coli isolates was de-

termined by Broth Microdilution assays and isolates were genotyped by MLST.

The congruence of both isolation procedures was 11.5 % and the detection rate of Campylobac-
ter was increased by 37.7 % by using a combination of both procedures.

The highest prevalence was detected in chicken (74 %) and quails (62.5 %), followed by pigs
(32 %), pigeons (20 %), dogs (15.3 %), soil (11.8 %) and cats (11.3 %).

Cats having outdoor access had significantly higher chances of being carriers of Campylobacter
than cats living exclusively indoors. This could indicate a higher risk for Campylobacter infec-
tion in cats due to exposure to a wider range of sources of infection. These results show that pets
and their environment should be taken into account to reduce the risk of human Campylobacter
infection.

The Campylobacter species varied widely depending on the source examined. In pigeons only
C. jejuni and in pigs only C. coli was detected in this study. In chicken and quails, both species
were detected, whereby C. jejuni was more prevalent than C. coli. Dogs, cats and water samples
showed a greater diversity of species, with detection of C. jejuni, C. coli, C. upsaliensis and C.
lari.

Using a combination of both selective isolation methods in parallel resulted in significantly
higher Campylobacter isolation rate regardless of the species examined.

Using a single isolation procedure may result in underestimation of the diversity of Campylo-
bacter spp. and multiple infections. This doesn't refer exclusively to species like C. upsaliensis,
C. lari and C. fetus but also to C. jejuni and C. coli.

Antimicrobial resistance was observed in 72.3% or the isolates. All strains were sensitive to
chloramphenicol and gentamicin. This also applied to erythromycin except in one isolate. Re-
sistances to nalidixic acid (74.5 % of isolates), ciprofloxacin (61.4 %) and tetracycline (42.6 %)

were common. Resistance to three antimicrobials or more was present in 86.1 % of isolates.
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Summary

The percentage of antimicrobial resistant isolates was comparable high in both C. jejuni (71.4
%) and C. coli (75 %). These results demonstrate that serious Campylobacter infections require

an antimicrobial resistance testing.

High resistance rates were observed in pigs (100 %), quails (86.7 %) and chicken (79.4 %).
Nearly half of the cat, dog and pigeon isolates were resistant, whereas environmental isolates
were mostly sensitive.

Multilocus sequence typing of selected C. jejuni and C. coli isolates showed a high genetic di-
versity and 26 of the 39 determined sequence types have already been reported for human iso-
lates.

However, there was no correlation between MLST sequence type and source of the Campylo-
bacter isolates. The above finding suggests that there are various sources of human infection

with Campylobacter.
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Anhang

Tab. Al: Menschliche und tierische Erkrankungen durch Campylobacter spp.

(On 2013; Man 2011)

Campylobacter- .
Spezies bzw.- Wirtspezies Menschliche Er- Tierische Erkrankungen
) krankungen
Subspezies
C. avium Gefliigel Keine Keine
C. canadensis Kranich Keine Keine
C. coli Schwein, Ge-  Gastroenteritis Gastroenteritis, Hepatitis
fliigel, StrauB,
Rind,
Schaf, Ziege,
Affe, Mowe
C. concisus Mensch, Heim- Gastroenteritis, Peri- Keine
tiere odontitis
C. cuniculorum Hase Keine Keine
C. curvus Mensch Periodontitis, Gast- Keine
roenteritis
C. fetus spp. fetus Rind, Schaf, Gastroenteritis, Sep- Abort
Schildkrote, tikdmie
Pferd,
Kangaroo
C. fetus spp. veneralis  Rind, Schaf Septikdmie Infertilitit
C. gracilis Mensch Periodontitis Keine
C. helveticus Hund, Katze Periodontitis Gastroenteritis
C. hominis Mensch Keine Keine
C. hyointestinalis spp. Rind, Hirsch,  Gastroenteritis Gastroenteritis
hyointestinalis Schwein,
Hamster
C. hyointestinalis spp. Schwein Keine Keine
lawsonii
C. insulaenigrae Robbe, Timm- Keine Keine
ler
C. jejuni spp. doylei Mensch Septikdmie, Gastro- Keine

C. jejuni spp. jejuni

C. lanienae

Gefliigel, Rind,
Schwein,
Strauf3,
Wildvogel

Rind

enteritis
Gastroenteritis, GBS

Keine

Die Tabelle wird auf nachfolgender Seite fortgesetzt.

Abort, Avidre Hepatitis

Keine
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Campylobacter- .
. . . Menschliche Er- .
Spezies bzw.- Wirtspezies enschiiche B Tierische Erkrankungen
. krankungen
Subspezies
C. lari spp. concheus  Schalentier Gastroenteritis Keine
C. lari spp. lari Wildvogel, Gastroenteritis, Sep- Avidre Gastroenteritis
Hund, Geflii-  tikdmie
gel,
Schalentier,
Pferd
C. mucosalis Schwein Keine Keine
C. peloridis Schalentier Gastroenteritis Keine
C. rectus Mensch Periodontitis Keine
C. showae Mensch Periodontitis Keine
C. sputorum Mensch, Rind, Gastroenteritis, Abs- Abort
Schwein, Schaf zess
C. subantarcticus subantarktische Keine Keine
Vogel, Pinguin
C. upsaliensis Hund, Katze,  Gastroenteritis Gastroenteritis
Schimpanse
C. ureolyticus Mensch Gastroenteritis, Keine
Morbus Crohn
C. volucris Move Keine Keine

Tab. A2: Ubersicht von bei Katzen beschriebenen Campylobacter-Privalenzen

Privalenz (%) n Haufigste Spezies Referenz

0 37 - (Lee et al. 2004)

0,8 263 C. jejuni (Spain et al. 2001)

1 206 - (Hill et al. 2000)

5 42 C. upsaliensis (Hald und Madsen 1997)
9,86 71 C. jejuni (Andrzejewska et al. 2013)
15 195 C. upsaliensis (Baker et al. 1999)

16 64 - (Lopez et al. 2002)

16,8 113 C. jejuni (Gargiulo et al. 2008)

17 332 C. upsaliensis (Sandberg et al. 2002)

Die Tabelle wird auf nachfolgender Seite fortgesetzt.
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Privalenz (%) n Haufigste Spezies Referenz

18,3 104 C. upsaliensis (Salihu et al. 2010)
20 227 C. helveticus (Shen et al. 2001)

24 152 C. upsaliensis (Bender et al. 2005)
29 100 - (Effenberger 2008)
37,3 51 C. helveticus (Workman et al. 2005)
41,9 596 C. upsaliensis/helveticus (Wieland et al. 2005)
42,9 35 C. upsaliensis (Acke et al. 2009b)
45,7 46 C. helveticus (Moser et al. 2001)
58 53 C. jejuni (Fox et al. 1989)

75 58 - (Acke et al. 2006)

Tab. A3: Ubersicht von bei Hunden beschriebenen Campylobacter-Privalenzen

Privalenz % n héufigste Spezies Referenz

0 418 - (Cinquepalmi et al. 2013)

0 102 - (Lefebvre et al. 2006)

0,8 130 C. jejuni (Hackett und Lappin 2003)
2,5 200 C. upsaliensis (Modolo und Giuffrida 2004)
2,7 437 C. jejuni (Tsai et al. 2007)

4,81 83 C. jejuni + C. coli (Andrzejewska et al. 2013)
12,9 303 C. jejuni (Amar et al. 2014)

13,8 80 - (Lee et al. 2004)

17 293 C. jejuni (Lopez et al. 2002)

20 299 C. jejuni (Steinhauserova et al. 2000)
22 240 C. upsaliensis (Leonard et al. 2011)

Die Tabelle wird auf nachfolgender Seite fortgesetzt.
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Pravalenz % n haufigste Spezies Referenz

23 529 C. upsaliensis (Sandberg et al. 2002)

27,7 141 C. upsaliensis (Salihu et al. 2010)

29 72 C. jejuni (Hald und Madsen 1997)
30,4 135 C. jejuni (Badlik et al. 2014)

31,2 141 C. jejuni (Fernandez und Oval 2012)
35,2 290 C. upsaliensis (Carbonero et al. 2012)

38 249 C. upsaliensis (Parsons et al. 2010)

41,2 643 C. upsaliensis (Wieland et al. 2005)

41,5 147 C. upsaliensis (Acke et al. 2009b)

42,5 214 - (Fernandez und Martin 1991)
43 289 C. upsaliensis (Baker et al. 1999)

43 189 C. upsaliensis (Procter et al. 2013)

46,9 130 C. jejuni (Workman et al. 2005)

56 91 C. upsaliensis (Engvall et al. 2003)

76 135 C. upsaliensis (Chaban et al. 2010)

77 30 C. upsaliensis (Koene et al. 2004)

Tab. A4: ST-CC, ST und zugehdrige Allelprofile der C. jejuni- und C. coli-Isolate

ST- ST Allelprofil Spe- Anzahl der Isolate

cc aspA glnd gltA  glyA Pg  tkt un- 2% H Hd K S T
m cA

Sin 196 55 172 21 49 125 83 51 C.j. 4

glet 2

ons

Die Tabelle wird auf nachfolgender Seite fortgesetzt.
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ST- ST Allelprofil Spe- Anzahl der Isolate
cC aspA  glnA gltA  glyA Pgm tht un- zies H Hd K S T W
cA
700 7 21 2 62 525 48 1 C.j. 4
0*
700 7 21 2 62 525 48 5 C.j. 1
1%
699 1 165 5 91 261 7 1 C.j. 2
8
21 19 2 1 5 3 2 1 5 C.j. 3
50 2 1 12 3 2 1 5 C.J. 3 1
53 2 1 21 3 2 1 5 C.j. 1 1
151 8 1 5 3 2 1 1 Cj 1 1
9
292 2 1 12 3 2 1 1 C.j. 1
9
22 22 1 3 6 4 3 3 3 C.j. 1
45 334 4 7 40 4 42 7 1 C.j. 1
11 48 7 10 4 1 7 1 C.J. 1
533 9 17 2 94 86 3 6 C.j. 1
179 220 1 6 29 2 40 32 3 C.j. 4
206 572 62 4 5 2 2 1 5 C.j. 1 1
122 6 4 5 2 2 1 5 Cj 1 1
257 257 9 2 4 62 4 5 6 Cj 1 1
824 9 2 2 2 11 5 6 C.j. 1
354 354 8 10 2 2 11 12 6 C.j. 1
464 464 24 2 2 2 10 3 1 C.j. 1
700 24 2 2 2 624 3 6 Cj 1
2

Die Tabelle wird auf nachfolgender Seite fortgesetzt.
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ST- ST Allelprofil Spe- Anzahl der Isolate
cC as- ginA  gltA glyA Pg tht un- zes H Hd K S T w
pA m cA
658 658 2 4 2 4 19 3 6 C.j. 3 9
699 2 4 27 4 19 3 6 C.j. 1
9*
700 32 153 412 82 104 44 17 C.c 1
4*
828 829 33 39 30 82 113 43 17 C.c 1
854 33 38 30 82 104 43 17 C.c 6
158 33 176~ 30 82 113 43 17 C.c 1
6
230 33 242 30 82 113 43 17 C.c 2
2
264 33 38 30 79 104 35 17 C.c 1
2**
270 33 153 44 82 104 43 36 C.c 1
5**
281 32 38 30 82 104 43 36 C.c 1
4
301 114 39 30 82 188 43 17 C.c 1
7
517 33 195 30 79 113 43 17 C.c 1
Dk

543 33 39 30 82 572 47 17 Cec 1
4**

577 33 39 65 82 113 43 17 Cec 1

7

700 33 39 30 161 104 11 17 C.c 6
5% 7

700 33 39 30 161 104 44 17 C.c 1
6*

(ST-CC = klonaler Komplex, ST = Sequenztyp, H = Huhn, Hd = Hund, K = Katze, S = Schwein,
T = Taube, W = Wachtel)

* ST im Rahmen dieser Studie erstmals beschrieben ** ST nicht fiir humane Isolate bekannt
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FBI

Freie Universitat

Einverstandniserklarung

Hiermit erkldre ich,

Name, Vorname)

Tiername

mein Einverstandnis, dass die Kotprobe meines Tieres im Rahmen einer Doktorarbeit auf Campylobacter unter-
sucht werden kann.

Ich bin einverstanden, dass die erhobenen Angaben verschlisselt verarbeitet und verdffentlicht werden konnen.
Diese Einwilligung kann ich jederzeit ohne Angabe von Grinden widerrufen.

(Ort, Datumn) (Unterschrift des Tierbesitzers)
Nr.:

Art der Probe: Rektaltupfer [[] Kot ] sonstige []

Tierart:

Hund  [] Zwingerhaltung  []
Katze  [] reine Hauskatze [] Freiganger ]

sonstige [_]

Rasse:

Alter:

Geschlechtw [ m  [Jwk []mk |

Gesund [

Durchfall in den letzten 14 Tagen:  ja [] nein |:] nicht bekannt D
Andere Erkrankungen/ Medikamente  [] welche:

Antibiotikagabe in den letzten 14 Tagen: ja [] nein [] wenn ja, welche:
Rohfleischfitterung: ja [] nein ]

Tierhalter:
Anschrift:
Tel.:

Abb. Al: Zur Erhebung der Patientendaten verwendeter Fragebogen
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | GEN | STR | STR | STR | STR | STR | GEN | STR | STR | STR | STR | STR
16 1 2 4 8 16 16 1 2 4 8 16

B | GEN | CIP | TET | ERY | NAL | CHL | GEN | CIP | TET | ERY | NAL | CHL
8 4 16 32 64 32 8 4 16 32 64 32

C | GEN | CIP | TET | ERY | NAL | CHL | GEN | CIP | TET | ERY | NAL | CHL
4 2 8 16 32 16 4 2 8 16 32 16

D | GEN | CIP | TET | ERY | NAL | CHL | GEN | CIP | TET | ERY | NAL | CHL
2 1 4 8 16 8 2 1 4 8 16 8

E | GEN | CIP | TET | ERY | NAL | CHL | GEN | CIP | TET | ERY | NAL | CHL
1 0,5 2 4 8 4 1 0,5 2 4 8 4

F | GEN | CIP | TET | ERY |NAL | CHL | GEN | CIP | TET | ERY | NAL | CHL
0,5 0,25 |1 2 4 2 0,5 0,25 |1 2 4 2

G | GEN | CIP | TET | ERY | NAL | POS | GEN | CIP | TET | ERY | NAL | POS
0,25 | 0,12 | 0,5 1 2 CON | 0,25 | 0,12 |0,5 1 2 CON

H | GEN | CIP | TET | ERY | POS | POS | GEN | CIP | TET | ERY | POS | POS
0,12 10,06 10,25 |0,)5 CON | CON | 0,12 | 0,06 |0,25 |0,5 CON | CON

(GEN = Gentamicin, CIP = Ciprofloxacin, TET = Tetracyclin, ERY = Erythromycin, NAL =
Nalidixinsdure, CHL = Chloramphenicol, STR = Streptomycin, POS CON = Positivkontrolle)

Abb. A2: Aufbau und Zusammensetzung der verwendeten Mikrotiterplatten
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