Nahrboden

Campylobacter- und Helicobacter-Diagnostik

Campylobacter wurden erstmals 1909 von McFadyean
und Stockman' als Erreger von Erkrankungen bei Mut-
terschafen nachgewiesen und 1913 von denselben Auto-
ren? aus abortierten Rinder- und Schaffoeten isoliert. Sie
ordneten diese Bakterien aufgrund ihrer gekrimmten
Form und schnellen Beweglichkeit den Vibrionen zu. Smith
und Taylor® nannten 1919 die von ihnen ebenfalls bei
abortierten Rinderfoeten festgestellten Keime Vibrio fetus.
Die Isolierung mikroaerophiler Vibrionen bei Kédlbern mit
Diarrh6e gelang 1927 Smith und Orcutt* sowie 1931
Jones®, der die isolierten Bakterien als Vibrio jejuni
bezeichnete. Doyle® beschrieb 1944 Vibrio coli als Erre-
ger einer Schweinedysenterie. 1947 gelang Vincent et al.”
der Nachweis von V. fetus beim Menschen und 1957
King® bei schwangeren Frauen.

Bei der Differenzierung verschiedener von King® isolierter
Stdmme wurde Vibrio fetus mit biochemischen Methoden
und aufgrund unterschiedlicher Temperaturtoleranz von
anderen Erregern unterschieden. Thermophile Erreger gin-
gen als “related vibrio"” in die Literatur ein.

Da die Keime sich von den klassischen Vibrionen unter-
schieden, wurde 1963 von Sebald und Véron? eine neue
Gattung Campylobacter (gr. kampylos, gekrimmt) defi-
niert und der Familie der Spirillaceae zugeordnet. Véron
und Chatelain' beschrieben 1973 ein Klassifizierungssys-
tem fur Campylobacter, das in seinen Grundzligen bis
heute gliltig ist. Die Gattung Helicobacter wurde von der
Gattung Campylobacter abgetrennt und umfaBt zwei
Spezies. Nach Penner'" kann die Gattung Campylobacter
in zwei Gruppen unterteilt werden: ‘Echte Campylobac-
ter' mit den Untergruppen ‘Thermophile enteropathoge-
ne Spezies' und '‘Andere echte Campylobacter’ sowie die
Gruppe der psychrophilen Spezies.

C. jejuni ssp. jejuni und C. coli z&hlen mit zu den hau-
figsten Enteritiserregern. C. jejuni ssp. jejuni ist hauptsach-

lich in Gefltigel (besonders Huhn) und Rindern, C. coli in
Hausschweinen nachweisbar. Beide Spezies verursachen
beim Menschen Enterocolitis mit waRrig-schleimiger, z.T.
blutiger Diarrhée. Haufige Ursachen sind Verzehr von
ungenligend erhitztem Geflligel und anderem Fleisch,
roher bzw. zu wenig erhitzter Milch sowie die Ubertra-
gung von Mensch zu Mensch'2.

C. jejuni ssp. doylei wurde bisher nur aus Biopsiemate-
rial von Erwachsenen und aus Faeces durchfallerkrankter
Kinder nachgewiesen. Im Gegensatz zu C. jejuni ssp. jeju-
ni wéchst er nicht bei 42°C, reduziert Nitrat nicht und ist
Cephalotin-sensitiv.

C. laridis (friher: NARTC = Nalidixic acid resistant ther-
mophilic Campylobacter) ist ein bei Méwen nachgewie-
sener Darmkeim mit mdglicher Bedeutung als Enteritiser-
reger beim Menschen. Die klinischen und epidemiologi-
schen Besonderheiten sind jedoch noch zu wenig bekannt.
In bakteriologischer Hinsicht ist er leicht mit C. jejuni ssp.
jejuni zu verwechseln.

C. fetus ssp. fetus (friher: C. jejuni ssp. intestinalis) ver-
ursacht Aborte bei Schafen und Rindern und kann bei
abwehrgeschwichten Patienten vor allem Septikdmie
sowie Meningitis bei Neugeborenen hervorrufen.

C. fetus ssp. venerealis fuhrt bei Rindern zu Aborten;
eine Humanpathogenitat ist nicht gesichert.

C. sputorum und C. concisus wurden als Kommensalen
der Mundhohle gefunden.

C. upsaliensis wurde vereinzelt als Durchfallerreger bei
Kindern gefunden.

Gattung Campylobacter
I. Echte Campylobacter
A. Thermophile enteropathogene Spezies
C. jejuni ssp. jejuni
ssp. doylei
C. coli
C. laridis Urease-negative Varianten
Urease-positive Varianten
.C. upsaliensis"
B. Andere echte Campylobacter
C. fetus ssp. fetus
ssp. veneralis
C. hyointestinalis
C. sputorum  Biovar sputorum
Biovar bubulus
Biovar faecalis
C. mucosalis
C. concisus
[I. Psychrophile Spezies
C. nitrofigilis
C. cryaerophila

Gattung Helicobacter
H. pylori (C. pylori)
H. mustelae (C. mustelae)
C. cinaedi
C. fennelliae
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Differentialdiagnostische Merkmale von Campylobacter und Helicobacter (nach Penner'" und Kist?3).

Keim Wachstum bei Oxidase Katalase Nitrat Hippurat H,S Urease Antibiotika-Sensibilitat

25° 37° 42°C Nal Cep Pen

C. jejuni
ssp. jejuni -
ssp. doylei -
C. coli -
C. laridis -
“C. upsaliensis" -
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ssp. fetus +
ssp. venerealis +
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C. sputorum
Biovar sputorum
Biovar bubulus
Biovar faecalis
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C. fennelliae -
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+: mehr als 90% positiv; -: mehr als 90% negativ; d: 10-90% positiv; S: sensitiv; R: resistent
Nal: Nalidixinsdure-Blattchen (30 pg); Cep: Cephalotin-Blattchen (30 pg); Pen: Penicillin-Blattchen (10 IE)

Zusammensetzung der OXOID Supplemente zur Isolierung von Campylobacter.

Bestandteile Anreicherungs- Selektiv-Supplement
je I Ndhrboden Supplement Butzler Blaser-Wang Preston Skirrow CAT CCDA  Karmali Bolton

(SR84) (SR 85) (SR98) (SR 117) (SR 69) (SR 174) (SR 155) (SR 167) (SR 183)

Amphotericin B - - 2mg - - 10mg 10mg - -
Bacitracin 25000 IE - - - - -

Cephalothin - - 15 mg - - - - - -
Cephazolin - 15 mg - - - - - - -
Cefoperazon - - - - - 23mg 32mg 32mg 20mg
Colistin - 10 000 IE - - - - -
Cycloheximid - 50 mg - 100 mg - - - 100 mg 50 mg
Novobiocin - 5mg - - -
Polymyxin B - - 25001E 5000IE 2500 mg - - - -
Rifampicin - - - 10 mg - - - - -
Trimethoprim - - 5 mg 10 mg 5 mg - - - 20 mg
Vancomycin - - 10 mg - 10 mg - 20mg 20mg
Hamin - -
Natriumpyruvat 250 mg - - - - - - 100 mg -
Natriumdisulfit 250 mg - - - - - -
Eisen(ll)-sulfat 250 mg - - - - 4 mg - - -
Teicoplanin - - - - - 4 mg - - -
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Zusammensetzung der Ersatzsupplemente: Alternative Rezeptur mit Amphotericin B

Bestandteile Karmali, mod. Preston, mod. Bolton, mod.
je I Nahrboden (SR 205) (SR 204) (SR 208)
Bacitracin - - -
Amphotericin B 10 mg 10 mg 5mg
Colistinsulfat - - -
Natriumcephazolin - - -
Novobiocin - - -
Natriumpyruvat 100 mg - -
Cefoperazon 32 mg - 10 mg
Vancomycin 20 mg - 10 mg
Polymyxin B - 5000 IE -
Rifampicin - 10 mg -
Trimethoprim - 10 mg 10 mg

Wiederauffindung von 70 Campylobacter jejuni-Stimmen auf sieben Selektivnahrboden, (nach Gun-Monroe™3).

Nédhrboden Koloniezahl? P-Wert®
Blutagar (Kontrolle) 795 + 0,36 -
Skirrow 7,82 + 0,48 NS
Butzler 7,77 = 0,51 <0,05
Blaser-Wang 7,70 + 0,56 <0,05
Preston 7,76 = 0,52 <0,05
CCDA (ohne Amphotericin B) 791 + 0,36 NS
Karmali 7,83 + 0,37 NS
a: Log,, bedeutet Koloniezahl + Standardabweichung.
b: Signifikanz, bestimmt durch den t-Test nach Student fir unpaarige Proben.
NS: nicht signifikant.
Isolierung von C. jejuni aus 70 artifiziell positiven Stuhlproben, (nach Gun-Monroe3).
Anzahl der isolierten Stimme in %

N&hrboden bei Bebriitung nach

24 Std. 48 Std.
Blutagar (Kontrolle) 69 (99) 70 (100)
Skirrow 39 (56) 67 (96)
Butzler 38 (54) 60 (86)
Blaser-Wang 17 (24) 31 41)
Preston 32 (46) 64 (CX)]
CCDA (ohne Amphotericin B) 61 (87) 69 (99)
Karmali 63 (90) 68 97)

H. pylori wurde erstmals 1982 isoliert und gehért zusam-
men mit H. mustelae zur neu etablierten Gattung Heli-
cobacter (siehe auch Beschreibung bei Helicobacter-Pylo-
ri-Selektivndhrboden).

Erst die Entwicklung von N&hrbéden mit Antibiotika-
Zusatz machte die gesamte Bedeutung von Campylo-
bacter bei Erkrankungen deutlich. Das erste Selektiv-Sup-
plement wurde von Skirrow'? entwickelt; andere folgten
mit weiteren Antibiotika-Kombinationen. Gun-Monro et
al."® fuhrten in Laboratorien und Kliniken eine Studie tiber
die verschiedenen Selektivndhrbdden zur Isolierung ther-
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mophiler Campylobacter durch. Die obigen Tabellen fas-
sen ihre Ergebnisse zusammen, wobei anzumerken ist,
daR der CCDA-Selektivnahrboden in einer modifizierten
Form (ohne Amphotericin B) eingesetzt wurde und der in
dieser Arbeit eingesetzte CSM-Nahrboden dem OXOID
Karmali-Selektivndhrboden entspricht. In den obigen
Tabellen wurde der CSM entsprechend mit Karmali
bezeichnet. Die Autoren schlossen aus ihren Ergebnissen,
daR der modifizierte CCDA- sowie der Karmali-Selektiv-
ndhrboden respektive CSM allen frilheren Zusammenset-
zungen Uberlegen ist. Dies bezieht sich nicht nur auf die
hohere Wiederauffindungsrate, sondern auch auf die stér-
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Unterdriickung der fakalen Begleitflora bei 70 artifiziell positiven Proben, (nach Gun-Monroe'3).

Anzahl der Platten in % mit 75% Reduktion der fakalen

N&hrboden Begleitflora verglichen mit der Kontrolle
bei Bebriitung nach
24 Std. 48 Std.
Skirrow 46 (66) 38 (54)
Butzler 56 (80) 47 (67)
Blaser-Wang 28 (40) 15 21)
Preston 58 (83) 50 (71)
CCDA (ohne Amphotericin B) 64 (CD) 59 (84)
Karmali 64 (91) 59 (84)

Bebriitung: mikroaerophil, 42°C

kere Unterdriickung der fékalen Begleitflora bei der Iso-
lierung von C. jejuni. Die generellen SchluBfolgerungen
von Gun-Monro et al. wurden von Griffiths und Ribeiro™
bestatigt.

Anreicherung

Der Wert von Anreicherungsnahrbdden fiir Campylo-
bacter wird kontrovers beurteilt’, bei Untersuchungen
von Lebensmittel- und Umweltproben kdénnen sie aber
essentiell sein'®. Dabei wird eine Anreicherung bei
42°C"817 sowie bei Kalte (4°C)"8 beschrieben. Wenn auf
diese Weise die Anreicherung gefoérdert wird, kann die
Verwendung von Membranfiltern auf der Agaroberflache
zur Selektion von Campylobacter niitzlich sein?®.

Wachstumsbedingungen im Labor

Atmosphire

Die verschiedenen Spezies der Gattung Campylobacter
benétigen ein breites Spektrum an atmosphérischen
Bedingungen — von strikt anaerob bis zu aerotolerant?® —
fur ein optimales Wachstum. Die meisten Spezies liegen
zwischen diesen Extremen und sind iberwiegend mikro-
aerophil. Die OXOID CampyGen-Kits (Art.-Nr. CN 25
und CN 35) schaffen mit dem richtigen Sauerstoff- und
Kohlendioxid-Anteil optimale Wachstumsbedingungen
fur diese mikroaerophilen Organismen.

Bei der ersten Begutachtung nach 24 Stunden ist darauf
zu achten, dal sie schnell abgelesen und in die Sauer-
stoff-reduzierte Atmosphére zuriickgebracht werden,
damit sauerstoffempfindliche Stdmme nicht geschadigt
werden.

Temperatur

Die Temperaturspanne fiir die Bebriitung von Campylo-
bacter reicht von 15°C flir C. cryaerophila bis zu 42°C fur
die thermophilen C. jejuni-, C. coli- und C. laridis-Spezies.
Die meisten Stdimme verfligen Uber eine betrachtliche
Temperaturtoleranz (s. auch Tab.: Differentialdiagnosti-
sche Merkmale von Campylobacter und Helicobacter).

Isolierung von Campylobacter aus Faeces
Selektivnahrboden direkt mittelstark unter zweimaliger
Fraktionierung mit Faeces beimpfen, so daB Einzelkoloni-
en gebildet werden kdénnen.

Ge=b

Platten zur Isolierung von C. jejuni und C. coli bei 42°C
bebriiten. C. fetus wachst nicht bei 42°C; bei Verdacht auf
diesen Keim bei 36°C bebriten.

Platten 24-28 Stunden in einer mikroaerophilen Atmo-
sphére aus annahernd 7-10% Sauerstoff und ca. 7-10%
CO, bebriten. Dies kann am besten mit den OXOID
CampyGen-Kits (Art.-Nr. CN 25 bzw. CN 35) im OXOID
Anaerobiertopf (Art.-Nr. AG 25 bzw. HP 11) erfolgen.
Falls der Sauerstoffgehalt nur mit Hilfe eines “Kerzengla-
ses” reduziert und Kohlendioxid erzeugt werden kann,
ist zur Isolierung von Campylobacter-Spezies das Cam-
pylobacter-Anreicherungs-Supplement (OXOID, Art.-Nr.
SR 84) einzusetzen. Es erhdht die Sauerstofftoleranz und
ermdglicht die Wiederbelebung einer gréReren Anzahl
Stamme.

Die DGHM?' empfiehlt zur Selektion und gleichzeitig als
Identifizierungsmerkmal der bei weitem haufigsten
Cephalotin-resistenten C. jejuni und C. coli zwei Cepha-
lotin-Blattchen (je 30 pg) mit auf die Platte zu legen.

Bei den auf Selektivndhrbdden isolierten Stdmmen sind
Bestdtigungsnachweise durchzuftihren. Einfache Sche-
mata zur Differenzierung von Campylobacter-Spezies fin-
den sich in der DGHM?" bzw. bei Skirrow und Benjamin?2.
Einige biochemische Merkmale sowie das Verhalten
gegenlber bestimmten Antibiotika sind der Tabelle: " Dif-
ferentialdiagnostische Merkmale von Campylobacter und
Helicobacter” zu entnehmen.
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