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Nachweis von Campylobacter mittels
DNA-DNA-Hybridisierungstechnik

Detection of Campylobacter Strains Using
DNA-DNA-Hybridization-Technique

B. Furrer, M. Aeschbacher, Susanne Gerber-Huber* A. Baumgartner und /. Liithy
Laboratorium für Lebensmittelchemie, Institut für Biochemie der Universität Bern

und Bundesamt für Gesundheitswesen, Bern

Einleitung

DNA (Deoxyribonukleinsäure)-Hybridisierungsverfahren sind in der
klinischen Mikrobiologie, insbesondere für den Nachweis von Viren bei
Routineuntersuchungen, bereits weit verbreitet (1—5).

Fortschritte bei den rekombinanten DNA-Techniken (6) eröffnen die
Möglichkeit ihrer Anwendung auch in der mikrobiologischen Lebensmittelanalytik
(7), vor allem in der Bakteriologie (8—11).

Das Prinzip der DNA-DNA-Hybridisierungstechnik ist in Abbildung 1

festgehalten:

— Isolierung der Nukleinsäuren aus den Bakterienzellen.
— Denaturierung und Fixation der Nukleinsäuren auf Nylon- bzw. Nitrozellulo¬

sefiltern.
— Hybridisierung der fixierten Nukleinsäuren mit einer spezifischen, markierten

Gensonde. Die Markierung kann mittels eines Radioisotopes erfolgen oder
über «kalte» Moleküle wie z. B. Biotin.

— Abwaschen der überschüssigen, nicht hybridisierten Gensonde und Visualisie¬

rung der Hybride durch Autoradiographie oder durch eine farbbildende
Enzymreaktion bei «kalter», das heisst nicht radioaktiver Markierung.
Mit der Entwicklung von Selektivmedien zur Isolierung von Campylobacter

jejuni aus Stuhlproben erkannte man, dass es sich bei diesem Mikroorganismus um
einen signifikanten, pathogenen Keim handelt. Vor allem in den Entwicklungsländern

steht Campylobacter, zusammen mit Salmonellen, Shigellen und entero-
toxischen Escherichia coli, an erster Stelle als Verursacher von Durchfallserkrankungen

beim Menschen (12). Als enteroinvasiver Keim verursacht Campylobac-

* Vivagen Diagnostics AG, Brunnmattstrasse 39, 3007 Bern
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ter Störungen von subklinischen Infektionen bis hin zu schwerwiegenden Dysenterien

(13). Als Reservoir für C. jejuni spielen vor allem Wildvögel und Nutztiere
wie Schweine, Kälber und Geflügel eine wichtige Rolle.

Unter den Lebensmitteln sind vorwiegend Geflügelfleisch, aber auch
kontaminiertes Wasser und Milch (mangelhafte Hygiene) eine Campylobacterquelle
(14).
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Abb. 1. Prinzip der DNA-DNA-Hybridisierungs-Technik:

1 Hybridisierung der Ziel-DNA-Sequenz mit einer biotinylierten DNA-Probe
2 Komplexbildung mit einem Streptavidin-Phosphatase-Konjugat
3 Visualisierung mit einer farbbildenden enzymatischen Reaktion

Heute bedingt die Isolierung von C. jejuni aus Stuhl- oder Lebensmittelproben
Inkubationszeiten von bis zu 72 h auf Selektivmedien. Zudem wachsen diese
Bakterien in mikroaerophiler Atmosphäre, so dass besondere Einrichtungen für
die Kultivierung nötig sind.

Obwohl die konventionellen Techniken (15) eine befriedigende Identifizierung

ermöglichen, wären zeitsparendere Methoden zum direkten Nachweis von
Campylobacter wünschbar.

In der vorliegenden Arbeit wird die DNA-DNA-Hybridisierungstechnik mittels

einer derzeit kommerziell erhältlichen, biotinylierten DNA-Sonde auf ihre
Eignung für den Nachweis von Campylobacter geprüft. Eine «kalte», nicht
radioaktive Markierung (Biotin) wurde gewählt, da sie punkto Empfindlichkeit
einen annähernd ebenbürtigen Ersatz für radioaktive Sonden darstellt. Zudem ist
ein spezielles Labor des Typus C nicht notwendig, und Probleme bezüglich
Haltbarkeit der markierten DNA-Sonde (Halbwertszeiten der Radioisotope) und
Abfallentsorgung fallen weg. Bei der zu prüfenden DNA-Sonde sollen in erster Linie
die Spezifität und die Sensivität abgeklärt werden. Zudem untersuchten wir das

Testsystem auf Störungen durch Matrixeffekte.
Als Matrix diente ein Geflügelleberhomogenat, welchem diverse Campylo-

bacter-Stämme in unterschiedlichen Konzentrationen zugefügt wurden.
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Material und Methoden

Bakterienstämme

15 C. jejuni- und 5 C. co/z-Stämme wurden von M. Aeschbacher, Istituto Cantonale

Batteriosierologico in Lugano, zur Verfügung gestellt (20).

Campylobacter jejuni

Nr. Elektrophorese-Typ Herkunft der Stämme
nach Aeschbacher

01 15 Mensch
02 35 Mensch
03 42 Mensch
04 42 Tier
05 63 Mensch
06 22 Mensch
07 21 Mensch
08 29 Mensch
09 29 Tier
10 64 Mensch
11 47 Mensch
12 47 Tier
13 34 Mensch
14 34 Mensch (nach Indienreise)
15 Toxischer Stamm aus Rochester

Campylobacter colt
16 01 Mensch
17 01 Mensch
18 03 Mensch
19 03 Tier
20 12 Mensch

Als Negativkontrollen wurden uns der E. co/z-Stamm JM101 und der
Hefestamm' GRF 18 freundlicherweise von Tb. Mandel, Institut für Biochemie und
Molekularbiologie in Bern, zur Verfügung gestellt.

Bakterienkultivierung

Die 20 Campylobacter-Stämme wurden in einem Transportmedium (Trans-
wab mw 171, Charcoal, medical wire and equipment Co. Ltd., Potley, Torsham,
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Wilts, England) geliefert. Pro Stamm wurden auf je 4 Blutplatten Reinkulturen
hergestellt. Die Bebrütung der Platten erfolgte in Anaerobentöpfen in mikroaero-
philer Atmosphäre (Campy Pack) bei 37 °C während 24 h. Je 2 Platten wurden
mit PBS abgeschwemmt und die Bakterienzellen in sterilen Röhrchen (Eppendorf

1,5 ml) bei -20 °C bis zum Gebrauch aufbewahrt. Die Zellen der restlichen 2

Platten wurden mit Pulvermilch abgeschwemmt und die Bakteriensuspension in
10% fötalem Kälberserum, 20% Glycerin und 10% Pulvermilch bei -70 °C tiefgefroren

und für zukünftige Versuche konserviert.
Zur Bestimmung der Sensitivität des Hybridisierungssystems wurde die Keimzahl

im Ausgangsmaterial ermittelt, und zwar diejenige des Campylobacter jejuni-
Stammes 2 mittels Zählkammerverfahren, diejenige von Stamm Nr. 18 mit dem
Oberflächenausstrichverfahren. Die Campylobacterzellen in den Suspensionen
wurden vor dem weiteren Gebrauch mit Formalin inaktiviert.

Zur Erfassung des Einflusses der Lebensmittelmatrix auf das Testsystem wurde

ein Geflügelleberhomogenat hergestellt und mit Campylobacter-Keimen
beimpft:
1. Leber in 2 ml PBS/g mittels Ultraturrax homogenisieren und über einen

Wattebausch filtrieren.
2. Homogenate mit Campylobacter-Stämmen in unterschiedlichen Konzentra¬

tionen beimpfen und im Hybridisierungsexperiment testen.

Lyse der Bakterienzellen

Von allen Keimen (Campylobacter 1—20 bzw. verschiedene Verdünnungen
der Stämme 2 und 18 sowie E. coli und Hefe als Negativkontrollen) wurden 250 p\
Keimsuspension mit einer Lysozymlösung (10 mM EDTA, 25 mM TrisHCl,
50 mM Glucose, 100 mg/ml Lysozym, Sigma) auf eine Konzentration von 5 mg/
ml Lysozym gebracht und die Ansätze 15 min bei 37 °C zur Zellaufschliessung
inkubiert.

Eine Pronaseverdauung zur Freisetzung der DNA erfolgte bei einer Konzentration

von 1 mg/ml Pronase (Boehringer, Mannheim), während 1—2 h bei 37 °C.

Aufbereitung der Proben zur Hybridisierung

Folgende Negativkontrollen für die anschliessende Hybridisierung wurden
mitgeführt:
— Lysozymlösung mit 5 mg/ml Lysozym, ohne Keime
— Pronaselösung mit 1 mg/ml Pronase, ohne Keime
— Hering-Sperm-DNA (Träger-DNA) 0,1 mg/ml in bidest. Wasser, ohne Keime
— PBS mit 2—3 Tropfen Formalin, ohne Keime
— Geflügelleberhomogenat, ohne Keime

Als Positivkontrolle für die Hybridisierung dienten 20 ng (1 p1) der biotiny-
lierten DNA-Sonde (Enzo Biochem, Ortho-Diagnostics).
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Zur Denaturierung der DNA (DNA in Einzelstränge getrennt) wurden alle Proben

mit 1/10 Volumen 3n NaOH versetzt und 30 min bei 60 °C inkubiert. Die
Positivkontrolle wurde hitzedenaturiert. Die Neutralisation erfolgte durch Zugabe

von 1 Volumen 2 m Ammoniumacetat. Anschliessend wurden die Proben
sofort fdtriert.

DNA-DNA-Hybridisierung

1. Nitrozellulose (Schleicher & Schuell) — bzw. Nylon-Filter (Pali Biodyne A)
während 10 min mit Wasser benetzen und danach in Filtriergerät (Manifold
ViraPap, Life Technologies, Inc, BRL, GIBCO) einsetzen. Anschliessend Proben

auftragen und mittels eines schwachen Vakuums (Wasserstrahlpumpe)
auf den Filter bringen.

2. Den Filter mit Pincetten in Plastikbeutel transferieren (beladene Seite nach
oben) und mit 5 ml vorgewärmter (42 °C) Vorhybridisierungslösung versetzen.

Die- in der Vorhybridisierungslösung (50% Formamid, 4 X SSPE,
5 X Denhardt's Lösung, 0,1% SDS, 0,1 mg/ml Träger-DNA) enthaltene
Träger-DNA zur Denaturierung vorgängig 5 min kochen und dann im Eisbad
abschrecken. Für die Vorhybridisierung den gleichmässig überfluteten Filter
während 1 h bei 42 °C (z.B. im Trockenschrank) inkubieren.

3. Die Vorhybridisierungslösung abdekantieren und den Filter sorgfältig in fri¬
sche Plastikbeutel transferieren. 2 ml vorgewärmte Hybridisierungslösung
zugeben, Beutel zuschweissen und bei 42 °C über Nacht zwecks Hybridisierung
inkubieren. Die Hybridisierungslösung enthält 300 ng/ml biotinylierte Cam-
pylobacter-Sonde und 100 ng/ml Träger-DNA, die vorgängig während 5 min
gekocht und anschliessend im Eisbad abgeschreckt wurden.

4. Plastikbeutel öffnen und Hybridisierungslösung in Sammelgefäss auffangen
und tieffrieren, da diese wieder verwertet werden kann. Filter in Petrischale
überführen und bei Raumtemperatur 2 X 15 min in 2 X SSC, 0,1% SDS unter
leichtem Schütteln waschen. Zwei weitere Waschschritte in gleicher Lösung
bei 65 °C vorgewärmt durchführen. Einen weiteren Waschschritt bei 65 °C in
0,5 X SSC, 0,1% SDS während 15 min anschliessen. Letzte Waschung 15 min
bei Raumtemperatur in 2 X SSC (ohne SDS!).

Nachweis von DNA-DNA-Hybriden

Absättigen von freien Bindungssteilen

Filter in neue Petrischale transferieren (beladene Seite nach oben) und 30 min
mit Abblock-Puffer (1 X PBS, 2% BSA (Sigma), 0,05% Triton X-100, 5 mM ED-
TA) bei Raumtemperatur absättigen.
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Zugabe des Detektionskomplexes (Streptavidin-alk. Phosphatase)

Filter in Plastikbeutel transferieren, Detek I-alk-Komplex (Enzo Biochem,
Ortho-Diagnostics) zugeben, Plastikbeutel zuschweissen (Luftblasen vermeiden)
und 1 h bei Raumtemperatur inkubieren.

Waschen

Filter in Petrischale überführen und 5X5 min unter leichtem Schütteln
waschen (10 mM K3 P04 pH 6,5, 0,5 m NaCl, 0,5% Triton X-100, 1,0 mM EDTA,
2,0% BSA), dann 2X2 min in Praedetektionspuffer (100 mM TrisHcl pH 8,8,
100 mM NaCl, 5 mM MgCl2) in frischer Petrischale waschen.

Detektion

Filter in frischer Petrischale mit der Substrat-Reaktionsmischung (5-Bromo-4-
chloro-3-indolyl phosphat (BCIP), Nitroblautetrazolium (NBT) in
Praedetektionspuffer) im Dunkeln reagieren lassen.

Eine erste Färbung ist nach ca. 10 — 20 min sichtbar. Die Gesamtreaktionszeit
beträgt ungefähr 2 h. Nitrozellulosefilter sollten anschliessend im Dunkeln in
Wasser aufbewahrt werden, da die Färbung sonst verblasst. Nylonfilter sind
diesbezüglich weniger anfällig.

Resultate und Diskussion

Das DNA-DNA-Hybridisierungsverfahren wurde mittels einer kommerziell
erhältlichen Campylobacter jejuni-Sonde anhand von 20 verschiedenen Campylo-
bacter-Stämmen auf die Eignung zu deren Nachweis überprüft. Von besonderem
Interesse waren Aussagen über Spezifität, Sensitivität und Lebensmittelmatrixeffekte

(Abb. 2).

Reinkulturen im Puffer

Alle untersuchten Campylobacterstämme (15 C. jejuni und 5 C. coli) ergaben
mit der Biosonde positive Signale. Die DNA-Sonde erlaubt also keine
Unterscheidung der beiden verschiedenen Spezies. Die Sonde ist aber Genus-spezifisch,

denn es wurden keine Kreuzreaktionen mit Escherichia coli JM 101,

Hefestamm GRF 18 und Salmonella enteritidis nachgewiesen. Andere Autoren konnten
mit einer offenbar spezifischeren DNA-Sonde C. jejuni von anderen Campylo-
bacter-Species abgrenzen (17). Roszak et al. (16) und Heinzer et al. (17), welche eine

Sonde derselben Firma (Molecular Biosystems, San Diego) benutzten, gelang
hingegen das Auseinanderhalten von C. jejuni und C. coli nicht.

Durch Untersuchung diverser Keimverdünnungen wurde eine Sensitivität
von ca. 107 Keimen ermittelt, das heisst mit einem Probenvolumen von 250 p\
(4 X 107 Keime/ml) resultierte noch ein eindeutiges Farbsignal (Abb. 2). Diese
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Empfindlichkeitsgrenze liegt etwas unter der von Heinzer et al. (17) in einem
ähnlichen Testsystem ermittelten von 1,2 X 106 Keimen/ml.

1 2 3 4.5

Abb. 2. Nachweis von Campylobacter jejuni-DNA auf Nitrozellulose-Membran:
Negativkontrollen AI—5 und El—5 (Hering-Sperm-DNA, Salmonella enteritidis, Ly-
sozym-Lösung, Pronase-Lösung, Wasser).
B1 Positivkontrolle (10 ng biotinylierte DNA), B2 Hefe GRF 18, B3 E. coli JM
101, B4—CI Campylobacter jejuni-Stamm 1 (108, 5 X 107, 107 Keime), C2—C4 Camp.-
Stamm 3 (Verdünnungen wie Stamm 1), C5—D2 Stamm 5, D3—D5 Stamm 7

Reinkulturen im Lebensmittelbomogenat

Der Matrixeffekt zeigte sich einzig und allein darin, dass bei einem Bakterienzusatz

von mehr als 5 X 107 Keimen die Filter verstopfen können.
Die gemessenen Signale waren, verglichen mit jenen der Reinkulturen im Puffer,

bei gleichen Probenmengen stärker. In diesem System konnte eine Nachweisgrenze

von 5 X 106 Keimen ermittelt werden. Die Tatsache, dass die Lebensmittelmatrix

offenbar verstärkte Signale zur Folge hat, bedeutet, dass Kreuzreaktionen

mit Komponenten davon, z. B. Bakterien, nicht ausgeschlossen werden können.

Diesem Problem müsste in weiteren Experimenten nachgegangen werden.
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Einfluss der Filtermembranen

Bei der Verwendung von Nylonmembranen mussten grosse Hintergrundreaktionen,

vor allem am Filterrand, in Kauf genommen werden. Als Alternative wurden

Nitrozellulosefilter eingesetzt, die dann bezüglich unspezifischer Farbeffekte
keine Probleme mehr verursachten.

Nitrozellulosefilter bedürfen allerdings besonderer Sorgfalt bei den Manipulationen

mit Pincetten, da sie wesentlich zerbrechlicher sind als solche aus
Nylon. Zudem können die Farbreaktionen mit der Zeit verblassen, was in bezug auf
die Aufbewahrung nachteilig ist. Es ist jedoch möglich, durch stetige Feuchthaltung

der Nitrozellulosemembranen diesem Effekt vorzubeugen.
Bei der Probenfiltration konnte, übereinstimmend mit den Erfahrungen von

Roszak et al. (16), eine optimale Auftragsmenge von 108 Keimen/Kavität erreicht
werden. Mit höheren Mengen riskiert man eine Verstopfung der Filter.

Schlussfolgerungen

Das geprüfte Testsystem erwies sich als relativ materialaufwendig. Ein limitierender

Faktor stellt auch der hohe Preis der kommerziellen DNA-Sonde dar. Die
Eigenherstellung analoger DNA-Sonden würde einen enormen experimentellen
Aufwand bedeuten, müsste doch aus dem Bakteriengenom ein Abschnitt gefunden

werden, der sich für die gewünschte, spezifische Hybridisierung überhaupt
eignet.

Hybridisierungsexperimente führen in der Regel schnell zu Resultaten. Die
geprüfte Methode erlaubt das Aufschliessen der Keime, die Bindung der DNA
auf Membranen, die Vorhybridisierung, die Hybridisierung und den Nachweis
der DNA-Hybride in ca. 24 Stunden.

Bei der Untersuchung von Lebensmittelproben hingegen bedarf es, wegen der
schlechten Nachweisgrenze des Testes von nur 107 Keimen/g, vorausgehend einer
selektiven Anreicherung der Campylobacter. Dieser Schritt ist unabdingbar beim
Wissen, dass die minimale infektiöse Dosis einer Campylobacter-Infektion mit
500 Keimen sehr tiefliegt (18). Ein Anreicherungsschritt steht dem Wunsche
eines Schnelltestes somit entgegen.

Im weiteren entspricht die Spezifität nicht den von Picken et al. (12) gemachten

Angaben, da die klinisch relevanten Stämme (C. jejuni und C. coli) nicht
unterschieden werden können.

Eine Möglichkeit, die unbefriedigende Sensitivität zu verbessern, bestünde
darin, die Technik der Filter-DNA-Hybridisierung durch die Polymerase-Chain-
Reaction (PCR) zu ersetzen (19). Diese Methode amplifiziert ein bestimmtes
DNA-Stück (Sonde) im Ausgangsmaterial so effizient, dass es anschliessend mittels

Agarose-Gelelektrophorese nachgewiesen werden kann. Ein solches
Nachweisverfahren soll nun in unserem Labor entwickelt werden.
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Zusammenfassung

Ein kommerziell erhältliches Testsystem zum Nachweis von Campylobacter mittels
DNA-DNA-Hybridisierung und Streptavidin-Phosphatase als Marker wurde auf praktische
Verwendbarkeit überprüft. 15 definierte Campylobacter jejuni- und 5 Campylobacter coli-
Stämme ergaben eine positive Reaktion mit einer allerdings noch unbefriedigenden
Nachweisgrenze von ca. 5.106 Keimen. Kreuzreaktionen mit anderen getesteten Keimen konnten
keine nachgewiesen werden.

Résumé

Une préparation combinée du commerce pour la détection de Campylobacter par
hybridation DNA-DNA avec, comme marquer, la streptavidine-phosphatase a été examinée

quant à son application pratique. Une réaction positive a été obtenue pour 15 Campylobacter

jejuni définis et 5 souches de Campylobacter coli, la limite de détection d'env. 5.106

germes étant toutefois encore insatisfaisante. Aucune réaction croisée avec d'autre germes n'a

pu être décelée.

Summary

A commercially available DNA-DNA-hybridisation-test system for the detection of
Campylobacter with a streptavidin-phosphatase as marker was evaluated on practicability.
15 characterized strains of Campylobacter jejuni and 5 Campylobacter coli gave a positive reaction

although with a not yet satisfying detection limit of 5.106 bacterias. No cross reaction
with further tested bacterias was found.
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