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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Cystische Fibrose

Die cystische Fibrose (CF) ist die haufigste autosomal rezessiv vererbte
Stoffwechselerkrankung der weiRen Rasse. Der Gendefekt tritt mit einer
Frequenz von 1:3000 bei Neugeborenen auf (29). Bis heute liegt das
durchschnittlich erreichte Alter dieser Patienten nur etwas uber 30 Jahre (19;
32). 1989 konnte das fur CF verantwortliche Gen identifiziert werden, welches
auf dem langen Arm des Chromosoms 7 lokalisiert ist. Bis jetzt sind tber 1500
Mutationen dieses Gens beschrieben (20). Die haufigste Mutation AF 508 hat
eine Deletion von drei Basenpaaren und damit den Verlust eines
Phenylalaninrestes an der Stelle 508 des 1480 Aminosauren langen Proteins
zur Folge. Dieses tragt den Namen ,cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator® (CFTR) (44; 71; 73) und funktioniert als cAMP abhangiger
Chloridkanal (28). Betroffen davon sind alle exokrinen Driisen des Korpers,
deren mukoses Sekret dadurch zu viskds wird, nicht abflieBen kann und die
Ausfuhrungsgange verlegt. Es entsteht eine Entziindung durch aufgestautes
Sekret mit zystisch-fibrotischem Umbau des Gewebes. Ursache fir die CF ist
eine Maldigestion durch Pankreasinsuffizienz, erhdhter Natriumchloridgehalt im
Schweil3 und rezidivierende Lungenerkrankungen. Dabei imponieren
chronischer produktiver Husten, rezidivierende Bronchitiden und Pneumonien,
die haufig durch Staphylococcus aureus, Hamophilus influenzae und
Pseudomonas aeruginosa ausgelost werden (33). Diese Infektionen werden
von zahem Sekret, das die mukozilidare Clearance behindert, gefordert (32; 69).
Es entsteht ein Teufelskreis aus chronischer Inflammation und Infektion, wobei
nicht geklart ist, ob die Inflammation auch schon vor der Infektion bestehen
kann (2; 45).
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1.2 Der Burkholderia cepacia Komplex als Erreger von

Pneumonien bei Patienten mit CF

Ein weiterer Erreger von Lungeninfektionen ist der Burkholderia cepacia
Komplex (BCC) (siehe 1.4). Er stellt ein immer gréRer werdendes Problem bei
Patienten mit CF dar (82). Zusatzlich werden neuerdings noch unbekannte
Bakterienstamme diskutiert, an den Infektionen beteiligt zu sein (72). Die
Pravalenz und Inzidenz der BCC Infektionen sind in den CF-Zentren weltweit
nicht einheitlich (16). In Nordamerika liegen sie etwas niedriger als in
GrofR3britannien, da dort durch die Ausbreitung eines epidemischen Stammes
mehr Patienten erkrankt sind (35). In Deutschland gibt es je nach Zentrum
unterschiedliche Zahlen, jedoch liegen diese ebenfalls niedriger als in
GrofR3britannien. Der Altersgipfel, wie Abb. 1 zeigt, liegt fir den BCC zwischen
25 und 34 Jahren. Zu entnehmen ist dieser Grafik auch die insgesamte

Haufigkeit der Infektionen im Vergleich zu anderen Erregern.
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Abb. 1:  Insgesamte Haufigkeit der bakteriellen Infektionen bei Patienten mit
CF in Abhangigkeit des Alters; Cystic Fibrosis Foundation, Patient
Registry 2004 Annual Report, Bethesda, Maryland (19)
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Die Infektion durch Stamme des BCC erfolgt haufig als Kreuzinfektion zwischen
den CF Patienten einer Station wahrend des Klinikaufenthalts (78), aber auch
der Kontakt mit dem Pflegepersonal sowie eine Ubertragung durch Aerosole
werden diskutiert (42). Dies bedeutet fur die Patienten eine weitere massive
Einschrankung der Lebensqualitat, da auf Grundlage dieser Erkenntnisse
vermehrt strikte Trennung von BCC besiedelten und nicht besiedelten Patienten
empfohlen wurde (35; 37; 80). Ebenfalls mdglich ist die Besiedelung eines
Patienten mit einem weiteren Stamm des BCC, was noch drastischere
Hygienemallinahmen und zusétzlich eine Trennung der schon mit BCC

besiedelten Patienten untereinander erfordert (48).

Die Infektion der Patienten mit einem Stamm des BCC fuhrt h&aufig zu einer
rapiden Verschlechterung der Lungenfunktion, Leukozytose, Bakteridmie und
erhohter Blutsenkungsgeschwindigkeit - dem so genannten ,,Cepacia Syndrom*,
einem septischen Krankheitsbild mit Todesfolge (43). Eine Therapie dieses
Syndroms gestaltet sich sehr schwierig, da sich die Stamme des BCC als
multiresistent gegeniiber der antibiotischen Therapie erwiesen haben (11; 34;
68). AuRerdem gibt es Hinweise auf ein intrazellulares Eindringen von BCC

Stdmmen in Makrophagen und Pneumozyten (56; 76).

1.3 Vorkommen von Burkholderia cepacia und Virulenzfaktoren

B. cepacia wurde, als Erreger der Zwiebelfaule, erstmals 1950 von Burkholder
beschrieben (3). Es gilt als ein anspruchsloser Umweltkeim (7; 30), der im
Boden, auf Pflanzen und im Abwasser gefunden wird (4; 65). Allerdings gelingt
der Nachweis selten, wie eine Untersuchung zeigt, in der nur auf 4% der
verschiedenen Gemiuiseproben BCC gefunden wurde. Ein Nachweis in
Wohnungen von Patienten mit CF war ebenfalls moglich (65). BCC Stamme
halten in Boden hohe pH-Werte aus (40); allerdings sind sie hitzelabil und
kénnen Temperaturen >65<T langer als 10 min (Minute n) nicht Gberleben (25).
Die Anspruchslosigkeit und metabolische Vielseitigkeit hat BCC flur die

Agrarindustrie interessant gemacht, denn dort gibt es vielversprechende
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Ansatze beim Einsatz gegen Pilzerkrankungen von Pflanzen und im Abbau von
aromatischen Chlorverbindungen. Die Freisetzung von BCC-Stammen in die
Umwelt fiihrt aber zu einem Einspruch der CF-Forschung, die ein Ubergreifen
dieser Stamme auf CF-Patienten beflrchtet, da es noch nicht ausreichend
geklart ist, ob die dazu verwendeten Stamme keine humanpathogene
Auswirkung haben kénnen (22; 38; 41; 64; 67).

Das Adhéarieren von Keimen an die Schleimhaut oder das respiratorische
Epithel ist ein wichtiger Schritt zu Beginn einer Infektion. Viele Bakterien, wie
auch BCC, besitzen deshalb Pili, mit denen sie an diesen Oberflachen besser
haften konnen (81). Weiterhin wurde beobachtet, dass BCC-Stamme in
Anwesenheit von P. aeruginosa verstarkt an respiratorisches Epithel binden
(74). Dies konnte in weiteren Untersuchungen nicht bestétigt werden, da ein
grol3er Teil der Patienten mit CF ohne vorherige Besiedelung mit P. aeruginosa
trotzdem an Vertretern des BCC erkranken konnte (35). Gestutzt wird dies unter
anderem durch die Fahigkeit des BCC, an Mucine die vom respiratorischen
Epithel sezerniert werden, adharieren zu kénnen (75). Auf der Suche nach
Virulenzfaktoren, die bei der Krankheitsentstehung eine Rolle spielen, fanden
sich Proteasen, Lipasen, Hamolysine und Exopolysaccharid, aber so gut wie
keine Hinweise darauf, dass diese dabei eine Rolle spielen (36). Exotoxin A,
einer der Hauptvirulenzfaktoren bei P. aeruginosa, konnte in mehreren
Versuchen beim BCC nicht nachgewiesen werden (66; 85). Eine Protease, die
von BCC produziert wird und die Fahigkeit zum Spalten von Gelatine und
Kollagen, aber nicht von humanen Antikdrpern hat, wurde beschrieben. Eine
Immunisierung von Ratten mit dieser Protease brachte keinen Schutz bei der
nachfolgenden Infektion mit BCC (61). Weitere in vielen Bakterien bekannte
Virlulenzfaktoren sind Hamolysine. Bei B. cepacia konnten diese in einigen
Patienten- sowie Umweltisolaten nachgewiesen werden (86). In dieser
Untersuchung war ein weiteres Augenmerk auf die Phospholipase C (PLC)
gerichtet, die Phosphatidylcholin, ein Bestandteil des Surfactants in der Lunge,
spalten kann und gegen die bei Infektionen mit P. aeruginosa Antikorper
nachgewiesen werden konnen. Es stellte sich heraus, dass PLC von Stammen
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des BCC produziert werden kann, aber insgesamt viele Stamme Kkeine
lipolytische, hamolytische oder proteolytische Aktivitat zeigen und diese
Enzyme wahrscheinlich keine grof3e Rolle bei der Infektion mit BCC spielen
(36). Siderophor-Eisentransportsysteme, welche es Bakterien ermdglichen, mit
denen des Wirts zu konkurrieren, sind ein wichtige Virulenzfaktoren bakterieller
Infektionen und werden ebenfalls in BCC Stammen gefunden. Es spielen vier
verschiedene Siderophore eine Rolle, die bei BCC Stammen vorkommen
konnen (21). Zuséatzlich fanden sich bei der Untersuchung von 119 BCC
Stammen Katalase, Ornithin-Decarboxylase, Vanillin-Aminopeptidase, Cis-
Lipase, Alginase und Trypsin sowie eine Reduktion von Nitrat zu Nitrit und die
Hydrolyse von Harnstoff (31). Als weiterer Virulenzfaktor wird eine Zink-
Metalloprotease diskutiert, die Einfluss auf die Abwehrmechanismen des
Immunsystems nimmt. Die tatsachliche Bedeutung dieser Faktoren fur die
Lungenschadigung bei Patienten mit CF ist noch unklar. Als erwiesen gilt die
insgesamt entztindungssteigernde Wirkung von BCC Stammen. Zusatzlich
findet sich bei BCC besiedelten Patienten eine deutlich hohere Ko-Infektion mit
anderen Erregern als bei Patienten, die mit P. aeruginosa besiedelt sind.
Jedoch ist die Ursache dafir noch unklar (62). Ein anderer Weg, der es BCC
Stammen wahrscheinlich ermdéglicht, die Immunabwehr zu umgehen, ist das
Eindringen in Makrophagen und Zellen des respiratorischen Epithels. Eine
Eigenschaft, die nicht alle Stamme gemeinsam haben, die es diesen aber

ermdglichen kann sich auch aufRerhalb der Lunge zu manifestieren (56; 76).

1.4 Taxonomie des Burkholderia cepacia Komplex

Die Vielfaltigkeit von B. cepacia findet man in unterschiedlichen Stammen, auch
Genomovare genannt, wieder. Die eigentlichen zu B. cepacia gehdorigen
Stdmme werden als der B. cepacia Komplex bezeichnet. Gegenwartig umfasst
der B.cepacia Komplex neun phanotypisch ahnliche Arten. Dazu zahlen
B. cepacia (Genomovar ), B. multivorans (Genomovar Il), B. cenocepacia
(Genomovar 1), B. stabilis (Genomovar 1V), B. vietnamensis (Genomovar V),

B. dolosa (Genomovar VI), B. ambifaria (Genomovar VII), B. anthina
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(Genomovar VIII) und B. pyroccinia (Genomovar IX) (13; 14; 50; 83; 84; 87).
Davon ist B. cenocepacia der am haufigsten isolierte Stamm und kann selbst
wiederum in bisher vier bekannte Untergruppen aufgeteilt werden (6; 34; 49;
55). Ein zehnter Stamm kénnte nach neuesten Erkenntnissen noch
hinzukommen (88). Der Begriff B. cepacia wird im folgenden stellvertretend fur

den BCC verstanden.

1.5 Bedeutung des Exopolysaccharids

Interessant fur einige Stamme des BCC und fur diese Arbeit ist, dass die
Biosynthese eines Exopolysaccharids (EPS) nicht so selten auftritt wie zuvor
angenommen, sondern bei der Untersuchung von portugiesischen
Patientenisolaten in 70% der Falle vorkam (18; 70). Die genaue biochemischen
Untersuchungen der Exopolysaccharide, die von verschiedenen Isolaten
desselben Zentrums gemacht wurden, zeigten eine identische Struktur (10),
ebenso 13 weitere Stdmme mit mucoidem und nicht-mucoidem Phanotyp, die
aus anderen Quellen stammten (9). Der Name ,,Cepacian” wurde auf Grund des
regelmaRigen und immer wieder gleichen Vorkommens fir das EPS

vorgeschlagen (18; 79). Die Strukturformel des ,Cepacian® ist in Abb. 2

wiedergegeben.
B-D-Galp~(1->2)-c.-D-Rhap
1
\:
4
[3)-B-D-Glep-(1—3)-0-D-GlepA-(1—-3)-0-D-Manp-(1-],,
2 6
T 0
1 1
a-D-Galp B-D-Galp

Abb. 2:  Struktur des B. cepacia EPS (Cepacian) (79)

Die klinische Bedeutung des EPS liegt in der erhéhten Virulenz und Persistenz
von BCC. Auch die Bildung von Biofilmen wurde beschrieben (15; 17; 18).




1 Einleitung

Mit P. aeruginosa gelang es auf der Basis eines Lipopolysaccharids durch
aktive Immunisierung einen hochaffinen Antikérper in Patienten mit CF zu
erhalten. Damit lie3en sich die P. aeruginosa Infektionsraten bei Patienten mit
CF signifikant senken (47). Im Zusammenhang mit der Flagella Vakzine von
P. aeruginosa sind die Phase | und Il Studien abgeschlossen (26) und Phase Il
Studien kurzlich veréffentlicht worden (23; 24). Dabei handelte es sich ebenfalls
um eine aktive Immunisierung. Des Weiteren gelang es auf der Basis eines
EPS mit S. aureus eine Vakzine zu entwickeln (60), die in einem Mausmodell
schon den Schutz gegen eine Infektion zeigen konnte (53; 59). Ein Schutz
konnte sowohl fur die passive als auch fur die aktive Immunisierung in dieser

Untersuchung festgestellt werden.

Bereits vorhandene Impfungen, vor allem auch gegen Pneumokokken, werden
den Patienten empfohlen. Zum Schutz vor bakteriellen Infektionen oder zur
Therapie dieser sind weitere aktive bzw. passive Impfungen gegen bakterielle
Infektionen notig (54). Dazu konnte in Zukunft auch eine Impfung gegen das
EPS des BCC gehdoren.

1.6 Ziel dieser Arbeit

In dieser Arbeit sollte zum einen der Frage nachgegangen werden, ob die
Entwicklung eines spezifischen polyklonalen Antikdrpers, analog zum S. aureus
EPS und P. aeruginosa Alginat, gegen das BCC EPS mdglich ist. Zum anderen
sollte dann die Spezifitdt des gewonnenen Antikdrpers getestet werden. Damit
konnten dann serologische Tests bzw. aktive oder passive Immunisierungen
entwickelt werden, die eine wesentliche Verbesserung zur bisher angewandten

Antibiotika-Therapie darstellen wirden.

10
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2 Material und Methoden

2.1 Reagenzien und Chemikalien

Substanz

Acrylamid

Agar

Ammoniumpersulfat 10%

Aqua bidest

BSA (Bovines Serumalbumin)

CaCl; 2 H,O

Casamion Acid

CY3 - konjugierter Ziege-Antikdrper gegen
Kaninchen IgG

DAPI

ECL+PIlus, Western blotting detection
reagents

Ethanol 99,8%

FeSO, 7 H,O

Fluorescent Mounting Medium

Freund’s Adjuvans komplett

Freund’s Adjuvans inkomplett

Fuchsin

Glucose

HiTrap® Protein A Saule

Immunfluoreszenzeindeckmedium

K2SO4

Karbolgentiana Violett

KH,PO,

Lipopeptid Adjuvans

Lugolsche Lésung

Hersteller
Bio Rad

Becton Dickinson, Heidelberg

Bio Rad

Seralpur

Sigma Chemie
Merck, Darmstadt

Becton Dickinson, Heidelberg

DAKO, Hamburg

Bohringer, Mannheim

Amersham Pharmacia Biotech

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
DAKO

Sigma Chemie
Sigma Chemie
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Pharmacia Biotech
DAKO

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
EMC microcollections,
Tubingen

Merck, Darmstadt

11
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Meerrettich Peroxidase konjugierter Anti-

Hasen-Antikorper
MgSO, 7 HO
Na,HPO4 12H,0
NacCl
Nitrocellulose Membran
OPD (o-Phenyldiamindihydrochlorid)
Phosphat-Citrat-Pufferkapsel
Pierce BCA Protein Assay Reagenz
Protein A
Proteinmarker (Western Blot)
Schweineserum
SDS 10%
Skim Milk
TEMED

Tween 20

Yeast Extract

2.2 Gerate

Gerat

Autoradiographie Film

Axioplan Lichtmikroskop mit Kamera
AxioCam

Bio Dot Apparatus

Einmalkanulen, Einmalspritzen

ELISA- Auswertung

Entwicklungsgerat

Eppendorf R6hrchen

Falcon 50 ml Gefald mit Verschluss

Gelelektrophorese Halterung

Mikrotiterplatten

DAKO

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Schleicher & Schll
Sigma Chemie

Sigma Chemie

Pierce, Rockford IL (USA)
Pharmacia

Invitrogen

DAKO

Bio Rad

Disko

Bio Rad

Serva Elektrophoresis GmbH,
Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Hersteller
Kodak

Zeiss, Jena

Bio Rad

Braun Melsungen AG

SLT GmbH / Tecan AG
Kodak

Eppendorf Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg
Bio Rad

Greiner

12
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Objekttrager R. Langenbrinck
Papier-Schreiber, UV Cord, Pumpe LKB, Pharmacia

pH - Meter Metrohm

Photometer; ELISA, Proteinbest. Pharmacia

Pipetten Costar

Silikonstift DAKO

Sterilfilter Millex- GS 0,22pum Millipore, Bedford, USA
Vortex Uniequipe GmbH

2.3 Puffer und Losungen

PBS 20x

NaCl 170,00 ¢
Na,HPO4 12H,0 14,14 ¢
KH,PO,4 2,70 g
Mit Aqua dest. auf 1000 ml auffllen.

Zum Gebrauch wird die Lésung 1:20 verdinnt.
Tris1 M pH 8,0

Tris 121,10 ¢

Mit Aqua dest. auf 1000 ml aufftllen.

Einstellen des pH Wertes mit dem pH-Meter unter Zugabe von HCI.

Glycin 0,2 M pH 2,8
Glycin 75,07 ¢
Mit Aqua dest. auf 1000 ml aufftllen.

Einstellen des pH Wertes mit dem pH-Meter unter Zugabe von HCI.

13
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2.4 Bakterien und Sputen

Die verwendeten B. cepacia Stamme sind Patientenisolate von Patienten mit
CF, die im Sta. Maria Hospital in Lissabon behandelt wurden (70). Die Isolation
erfolgte aus Bronchialsekret zwischen 1995 und 1999 (16). Die BCC Stamme
dienten zur Uberprifung der Spezifitit des gewonnenen Antikdrpers. Zu
Verfigung gestellt wurden die B. cepacia Stamme freundlicherweise von Dr.
Jorge Leitdo (Instituto Superior Técnico in Lissabon). Eine Ubersicht ist aus

Tab. 1 zu entnehmen.

Tab. 1: Bezeichnung der B. cepacia Stamme, der Isolationszeitpunkt, Alter
und Geschlecht des Patienten sowie Genomovar und Fahigkeit zur
EPS Produktion

Stamm  Isolationsdatum Alter des Pat. Geschlecht Genomovar EPS
IST 408 31.01.1995 2 weiblich [, B. cepacia +
ST 408 N I, B. cepacia ]
(nicht mucoide Mutante)
IST 411 09.12.1995 10 weiblich |Il B, B. cenocepacia -
IST 410 01.06.1995 I, B. cepacia -
IST 405 07.04.1995 lll B, B. cenocepacia -
IST 402 13.04.1995 19 mannlich 1V, B. stabilis +
IST 450 09.06.1999 9 weiblich Il B, B. cenocepacia ?
IST 401 28.08.1995 4 Monate weiblich [, B. cepacia +

Des Weiteren wurden sieben B. cepacia Stamme und die Sputen, aus denen
sie isoliert wurden, verwendet. Diese stammten von Patienten mit CF aus der
Universitdt Genua. Freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Graziana

Manno, Laboratoria Clinica di Malattie Infettive Genua.

14
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Bakterienstamme, die zu Tests auf Kreuzreaktionen und zur Kontrolle der
Spezifitat der gewonnenen IgG verwendet wurden, sind Tab. 2 und Tab. 3 zu

entnehmen.

Tab.2: B. cepacia Stamme die zu Tests auf Kreuzreaktionen verwendet
wurden mit Name und Genomovar Status (51)

Stamm Nr.

B. cepacia, Genomovar | ATCC 25416
ATCC 17759

B. multivorans, Genomovar |l ATCC 17616

B. cenocepacia, Genomovar Il ATCC 17765
J2315

Tab. 3:  Bakterienstamme die nicht zum B cepacia Komplex gehéren und fur
Tests auf Kreuzreaktionen verwendet wurden.

Stamm Nr.
Haemophilus influenzae 1
Haemophilus influenzae 2
Escherichia coli ATCC
Staphylococcus aureus 8325-4
Pseudomonas aeruginosa PAO 1
Pseudomonas aeruginosa DB 1
Pseudomonas aeruginosa CF 18

15
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2.5 Kultivierung der Bakterien

Kulturmedium
Angaben fur 500 ml Medium:

Na,HPO, 500 g
KH,PO, 150 g
K>SOy 0,50 g
NacCl 050 g
MgSO,4 7 H,0 0,10 g
Hefe 0,50 g
Casaminoacids 0,50 g
CaCl, 2 H,O 0,01 gl
FeSO,4 7 H,O 0,001 g/l

Die Substanzen wurden in 400 ml Aqua dest. gel6st und autoklaviert. Danach
wurde 10 g Glucose in 100 ml Aqua dest. gel6st, steril filtriert und mit dem Rest
des Mediums vermischt.

Um ein festes Medium zu erhalten wurde zu den Substanzen fur das flissige
Medium zusatzlich 7,5 g Agar hinzugeftigt und ebenfalls autoklaviert. Das feste
Medium wurde in der Mikrowelle wieder verflissigt, mit vorgewarmter, steril
filtrierter Glucose Losung (10g/100ml) gemischt und in Mengen von 15-20 ml in

Petrischalen gegossen.

Die Anzucht der Bakterienstamme in der FlUssigkultur erfolgte Uber Nacht unter
aeroben Bedingungen im Schittelbrutschrank bei einer Temperatur von 37°C.
Die mit den Bakterienstammen beimpften festen Kulturplatten wurden bei 37T

unter aeroben Bedingungen tber Nacht bzw. bis zu max. 3 Tage bebritet.
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2.6 Burkholderia cepacia EPS

Das EPS wurde vom Instituto Superior Técnico Lissabon (IST) zur Verfigung
gestellt. Gewonnen wurde es nach der von Richau J. A., Leitdo J. H. et. al.
beschriebener Methode (70). Verwendet wurde der BCC Stamm IST 408,
welcher 1995 von einem Patienten mit CF des St. Maria Krankenhauses in
Lissabon isoliert wurde. Der Stamm wurde als B. cepacia Genomovar |
klassifiziert (16).

2.7 Gewinnung eines polyklonalen Antikorpers durch

Immunisierung von Kaninchen mit Burkholderia cepacia EPS

Zur Gewinnung der IgG Antikérper wurden zwei New Zealand White Kaninchen
verwendet. Immunisiert wurden die Tiere mit B. cepacia EPS und Lipopeptid
Adjuvans. Dazu wurden 1 mg des Polysaccharids in 1 ml PBS und das
Adjuvans in 1,5 ml PBS gel6st. Die EPS Losung und 1 ml des Adjuvans wurden
gevortext. Die Immunisierung erfolgte mit 1 ml Impfstoff pro Kaninchen
subcutan, dorsal entlang der Wirbelsaule an ungefdhr 8 — 10 Stellen. Die
Boosterung erfolgte weitere zweimal nach jeweils 3 Wochen mit derselben
Menge Antigen und Adjuvans. Zwei weitere Kaninchen wurden mit komplettem
Freundschem Adjuvans, sowie 3 und 6 Wochen spater mit inkomplettem
Freundschem Adjuvans immunisiert und geboostert. Dabei wurden 2 mg EPS in
2 ml EPS gelést und mit 2 ml des jeweiligen Adjuvans gemischt, bis eine
Suspension entstand. Die Immunisierung der Kaninchen selbst erfolgte analog
zu dem Vorgehen mit dem Lipopeptid Adjuvans. Die Blutabnahme fand 3
Wochen nach der letzten Boosterinjektion statt. Dazu wurde den Kaninchen aus
den marginalen Ohrvenen oder der zentralen Ohrarterie jeweils 4-5 ml Blut
entnommen. Vor der Abnahme wurden die Ohren der Kaninchen mit 70%
Alkohol desinfiziert. Zur Punktion wurde eine 21 G Butterfly Kantle mit auf ca.
10 cm geklrztem Schlauch verwendet, aus welchem dann das Blut in ein
Serumrohrchen tropfte. Das in den Rohrchen geronnene Blut wurde mit
2000 rpm 20 min zentrifugiert und das Serum im Uberstand vorsichtig

abpipettiert. Die Aufbewahrung der Seren erfolgte bei -20<C.
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2.8 ELISA zum Nachweis von spezifischem IgG aus

Kaninchenserum gegen das Burkholderia cepacia EPS

Die Beschichtung der Flachboden ELISA-Mikrotiterplatten erfolgte mit EPS
Losung in einer Konzentration von 10 pg EPS / 100 pl PBS. Davon wurden in
jedes Napfchen der Platte 100 pl pipettiert und die Platte dann tber 24 h bei
4 inkubiert. Danach erfolgte ein dreimaliger Wasc hvorgang der Platte mit
PBS - Tween 0,05%. Eine Absattigung freier Bindungsstellen erreichte man
dadurch, dass eine 1% BSA Loésung in PBS-Tween 0,05% angesetzt wurde, die
Napfchen erneut mit 100 pl beschickte und die Platte 24 h bei 4° C inkubierte.
Danach wurde die Platte wieder gewaschen. Beim Auftragen der
Serumverdiinnungsreihen von 1072, 10, 10, 10°, 10® und 10”7 wurden fiir
jede Verdinnung zwei Né&pfchen zur Doppelbestimmung genutzt, wobei in
jedes Napfchen jeweils wieder 100 pl pippetiert wurden. Die Verdinnung wurde
mit einem 1% BSA in PBS / Tween 0,05% Puffer angesetzt. Die
Inkubationsdauer betrug ebenfalls 24 h bei 4° C. Danach wurde die Platte
erneut gewaschen. Der Meerrettich-Peroxidase konjugierte Anti-Kaninchen
Antikorper wurde in einem 1% BSA in PBS - Tween 0,05% Puffer 1:250
verdunnt, mit 100 pl pro Napfchen aufgetragen, 2h bei 37<C inkubiert und
dreimal gewaschen. Zur Herstellung des Substratpuffers (pH 5) wurde eine
Kapsel Citrat in 100 ml Aqua dest. geldst. Kurz vor dem Pipettieren wurde
zusatzlich das Substrat (O-Phenyldiamin Hydrochlorid Tabletten) in einem
lichtgeschitzten Gefald aufgelost. Die Napfchen wurden dann wieder mit jeweils
100 pl gefullt und die Platte 20 min bei 37° C in D unkelheit inkubiert. Durch
Abbau des Substrats entstand eine Farbung, deren Extinktionen bei einer
Wellenlange von 450 nm gemessen und die Werte der Doppelbestimmungen
gemittelt wurden. Die grafische Darstellung erfolgte durch Auftragen der
Serumverdinnungen logarithmisch auf der Abszisse und der Extinktionswerte

linear auf der Ordinate.
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2.9 1gG Reinigung aus Kaninchen Serum

Das gesamt IgG des Kaninchen-Serums wurde durch eine Hi-Trap® Protein A
Saule isoliert. IgG bindet in einem weiten pH Bereich an Protein A. Durch einen

Puffer mit einem pH von ca. 3 kann IgG dann wieder geldst werden.

Die Protein A Saule, zur Reinigung von IgG aus Kaninchen-Serum, wurde 15
min mit 1 x PBS mit einem FluR von 2ml / min gespdlt, bevor 3 - 6 ml Serum auf
die Saule gegeben wurden. Danach wurde wieder mit PBS gespult. Der
Proteingehalt des Durchlaufs wurde photometrisch gemessen und auf einem
Papierschreiber festgehalten, wobei der Papiervorschub des Schreibers auf 0,1
cm / ml eingestellt war. Sobald der Schreiber Proteine in Form eines Peaks
anzeigte, wurde der Durchlauf in einem Gefal3 aufgefangen. Das Spulen mit
PBS erfolgte so lange, bis auf dem Schreiber wieder die Nulllinie erreicht war.
Die Elution der IgG Fraktion erfolgte mit 0,1 M Glycin Puffer mit pH 2,8, welcher
ebenfalls mit 2 ml / min auf die Saule gegeben wurde. Dabei wurde das Eluat,
sobald der Schreiber Uber die Nulllinie stieg, aufgefangen. In dem Gefall zum
Auffangen des Eluats waren 100 ul Trispuffer (pH 8,0), zum Einstellen des Eluat
auf pH 7, vorgelegt. Zur weiteren Aufreinigung wurde der Durchlauf nochmals
nach obigem Protokoll auf die Séaule gegeben. Zur quantitativen Bestimmung
der Proteinmenge in der Probe wurde der Pierce Protein Assay verwendet.
Dieser beruhte auf dem Prinzip der Bindung von Kupferionen in einem
alkalischen Medium an Proteine. Das Kupfer selbst wiederum bildete mit
Bichinonsaure einen Komplex, dessen Konzentration photometrisch bei 562 nm

bestimmet wurde.
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2.10 1gG Adsorption an Burkholderia cepacia Stammen

Damit unspezifische, nicht an Exopolysaccharid bindende Antikdrper reduziert
werden konnten, wurde die IgG Fraktion mit dem Stamm IST 411 inkubiert.
Dazu wurde 1 ml des B. cepacia Stammes in einer PBS Lésung von 10°
Bakterien vorgelegt und 1 ml Antikdrper mit einer Konzentration von 10 pg / mi
dazugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 4C wurde die Lésung

zur Entfernung der Bakterien steril filtriert.

2.11 Dot blot zum Nachweis von geléstem EPS

Fir den Dot blot wurde eine Nitrocellulosemembran verwendet, die in den
Biodot Apparat eingespannt wurde. Der Membran lag dadurch von oben eine
Kunstoffplatte mit 8 x 12 Léchern an. In diese wurde sowohl in PBS geldstes
B. cepacia Exopolysaccharid in verschiedenen Verdinnungsstufen, als auch
der Uberstand von gewaschenen Bakterien gegeben. Die Bakterien wurden
dazu in PBS geldst und 5 min bei 5000 rpm zentrifugiert, bevor der Uberstand
abpippetiert werden konnte. Mittels einer Wasserstrahlpumpe wurde auf die
Membran ein Unterdruck ausgeubt, der so lange aufrechterhalten wurde, bis die
aufgegebenen Proben eingetrocknet waren. Dann wurde die Membran tber
Nacht bei 4°C mit Skim Milk (5 g / 100 ml) inkubie rt. Danach wurde diese in
PBS Tween 0,5% kurz, 10 min und 5 min abgewaschen. Der erste Antikdrper
wurde in 12 ml PBS 1:1000 verdinnt und die Membran darin 1 h inkubiert.
Nach der Inkubation erfolgte ein erneuter Waschschritt, bevor der 2. Antikdrper
ebenfalls in 12 ml PBS 1:1000 verdunnt fur 1 h inkubiert wurde und ein letzter
Waschschritt folgte. Zur Detektion wurde der ECL+ Kit der Firma Amersham
Pharmacia Biotech verwendet. Die Lumineszenz konnte mit einem
Autoradiographie Film nachgewiesen werden. Dieser wurde in der
Dunkelkammer zwischen 1 und 30 sec belichtet. Die Entwicklung erfolgte

automatisch.
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2.12 Zellwandpréaparation fir den Immunoblot

Fur den Immunoblot wurden denaturierte Proteine von B. cepacia benétigt,
damit sie nach lhrer GréRRe getrennt werden konnten. Dazu wurden B. cepacia
Stamme in Flassigmedium kultiviert und bei 5000 rpm abzentrifugiert. Das
entstandene Pellet wurde gewonnen, in SDS-Puffer geldst und bei 95T 10 min
inkubiert. Die Abtrennung unloslicher und fester Bestandteile erfolgte durch
erneutes Abzentrifugieren bei 5000 rpm. Der Uberstand fand dann im

Immunoblot Verwendung.

2.13 Immunoblot zur Uberpriifung unspezifischer AK-Bindungen

Der Immunoblot diente zum Nachweis von Antikdrpern, die an B. cepacia
Zellwandbestandteile binden. Diese wurden dafir nach ihrer Gro3e durch eine
Gelelektrophorese getrennt. Das fur den Blot verwendete Gel war ein 12%

Acrylamidgel. Die Zusammensetzung ist Tab. 4 zu entnehmen.

Tab. 4: Zusammensetzung eines 12%igen Acrylamidgels

Sammelgel Trenngel
Acrylamidgel 1,3 ml 4 ml
Aqua bidest 6,1 ml 3,35 ml
SDS 10% 100 pl 100 pl
0,5 M Tris pH 8,8 1,3 ml 2,5 ml
Temed 10 pl 5ul
Ammoniumpersulfat (APS) 10% 50 pl 50 ul

Nach dem Pipettieren der ersten Halfte der Lésungen wurde zum Starten der
Polymerisation Temed und APS zugesetzt. Das fertige, noch nicht ausgehértete
Trenngel wurde zwischen zwei Glasplatten gegossen und im Anschluss mit
Isopropanol Uberschichtet. Die Polymerisationszeit betrug 30 min. Nach
Entfernen des Alkohols wurde das Trenngel mit den Sammelgel Uberschichtet

und sofort ein Kamm zur Bildung von 10 Taschen hineingesteckt. Nach dem
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Ausharten des Gels wurde dieser wieder entfernt. Die erste Tasche des Gels
wurde mit einem Proteinmarker, die folgenden mit B. cepacia
Zellwandproteinen geflllt. Das Gel wurde in den Pufferbehéalter gestellt und
dieser mit Laufpuffer (1 x Tris/Glycin/SDS, 25 mM Tris, 250 mM Glycin, pH 8,3,
0,1% SDS) aufgefullt. Eine Spannung von 200 V wurde fur ca. 45-60 min
angelegt. Diese wurde so lange belassen, bis die erste Bande des Markers den
unteren Rand des Gels erreicht hatte. Das Gel wurde dann zwischen den
Glasplatten herausgenommen und auf eine Nitrocellulosemembran gelegt. Die
Membran und das Gel wurden zwischen je zwei Blatter Papier und zwei mit
Graphit beschichteten Platten gelegt. Zwischen diesen floss fur 1 h ein Strom
von 0,6 mA / cm?. AnschlieRend wurde die Nitrocellulosemembran in Skim Milk
inkubiert und wie in 2.11 beschrieben weiterbehandelt.

2.14 Gramfarbung zum Nachweis Gram-negativer Bakterien in

Patienten Sputum

Die Gramfarbung wurde fir die aus Italien (siehe 2.4) erhaltenen Sputumproben
verwendet. Diese lie3 man als Tropfen auf dem Objekttrager trocknen. Die
Proben wurden dann durch Hitze fixiert, indem der Objekttrdger mit der
Unterseite zweimal kurz durch die nicht leuchtende Bunsenbrennerflamme
gezogen wurde. Der Farbstoff Karbolgentianaviolett wurde aufgetragen und
musste 1 min einwirken. Danach konnte man diesen abgief3en, Lugolsche
Losung auftropfen und wiederum 1min einwirken lassen. Das Differenzieren
geschah mit 1/1 Ethanol / Aceton so lange, bis keine blauen Farbwolken mehr
abgingen; danach wurde direkt mit Wasser nachgespult. Fuchsin musste 30 sec
einwirken, bevor wieder mit Wasser nachgespult wurde. Das Praparat wurde
dann zwischen Filterpapier getrocknet und unter dem Mikroskop bei

1000-facher Vergrol3erung betrachtet.
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2.15 Indirekte Immunfluoreszenz zum Nachwies von EPS auf

Burkholderia cepacia Stammen

Die Proben mussten zur Vorbereitung fur die Immunfluoreszenz auf dem
Objekttrager fixiert werden. Dies geschah durch Trocknen auf dem
Objekttrager, Umkreisen mit einem Silikonstift und anschlieRender Fixierung mit
4%iger Formaldehyd-LAosung innerhalb der gesetzten Markierung. Alternativ
wurde zur Fixierung von Sputum-Proben Hitze eingesetzt. Die Proben wurden
dafur ebenfalls auf dem Objekttrager getrocknet, bevor sie dann zweimal kurz
mit der Unterseite des Objekttrdgers durch die nicht leuchtende

Bunsenbrennerflamme gezogen wurden.

Die zur Immunfluoreszenz verwendeten Bakterienstimme wurden sowohl aus
der Flussigkultur, als auch von Agarplatten dreimal in PBS gewaschen. Dazu
suspendierte man die Bakterien in PBS, zentrifugiert sie bei 5000 rpm fir 5 min,
pippetiert den Uberstand ab und resuspendierte die Bakterien wieder. Auf
einem Objekttrager wurden dann jeweils zwei Tropfen aufgetragen Mit 4%iger
Formaldehyd - Lésung wurden die getrockneten Tropfen 10 min bei
Raumtemperatur fixiert und anschlielend das Formaldehyd wieder abgesaugt.
Das Waschen erfolgte durch das Auftragen von PBS Tween innerhalb der
Silikonmarkierungen. Dieser Schritt erfolgte dreimal bei Raumtemperatur
jeweils 5 min. Danach wurden unspezifische Bindungsstellen mit
Schweineserum (1:10) 30 min abgesattigt und wieder dreimal 5 min mit PBS
Tween gewaschen. Als erstes wurde der B. cepacia EPS Antikorper 1:20
verdinnt, was einer Konzentration von 32 pg/ml entsprach, und auf die erste
Probe aufgetragen, die zweite Probe ohne Kaninchen AK wurde als Kontrolle
verwendet. Bei IgG Fraktionen mit niedrigeren Konzentrationen wurde eine
entsprechend angepasste Verdlinnung gewahlt. Nach erneutem Waschen
wurde der 2. Antikdrper (1:500) auf beide Tropfenproben aufgetragen und 30
min bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei handelte es sich um einen CY3
markierten Anti-Kaninchen-AK. Um Bakterien unter dem Mikroskop sichtbar zu
machen, wurde die bakterielle DNA mit DAPI angefarbt. Dies erfolgte nach

einem weiteren Waschvorgang mit 1:1000 verdinntem DAPI fir 5 min. Der
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letzte Waschschritt wurde mit Aqua bidest. dreimal 5 min durchgefihrt, bevor
die  Praparate  getrocknet wurden. Zum  Betrachten mit dem
Fluoreszenzmikroskop wurde noch ein Deckglas durch

Immunfluoreszenzeindeckmedium auf dem Objekttrager aufgebracht.
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3 Ergebnisse

3.1 Suche spezifischer IgG AK gegen Burkholderia cepacia EPS,

nach Immunisation mit Lipopeptid Adjuvans mittels ELISA

Der Erfolg der Immunisierung wurde mit einem ELISA kontrolliert. Dazu wurde
die Platte des ELISA mit dem B. cepacia Polysaccharid beschichtet und die
Seren der Kaninchen®, ® und ® in aufsteigenden Verdinnungsreihen
aufgetragen. Das Serum von Kaninchen © und ® stammte von immunisierten
Tieren. Kaninchen ® ist ein nicht immunisiertes Tier zur Kontrolle. Die
Auswertung des ELISA erfolgte photometrisch, wobei fiur jede
Verdunnungsstufe eine Doppelbestimmung durchgefuhrt wurde. Das Ergebnis
ist in Tab. 5 und graphisch in Abb. 3 dargestellt:

Tab.5:  Antikorpertiter gegen B. cepacia EPS im Serum der immunisierten
Tiere. Die Seren der immunisierten Tiere ® und @ sowie des nicht
immunisierten  Kaninchens @& wurden verdinnt und die
Absorptionswerte (Mittelwert nach Doppelbestimmung) der einzelnen
Verdinnungen bestimmt. Der Leerwert wurde zur Kontrolle jeweils

mitbestimmt.
Verdinnung/Titer 1:100 1:1000 1:10000 1:100000
Kaninchen © 1,876 1,853 1,671 1,094
Kaninchen @ 2.002 1,928 1,494 0,744
Kaninchen ® 2,15 2,128 1,758 0,869
Leerwert 0,071 0,062 0,059 0,057
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Abb. 3:  Vergleich der Absorptionswerte fir die Titerbestimmung mittels
ELISA nach Immunisation mit B. cepacia EPS und Lipopeptid
Adjuvans. Die Seren der immunisierten Tiere © und © sowie des
nicht immunisierten Kaninchens ® wurden fir den ELISA verwendet.
Zur Kontrolle wurde der Leerwert mit aufgetragen. Auf der X-Achse
sind die Verdunnungsstufen, auf der Y-Achse die jeweils dafur
bestimmten Absorptionswerte (Mittelwert nach Doppelbestimmung)
aufgetragen.

Uber den gesamten abgedeckten Verdiunnungsbereich ze igte sich keine
signifikanter Unterschied zwischen den Absorptionsw erten der Seren
immunisierter Kaninchen im Vergleich zum Serum des nicht
immunisierten Kontrollkaninchens. Zusammenfassend z eigt sich, dass im
Serum der Tiere @© und @ nach Immunisation mit EPS in Kombination mit

Lipopeptid Adjuvans keine spezifischen an B. cepacia EPS bindenden

Antikorper nachgewiesen werden konnten.
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3.2 Nachweis spezifischer IgG AK gegen das
Burkholderia cepacia EPS nach Immunisation mit Freund’s
Adjuvans mittels ELISA

Eine weitere Mdglichkeit zur Immunisation der Tiere gegen das Polysaccharid
bestand in der Verwendung von Freund’s Adjuvans in der kompletten und
inkompletten Form. Zur Klarung der Frage, ob spezifische Antikbrper von den
Kaninchen gebildet wurden, fand ebenfalls wieder ein ELISA Verwendung. Das
Blut der immunisierten Kaninchen ®; und @; (nach Immunisation mit
Freundschem Adjuvans) wurde getestet und das Blut von Kaninchen @ und ®
(gewonnen und tiefgefroren vor Immunisation mit Lipopeptid Adjuvans) zur
Kontrolle verwendet. Das Serum von Kaninchen @ und ® vor Immunisation mit
Lipopeptid Adjuvans wird im Folgenden als @, und ®, bezeichnet. Die aus der
photometrischen Bestimmung erhaltenen Ergebnisse sind in Tab. 6 und Abb. 4
dargestellt. Die weiteren Versuche wurden mit dem Serum von Kaninchen ®;

durchgefuhrt.

Tab. 6:  Antikorpertiter gegen B. cepacia EPS im Serum der immunisierten
Tiere. Die Seren der immunisierten Tiere ®; und @; sowie der nicht
immunisierten Kaninchen @, und ®, wurden verdinnt und die
Absorptionswerte (Mittelwert nach Doppelbestimmung) der einzelnen
Verdinnungen bestimmt. Der Leerwert wurde zur Kontrolle jeweils
mitbestimmt.

Verdinnung/Titer 1:10 1:100 1:1000 1:10000 1:100000 1:1000000

Kaninchen ®; 1,905 1,975 2,026 1,690 0,951 0,303
Kaninchen ®; 1,906 1,984 2,001 1,687 0,733 0,234
Kaninchen @, 1,850 1,435 0,462 0,156 0,124 0,121
Kaninchen ®, 1,994 1,814 0,964 0,304 0,185 0,125

Leerwert 0,118 0,111 0,116 0,111 0,115 0,125
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Abb. 4. Vergleich der Absorptionswerte fir die Titerbestimmung mittels

Es zeigt sich eine spezifische Bindung der Antikorp
Tiere @; und @; (nach Immunisation mit
Adjuvans) an die mit EPS beschichtete ELISA Platte,

nicht immunisierten Tiere deutlich niedriger ausfal

ELISA nach Immunisation mit B. cepacia EPS und Freundschem
Adjuvans. Die Seren der immunisierten Tiere ®; und @; sowie der
nicht immunisierten Kaninchen ®, und ®, wurden fur den ELISA
verwendet. Zur Kontrolle wurde der Leerwert mit aufgetragen. Auf der
X-Achse sind die Verdunnungsstufen, auf der Y-Achse die jeweils
daftr bestimmten Absorptionswerte (Mittelwert nach
Doppelbestimmung) aufgetragen.

er aus dem Serum der
B. cepacia EPS und Freundschem
da die Titer fur die

len.
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3.3 Dot Blot zum Test auf spezifische Bindung des polyklonalen

AK an EPS und Burkholderia cepacia

Fur den Dot Blot wurde die IgG Fraktion von Kaninchen ®; nach der
Immunisation mit EPS und Freundschem Adjuvans verwendet. Die IgG Fraktion
wurde durch Aufreinigen des Serums von Kaninchen ®; nach der in 2.9
beschriebenen Methode hergestellt. Es sollte die Bindung sowohl an freies EPS
als auch an B. cepacia Stamme uberpruft werden. Der Dot Blot bestand aus 8
Reihen A - H und 12 Spalten 1 - 10. Beschichtet wurde die
Nitrocellulosemembran nach dem in Abb. 5 aufgefiihrten Schema. Die IgG
Fraktion wurde in nicht - adsorbierter Form in den Reihen A — H und adsorbiert
(siehe 2.10) in E - H verwendet. Unverdinnt wurde diese in Spalte 1 und

verdiinnt von 10™" — 10 in den Spalten 2 — 10 aufgetragen.

In den Verdiinnungsstufen von 1:1 bis 10* war das Signal auf dem Film zu
stark und deshalb nicht verwertbar. Ab 10° zeigte sich fiir die Reihen mit
IST 408 und EPS ein deutliches Signal, das sich mit zunehmender Verdinnung
abschwachte. In der Kontrolle sowie fir den nicht EPS produzierenden Stamm
IST 411 fand sich kein Signal. Der Dot Blot ist Abb. 5 dargestellt.

Der Dot Blot zeigt eine spezifische Bindung der 1gG Antikorper - Fraktion
des immunisierten Kaninchens ®; sowohl an den EPS produzierenden
Stamm IST 408 als auch direkt an EPS selbst. Da in  der Kontrolle mit PBS
und fir den getesteten Stamm IST 411 kein Signal na chweisbar war ist

dies ist als weiterer Hinweis fur die Spezifitat de s AK zu werten.

29



3 Ergebnisse

Verdiinnung 10° 10° 107 10° 107
IgG nicht adsorbiert 6 7 8 9 10
PBS A

IST 408 B

IST 411 C

EPS D

IgG adsorbiert

PBS E

IST 408 F

IST 411 G

EPS H

Abb. 5: Der Dot Blot zeigt Bindungen des polyklonalen Antikérpers an

EPS und B. cepacia Stamme. Gezeigt wird in den Spalten 6-10
die Verdiinnungsreihe des in adsorbierter und nicht adsorbierter
Form verwendeten Antikdrpers (siehe 2.10). In den Reihen A-H
sind die untersuchten B. cepacia Stamme IST 408 und IST 411
sowie das EPS und als Kontrolle PBS aufgetragen.

3.4 Immunfluoreszenz mit Burkholderia cepacia Stammen zum

Nachweis von EPS auf der Bakterienoberflache

Der Nachweis von EPS auf der Oberflache von B. cepacia Stammen erfolgte
durch indirekte Immunfluoreszenz. Die IgG Fraktion von Kaninchen ®; wurde
sowohl nicht adsorbiert als auch adsorbiert an IST 408N und 411 verwendet.
Ein Ausschluss von Kreuzreaktionen erfolgte durch Immunfluoreszenz mit

P. aeruginosa, S. aureus, E. coli und H. influenzae Stammen.
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3.4.1 Immunfluoreszenz mit nicht adsorbiertem AntikGrper zum

Nachweis der Bindung des polyklonalen Antikdrpers

Die Bindung der IgG - Fraktion von Kaninchen ®; an EPS produzierende und
nicht produzierende Stamme wurde durch indirekte Immunfluoreszenz
Uberpruft. Die 1gG Fraktion wurde zuvor an keinem anderen B. cepacia Stamm
adsorbiert. Die verwendeten B cepacia Stamme und deren Bindungsreaktionen
sind in Tab. 7 aufgefuihrt. Bei einer Bindung des IgGs an die verwendeten
Stdamme konnte nachfolgend der CY3 markierte Anti-Kaninchen AK an diese
binden. Eine sichtbare CY3 Farbung zeigte somit eine spezifische Bindung des
polyklonalen AK an. Fehlte die CY3 Féarbung, waren die Proben nur an Hand
der DNA Farbung mit DAPI sichtbar.

Tab.7: B.cepacia Stamme, an die der polyklonale Antikdrper in der
Immunfluoreszenz bindet (AK nicht adsorbiert).

Stamm IST 408 IST 408N IST 411 IST 405
Antikorper Bindung + + - -
Stamm IST 402 IST 410 IST 401 IST 450
Antikorper Bindung - - + +
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IST 408

IST 411

C

Abb. 6: Bindung des polyklonalen Antikdrpers an den EPS positiven Stamm
IST 408. Bild A zeigt den polyklonalen AK an IST 408 mit Detektion
durch den CY3 markierten Anti-Kaninchen-AK. Bild B macht die DNA
von IST 408 durch Farbung mit DAPI fur denselben Ausschnitt
sichtbar. In Bild C wurde ebenfalls mit dem polyklonalen AK
beschichtet und eine Detektion mit CY3 durchgefiihrt. Hier konnte
keine Bindung sichtbar gemacht werden. In der DAPI Farbung zeigen
sich jedoch eindeutig Stabchen in der untersuchten Probe.
VergroRRerung fur A-E x1000, Balken = 10 um.
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Die Bindung der IgG Fraktion an den EPS produzieren  den Stamm IST 408
und seine nicht - mukoide Mutante 408N konnte mitd  er Immunfluoreszenz
gezeigt werden. Ein weiteres deutliches Signal zeig te der ebenfalls auf
EPS positiv getestete Stamm IST 401. Fur die Stamme  IST 411, 405, 402
und 410 konnte eine Bindung des polyklonalen Antiko rpers nicht
nachgewiesen werden. Mit Ausnahme der nicht - mukoi den Mutante IST
408N bindet der AK in dieser Immunfluoreszenz an EP S positive

B. cepacia Stamme und nicht an EPS negative Stamme.

3.4.2 Immunfluoreszenz mit an IST 408N adsorbiertem Antikdrper

zur weiteren Differenzierung der Antikorperspezifitat

Zur weiteren Differenzierung der Antikorper Spezifitat wurde die IgG Fraktion an
die B.cepacia Stdmme IST 408N und 408 adsorbiert. Dies wurde unter
unterschiedlichen Bedingungen mit Veradnderung der Inkubationszeiten
durchgefuhrt. Da es sich bei IST 408N um einen nicht Exopolysaccharid
bildenden Stamm handelt, sollten damit unspezifisch bindenden Antikérper aus
der IgG Fraktion eliminiert werden. Die zur Adsorption benutzten Stdmme
wurde in verschiedenen Nahrmedien geziichtet. Der Unterschied bestand in der
Verwendung eines Glucose beinhaltenden und nicht Glucose beinhaltenden
Mediums. Es ergab sich dabei bei den getesteten Stdmmen das in Tab. 8

dargestellte Ergebnis.
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Tab. 8: Immunfluoreszenz mit polyklonalem AK nach Adsorption an
IST 408N oder 408. Variiert wurde die Inkubationsdauer (B) und
Verdiinnung (C) der IgG Fraktion. Die zur Adsorption verwendeten
B. cepacia Stamme (A) wurden mit und ohne Glucose (Glc.) im
Nahrmedium gezichtet (D). (RT-Raumtemperatur)

B. cepacia Stamm

A B C D 408 408N 411 Kontrolle

408N 5min RT 1:250 Gilc. + + - -

408N 10 min RT 1:250 Gilc - - - -

408N 5min RT 1:1 Glc. + + - R

408N 5min RT 1:10 Glc. - - - -

408 5min, RT 1:1 @ Glc.

=+
=+
1
1

408 5min, RT 1:10 @ Glc

Dieses Ergebnis zeigt erneut eine Bindung der IgG A ntikdrper an den EPS
produzierenden Stamm IST 408, die nicht - mukoide M utante IST 408N und
keine Bindung an IST 411 trotz vorheriger Adsorptio n des Antikdpers. Die
Kontrollen sind negativ. Glucose im Nahrmedium sche int keinen Einfluss
auf die Oberflachenstruktur zu haben, an welche das IgG bindet. Die
Bindungseigenschaften des AK entsprechen damit weit erhin den bisher

bereits gefundenen.

3.4.3 Immunfluoreszenz mit an IST 411 adsorbiertem IgG

Eine weitere Mdglichkeit, um unspezifische Bindungen zu beseitigen, wurde

durch Adsorption an IST 411 getestet. Dieser B. cepacia Stamm produziert kein
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Exopolysaccharid. Damit kénnen IgG Antikorper, die an B. cepacia, aber nicht

an EPS binden, eliminiert werden. Zum Vergleich wurde eine Immunfluoreszenz

ohne adsorbierten Antikérper durchgefihrt. Das Ergebnis ist in Tab. 9

dargestellt.

Tab. 9:

Immunfluoreszenz mit polyklonalem AK und Detektion mit CY3
markiertem Anti-Kaninchen AntikOper nach Adsorption an IST 411.
Im Vergleich zur Immunfluoreszenz ohne adsorbiertem Antikorper.
Adsorptionsbedingungen: Inkubationsdauer 30 min, 4°C, IgG
Fraktion unverdiinnt. Zur Kontrolle diente eine Probe die nur mit CY3
ohne polyklonalen AK beschichtet wurde.

B. cepacia Stamm Adsorbiertes 1gG Kontrolle
IST 408 + -
IST 408N + -
IST 411 - -
IST 402 - -
IST 410 + +
IST 401 + +
IST 405 - -
IST 450 - -

IST 408
IST 408N
IST 411
IST 402
IST 410
IST 401
IST 405
IST 450

Nicht adsorbiertes IgG
+ -

+ -
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Eine Spezifitdt des 1gG zu Oberflachenantigenen von IST 408 und 401,
konnte gezeigt werden. Es handelt sich dabei um EPS produzierende
Stdmme. Der Stamm IST 408N ist positiv, obwohl als nicht EPS
produzierende Mutante von IST 408 kein Signal erwar tet hatte werden
durfen. Dies kann fur spezifisches aber nicht EPS g  ebundenes adhéarieren
an IST 408N sprechen. Das Signal des nicht EPS expr imierenden Stamms
IST 410 ist durch eine Signal sowohl in der Probe a Is auch in der Kontrolle

nicht als positive zu werten. Der AK bindet somit w ieder nur an EPS
produzierende Stamme. Eine Ausnahme bleibt weiterhi  n der Stamm IST
408N.

3.4.4 Immunfluoreszenz mit Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus und
Haemophilus influenzae Stdammen zum Test auf

Kreuzreaktionen

Eine weitere Eingrenzung der Spezifitdt der IgG Fraktion erfolgte durch
Immunfluoreszenz an verschiedenen P. aeruginosa, S. aureus, E. coli und
H. influenzae Stammen. Es sollten dadurch unspezifische Bindungen an nicht
zum B. cepacia Komplex gehoérenden, aber bei Patienten mit CF haufig
vorkommenden Bakterienstammen ausgeschlossen werden. Dazu wurden
diese Stamme sowohl mit an IST 411 adsorbiertem als auch mit nicht
adsorbiertem Antikdrper getestet. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in
Tab. 10 dargestellt.
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Tab. 10:

Immunfluoreszenz  mit  polyklonalem AK zum Test auf
Kreuzreaktionen mit Bakterienstdmmen, die bei Patienten mit CF
haufig vorkommen. Detektion mit CY3 markiertem Anti-Kaninchen
Antikbper nach Adsorption an IST 411. Im Vergleich zur
Immunfluoreszenz ohne adsorbiertem Antikorper.
Adsorptionsbedingungen: Inkubationsdauer 30 min, 4°C, IgG
Fraktion unverdinnt. Zur Kontrolle diente eine Probe die nur mit CY3
ohne polyklonalen AK beschichtet wurde.

Stamm

Adsorbiertes 1gG Kontrolle

Haemophilus influenzae 1 - -

Haemophilus influenzae 2 - -

Escherichia coli ATCC - -

Staphylococcus aureus 8325-4 - -

Pseudomonas aeruginosa DB1 - -

Pseudomonas aeruginosa PAO1 - -

Pseudomonas aeruginosa CF18 - -

Nicht adsorbiertes
1gG

Haemophilus influenzae 1 - -

Haemophilus influenzae 2 - -

Escherichia coli ATCC - -

Staphylococcus aureus 8325-4 - -

Pseudomonas aeruginosa DB1 - -

Pseudomonas aeruginosa PAO1

Pseudomonas aeruginosa CF18
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Es zeigt sich, dass die Antikorper der IgG Fraktion mit keinem der
getesteten Bakterienstamme eine Verbindung eingehen und somit
spezifisch an B. cepacia binden. Das Kaninchen & hat auf Grund der
fehlenden Bindungen zu dem nicht adsorbiertem IgG f  olglich auch noch
keinen immunologisch wirksamen Kontakt zu den verwe ndeten Stammen

gehabt.

3.5 Gramfarbung von Sputum Proben zum Nachweis Gram-

negativer Stabchen

Das Ziel der Gramfarbung war es, herauszufinden, ob Sputum Proben mit einer
genugend hohen Anzahl an Gram-negativen Stabchen vorhanden sind. Eine
Immunfluoreszenz mit den Sputumproben ware sonst nicht sinnvoll, da mit der
Immunfluoreszenz dann geklart werden soll, ob B.cepacia mit dem
polyklonalen AK in Sputumproben detektiert werden kann. Dafiir wurde eine
Gramfarbung der sieben aus Italien erhaltenen Proben (siehe 2.4) durchgefihrt.
Eindeutige Ansammlungen von Gram-negativen Stabchen waren lediglich in
Sputum Probe vier und funf nachweisbar. Diese sind in Abb. 7 dargestellt.
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Abb. 7:  Gramfarbung von Sputumproben zum Nachweis Gram-  negativer
Stabchen. A: Sputumprobe 4, gramnegative Stabchen; B:
Sputum 5, gramnegative Stdbchen; Vergréf3erung fir A und B
x1000, Balken = 10pm.

In zwei der getesteten Sputumproben fanden sich Gra  m-negative
Stabchen. An Hand dieser Proben kann eine Immunfluo  reszenz mit dem
gewonnenen polyklonalen AK durchgefuhrt werden. Die s soll dann
zeigen, ob ein Nachweis von B. cepacia in Sputumproben mittels AK

madglich ist.

3.6 Nachweis von Burkholderia cepacia mittels Immunfluoreszenz

in den Sputum Proben

Die in 3.5 verwendeten Sputumproben wurden jetzt zur Immunfluoreszenz
eingesetzt. Es sollte geklart werden, ob es moglich ist mit dem gereinigten 1gG
einen Nachweis von B. cepacia in den Sputumproben zu fihren. Die Detektion
der Bindungen des polyklonalen AKs erfolgte wieder mit CY3 markiertem Anti-
Kaninchen Antikérper. Es fanden sich dann sowohl in den Proben als auch in
den ohne polyklonalem AK durchgefuhrten Kontrollen positive Ergebnisse nach
Farbung mit dem CY3 markierten Antikorper. Dies lag wahrscheinlich an
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unspezifischen Bindungen sowohl des polyklonalen AK als auch des CY3

markierten AK an Bestandteile des Sputums.

Ein Nachweis von B. cepacia in Patienten Sputum war somit mit dem nach
Immunisation von Kaninchen mit B. cepacia EPS erhaltenem
polyklonalem AK nicht moglich. Unspezifische Bindun gen von CY3 an

Sputumproben verhinderten eine Aussage.
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4 Diskussion

Die Infektion mit Erregern aus der Gruppe BCC fihrt zu einer sehr raschen
Verschlechterung der Lungenfunktion bei Patienten mit CF. Die Multiresistenz
der Erreger gegenidber den meisten Antibiotika macht die Infektionen so
gefahrlich (11; 34; 46; 58). Alternative Therapien gegen Infektionen mit
B. cepacia sind deshalb gefragt. Analog zu P. aeruginosa liegt die Entwicklung
einer Vakzine gegen ein von B. cepacia auf der Zelloberflache exprimiertes
Exopolysaccharid nahe. Fur P. aeruginosa gibt es eine viel versprechende
Vakzine, die bereits in einer multizentrischen Phase 1l Studie im Einsatz war
und in der Phase Il Studie hohe und lang anhaltende Antikorper - Titer im
Serum und Sekreten der Atemwege gezeigt hat (23; 24; 26). Im Fall von S.
aureus gelang es einen polyklonalen  AntikGrper gegen  ein
oberflachenstéandiges Polysaccharid zu gewinnen. Im Weiteren war es
hierdurch mdglich, Mause mit diesem Polysaccharid zu immunisieren und sie
damit vor einer Infektion zu bewahren (59; 60). In Kaninchen konnten durch ein
an Diphtherie Toxin konjugiertes EPS erfolgreich ein signifikanter Antikorper -
Titer erreicht werden (53). Es sollten auf Grund dessen Kaninchen mit
B. cepacia EPS immunisiert werden, um die Madglichkeit einer aktiven
Immunisierung mit diesem EPS hinsichtlich der Produktion von spezifischem

IgG zu Uberprufen.

Die Immunisierung der Kaninchen mit B. cepacia EPS erfolgte zunachst unter
Verwendung von Lipopeptid Adjuvans. Dies fuhrte zu keinem im ELISA
nachweisbaren spezifischen Antikérper. Das Freundsche Adjuvans wurde in
Rucksprache mit der Tierschutzkommission erst nach erfolglosem Versuch mit
Lipopeptid Adjuvans verwendet, da es damit zu deutlich hoheren
Nebenwirkungen bei den Tieren hatte kommen kdnnen. Nach Verwendung von
Freundschem Adjuvans zeigte sich dann im ELISA ein deutlicher Unterschied
zwischen der Serumantikorperaffinitdit zu EPS von immunisierten und nicht
immunisierten Tieren. Der Antikdrper - Titer ist mit 200000 im Vergleich zu 1000

bei der Kontrolle signifikant hoher. Dies lasst auf spezifische IgG Antikdrper im
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Kaninchenserum schlieen, die durch die Antigene hervorgerufen wurden.
Nach Immunisation mit einem von S. aureus stammenden EPS wurden in der

Literatur &hnliche Ergebnisse beschrieben (52; 53).

Die weitere Differenzierung der Spezifitat des gewonnenen polyklonalen IgG
Antikorpers erfolgte durch den Dot Blot. Dabei zeigte sich eine deutliche
Affinitat zu dem EPS produzierenden Stamm IST 408 im Vergleich zu dem nicht
EPS produzierenden IST 411. Der AK zeigte auch, analog zum Ergebnis mittels
ELISA, eine Affinitat zu gereinigtem EPS. Der dann ausgeflhrte Immunoblot
sollte zwischen Bindungen des AK an EPS und Bindungen der AK an andere
Oberflachenmerkmale von B. cepacia-Stammen differenzieren. Dazu wurden
die Proteine der B. cepacia-Stamme IST 408, 408N und 411 denaturiert und
Uber die Gelelektrophorese aufgetrennt. Es ergaben sich in beiden Ansatzen
sowohl fur den an IST 411 adsorbierten als auch den nicht adsorbierten
Antikorper deutliche Bindungen des AK an die aufgetrennten Proteine. Dies
kann auf eine Kreuzreaktion der Antikérper mit von B. cepacia stammenden
Antigenen hinweisen. Haufig ist jedoch die Verunreinigung des zur
Immunisierung verwendeten EPS mit LPS (Lipopolysaccharid) die Ursache, da
es technisch schwierig ist LPS von EPS zu trennen, ohne das EPS zu

verandern oder zu zerstoren (1).

Mit der indirekten Immunfluoreszenz sollte der Nachweis einer spezifischen
Bindung des polyklonalen Antikorpers an B. cepacia Stammen, die EPS
produzieren, gezeigt werden. Es war fir insgesamt drei der getesteten Stamme
gelungen eine Affinitat nachzuweisen. Stamm IST 408 und IST 401 waren EPS
produzierende Stamme. Der Stamm IST 408N ist eine Mutante des Stamms
408, die kein EPS exprimiert. Die Bindung des IgG an diesen Stamm kann
durch eine erneute Mutation hin zur EPS Produktion oder ein Reaktion mit oben
bereits genanntem LPS erklart werden. Die Immunfluoreszenz mit anderen bei
Patienten mit CF haufig vorkommenden Erregern wurde zum Ausschluss
unspezifischer Kreuzreaktionen durchgefuhrt. Dies schloss verschiedene

Stdmme von P. aeruginosa, H. influenza und S. aureus ein. Es konnte mit dem
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polyklonalen Antikdrper an keinem der getesteten Bakterienstimme eine
Bindung festgestellt werden. Dies kann als weiterer Hinweis fur die Spezifitat
des IgG fur B. cepacia EPS gewertet werden. Offen war noch die Frage, ob das
getestete IgG an EPS oder an andere Oberflachenantigene der B. cepacia
Stamme bindet. Zur Klarung erfolgte vor Durchfiihrung der Immunfluoreszenz
die Adsorption des IgG an die B cepacia Stamme IST 411 und IST 408N. Damit
sollten unspezifische, an die Bakterienoberflache bindende Antikorper eliminiert
werden. Die Immunfluoreszenz unter diesen Bedingungen zeigte erneut eine
Affinitat des 1IgG zum getesteten EPS produzierenden Stamm im Vergleich zu
den nicht EPS produzierenden Stammen. Es fand sich jedoch auch wieder eine
Bindung an den Stamm IST 408N.

Durch der Immunfluoreszenz mit Sputumproben sollte Gberprift werden, ob
B. cepacia direkt in Patienten Sputum mittels des polyklonalen Antiképers
nachweisbar ist. Der Nachweis gelang auf Grund positiver Kontrollen nicht. Es
kam zu positiven Reaktionen mit dem CY3 markiertem AK sowohl in den

Proben als auch in den negativ erwarteten Kontrollen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen dal3 der entwickelte polyklonale
Kaninchen AK spezifisch an B. cepacia Stamme bindet. Eine Reaktion mit
anderen Bakterienstammen, die im Rahmen von Infektion bei Patienten mit CF
vorkommen, war nicht nachweisbar. In den durchgefiihrten Versuchen zeigte
sich die Bindung spezifisch zu EPS produzierenden B cepacia Stammen. Eine
Ausnahme bildete jedoch die Mutante IST 408N, welche kein EPS exprimiert,
aber in allen Versuchen konstant positiv getestet wurde. Eine mdgliche

Begriindung dazu wurde weiter oben bereits genannt.

Sollte es moglich sein, B. cepacia durch einen serologischen Test im Sputum
nachzuweisen, wirde dies die Dauer der Diagnostik erheblich verktrzen. Somit
konnte sofort eine gezielte Antibiotikatherapie begonnen werden. Bisher stellte
sich die Identifikation von B. cepacia als sehr schwierig und aufwendig dar, da
sowohl mittels herkémmlicher Tests, die auf der Verwendung von selektiven
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Medien beruhen, als auch mit biochemischen Tests keine zuverlassige
Diagnose zu erreichen war (8; 39; 63; 77). Die Identifikation erfordert immer
eine vorhergehende Kultivierung der Erreger und somit einen Zeitverlust, bevor
mit der Diagnostik begonnen werden kann. Mittlerweile ist es allerdings
gelungen B cepacia mittels PCR direkt, ohne vorherige Kultur in Sputumproben
von Patienten mit CF nachzuweisen (27; 57). Das Selbe konnte mit dem

polyklonalen AK mdglich sein.

Geht man davon aus, dass B.cepacia EPS analog zu S. aureus und
P. aeruginosa ein Virulenzfaktor ist, dann ist eine Weiterentwicklung des AK in
Richtung Vakzine zur aktiven Immunisierung sinnvoll. Einen Schutz vor jedem
Stamm des BCC kann nicht erreicht werden, da nicht jeder Stamm EPS
produziert (siehe Tab. 1). Untersuchungen an Mausen konnten zeigen, dass die
Menge an EPS, die ein Stamm produziert, einhergeht mit der Persistenz in
Lungengewebe (12). Vollkommen geklart ist die Rolle als Virulenzfaktor jedoch
noch nicht. Unterschiedliche B. cepacia Stamme mit verschieden ausgepréagter
Formation von Biofilm fUhrten nicht zu vorhersagbaren klinischen Verlaufen bei
den Patienten von welchen sie isoliert wurden (17). Neuerdings konnte
allerdings festgestellt werden, dass B. cepacia EPS wie auch Alginat von
P. aeruginosa vor der Phagozytose durch neutrophile Granulozyten schitzt (5;
15).

Der in dieser Arbeit hergestellte polyklonale IgG Antikdrper gegen B. cepacia
EPS sowie gegen weitere noch nicht eindeutig geklarte Antigene, ist somit ein
erster Schritt in Richtung der Herstellung einer Vakzine. Dies kdnnte dann in
Form einer passiven Immunisierung mittels polyklonalem IgG oder aktiv durch

eine Vakzine mit EPS erfolgen.
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5 Zusammenfassung

Patienten mit CF leiden haufig an Lungeninfektionen mit Erregern, die dem
B. cepacia Komplex zugeordnet werden. Der Krankheitsverlauf kann sehr
dramatisch sein und wird als Cepacia Syndrom bezeichnet. Die eigentlich
Pflanzen pathogenen, bei Patienten mit CF aber opportunistischen Erreger,
zeigen eine ausgepragte Resistenz gegentuber den vorhandenen Antibiotika. Es
wurde gezeigt, dass viele BCC Stamme die Fahigkeit besitzen, ein
Exopolysaccharid zu produzieren. Die Entwicklung einer Vakzine auf Basis
eines EPS ist bei S.aureus in Tierexperimenten beziehungsweise bei
P. aeruginosa in klinischen Studien bereits gelungen. Beides sind bei Patienten
mit CF haufig vorkommende Erreger. Es wurden deshalb in dieser Arbeit
Kaninchen mit dem vom BCC Stamm IST 408 gewonnen EPS immunisiert. Das
EPS kommt in gleicher Struktur bei verschiedenen BCC Stdmmen vor und
wurde Cepacian genannt. Bei der Immunisierung konnte gezeigt werden, dass
der dabei gewonnene polyklonale IgG Antikdrper spezifisch an BCC Stamme
bindet. Aufgefallen ist allerdings eine Affinitat des polyklonalen IgG zu einem
nicht EPS produzierendem BCC Stamm und zu Zellwandproteinen anderer
BCC Stdmme. Eine Aufreinigung des EPS mit sicherer Elimination des LPS und
erneute Durchfluihrung einer Immunisierung mit diesem EPS kénnte zur Klarung
beitragen. Konstant reproduzierbar war die Bindung des IgG an den Stamm IST
408, 408N und 401 sowie an das Exopolysaccharid selbst. Weiterhin wurde
untersucht, ob es zu Kreuzreaktionen mit anderen Erregern kommt, die bei CF-
Patienten haufig sind. Es konnten dabei keine Kreuzreaktionen zu S. aureus,
P. aeruginosa und H. influenzae festgestellt werden. Es ist also gelungen einen
spezifischen polyklonalen Antikdrper gegen Stamme des BCC zu entwickeln.
Ob die Spezifitat ausschlieRlich auf der Affinitat zu EPS beruht oder doch auf

eine Verunreinigung des EPS mit LPS, lasst sich abschlielend nicht beurteilen.
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T

ul

AK

Aqua dest.
B. cepacia
BSA
cAMP

CF

CFTR

cm

CY3

DAPI

ELISA

EPS

G

Glc.

H. influenzae
19G

IST

LPS
min

ml

Temperatur in Grad Celsius

Mikroliter

Antikorper

Destilliertes Wasser

Burkholderia cepacia

Bovines Serum Albumin

Cyklisches Adenosin Monophosphat
cystische Fibrose

cystic fibrosis transmembrane regulator
Zentimeter

Carbo Cyanin 3 konjugierter Ziege-Antikérper gegen Kaninchen
1gG

4'.6-Diamidino-2-phenylindol Fluoreszenzfarbstoff zur

Markierung von DANN

Enzyme-linked immuno sorbent assay
Exopolysaccharid

Gauge, Mal3einheit fir den AuRendurchmesser von Kanilen
Glucose

Haemophilus influenzae
Immunglobulin Typ G

Instituto Superior Técnico, Lissabon
Liter

Lipopolysaccharid

Minuten

Milliliter
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OPD o-Phenyldiamindihydrochlorid

P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa

PBS Phosphate Buffered Saline
PCR Polymerase Chain Reaction
pH potentia Hydrogenii, Mal3 fur die Starke der sauren bzw.

basischen Wirkung einer wassrigen Lésung

PLC Phospholipase C

rpm Rounds per minute; Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

S. aureus Staphylococcus aureus

SDS Natriumdodecylsulfat

TEMED Tetramethylethylendiamin (Polymerisations"katalysator*)
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
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