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1. Einleitung

1.1 DieErkrankung Tularamie

1.1.1 Allgemeines zur Tularamie

Die Tulardmie is ene auf den Menschen Ubertragbare Zoonose und war friher auch unter
Namen, wie Hasenpest, Deafly fever, Ohara-Krankheit u.d bekannt. Wie schon die viden
Namen ekennen lassen, betrifft diese Erkrankung vor dlem Menschen, die haufig mit
Naturprodukten Umgang haben bzw. sich oft in der freien Natur bewegen, wie Jiger, Wad-
und Forstarbeiter sowie Angestdlte in der Nahrungsmittdindudtrie.

Ergmals isoliet und beschrieben wurde der Erreger ,Bacterium tularense® 1911 von G.W.
McCoy in Tulare Country, Kdifornien (Francis, E., S.3217, 1983).

Entscheidende Erkenntnisse Uber den Erreger, sdine Ubertragung und den Krankheitsverlauf
sammelte um 1925 der Chirurg Dr. Edward Francis. Zu seinen Ehren wurde das Bakterium
1959in ,, Francisella tularensis® umbenannt (Jellison, W.L., S.2895, 1995).

Francisdla tularensis, en klenes gramnegatives, fakultativ intrazeluléres Bakterium, ruft
be Erkrankten hohes Fieber und regionde Lymphknotenschwelungen sowie héufig Ulzera
an der Haut und den Schleimhéuten hervor.

Die ungpezifischen Symptome, welche in diessr Art be  viden Infektionskrankheiten
vorkommen, und die heutzutage geringe Inzidenz der Tulardmie in Deutschland fuhren
walhrscheinlich dazu, dad die Tularamie ds mogliche Differentiddiagnose zu sdten in
Erwagung gezogen wird. Ist die Tularamie in Deutschland sdten, so verdienen vor dlem auch
die Infektionamoglichkeiten im Audand Beechtung: kontaminiertes Trinkwasser, infizierte
Insekten oder unzureichend gegates Kaninchenr und Hasenfleisch. Ein  importiertes
Kaninchen — das Herkunftdand war nicht mehr zu ermitteln — war auch fir zwel Tular@mie-
Falle im Jahr 2000 in Deutschland verantwortlich (Epid. Bulletin 18/2000).

Fir den klinischen Velauf und die Thergpie is jedoch ene frihe Diagnosestelung von
grol3er Bedeutung (Penn e da., S.267, 1987). Eine frihzetig begonnene Antibiotikatherapie
mit Streptomycin  verlauft in der Regd efolgreich, die Leditd liegt ba 1-2,5%.
Unbehanddt betrégt die Letditdt 4-35% bel Francisella tularensis subsp. tularensis (Penn,
R., S.2065, 1995).



In Deutschland sind Erregernachwels, bestétigte Erkrankung und Tod durch Tulardmie gemdl
I nfektionsschutzgesetz § 6, 8 und 9 meldepflichtig.
Die Inzidenz lag in den letzten Jahren bel 0-5 Fallen/Jahr. (Epid. Bulletin 18/2000).

1.1.2 Atiologie der Tularamie

Francisdla tularenss (Familie Pasteurellaceae, Genus. Francisdla) ig en Gram-negatives,
schlecht  anfarbbares, unbewegliches und  fakultativ - intrazdlul&res Bakterium. Der  mit
0,2-0,7 pm sehr kleine, pleomorphe Erreger ist Katalase-postiv und wéachst strikt aerob. Das
Bakterium bildet keine Sporen, kann aber dennoch enige Monate bel kihlen und feuchten
Bedingungen in Tierkedavern, im Boden und in Gewéssern Uberleben. Auch im Aerosol-
Zugand bleibt der Erreger mehrere Stunden infektios. Francisella tularensis ist gegeniiber
Desnfektionamitteln und Hitze sendtiv. Die Virdenz von Francisella tularensis hangt
wahrscheinlich mit der Ausbildung einer Kapsel zusammen.

Innerhab des Genus Francisella werden phénotypisch und genotypisch die beiden Species
Francisala tularenss und Francisella philomiragia unterschieden. Die Species Francisella

tularensis wird in folgende 4 Subspecies unterteilt:

ssp. tularensis (Biovar Typ A)
ssp.  holartica (Biovar Typ B)
ssp. mediaasiatica

Ssp.  novicida

Biovar A well¥ die hochge Virulenz auf, klinisch von Bedeutung snd vor dlem die erden
drei der genannten Subspecies. Infektionen mit Francisella tularensis ssp. novicida wurden
bisher nur sdten beobachtet, und wenn, dann vor dlem bea immunsupprimierten Personen
(Odufjev et d., S.873, 1983).

Serologisch sind die Subspecies — mit Ausnahme von ssp. novicida — nicht zu unterscheiden,
aufgrund ihrer biochemischen Aktivitét ist es bedingt moglich (Hollis et d., S.1604, 1989).
Gegenwértig werden jedoch verschiedene Ansdize, wie Polymerase-Kettenresktion (PCR)
und andere molekularbiologische Methoden zur Identifizierung und Differenzierung  des
Genus Francisella, der Species und Subspecies entwickelt (Forsmann et a., S.42, 1994; 3rd
Conference on Tularemia, 2000, Spain). Neue Ansiize lassen sch mit dem Abschiuld der

vollsténdigen Sequenzierung des Genoms von Francisella tularensis erhoffen.
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1.1.3VerbreitungdesErregers

Die Tulardmie tritt endemisch zwischen dem 30. und 71. nérdlichen Bretengrad auf. Typ A,
die virulenteste Subspecies, kommt vor dlem in Nordamerika vor. Typ B, weniger virulent,
tritt vor dlem in Asen und Europa auf, aber ebenfalls auch in Nordamerika.

In Europa scheint gch sait den 70er Jahren jedoch auch Typ A zu finden, welcher vermutlich
durch infiziete Nagetiere oder Zugvogd engeschleppt wurde (Gurycova, S.799, 1998). An
diessr Stelle s aber auch erwdhnt, dald Francisella tularensis wahrend des kdten Krieges
Gegendand militdrischer Forschung in Ot und West war und man vermutet in diesem
Zusammenhang en Fresetzen von Francisella tularensis ssp. tularensis  aus entsprechenden
Forschungseinrichtungen (Preston, S.58, 1998).

Waéhrend des 2. Weltkrieges ereigneten Sch in Russand grofie Epidemien.

In Polen, Osterreich, Schweden, Tschechien, der Slowakei, Italien und Spanien kam es in den
letzten 30 Jahren immer wieder zu kleinen und grof3eren Endemien (bis zu 1000 Fdle), da
dort Tular8mie-Naturherde exigtieren. (Christenson, S.287, 1984; Greco et d., S.36, 1987;
Kozuch et d., S.96, 1995; Hubadek et d., S909, 1998). Ein weteres Endemiegebiet ist

Skandinavien.

Kleinere Endemien gab es in den ersten 60 Jahren des 20. Jahrhunderts auch in Deutschland
(Jusatz, S.82, 1961; Knothe, S.907, 1959). Nach dem Krieg ging die Inzidenz der Tularamie
vor dlem durch verbesserte Hygiene, nachlassende Nagetierpopulationen und  bessere
Insektenschutzmittel rgpide zurtick.

Im letzten Jahr gab es wiederholt grolere Endemien im vom Krieg gezeichneten ehemadigen
Jugodawien (Bosnien, Kroatien) sowie im Kosovo (8/99 bis 4/2000). Infektionsquelle waren
klene Nagetiere, die eine Kontamination von Trinkwasser und Nahrungsmitteln  verursacht
hetten (Epidemiolog. Bulletin 18/2000). In diessm Zusammenhang wurden im April 2000
bereits enige der weter unten beschriebenen Test von Mitarbeitern der Sanitdtsakademie
Minchen im Kasovo vor Ort erfolgreich zur Diagnostik eingesetzt.



1.1.4 Inzidenz der Tularamiein Deutschland

Zwe der letzten Tuladmie-Infektionen in Deutschland ereigneten dch  durch  Verzehr
infektiosen Hasenfleisches. Im Januar 2000 erkrankte ein Ehepaar, welches in einem
Regaurant unzureichend gegartes Kaninchenfleisch verzehrt hatte. Die Herkunft des Tieres
konnte von der Veterindrbehtrde des Landes Nordrhein-Wedsfden nicht mehr emittdt
werden (Epid. Bulletin 18/2000). Desweiteren erkrankten 2001 en Vaer und seine Tochter
nachdem de enen zuvor mit dem Auto Ubefarenen Hasen, ausgenommen und verspeist
hatten (Artikel in Arbeit).

Traten in Deutschland von 1950 his 1989 noch 635 Tularamiefdle auf, davon dlene Uber 300
zwischen 1950 und 1953, so wurden von 1990 bis 1998 nur 17 Fale an Robert-Koch-Inditut
gemddet (Pohn et d., S.165, bga-Schrift 5/93). Im Jahre 1999 waren es zwel Fédle und im

Jahre 2000 kam es bisher zu den zwe oben erwahnten Tularamie-Infektionen.

Diese niedrige jéhrliche Inzidenz von 0-5 Erkrankungsdllen hat vermutlich nicht wenig dazu
beigetragen, dass die Tuladmie ds mogliche Diagnose bzw. Differentiddiagnose
wahrscheinlich vid zu sdten erwogen wird.

1.1.5 Reservoir / Ubertragsungswege

Natirliche Wirte fur Francisdla tularensis selen Hasen, Wildkaninchen, Biber, Fedméuse,
gole Wihimause und Hamger, sowie enige blutsaugende Insekten, wie Zecken, L&use,
Fléhe, Miicken und Stechfliegen dar. Uber 100 Siugetiere und mehr as 50 Arthropoden
stellen potentielle Vektoren dar (Penn, S.2062, 1995).

Vereinzelt wurde der Erreger auch aus Haudtieren, wie Hund und Katze, isoliert (Liles et d.,
S621, 1993). Es besteht ein Ubertragungskreidauf zwischen den Siugetieren und
Arthropoden, der  manchma auch den Menschen einbezieht. Die Ubertragung auf den
Menschen kann via Insektengtich, durch direkten Kontakt mit enem infizierten Tier, aerogen,

8



Uber kontaminiertes Wasser oder infizietes, unzureichend gegates Heisch efolgen. Zu
berlickschtigen ist auch die potentidle Gefdhrdung von Laborpersona, das mit Francisela
tularensis arbeitet (Burke, S56, 1977). Eine Ubertragung Mensch-Mensch it jedoch
unwahrschenlich, wie 1959/60 ene Epidemie in ene Zuckerfaorik in Niederosterreich
zeigte, bel der 500 von 700 Arbeitern erkrankten, jedoch keine Familienangehtrigen oder
andere Kontaktpersonen (Flamm et d., 1960). Dal3 Francisella tularensis hoch infektios i<,
zeigt Sch an der niedrigen Erregermenge, die ausreicht, um eine Infektion hervorzurufen. Bel
Hautkontekt — vermutlich bedaf es nicht enma Mikroldsonen oder Wunden — oder
Inhdation snd 10-50 Keime ausreichend, bel order Aufnahme betrégt die Infektionsdosis ca
10% —10® Keime (Dedié et a., S.370, 1993).

Besonders gefardet snd prinzipidl Jager und Angestdlte in der Land- und Forstwirtschaft
sowie in Landwirtschaftsprodukte verarbeitenden Betrieben.

1.1.6 Pathogenese und | mmunreaktion

Francisdla tularensis ig unterschiedlich virulent, v.a die ssp. tularensis ruft schwere
Verlaufe hervor. Die Ursache der unterschiedlichen Virulenz ist bisher nicht bekannt.

Der fakultativ intrazelluldre Erreger Francisella tularensis vermehrt sch zunéchst im Bereich
der Eintrittsstelle in folgenden Zdlen:

- Zdlen des retikulo-endothdiden Systems

- Makrophagen

- T- und B-Lymphozyten (Grunow et a., S.88, 2000)

Untersuchungen an Knock-out-Mausen ergaben, dass die Resktion auf eine Infektion mit
Francisella tularensis in den ersten drel Tagen noch T-Zdl-unabhéngig erfolgt (Culkin et d.,
S.3281, 1997).

Die Rolle der B-Lymphozyten be der frihen Abwehr is Ak-unabhéngig und weter noch
nicht aufgeklart.

Makrophagen werden durch die Freisetzung von TNF-a und IFNg zuséizlich simuliert.

Die dgentliche Abwehr gegen Francisela tularensis Ubernimmt nun die T-zdlabhéngige
Immunantwort. (Elkins et d., S.4574, 1992 ; Tarnvik et a., S.351, 1992)



Es kommt zur Induktion von CD4-postiven TH; —Hdferzdlen, welche Uber die zusizliche
Produktion von IFN? die unspezifische Abwehr und die Bildung spezifischer Antikorper
gegen das LPS von Francisdla tularensis in den B-Lmyphozyten weter simulieren und
zytotoxische T-Lymphozyten aktivieren, wie im Mausmoddl gezeigt werden konnte.
Offenbar kommt es durch  Phospholipide von Francisella tularensis zu ener darken
Aktivierung von gdT-Zdlen, die auch in vitro nach Stimulation von Blutlymphozyten
nachgewiesen werden kann (Karttunen et d., S.755, 1991).

Bisher noch nicht eindeutig geklart ist :

- ob der Befdl der T- und B-Lymphozyten zu ener Modulation der Immunantwort
fUhrt
der Mechanismus der intrazdlluléren Persistenz
der Effektormechanismus, der zur Bewdtigung der Infektion fihrt
die Rolle des LPS sowie der Ak und zytotoxischen, CD8-podtiven T-
Lymphozyten fur die Infektabowehr
die Rolle der gdT-Zdlen

Neben protektiven Effekten konnen Antikdrper die Erregeraufnahme in Fc-rezeptorpostive
Zdlen versdrken und somit zum intrazdlulzren Uberleben von Francisella tularensis

beitragen.

1.1.7 Verlauf / Formen / Krankheitsbild

Der klinische Velauf ener Infektion mit Francisella tularensis is abhéngig von der Virulenz
des Bakteriums, der Eintrittspforte und dem Immungtatus des Betroffenen. Das Spektrum der
Klinischen Manifedation is sehr bret. De Infekt kann dch nahezu asymptomatisch
darsdlen, aber auch im Rahmen ener akuten Sepsis rasch zum Tode fihren. Be schweren
Verlaufen (vor dlem be der Infektion mit der ssp. tularensis) kann es im Rahmen ener
hédmatogenen Erregeraussaet zum Befdl v.a der inneen Organe, wie Milz, Leber,
Lymphknoten Knochenmark, Myokard und Lunge kommen. Ausgedehnte Nekrosen kodnnen
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zum Funktionsverlust der betroffenen Organe und somit zum Tode fuhren. (Hod et al., S.349,
1991).

Nach ener Inkubationszeit von durchschnittlich 3-5 Tagen (Minimum 1 Tag, Maximum 21
Tage) beginnt die Erkrankung pl6tzlich mit uncharakterigtischen  Allgemeinsymptomen, wie
Fieber, Schittelfrost, Kopf- und Gliederschmerzen sowie Abgeschlagenheit. Hinzu zu diesen
grippedhnlichen  Symptomen  konnen  Husten, Myagien, Ubelkeit und  Erbrechen,
Lelbschmerzen, Nachtschweil3, Nackengteife, Dysurie und Diarrhoe kommen, z.T. Uber
Monate einhergehend, mit Gewichtsverlus und Schwéche. Fast dle Patienten haben Fieber
und grippeghnliche Symptome, ansongen snd die Symptome meis, unabhdngig von der

Form der Tularamie, an der jemand erkrankt, sehr variabdl.

Klinisch unterscheidet man folgende V erlaufsformen:

Die aul3ere Form der Tularamie (80%), bei der der Erreger via Insektengtich oder Hautlésion
Uber direkten Kontakt mit der Infektionsquelle endringt, und die innere Form (20%)
(= typhtse Form), welche zumeist nach aerogener oder dimentérer Exposgition auftritt.

AuRere Form:

Nach 3-5 Tagen entsteht be ca 60% der Patienten an der Eintrittsstelle der Priméraffekt, ein
kutanes Ulcus Fagt immer tritt glechzeitig ene Lymphangitis und Lymphadenitis mit
Schwelung und Abszedierung regionder Lymphknoten auf (85% der Petienten). Vergroferte
Lymphknoten konnen aber auch das dlenige Merkma der Erkrankung blelben. Se snd in
der Regd wech, meg nicht oder nur wenig druckempfindlich, zeitweise jedoch auch
schmerzhaft. Der mittlere Durchmesser ist ca 2 cm (Minimum 0,5 cm, Maximum 10 cm!).

Die ulzero-glandul&re Form der Tulardmie manifeiert sch vor dlem an den ungeschitzten
Partien der Extremitéten sowie des Kopf- und Halsbereiches.

Tritt der Erreger Uber die Konjunktiven en, entsteht das Bild der okulo-glanduldren

Tularamie oder Parinaudschen Konjunktivitis.

Innere Form:

Nach Ingestion von Francisdla kann es zu Entzindungen der Rachenschleimhaut
(oropharyngede Form), zu Milzschwelungen oder zu Durchfdl mit starken Lebschmerzen
(abdominae Form) kommen.
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Die Inhdaion des Erregers kann zur Entsehung einer Pneumonie und Pleuritis fuhren
(puimonde Form). Die pulmonde Form tritt ba 50-94 % der an Tular@mie Erkrankten auf

und ist haufig mit anderen Formen kombiniert.

Klinisch imponieren die Formen, wie in der Tabdle aufgefiihrt.

Tab.1: Klinische M anifestationen der Tularamie:

Form: Symptome:

oropharynged: | Infiltrate, Belége, Ulcusin der Mundhohle, Pharynx, Tongdllen
Submandibul &re Lymphkknoten schwellung

abdomind: Erbrechen, Diarrhoe, Obstipation, Darmblutungen, ileusartige Symptome,
Schwellung mesenterider Lymphknoten

pulmond: Unproduktiver Hugten, oft ensdtige Bronchopneumonie (Sputumdiagnostik
nicht hilfreich!)
Rontgen variabd: kene radiologischen Zeichen bis homogene Infiltrate,
hilare LymphknotenvergrofRerung, parenchymale Infiltrate, Pleuraergul3.

glandulér: Nur Lymphknotenschwellung

typhos. Gengrdiserter Befdl dler Organe, v.a ba Immundefizienz

ulcero-kutan: | Ulcera, v.a an den Handen und Armen

okulér: Parinaudsche Konjunktivitis

Folgende Symptome konnen in sdtenen Fdlen den Velauf komplizieren und die
Diagnosefindung fur den Kliniker zuséizlich erschweren:

- Meningitis

- Enzephdlitis
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- Perikarditis

- Peritonitis

- angina- pectoris dhnliche Schmerzen mit EKG-Verdnderungen
- Milzruptur

- Thrombophlebitis

- Ogeomyedlitis

Be schlechter Abwehrlage oder sekundé&r nach  hdmatogener Erregeraussaat aus
nekrotiserenden, einschmelzenden Lymphknoten, kann es zu ener Generdiserung kommen.
Unter intermittierenden Fieberschiben kann es zum septischen Schock kommen. Francisella
tularensis Typ A hat in diesen Féllen ene Letditésrate von ca. 30%.

1.1.8 Differentialdiagnostik

Die Tulardmie mul3 von einer Reihe dhnlicher Krankheitshilder abgegrenzt werden:

Lymphedenitiden bel - Brucdlose
- Streptokokken-/Staphylokokken+ I nfekt
- Beulenpest
- Kazenkratzkrankheit
- Sporotrichose
- Pagteurdlla multocida: Infektion

Septikdmische Form
Intestindle Form - Typhus
- Pseudo-TBC
- Aktinomykose
- Lymphogranulomatose
- Mononukleose
Lungen-Granulome -TBC

13



Pulmonae Form - abszedierende Pneumonie
- Lungenpest
- Mykoplasmen-Pneumonie
- Mdlioidose
- Lungenmykose

Umgekehrt ollte die Tulardmie aber auch bel den oben aufgeflihrten Krankheten as
madgliche Differentiddiagnose  unbedingt  bertickschtigt werden, vor dlem wenn ene
,verdéchtige Anamnesg® vorliegt (Jger, Urlaub in Osteuropa oder anderen Endemiegebieten

ua).

1.1.9 Therapie

Wie schon ewdhnt, ig fir den Velauf der Tulardmie der moglichs frihzeitige Beginn ener
Antibiotikatherapie mit Streptomycin, Gentamicin, Ciprofloxacin o.a sehr entscheidend. Die
Prognose ig im algemeinen gindig, aber Patienten ohne wirksame Thergpie koénnen Uber
Monate durch ein schweres Krankheitsgefiihl beantréchtigt sein. Je langer die Tulardmie vor
der Therapie besteht, desto langsamer spricht die Behandlung an und desto groler it die
Wahrscheinlichkeit von Komplikationen. Vor der Einfihrung des Streptomycin wurde der
Verlauf folgendermal3en beschrieben: ,, 31 Tage Fieber, 31 Tage im Bett und insgesamt circa

3% Monate Arbeitsunfahigkeit*. (Evanset d., S.260, JAMA 1985)

Initid werden 30 mg/kg/d Streptomycin i.m. Uber 3 Tage gegeben, anchlieliend wird die
Thergpie fur 7 — 14 d mit 15 mg/kg/d fortgefuhrt. Kommt es im Velauf der ersen
Behandlungstage zu ener Versdrkung der Symptome, mit Feber und Schittdfrogt, i am
ehesen an ene Herxhemer-Regktion zu denken, denn es findet sch in der Regd auch en
Antikorperabfdl. Alternativ kann Gentamicin 3-5 mg/kg/d Uber 7-14 Tage gegeben werden.
Neben den Aminoglycosden snd Tetracycline (z.B. Doxycycin 4 mg/kg/d fir mind. 14 d)
wirksam, dem Streptomycin Snd sie aber hingchtlich der Keimdimination unterlegen.
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Chloramphenicol  50-100 mg/kg/d wird be Vedacht auf begleitende Meningitis in
Kombinaion mit Streptomycin  gegeben.  Penicilline snd in der Thergpie dar Tulardmie

unwirksam.
Ansongen wird symptomatisch behandelt und abszedierende  Lymphknoten  chirurgisch
versorgt. Eine Isolation Tularamiesrkrankter ist nicht erforderlich, da die Ubertragung von

Mensch zu Mensch d's unwahrscheinlich gilt.

Zur Vedeutlichung der Effizienz ener wirksamen Antibiotikathergpie dehe folgende
Tabelle, welche die Letditét der Tularamie wiedergibt:

Tab.2: Letalitat der Tular@mie

L etalitat unbehanddt behanddt
AuRere Form 4% 1-2,5%
Innere Form 35% 1-2,5%
1.1.10 Prophylaxe

In Deutschland i eine Vakzine gegen Tulardmie nicht zugdassen. Somit bleibt dem
Laborpersona hierzulande nur der vorsichtige Umgang mit Francisella tularensis.

Aufgrund der geringen Inzidenz ig ene Impfung generdl auch nicht unbedingt erforderlich.
Durch das Meden unzureichend gegarten Wildfleisches und kontaminierten Trinkwassers ist
ene Infektion in Deutschland sehr unwahrschenlich. Ebenso findet sch in Deutschland keine
plotzliche, explosve Vemehrung von Nagetierpopulationen, wie jahrlich in  Schweden,
ebenso  keine Insektenplagen, dank Schadlingsbekampfungsmalinahmen. Dennoch it die
Aufklarung von exponierten Personen, z.B. Jgern, und in Endemiegebieten |ebenden
Menschen wichtig. AuBerdem  kdnnen Lebensmitteimporte en  gewisse  Infektionsgefahr
bergen.
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Francisella tularensis war vor dlem in Rusdand ds biologischer Kampfgtoff in Erprobung.
Die groRen Tuladmie-Epidemien wéhrend und nach dem 2Wadtkrieg in Rusdand flhrten
dort in den 40er Jahren zur Entwicklung attentuierter Lebendimpfgtoffe zur intradermaen
Injektion. Im Rahmen von Impfprogrammen wurde der ads Gasky Stran 15 bekannte
Impfstoff bei Millionen von Russen angewandt (Tigertt, S.363, 1962).

Aus diessm Stamm wurde in den USA der Lebendvakzingamm (LVS) von Francisella
tularensis entwickdt (Stenmark et d., S1792, 1999). Heute findet LVS vor dlem bei
gefdhrdetem Laborpersond  Anwendung; eine Vewendung fir Ziviligen in Endemiegebieten
ist jedoch auch denkbar und erfolgt auch heute noch in Ruf3and.

1.2 Diagnostik der Tularamie

Klinkk und dlgemeine Laborparameter reichen fir eine endeutige Diagnosestelung nicht
aus, da die Symptome und Blutbildveranderungen rdaiv unspezifiscch snd, d.h. ba viden

Infektionen vorkommen:
CRP erhoht (Koskelaet a, S.975, 1985)
LDH leicht erhtht (Evanset d., S. 259, 1985)
Alk. Phosphatase leicht erhoht (Evanset d., S. 259, 1985)

Leukozytose 5-20x 10°/  (Gefand et d., S.417, 1989)

Der Liquordatus i mes unauffdlig, zT. kann ene Rhabdomyolyse zum Andieg der
Serumkrestinkinase und zu einer Myoglobulinurie flhren. Eine Pyurie wird oft faschlich ds
Harnwegsinfekt verkannt (Kaiser et d., S.242, 1985).

Die Diagnose Tulardgmie kann dcher nur durch direkten Erregernachwels aus Blut, Stuhl,
Urin, Sputum, Eiter oder enem Ulcusabgrich bzw. durch Nachwels der  spezifischen
Antikorper im Patientenserum gestdlt werden. Der Antikorpernachwels it jedoch erst ab
zwei Wochen pogt infectionem sicher maglich.
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In den meden Verdachtsfdllen efolgt bzw. efolgte die Diagnose mitteddls Nachwels von
Serumantikdrpern  gegen Francisella tularensis im  Agglutinationstest. Dieser hat  den
Nachtell, dass frihestens nach 2 Wochen eindeutig hohe Titer von mehr ds 1:160 zu finden
snd (Koskela et d., S.976, 1985) und des weiteren gibt es Kreuzreaktivitéten mit verwandten
Genera, wie z.B. Brucella und Yersinia. Sengtivere Tests waren nétig.

Neben dem Antikorpernachwels aus Seren kann der Erregernachwels aus Blut, Ulcusabgtrich,
Peurpunktat, Magensaft und Sputum bel oralem Infektionsweg, Stuhl, Urin, Gewebeproben

und Umwel tproben versucht werden.

Kultur:

Zu den klass schen diagnostischen Mitteln zahlt die Kultivierung von Francisella tularensis.

Der direkte Erregernachweis ist aus Menschen,Tier- und Umwetproben mdglich, doch die
Begletmikroflora kann das Erregerwachstum schndl unterdriicken und so zu fasch negativen
Resultaten fuhren.

Bei Absrichen aus Ulcera sind 10 von 40 (25%) serologisch nachgewiesenen Tularamiefdlen
in der Kultur pogtiv gewesen (So0dtedt et d., S1047, 1997). Andere Studien ermittelten
47,8% (Junhui et ., S.480, 1996).

Beim Erregernachwels aus Blut war ein Wachsdum nur bel  132% postiver Blutproben zu
beobachten (Long et a., S.152, 1993).

Ein deutlicher Nachtell dieser Methode ist die erhdhte Gefahr von Infektionen des
Laborpersona s durch Francisella tularens's, welches eine hohe aerogene Infektiogtét besitzt.

De Antigennachweis mittels Erregerkultivierung ig heutzutage , kein Routineverfahren
mehr (und muf3, wenn de durchgefihrt wird, unter erhdhten Sicherheitsbedingungen — L3 —
efolgen)* ( Epidemiologische Bulletin des Robert-Koch-Indtituts, 18/2000). An Sengtivitét
is diese Methode anderen, wie z.B. der PCR zudem deutlich unterlegen (47,8% gegeniber
82,6% Sengtivitét in der PCR) (Junhui et ., S.481, 1996) .

PCR:

Mit der PCR is en DNA-Nachwes aus Blut, Gewebeproben, Stuhl, Ulcera und
Umweltproben maglich.
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Wéhrend enes Tuladmieausbruchs in  Schweden wurde mittls PCR der direkte
Erregernachweis aus Ulcera infizieter Menschen durchgeftint. Das 16S rRNA Gen und en

17-kDa Lipoprotein Gen wurden in extrahierten DNA nachgewiesen. Es wurden 29 von 40
serologisch gesicherten Féllen (73%) ds positiv erkannt (S ostedt et d., S.1046, 1997).

Eine chinessche  Arbetsgruppe (Junhui et d., S482, 1996) infiziete Mause mit
unterschiedlichen Mengen Francisella tularensis und fihrte 15 min, 24 und 48 Stunden post
infectionem den Antigennachweis mittdds PCR aus Blut und Leber- und Milzgewebe durch. Je
hoher die Infektionsdoss war, desto friher war der Antigen-Nachweis hier moglich.Vor dlem
niedrige Erregermengen  fihrten zu fdsch negativen Ergebnissen. Die  Sendtivitd  lag
zwischen 69,9% (Blut) und 4,8% (Leber) bzw. 8,6% (Milz).

Ein Nachweis aus Vdlblut von infizieten Mausen und in vitro infizierten humanem Vallblut
gdang mit enem Membranprotein (TUL4) ds Primer (Long et d., S154, 1993). Im
Tierversuch war 0 eine Sengtivitét von 82,6% erreicht worden (Junhui et d., S.479, 1996).

Weiter verwandte Primerpaare waren FNASL und FNB2L und FNA7L und FNB1L. Hierbe
lagen die Nachweisgrenzen bei 100 KBE/ml. Aus Milzproben konnte be Méusen in acht von
neuen Falen ein positives Erbegnis bestétgt werden (Fulop et al., S.346, 1996).

Grunow et d konnte mit der TUL4-spezifischen PCR Francisdla tularensis ab ener
Konzentration von 10° Bakterie’ml (PBS) bzw. 10° bis 10 Bakterieml (Serum)
nachweisen. Der Arbeitsgruppe gelang in europdschen Hasen (Lupus europaeus) der
Antigennachweis &b einer Antigenmenge von 10° Bakterie’ml in PBS und 10* Bakterien/ml
in  Humansaum  mittds capture-ELISA. Im Veglech lag die Nachweisgrenze bem
immunochromatographischen Assay bei 10° bis 10’ Bakterie/ml. Ebenso as Urin,
Sputum und Stuhl war ein Antigen-Nachweis moglich. (Grunow et a., S.87, 2000)

Der Antigennachwels spidt sane grofde Rolle scherllich bei der Herdsuche und
Verbratungskontrolle anhand von  Umwet- und Tierproben. Die Kontamination dieser
Proben mit anderen Mikroorganismen kann die Diagnostik z.T. erheblich erschweren.
Sengtivitdt und Spezifité der oben erwdhnten Tedts snd zT. noch immer sehr niedrig. Ein
ausreichend dcheres Screening von Petienten mit Verdacht auf eine Francisella tularensis
Infektion mittels Antigen-Nachweis ist deshab nicht gegeben. Aus diesem Grund spidt der
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Antigen-Nachwels derzeit in der Akutdiagnostik beim Menschen eine untergeordnete  Rolle,
hier is¢ der rasche, endeutige  Antikbrpernachwels aus Patientenproben das probate
Diagnogtikum.

Agglutination:

Der Agglutingtionstest it eine  sat langem angewandte Methode zum AntikOrpernachwels.
Auf Grund von immer wieder auftretenden Problemen kam es zu ener Vidzahl von
variierenden Ansdizen.

Neben der Rohrchenreiheneggiutingion wurde bereits 1960 die Objekttréger- Schndlreaktion
sowohl mit Vollblut as auch Serum beschrieben. Blockierende inkomplette  Antikorper

fUhrten zu Prozonen. Es war die Zugabe der zehnfachen Antigenmengen nétig um diee
Reaktion zu verhindern (Flamm et d., 1960).

Mit der Mikroagglutination wurde nach 4 Tagen 1 von 4 Postivseren erkannt, an 5.Tag 3 von
6 und nach 7 Tagen dle Proben. Die in diesem Vefdren bestimmten Titer wurden mit den
im Rohrchenagglutinationdest  bestimmten  Titern  verglichen. In  der  Mikroagglutination
wurden 8-64fach hohere Titer gemessen ds im Rohrchenagglutingtionstest (Sato et A,
S.2373, 1990). Die meigen Patienten wiesen Titer zwischen 1:80 und 1.640 auf. Von 44
Fdlen konnten in der Mikroagglutination 40 ds postiv nachgewiesen werden (Bevanger et
al., S.435, 1988).

Immunfluor eszenz:

Auch die Immunfluoreszenz zahlt zu den dteren Nachwesverfahren. Als Materid eignet Sch
hierfir neben Blut auch Gewebe (Hofer et d., S.301, 1997).

ELISA:

Mit dem ELISA it en Antigen- und Antikorpernachwels moglich.
In Wasserproben gdang ein Antigennachweis mittedls Duct ELISA ab 10* Bakterievml und
lag somit um mehr ds das Zehnfache unter der Nachweisgrenze des in der Mikrotiterplatte

duchgefiihrten ELISA (Sandstrom et d., S.316, 1986).
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Bam Antikorpernachwels konnen mono- oder polyvdente spezifische Antikorper verwandt
werden. Separate Testung von Seren auf 1gG, IgM und IgA liferte eine Sendtivité von
975% , ene Tedung dler dreé Immunglobuline gemeinsam 93% (Bevanger et d., S434,
1988).

Im eigenen Inditut wurde z.B. ein hochsengtiver Capture-ELISA (Grunow et a., S.86, 2000;
Berda et d., 2000) entwickelt.

Westernblot:

De Nachweis von Francisella tularensis-Antikorpern mittels  Westernblot wird ausfihrlicher
im Kapitel 3.3.4 beschrieben.

Ganz &ktudl ig die Durchflul3zytometrie — in der Zdltypiserung Routine — zum direkten
Antikérpernachweis verwendet worden. Eine detailete Beschreibung findet sch in Kapitel
33.2.

Waetere Tests zum Nachweis von Francisella tularensissind :

- Simulation von T-Lymphozyten mit Francisella tularensis-Antigen in vitro und in
vivo. Die Entwicklung ene zdlulden Immunitd ig Uber vide Jahrzehnte
nachweisbar. In Deutschland ist der Tularin-Hauttest nicht zugdassen (Evans et
a., S.252, 1985).

- en immunochromatographischer Schndltest zum Nachweis des LPS von
Francisdlatularensis (Grunow et d., S.87, 2000)

In Deutschland beschéftigt Sch das Inditut fir Mikrobiologie der Sanitéisakademie Minchen
st anigen Jdren schwerpunktmddg mit der Diagnostik der Tulardmie und wurde 1999
durch das Robert-K och+ Inditut zum Kongliarlabor fir Tular@mie ernannt.

Dort wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit unter Betreuung von Herrn Priv.-Doz. Dr. med.
Grunow verschiedene serologische Tests zum Tal edbliet, zum Teal optimiet und
durchgefiihrt. Anschlielend erfolgte en Vergleich der durchgeflhrten Tests mit datistischer

Auswertung.
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2. Zielstellung

Es ig wahrschenlich, da3 die Tulardmie wegen ihrer niedrigen Inzidenz in Deutschland zu
sdten ads mogliche Diagnose bzw. Differentiddiagnose in Betracht gezogen wird, oder
zumindest héufig et nach léngerem Krankhetsverlauf. Doch kann gerade der frihzetige
Beginn ener Antibiose vide Komplikationen vermeden. Aus eben diessm Grund is ene

sengtive Diagnogtik von grof3er Bedeutung.

An serologischen Tests zur Tula@mie-Diagnogik ig in Deutschland vom  Paul-Ehrlich
Inditut seit 1963 nur der Agglutinationstest der  Firma DIFCO zum Nachwels von Serum-
Antikdrpern zugelassen (Bacto Francisdla-tularenss-Antigen fur die Objekttréger- und die
Rohrchenagglutinetion).

Im Rahmen diesr Doktorarbeit wurden zusdtzlich zu dem oben ewdhnten Test folgende
serodiagnogtische  Testverfahren mit je 50 podtiven und negativen — zT. in bis zu 10
verschiedenen Verdinnungen pro Serum — durchgefhrt:

- ELISA

- Westernblot

- Immunfluoreszenz

- Durchflul3zytometrie

- IMB-Agglutinationstest

- DIFCO- Agglutinetionstest

Hierbe gdt es den Tedtaufbau zu optimieren und die verschiedenen Vefahren auf ihre Vor-
und Nachtelle hin zu evduieren. Es efolgte eine datisische Auswertung dler Testergebnisse.
Hierbel wurde ene hohe Sengtivitét und Spezifitét in den Vordergrund gestd |t

Zid diesr Arbat war die Ermittlung von praktischen und mdglichst spezifischen und

sendtiven Tedts, die sowohl im Labor ds auch im Fedensaz ene optimae Serodiagnostik
der Tularamie erlauben.
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3. Material und Methoden

3.1 Auswahl der Testseren

Das IMB veflgt Uber ene reaive grole Sammlung Tuladmie-postiver Seren, die aus
schwedischen und anderen Endemiegebieten stammen. Die fir die Testevauation verwandten
Pogtivseren wurden bereits in einem schwedischen Labor vorgetestet und stammen dle von
Tulardmiepatienten  aus enem Krankhetsausbruch. Alle Patienten  wiesen  enen
symptomatischen  Verlauf auf. Be dlen fand ene Serokonverson datt. Aus diessm
Petientenkollektiv wurden 50 Aliquots zufdlig ausgewahit.

Fir die 50 Negativseren wurden anonymiserte Restdiquots von gesunden Blutspendern
bezogen. Die Auswahl erfolgte zufdlig.

Die 100 ausgewdhiten Seren wurden enmd aufgetaut, fir die folgende Testdurchfiihrung
entsprechend aiquotiert und wieder bel —29°C eingefroren.

3.2 Bakterien

3.2.1 Stamme

Wie in der Einflhrung bereits beschrieben, hat Francisella tularensis 4 Subspecies, welche —
mit Ausnahme von sp. novicida— serologisch nicht zu unterscheiden sind.

Von uns wurde as Antigen nur Francisella tularensis ssp. holartica verwendet. Hierbel
handelt es sch um einen Lebendvakzingamm (LVS, ATCC Nr.29684).

3.2.2 Anzucht

Die Anzucht efolgte auf im Zentradingitut der Bundeswehr, Minchen, sdbst gegossenem
Herz-Cygein-Agar, welcher mit 10% Schafsblut subdtituiert wurde. Nach ca 2 Tagen
aerober  Bebritung bel 37°C in feuchter Atmosphdre und 5% CO, zeigten sich 12 mm
grof3e, runde, feuchte, blaulich-wei3e Kolonien.
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3.2.3 KBE-Bestimmung

Es wurden enige Osen Bakterien in NaCl eingeschwemmt und die Bakteriensuspension auf
ODsgonm = 1,0 engesdlt und eine Verdinnungsreihe hergestellt. Nachdem die optische
Dichte dler Proben photometrisch bestimmt war, wurden 100 pl jeder Verdinnung auf je 2
Patten ausgestrichen und 3 Tage bebriitet. Anschlief?end wurde die Zahl der koloniebildenden
Einheten efasst. Als Sterilitdistest wurde hochkonzentrierte Suspenson auf  Platten
ausgestrichen und nach 2-4 Tagen auf Wachstum Uberpriift. Dieses blieb jedoch aus.

Fir die unverdiinnten Proben ergab sich eine durchschnittliche Anzahl von 2 x 10° KBE/m.

3.2.4 Antigen-Aufberetung

Hierzu verwendete Materialien:
» Francisdlatularenss subsp. holartica
> 0.9% NaCl-Lésung
> 37%ige Formdinlésung
> PBS-Losung
> Proteinase K
» Paaformddehyd
» Natriumacid

Um moglichst exakte Ergebnisse bel der Testung der Seren zu erhdten, wurde das Antigen zu
Beginn der Arbet glech fir dle Teds hergesdlt und im spéeren Verlauf ausschlielich

diese Antigen Charge verwendet.
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Fir den Western?blot und den IMB-Agglutinationtest wurden einige Osen des Lebend-
VakzinStammes Francisella tularensis  in 0,9% NaCl-Lésung eingeschwemmt und durch
Zugabe von Formdinlésung (1%ige Endkonzentration, fir 30 Minuten) inaktiviert.
Anschliellend wurde die Bakteriensuspenson zwe ma je 60 Minuten be 3500 U/min
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und in PBS-Lésung resuspendiert.  Photometrisch
wurde die Suspenson auf ODsgonm=2,5 eingestelt. Die Aliquots fir den Westernblot wurden
be —29°C aufbewahrt. Fir den IMB-Agglutinationstlest wurde der Antigensuspenson 0,05%
Thiomersa zugesatzt, die Aufbewahrung erfolgte bei 4°C im Kihlschrank.

Fir die Durchflul3zytometrie und den Antikorper-ELISA wurden das LPS der Bakterien
aufgereinigt und eine Bakteriensuspension hergestellt. Hierzu wurden die Bakterien in NaCl
suspendiert (ODsgonm=1,0) und 1:2 in Extraktionspuffer @Abbott, Deutschland) verdinnt. Nach
30 Minuten im Wasserbad bei 100°C wurde der abgekihlte Ansatz 15 Minuten bei 10.000
U/min zentrifugiert. In  Extrektionspuffer gdoste Protenase K (33 mg/ml) wurde im
Verhdtnis 1:2 zu der LPS-Suspension zugegeben. Anschlief?end wurde das LPS fur 2 Stunden
be 60°C und darauf fir wetere 25 Minuten ba 100°C im Wasserbad stehengelasssen.
Didysert wurde tiber Nacht in PBS-Puffer. Die Aligouts wurden bel -29°C tiefgefroren.

Fir die Immunfluoreszenz wurden einige Osen Francisella tularensis in PBS resuspendiert
und fir 2 Stunden Paraformaldehyd 1% ig der Suspenson zugegeben. Nach 30 Minuten
Zetrifugation bei 3500 U/min wurde der Uberstand verworfen, die Bakterien in PBS
resuspendiert und auf eine ODsegonm VOn 1,0 eingestellt. Abschlief?end wurde noch 0,02%ig
Natriumazid zugegeben. Die Bakteriensuspenson wurde be 4°C im Kihlschrank aufbewahrt.

Ausnéhme: Fur den DIFCO-Agglutinationstest wurden die kauflichen Antigensuspensionen
fur die Objekttrager- und Rohrchenagglutination entsprechend der Packungsbeilage und in
variierten Ansdtzen verwandt.
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3.2.5 Verwendete L 6sungen; Herstellung der Puffer

Bakterienaufbereitung:

ELISA:

PBS: 2,15 g Kdiumdihydrogenphosphat + 5,96 g Dinatriumhydrogenphosphat +
33,95 g Natriumchlorid + 5 Liter Wasser

Waschpuffer PBS/Tween 0,05% : PBS-Losung + 0,05% Tween

Coating-Puffer: 0,8 g Natriumcarbonat in 250 ml Milliporewasser solange zu 2,92 g
Natriumhydrogencarbonat in 500 ml deionisertes Wasser hinzugeben, bis ein pH von
9,0 ereicht ist

Verdiunnungspuffer: Waschpuffer + 10% Ziegenserum

Durchflul3zytometrie

MAK 11/1/6 : Institut fur Mikrobiologie der Sanitétsakademie der Bundeswehr,

Minchen, Germany

FACS-Puffer: PBS + 2% FKS (fetales Kélberserum) + 0,05% Natriumacid (wegen
im FKS ev. vorhandener Hefen Steil filtriert)

Westernblot:

Sample-Puffer : Invitrogen, Breda, Niederlande

Tris-Glycin-Puffer: 100 ml Tris-Glydn-Puffer 10x (Invitrogen, Breda, Niederlande)
+ 900 ml Aqua dest

Blotting-Puffer : 40 ml Transfer-Puffer (Invitrogen, Breda, Niederlande) + 960 ml
Agquadest

TBS-Puffer : 10 ml ener 1M Tris-Losung (pH=8,0) + 8,77 g Natriumchlorid

Waschpuffer : 50 ml TBS + 450 ml Aquadest + 5 g Magermilchpulver
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3.3 Durchgefiihrte Tests

Die ausgewahiten Seren wurden in 5 verschiedenen Tests untersucht.
An objektiven Methoden wurden verwendet:

» Der Antikorper-ELISA Francisdlatularensis

» Die Durchflul3zytometrie
An subjektiven Methoden wurden verwendet:

» Die lmmunfluoreszenz

» Der Westernblot

» Und die Agglutination, sowohl mit dem kauflichen Ag der Firma

DIFCO, ds auch mit eigenem Ag

Die Pufferzusammensetzung wurde im Folgenden nicht mehr einzdn aufgefihrt, Angaben zur
Hergellung Snd in Kapitel 3.2.5 zu finden.
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3.3.1 Antikorper-EL1SA

Prinzip des Antikorper-ELI SA:

Als antigenhdtige Festphase werden Mikrotiterplatten mit aufgereingtem LPS verwendet.
Im eden Inkubationschritt binden dch be  postiven Proben die nachzuwesenden
Antikorper aus dem verdinnten Petientenserum an die festphasegebundenen Antigene.

Im zweiten Inkubationsschritt werden die gebundenen Antikorper mit POD-markierten Anti-
Humant | g- Antikorpern nachgewiesen.

Im dritten Inkubationsschritt werden die gebundenen Antikorper durch eine Farbresktion mit
der TMB-LGsung dargestelt. Die Extinktion der entstehenden Farbldsung ist proportiona zur
Antikorper-Konzentration im Patientenserum.

Mikrotitergefald mit Antigen

Spezifischer humaner Ak

POD-markierter
Anti-human-1g-Ak

Abb.1: Prinzip des Antikorper-EL | SA:

Polysorbplatten wurden mit 1:20 verdinntem LPS inkubiert und positive und

negative Probeseren in unterschiedlichen Verdinnungen zugegeben. Waren
Antikorper gegen Francisella tularensis vorhanden, banden diese an das L PS und
konnten durch Zugabe von markierten Antihuman-lg-Antikérpern (polyvalentes
Ig-POD) und die anschlief}ende Substratreaktion (TMB => Farbstoff) durch

Bestimmung der Extinktion mengenmal3ig bestimmt werden.
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Material:
» LPSFrancisdlatularenss
> Verdinnungspuffer
» Polysorb-Patten Nunc, Wiesbaden, Germany
» Coating Puffer
» Ziegensrum
» PBS/Tween 0,05% (Waschpuffer)
» Pogtiv- und Negativkontrolle
> Polyvdentesg-POD Sgma, Taufkirchen, Germany
> 66% TMB Seramun, Dolgenbroth, Germany

> 25N Schwefdsaure

Testdurchfiihrung:

Coating Verdinnung des LPS 1:20 in Coating Puffer und Zugabe von je 50 pl in
jedes Well der Polysorb-Platte. Inkubation fir 1 Stunde bel 37°C oder
im Kuhlschrank bel 4°C Uber Nacht.

4 x Waschen mit PBS/Tween 0,05%  (ca.200 mwel)

Blocken Ziegensrum  wurde 1:10 in PBSTween verdinnt, in jedes Wadl
pipettiert und bel 37°C fur 30 min inkubiert.

4 x Waschen mit PBS/Tween 0,05%  (ca.200 nmiiwdl)
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Seren Fir jedes Serum wurde eine Vedinnungseihe hergestdlt (1:20, 1:40
bis 1:10240 in Ziegenserum). Je Wel wurden 50 pl Serumverdinnung
bzw. Pogtiv- oder Negativkontrolle (1:500) zugegeben und fur 1
Stunde bei 4°C inkubiert.

4 x Waschen mit PBS/Tween 0,05%  (ca.200 mAvdl)

Konjugatreaktion 50 pl in Ziegenserum 1:2000 verdinntes Konjugat (polyvdentes Ig
POD) wurde 1 Stunde bei 37°C inkubiert.

6 X Waschen mit PBS/Tween 0,05% (ca200 mAvdl)

Subgtratreaktion Das Subdrat wurde in der gleichen Rehenfolge und Geschwindigkeit
wie zuvor das Konjugat zugegeben, d.h. 50 ul 66% TMB wurden ziigig
in jedes Well pipettiert. Nach 15 Min wurde die Resktion durch Zugabe
von 2,5 N Schwefelsdure gestoppt.

Die Adsorptionsmessung efolgte im ELISA-Reader Digiscan, die anschlielfende Auswertung
mittels Mikrowin 3.0 Programm.
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3.3.2. DurchfluRzytometrie

Prinzip der DEZ:

Die Durchflulzytometrie 4gdlt en optisches Melsygem fir enzdne in enem
Flissgkeatssrom fokusserte Patikeln dar, welche mit gesigneten Huorochromen markiert
werden und quantitativ sowie quditativ bestimmt  werden. Das Anwendungsspektrum reicht
von Zdltypiderung Uber Zdlzyklussndysen bis hin zur  Untersuchung  intrazeluldrer
Stoffwechsdvorgange.

Die mit enem HuorezenZfarbdoff angefabten Patikdn  werden  kontinuierlich
hintereinander durch ene Kapillae an ener Lasdichtquelle vorbeigefihrt. Aufgrund der
Fuoreszenzanregung des Farbstoffs emittiet jedes Tellchen en Lichtsgnal proportiona zu
gebundenen  Huorochrommenge. Dieses Lichtsgnad wird in  en dekirisches Sgnd
umgewanddt und in  e@nem Photomuliplier vers&kt. Die Empfindlichket des
Photomultipliers ist abhéngig von der angelegten Hochspannung. Passet ein Patikd die
Messpore, S0 deigt das Fluoreszenzlicht bis auf ein Maximum an und falt anschlielend auf
das Glechgewichtsniveau zuriick. Die Durchflussate (Patikdrn/Zeit) wird Ober die
eingehenden Signadle berechnet und digitd angezeigt. Die so gewonnenen Daen werden in
Form von Histogrammen visudisiert und abgespeichert.
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Abb. 2: Schematische Dar stellung eines beladenen Beads

Goat-anti-Mouse Dynabeads wurden mit einem monoklonalen Antikdrper gegen Francisella
tularensis inkubiert und anschlieflend LPS-Antigen hieran gebunden. In Positivseren vorhandene
humane Antikorper banden sich an das LPS und wurden durch FITC-markiertes Antihuman-
Immunglobulin markiert. Je stérker positiv ein Serum war, desto stérker das Lichtsignal der Probe.
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Material:

Goat-anti-Mouse Dynabeads Sgma, Taufkirchen, Germany
MAK 11/1/6

F.t. LPSOD=1,0

FITC anti human IgG/A/M  (Ziege!) Sigma, Taufkirchen, Germany
FACS-Puffer

FACS-Rohrchen

Uberkopfschiittler

Dynabeads-Magnet Dynal, Oslo, Norwegen

Testoptimierung:

Die Durchflulzytometrie gdlt berets in viden Bereichen en dandardisertes Tesverfahren
dar. Um diese Methode auch zum direkten Antikdrpernachwels aus Seren anzuwenden, waren
umfangreiche Vortests eforderlich um fur jedes verwendete Resgenz die jewells optimde
Verdinnung, Inkubationstemperatur, -dauer und —-modus zu finden und ene hohe
Trennschérfe zwischen positiven und negativen Sgnaen zu ermitteln.

Im Lauf der Tedtoptimierung erwies sch die DFZ ds probaes Mittd zum direkten

Francisella tularensis - Antikrpernachwels aus Humanseren.
Folgende Faktoren wurden in den Vortests durchlaufend variiert:
mAk 11/1/16 10 ng/ml, 20 ng/ml, 40 ng/mi
Ag=LPS 1.1, 1.2, 1.5, 1:10, 1:100
Serumverdinnung 1:30, 1:90 bis 1:810
Anti-human FITC 1:25, 1:50, 1:100 von Sigma (Ziege) und Dako (Kaninchen)

I nkubati onstemperatur 4°C und 37°C
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I nkubationsdauer Serum: 60, 30, 15, 5min Konjugat 30, 15, 10 min

Mit den Ergebnissen dieser Vortests (Kap. 4.2) wurde folgendes Schema zur Testung der
100 Probeseren ausgearbeitet:

Testdurchfiihrung:

a.) Waschen der Dynabeads:

In Eppendorf caps wurden 5 pl Beads in 1 ml FACS-Puffer aufgenommen (ausreichend fur 10
Ansize), gevortext und in den Magnet gedtelt. Hatten sch die Beads an der Rickwand
gesammet, wurde vorgchtig die Hissgket abgesaugt. Erneut wurde 1 ml FACS-Puffer
zugegeben und der Waschschritt noch zweima wiederholt.

Die folgenden Inkubationsschritte erfolgten adle be Raumtemperatur und unter Bewegung
(zB. in einem Uberkopfschiittler) um eine gute Durchmischung zu gewdhrleisten, indem das
Herabsinken der Dynabeads durch die stdndige Rotation verhindert wurde.

b) Inkubation mit mAk 11/1/6:

984 ul FACS-Puffer und 16 gl mAk ( 25 mg/ml , EndKonz. 40 pug/ml ) wurden 30 min mit
den Beadsinkubiert.

3 ma Waschenin 1 ml FACS-Puffer

) Inkubation mit dem LPS;

F.t. LPSwurde 1:2 in 500 pl FACS-Puffer verdinnt und 30 min mit den Beads inkubiert.

3 md Waschen, Wiederaufnehmen der Beads in 1 ml FACS-Puffer und Vertelung auf 10
Raéhrchen a100 pl.
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d) Serum-Inkubation:

Von den 1:125 in FACS-Puffer vorverdinnten Seren und der Postiv- und Negativkontrolle
wurden je 100 pl in en Roéhrchen mit 100 ul vorbehandelten Beads gegeben (Endverdinnung
1:25) und fUr 60 min inkubiert.

3 ma Waschenin 1 ml FACS-Puffer

e) Inkubation mit dem FITC-markieten Ak:

Polyvdentes FITC-markiertes Anti-human-immunglobulin - wurde 1:100 in  FACS Puffer
verdinnt und 200 pl in jedes Rohrchen pipettiert und 30 min inkubiert.

1 ma Waschen, in 500 pl FACS-Puffer aufgennommen und in FACS-Tubes Uberfihrt.
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3.3.3. Immunfluor eszenz

Prinzip der | F:

Als Antigen dient Francisella tularenss-Suspenson, die an die Glasoberflache von
Objekttrégern  fixiert wurde. In enem ergen Inkubationsschritt binden sch be  postiven
Proben die nachzuweisenden Antikorper aus dem verdinnten Pdientenserum an  die
Festphase-gebundenen Antigene. Im zweiten Inkubationsschritt werden diese Antikorper mit
Fluorescein-markierten Anti-Human-1g- Antikorpern schtbar gemacht und im
Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Die Fluoreszenzstérke it proportional zum  Antikorper-
gehdt eines Serums.

\-.. Antigen

spezifischer humaner Antikorper

FITC-AntHhuman-Antikdrper

Abb.3: Prinzip der |mmunfluoreszenz:

Bakteriensuspension wurde auf die Felder des Objekttragers aufgetragen und mit
Methanol fixiert, ein Tropfen der Serumverdinnung pro Feld aufgetragen, in der
feuchten Kammer inkubiert und vorsichtig vom Rand des Wells abgesaugt. Auf
die gewaschenen und getrockneten Objekttrager wurde der FITC-markierte Anti-
human-Antikorper gegeben und die Fluoreszenz mit Deckglasern und DAKO

Fluorescent Mounting Medium fixiert.
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Material:

» LVSODsgonm=1,0
» PBS

» Methanol

> Feuchte Kammer

» HTC Antikorper Dako, Hamburg, Germany

» 05% Evansblue BioMerieux, Marcy |"Etoile, Frankreich
» DAKO Huorescent Mounting Medium Dako, Hamburg, Germany

> Deckglaser BioMerieux, Marcy | Etoile, Frankreich
> |F-Objekttrager, 10 Felder BioMerieux, Marcy | Etoile, Frankreich
Testdurchfuhrung:

Das Antigen wurde 1:20 in PBS verdinnt und gut gemischt. Auf jedes Well wurden senkrecht
20 ul der Bakteriensuspension aufgetragen. Nachdem die Felder des Objekttragers tUber Nacht
getrocknet waren, wurden se am néchsten Tag in Methanol 1 min fixiert und getrocknet. Die
Seren wurden 1:20, 1:40 bis 1:10240 in PBS verdinnt, 20 pl auf jedes Well aufgetragen und
in einer feuchten Kammer 1 Stunde bel 37°C inkubiert. Nun wurden die Tropfchen vorgchtig
vom Rand des Wdls aus abgesaugt, die Objekitrager kurz mit PBS abgesplilt, in eine PBS
gefillte Glaswanne Uberfihrt und 5 min darin auf dem Schittler gewaschen. Der Vorgang
wurde in ener neuen Wanne fir 10 min wiederholt. Die Objekttréger wurden anschlief3end
getrocknet.

De HTC Antikorper wurde 1:100 in PBS verdinnt und 0,5% Evans Blue zugeben. Jewells
20 pl wurden aufgetropft und 30 min bel 37°C inkubiert (feuchte Kammer) und anschlief3end
wieder 2 md in PBS und abschlielfend 1 md in Aqua dest gewaschen. Zum langeren Erhalt
der Fluoreszenz wurden die Objekitrager mit DAKO Fuorescent Mounting Medium  betropft
und mit Deckgléasern versehen.
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Die Auswertung der fixierten Objekttréger efolgte mit dem Huoreszenzmikroskop nach

folgenden Kriterien:
o sehr starke Immunfluoreszenz mit Hof
+++ garke Immunfluoreszenz
++ gute Immunfluoreszenz
+ schwache |mmunfluoreszenz

- keine Immunfluoreszenz

3.3.4. Westernblot

Westernblot-Prinzip:

Als antigenhdtige Fedphase werden Blotdreifen verwendet, die eektrophoretisch
aufgetrennte  Antigengemische (hier: Bakterienlysat) enthdten. Die Podtion der Proteine ist
dabe von deren Molekulargewicht abhangig.

Im edgen Inkubationsschritt binden sich bel  podtiven Proben die nachzuweisenden
Antikorper aus dem verdiinnten Patientenserum an die membrangebundenen Antigene.

Im zweiten Inkubationsschritt reagieren diese Antikorper mit POD-markierten  Anti-Human
|g-Antikorpern.

Im dritten Inkubationsschritt werden die gebundenen Antikorper durch eine Farbresktion mit
ener Subdratlosung dargestellt. Sind  pezifiscche Antikbrper  im Serum  des  Patienten
vorhanden, fuhrt prézipitierendes Substrat zur Ausbildung der Banden.

Be der Auswertung der Bandenmuster auf dem inkubierten Blotdreifen wird zwischen
nichtspezifischen und spezifischen  Antikdrpern  unterschieden. Die Anzahl und  Ausprégung
der spezifischen Banden entscheidet Gber die Befundung positiv oder negetiv.

Das Antigen- Antikorperschemaist mit dem des ELISA (Abb.1) identisch.
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Material:

Sample Puffer

LVSOD=25

M ercaptoethanol

4-20% Tris-Glydn-Gd 2D Wdll Invitrogen, Karlsruhe, Germany (friher Novex)
Tris-Glyan-Puffer Invitrogen, Karlsruhe, Germany
Aquadest

Marker Invitrogen, Karlsruhe, Germany
Elektrophorese- Kammer Invitrogen, Karlsruhe, Germany
Blotting Puffer

Nitrozellulose, Filter Invitrogen, Karlsruhe, Germany
Blot Kammer Invitrogen, Karlsruhe, Germany
Magermilchpulver

TBS Puffer

MilliQ-Wasser

Ziegenserum

PBS

Waschpuffer

Ig AIGIM

TMB-Subdtrat (precipitating) Seramun, Dolgenbroth, Germany

vV ¥V Vv VvV ¥V ¥V ¥V Vv ¥V VYV ¥V ¥V V¥V ¥V V V¥V VY V V V

Agquadest
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Herstellung der Blotstreifen F. tularensis:

a) Probenvorbereitung:

Aufgetautes LVS OD=25 wurde mit Sample Puffer 1:2 verdinnt, 30 pl Mercaptoethanol
zugegeben und 15 min gekocht, dann 5 min auf Eis gestdlt. Anschliel3end wurde 20 min lang
bei 10.000 U/min zentrifugiert.

b) Gdvorberatung:

Die Wdls wurden 3-4 md mit Tris-Glyan-Puffer gespllt. 8 pl Marker und 250 pl Probe
wurden in die jewelige Tasche pipettiert, die Gele in die Elektrophoresskammer gestdlt und
diese mit Puffer bis Uber beide Taschen aufgefillt.

c) Elektrophorese:

Be 130 Volt/ ca80 Mille-Ampere fir cal,5 Stunden, bis der Marker den unteren Bereich
erreicht hat.

d) Blotten:

1 Stunde be 30 Volt; anschlieffend wurde die Nitrozdlulose in 5% Magermilchpulver in
TBS-Puffer Uber Nacht be 4°C geblockt, mit Weichwasser abgespult und in ca 3 mm breite
Blotdrefen geschnitten. Diese konnten mehrere Wochen in Rohrchen ba 4°C  aufbewahrt

werden.

Testdurchfiihrung:

Die Seren wurden in 10%igem Ziegenserum 1:250, 1:500, 1:1000 und 1:2000 verdinnt, die
Pogtivkontrolle 1:1000. Pro Kammer wurden je 2 ml Serumverdinnung engefillt. Die
Blotdtreifen wurden 2 Stunden auf dem Schittler be Raumtemperatur inkubiert. Verdinntes
Serum wurde abgesaugt und die Streifen 3 ma mit dem Waschpuffer (ca 2 ml) gewaschen.
Nun wurde das polyvdente Konjugat 1:1000 in Waschpuffer verdinnt und je Kammer 2 ml
davon 1 Stunde inkubiert. Erneut wurde 3 ma gewaschen. Zur Entwicklung der Blots wurde
je 1 ml TMB-Substrat zugegeben und die Reaktion nach 10 Minuten mit Aqua dest gestoppt.
Abschlief?end  wurden die Blotdtreifen 1 md in dedillieten Wasser gewaschen und
getrocknet.
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3.3.5. IMB-Agglutinationstest

Prinzip der Agglutination:

In Anwesenheit spezifischer Antikorper (Agglutining) kommt es im Aquivaenzbereich von
Antikbrpern  und Antigen (Hedeberger Kurve) zur Zusammenbdlung von Zdlen oder
Blutkorperchen.

Material:

> Rundbodenplatte Nunc A/S, Kamstrup, Danemark
> LPSOD 2,5 ,verdiinnt 1:20

> Postiv- und Negetivkontrolle

> NaCl 0,85%

Testoptimierung:

Um die fir den Francisdla-tularensis-Antikorper-Nachwels beste Serum- und Antigen
verdinnung zu finden, wurde eine Schachbretttitration in 4 Rundbodenplatten durchgeftinrt.
Hierzu wurde das LPS 1:2 his 1:2560 verdinnt. Das Postivserum wurde 1:2 bis 1:256
verdinnt. Als Kontrolle wurde NaCl durch dle Antigenverdinnnungsstufen mitgefiihrt. Die
FPatten wurden ca 1 min auf den Schittler gestdlt um en gutes Durchmischen des Well-
Inhdtes zu gewéhrleisgen. Die Inkubation efolgte im Brutschrank bei 37°C  fir 24 h,
anchliel¥end wurde abgelesen.

Ergebnisse der Schachbretttitration:

Antigenverdinnungen  bis 1:20 zeigten eine deutliche Agglutingtion, ab ener Verdinnung
von 140 aufwats kam es aufgrund der geringen Bakterienmenge zu keiner ausreichenden
Agglutination mehr. Eine Auswertung war ab 1:40 deshdb nicht mehr maglich.

Das podtive Probeserum agglutinierte in dlen Verdinnungsstufen, nur die Starke @ bis +++)
war von der jewelligen Antigen-Menge mitbeainflusst.
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Als optimad ewies es dSch die Seumvedinnung von 1.2 bis 1256 be ene
Antigenkonzentration von 1:20 zu testen.

Testdurchfiihrung:

Das Antigen wurde 1:20 in 0,85% NaCl verdinnt und eine Serumverdinnungsrehe 1:2 bis
1:128, ebenfdls in NaCl verdinnt, hergestdlt. In jedes Well wurden nun 50 pl Antigen und
50 pl Serum bzw. Serumverdinnung pipettiert. Die Platte wurde geschiittet und 20-24 h be
37°C im Brutschrank inkubiert.

3.3.6. DIFCO-Agglutinationstest

Es wurden 4 verschiedene Ansiize getestet. Ansatz 1 und 2 beruhen ausschlieldich auf den
Hergdlerangaben. Die Ansdize 3 und 4 wurden in Anlehnung an den mit eigenem Antigen
durchgefiihrten Agglutinationstest durchgeftinrt.

Hierflr wurden zunéchst bekannte, d.h. vorgetestete und im Inditut haufig verwandte stark

positive Humanseren verwendet.

Zusétzlich wurde eine Schachbrettitration mit positivem Kaninchenserum durchgefhrt.

Material:

> DIFCO Francisdla tularensis Antigen fr die Objekttrégeragglutination

> DIFCO Francisella tularensis Antigen fir die Rohrchenagglutination

> DIFCO Francisdla tularensis Postivkontrolle Becton Dickinson, Heidelberg,
> 0,85% NaCl Germany ( friher Difco)

> Postiv- und Negativkontrolle

> Serumproben

> Rundbodenplatte Nunc A/S, Kamstrup, Danemark
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1. Ansatz: Obj ekttr ager-M ethode

In die Vertifungen ener Rundbodenplaite wurden 5, 10, 20, 40 und 80 pg Serum gegeben
und jewels 50 pg DIFCO-Antigen (,1 Tropfen®) fur die Objekttrégeragglutination
zugegeben. Die Platte wurde gut geschwenkt und nach 1 min abgelesen.

2. Ansatz: Rohr chen-M ethode

Serum wurde 1:10 in NaCl vorverdinnt und damit eine Serum-Verdinnungsreihe bis 1:640
hergestdlt. Zugabe von 05 ml DIFCO-Antigen fur die RoOhrchen-Agglutingion. Die
Endverdinnungen betrugen 1:20, 1:40 bis 1:1280. Die Inkubation erfolgte im Wasserbad, bel
37°C fir 20 bis 24 Stunden.

Da die vorhergehenden Ansdize keine eindeutige Agglutination zeigten, wurde versucht durch
Vaidion der Konzentrationen, Mengen und Inkubationszeiten mdgliche Wechsdwirkungen
der Resgenzien unterenander auszuschliefl3en und &dhnlich wie bem IMB-Agglutinationstest
eine Agglutination zu bekommen.

3. Ansatz: Mikroversion Objekttr ager-M ethode

Hergdlung ener Serum-Verdinnungsrehe mit NaCl in einer Rundbodenplaite und Zugabe
von je 50 pl DIFCO-Antigen fir die Objekitrageraggiutination (Endverdiinnungen 1:2, 1:4,
1:8, bis 1:256). Nach mehrmaligem, gutem Schwenken wurde 20 bis 24 Stunden be 37°C
inkubiert.

4. Ansatz: Mikroversion Rohrchen-M ethode

Andog zu Ansatz 3 wurde hier nur das fablose DIFCO-Antigen fir die
Rohrchenagglutination verwendet.

3.4 Statistische Auswertung
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Die daidische Auswertung der Teds efolgte unter Zuhilfenahme der Programme Excd und
SPSS. Bel SPSS (Statigicdl Package for the Socid Sciences) handdt es sch um en
amerikanisches  Statidikprogramm, welches b dem Inditut fir medizinische Satigik und
Epidemiologie in énem mehrtégigen Kurs erlernt wurde.

Kerngtlick fir den abschlieflenden Methodenvergleich waren die Sengtivitdt und Spezifitét
eines jeden durchgefiihrten Testverfahrens.

Die Sendtivitdt gibt die Zahl der fdsch negativen Ereignisse getelt durch die Gesamtzahl
aler negativen Ereignisse wieder.

Die Spezifitt berechnete sch ds Quotient aus den fdsch postiven Ereignissen und der
Gesamtzahl dler postiven Ereignisse.

3.4.1 Antikorper-EL1SA

Die Messung der Mikrotiterplatten im Mikrowin 3.0 Programm lieferte ene Vidzahl an
Daten. Die Pogtiv- und Negativkontrolle errechnete sch auf jeder Plate ads Mittdwert aus
vier Wells gleichen Inhdts Die Seren wurden dle in Doppereihen gemessen und jewells der
Mittelwert aus beiden Wells gebildet. Auf diese Weise wurde versucht  eventuelle Pipettier-
und Messfehler miglichst auszuschlief¥en.

Zum Uberblick wurde fir die Gruppe der Postiv- und Negativseren in - dlen
Verdiinnungsstufen der jeweilige Extinktionsmittelwert berechnet :
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Tab.3: ELISA-Mittelwerte:

Verdinnung 1:20 | 1:40 ] 1:80 | 1:160 | 1:320] 1:640] 1:1280 | 1:2560 | 1:5120 |1:10240
Seren

IMittelwert positiv] 1,62 | 165| 1,6 | 1,59 | 1,51 1,38 | 1,19 | 091 | 0,61 0,4
negativ] 1,26 | 1,08 0,83] 0,64 | 0,36 ] 0,20 | 0,122 | 0,06 | 0,04 | 0,03

IMedian positiv| 1,61 |1,66 | 1,61 | 1,61 | 1,54 |1,43 | 1,28 | 0,96 | 0,62 | 0,32

negativ] 1,28 |1,15 | 0,85] 0,53 | 0,30 | 0,16 | 0,09 0,04
Standardabw positiv] 0,14 |0,12 | 0,12 | 0,14 | 0,18 | 0,26 | 0,34 0,38 0,38 0,29
negativ] 0,26 0,31 10,33 ]0,59 | 0,25 0,16 | 0,09 0,05

\Varianz positiv |0,019 0,093 [0,015 | 0,020 | 0,03 |0,066 | 0,114 | 0,241 | 0,138 | 0,080
negativ]0,065 0,015 |0,110]0,098 | 0,06 |0,026 | 0,009 | 0,003 | 0,001 | 0,000

Minimum positiv] 1,30 |1,32 | 1,34 | 1,15 | 0,84 |0,55 | 0,27 | 0,12 | 0,05 | 0,33
negativ] 0,42 ]0,22 10,13 ] 0,08 | 0,05 ] 0,03 ] 0,003 | 0,002 |-0,004

[Maximum positiv|1,89 |1,86 [1,83 | 181 | 1,78 |1,76 | 1,70 | 1,61 | 1,53 | 1,32

negativ| 1,68 J1,61 | 150 | 1,18 | 107|077 | 046 | 025 | 0,15 | 0,08
25%0Quartile | positiv]| 1,55 |1,59 | 1,55 |1,54 | 143|123 | 097 | 062 | 0,33 | 0,19
negativ] 1,15 J0,88 J0,55 | 0,31 | 0,17 [0,127 | 0,08 | 0,05

/5%Quartile | positiv| 1,70 |1,73 | 1,69 | 1,69 | 1,651,556 | 1,44 | 1,19 | 085 | 0,52
negativ] 1,42 ]1,32 | 1,07 ] 0,78 | 0,47 0,25 | 0,14 | 0,07 | 0,05

Zur Berechnung der Signifikanz des ELISA wurden im SPSS-Programm Tests zum Vergleich
von zwe unabhdngigen Stichproben ( Positivserum, Negativserum ) verwendet:

WilcoxonTet und Mann-Whitney-U-Test snd Teddatistiken, der Z-Wert gibt die
Normalapproximation der Teststatistiken U und W wieder.

Die Funktion Asymptotische Sgnifikanz (2-tailed) entspricht dem p-Wert zu Z (zweisaitig).

Die Tedergebnisse zur Trennschafe des ELISA snd in Kapitd 4.1 tabdlarisch aufgefihrt
und erlautert.

Die Gegenlbersdlung von Sengtivitéd und Spezifitdi mit Hilfe der ROC-Kurve wurde
ebenfdls im SPSS-Programm eddlt und efolgie fir die am beden trennenden
Verdinnungsstufen (1:320, 1:640, 1:1280).
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Zumd bea ener Serumverdinnung von 1:500 bereits eine grofe Anzahl von Seren mit dem
Antikbrper-ELISA  im Inditut getetet worden waen und s ene Veglechss und
Kontrollmaglichkeit mit Vorergebnissen (z.T. IgA, 1gG und IgM separat bestimmt) bestand.

3.4.2 DurchfluRzytometrie

Die Beads wurden im Vorwérts-/Satenscattergramm erfald. Die Messung dler Seren erfolgte
in dem gleichen Gate. In diesem Gate lagen stets mehr ds 99% der Events. Gezédhlt wurden
durchschnittlich ca. 2000 Partikeln je Serum.

Be diesem Vefahren wurden jewells der Mittdwert (MnX), der Median (MdX) und die
Postion des Pesks (PkPosX) der Fluoreszenezintensitét bestimmt. Von den gewonnenen
Daten wurde nur_der Mittdwert der Fuoreszenzintenstdt eines jeden Serums zu weiteren
Berechnungen herangezogen. Der ebenfdls berechnete Median dsimmte immer bis
mindestens zur erden Stdle hinter dem Komma mit dem  Mittelwert Uberein und wurde

deshalb keiner separaten datistischen Auswertung unterzogen. Die Peak-Podtion unterlag den

anderen beiden Werten an Genauigkeit und wurde deshab nicht weiter verwandt.

3.4.3 Immunfluoreszenz

Die Immunfluorezenz ds subjektives Verfahren wird mikroskopisch beurtelt. Allgemeine
datistische GrofRen wurden mit Excel berechnet und fir unterschiedlich definierte Titer
gegenlbergestellt und der cut off ermittelt.



3.4.4 Westernblot

Die Auswertung der Blotstreifen erfolgte nach einer kurzen Trockenphase.

Nur Blotsrefen, welche das charakterisische Strickletermuster des LPS von Francisdla
tularensis aufwiesen, wurden as podtiv gewertet. Trat dieses Bandenmuster nicht auf, so

handdlte es Sch um ein negatives Ergebnis.

Als Titer gdt die letzte Verdinnung, bel der auf dem Blotsrefen das Strickletermuster
eindeutig erkennbar war.

3.4.5 IMB-Agglutinationstest

Als Titer wurde be diesem Tedt jene Verdinnung definiert, welche ds letzte eine eindeutige
Agglutination der Stérke (+) zeigte. Die Ergebnisse wurden tabellarisch mit Excd aufgefihrt.

3.4.6 DIFCO- Agglutinationstest

In keinem der Ansitze war ene Agglutinaion ablesbar. Somit war auch keine datistische
Auswertung zu erheben.
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4. Ergebnisse der Serodiagnostik

4.1 ELISA

Zunéchg wurde der Screening ELISA, welcher bereits in der Routinediagnostik verwendet
wird, as Referenztest geprift. Graphisch verteilen sich die Ergebnisse wie folgend:
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Abb.4: Prozentuale Verteilung der Positiv- und Negativser en

Der Mann-Whitney-Test zeigte, dass der ELISA in dlenVerdinnungen signifikant ist,wobel
der Verdinnungsbereich 1:320 bis 1:1280 von dlen getesteten Verdiinnungen, am besten

zwischen positiv und negativ trennte.

Zur Beechnung der Sgnifikenz fir die verschiedenen Verdinnung wurde der Mann-
Whitney-Test verwendet. Der Bereich zwischen 1:320 und 1:1280 trennte am besten
zwischen positiv und negativ (violett unterlegt).
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Tab.4: Signifikanzber echnung fir den EL | SA:

Verd. |Mann-Whitney U | Wilcoxon W Z Asymp.Sig.(2-tailed)
1:20 223,000 1549,000 -7,078 0,000
1:40 53,000 1379,000 -8,250 0,000
1:80 17,000 1343,000 -8,498 0,000
1:160 55,000 1381,000 -8,236 0,000
1:320 4,000 1330,000 -8,588 0,000
1:640 4,500 1330,500 -8,585 0,000
1:1280 4,500 1330,500 -8,585 0,000
1:2560 7,000 1333,000 -8,567 0,000
1:5120 21,000 1347,000 -8,471 0,000
1:10240 37,000 1363,000 -8,362 0,000

Die in der Tabelle angefiihrten Tests dienen der Signifikanzberechnung. Die asymptotische Signifikanz

(Asymp. Sig.) entspricht hierbei dem p-Wert. Der unterlegte Bereich weist die hochste Signifikanz auf.

Fir diese Vedinnungen wurden mit Hilfe ener ROC-Kurve Sendtivitéd und Spezifitét
berechnet und tabellarisch gegenlibergestelIt.

Tab.5: Abhangigkeit von Sensitivitdt und Spezifitdt baim ELISA

Sensitivitat |Spezifitat |Extinktionswert bei der Verdinnung
in % in % 1:320 1:640 1:1280
100 80,4 0,541 0,264 0,153
100 82,4 0,556 0,278 0,17
100 84,3 0,581 0,294 0,185
100 86,3 0,655 0,299 0,209
100 88,2 0,725 0,357 0,234
100 90,2 0,742 0,421 0,25
100 92,2 0,794 0,488 0,265

98 92,2 0,862 0,57 0,286
98 94,1 0,894 0,592 0,326
98 96,1 0,915 0,623 0,378
98 98 0,999 0,707 0,437
95,9 100 1,083 0,846 0,516
93,9 100 1,159 0,936 0,583
91,8 100 1,242 0,986 0,614
89,8 100 1,276 1,035 0,66
87,8 100 1,298 1,053 0,699
85,7 100 1,314 1,062 0,777
83,7 100 1,335 1,091 0,871
81,6 100 1,361 1,157 0,914
79,6 100 1,377 1,204 0,937

=> keine falsch negativen Testseren

=> keine falsch positiven Testseren

Farbig unterlegt sind die Extinktionswerte,

negativen Ergebnisse gibt.

47

bei welchen es als Cut off keine falsch positiven bzw.



Abhdngig vom jeweligen Verdinnungsbereéich  und der gewlnschten Sengtivitdt bzw.
Spezifitt Ind in der obigen Tabedle die Extinktionsverte angegeben, ab wechen dn
gemessenes Sgrum ds postiv - einzusufen id. Unplausble Ergebnisse wurden mindestens
noch einma wiederholt und nur bestétigte Ergebnisse bal der Auswertung verwendet.

Inder Diagnodiik ist es besonders wichtig moglichst keine fasch negativen Ergebnisse zu
erhdten. Deshalb wurde bel der Festlegung des Cut offs darauf geachtet, dass der ELISA ene
Sengtivitét von 100% erhidlt.

Getestete Seren, diebe

der Verdinnung 1:320 eine Extinktion ? 0,794

der Verdinnung 1:640 eine Extinktion 7 0,488

und der Verdiinnung 1:1280 eine Extinktion ? 0,265

aufweisen and as positiv zu werten. Die Spezifitét betrégt bel diesem Cut off 92,2%.

4.2DFZ

Wéhrend die Durchflul®zytometrie in der Zdltypiserung bereits wet fortgeschritten i,
befindet dch diese Methode zum AntikGrpernachwels aus Patientenseren noch in der
Entwicklung.

Testoptimierung:

Durch Modifiketionen in den Resgenzienkonzentrationen, dem Inkubationsmodus und nicht
zuletzt der Computereéingdlung wurde letztendlich ene zuverlassge Dikrimination zwischen
positiven und negativen Seren erreicht.

Zunéchgt zeigte dich, dal3 das Konjugat z.T. direkt an die Beads band. Deshdb wurden die
Beads vor Teddurchfihrung mit 10%igem Ziegen bzw. Kaninchenssrum geblockt und
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anchliefend im normaden Tedablauf mitgemessen. Das Blocken bewirkte jedoch keinen
Unterschied zu den nicht geblockten Beads.

Deshdb wurde en Tel des Konjugats spezidl adsorbiert. Es wurde hierfir 1.5 in FACS
Puffer verdinnt und 30 min mit 5 m Beads inkubiert, anschlief¥end die Beads verworfen und
der Uberstand vorsichtig abopipettiet und in FACS-Puffer 1:10 wieder aufgenommen.
Abermas wurden 5 mi Beads fir 30 min zugegeben, gewaschen und der Ubergtand mit dem
adsorbierten  FITC-Konjugat aufgehoben. Der  Adsorptionsvorgang  veranderte  das
Bindungsverhdten jedoch nicht.

Eine Konjugaverdinnung von 1:100 reduzierte die direkte Resktion mit den Beads zwar
Voraussetzung war aber die ausreichender Markierung der podtiven Seren mit  dieser

Konjugatmenge.

Durch letztendliche Verwendung des Konjugats von Sigma (das FHITC-markierte polyvaente
Anti-human-Immunglobulin von Dako wird im Kaninchen generiert, das von Sigma dagegen
in der Ziege) konnte das Problem der unspezifischen Bindung auf einfache Art und Weise
gel 6t werden. Das Blocken der Goat- anti-Mouse Beads wurde UberflUssg.

Nachdem die Inkubationstemperatur (4°C, 20°C, 37°C) keinen Unterschied in Bezug auf die
Messergebnisse  erkennen  lief3, wurden die weiteren Untersuchungen bel  Raumtemperatur
durchgefihrt.

Die Dauer der Inkubetion dagegen zeigte dSgnifikante Unterschiede. Als optima erwiesen
sch 60 min fur die Seren und 30 min fir das Konjugat. Kirzere Inkubationszeiten fuhrten zu
ener schlechteren Trennung  zwischen  postiven und negativen Seren. Eine  weltere
Verlangerung der Inkubationszeiten flihrte zu keiner zuséizlichen Erhéhung der Trennschérfe.

Dagegen wurde durch ene Erhthung der Konzentration der Beschichtungsreagenzien
(mAK 1116 auf 40 ng/ml) und ene LPS-Erhthung auf 1.2 (bezogen auf die Ausgangs-
konzentration) eine sehr vid bessere Trennschéarfe erreicht.

Die optimde Serumverdinnung lag ba 1.25. Hier wurden die grofden Differenzen zwischen
den pogitiven und negativen Proben gemessen.
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Abb.5: Prozentuale Vertellung der Seren in der Dur chflul3zytometrie

Die Daten beider Testgruppen sind in der folgenden Tabele zusammengefasst:

Tab.6: Statistische Wertefiir die DurchflulRzytometrie:

positive Seren |negative Seren
Mittelwert 7,005 0,525
Median 7,11 0,468
Minimum 3,65 0,19
Maximim 12 1,84
Standardabw. 1,985 0,258
Varianz 3,058 0,067
Quartile 25% 5,932 0,332
75% 8,38 0,626

Mittelwerte der relativen Fluoreszenzintensitét der Positiv- und Negativseren und daraus berechnete
statistische Grufzen

Negative Seren lagen dle unter 1,84 (Mittdwert 0,525), postive dle Uber 3,65 , bel einem
Mittedwert von 7,0. Eine Unterscheidung war eindeutig mdglich und wurde ausnahmdos
richtig getroffen. Sengtivitét und Spezifitét beliefen sch somit auf 100%.

Dieser deutliche Ergebnisunterschied war auch grgphisch zu sehen. In der Abbildung 6
wurden exemplarisch sechs zufdlig ausgewdhite Seren zur Verdeutlichung der Mef3ergebnisse
computertechnisch Ubereinandergel egt.
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Abb.6: Overlay-Graphik zufallig ausgewahlter Positiv- und Negativseren der DFEZ:

Die Maxima der Negativseren ( neg sera) haben eine schwéchere Fluoreszenz als die Positivseren ( pos
sera). Die Fluoreszenzstérke ist logarithmisch aufgetragen.

Haltbarkeitsuntersuchung der Beads:

Padld zu den t&glich frisch angesatzten Beads wurden Uber mehrere Tage ,fertige / dte'
Beads mitgefiihrt. Diese Beads waren am 1Versuchsdag mit dem monoklonden Antikorper
und dem LPS inkubiert worden und wurden bis 4°C im Kihlschrank aufgewahrt. An jedem

folgenden Versuchstag wurden se dann andog zu den normalen Probessren mit der
Serumverdinnung einer Pogtiv- und Negativ-Kontrolle inkubiert.
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Tab.7: Haltbarkeit L PS-beladener Beads:

1.Tag |2 Tag
pos. Kontrolle| 6 18 6,0
neg. Kontrolle| ) 699 0,716
PosKo-negko| 5 481 5,284

5. Tag 6. Tag 7. Tag
559 6,71 6,32

0,585 0,748 0,752
5,005 5,962 5,568

Stabilitét schon mit LPS beladener Beads Uber 7 Tage. Aufgefihrt ist die relative Fluoreszenzintensitét

der LPS-beladenen Beads an mehreren aufeinanderfolgenden Tagen.

Die praparierten Beads erwiesen dsich Uber den Zeitraum von 7 Tagen as sabil. Se konnten

problemlos verwendet werden und verkirzten die Versuchsdauer um 15 — 2 Stunden.
Langere Zetraume wurden fir den Stabilitdtsnachweis nicht untersucht. Die Differenz

zwischen Pogtiv-
bedingten Schwankungsbereich.

4.3 |mmunfluor eszenz

Anzahl der Seren 87

161
147
1271
101

61

on &

und

Negativkontrollen (PosKo-negKo)

1:40

1:160

1:640

Serumverdinnung

1:2560

Abb.7: Titervertellung be der | mmunfluor eszenz
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Neben der Titerbestimmung i die Huoreszenzdéke enes Serums das entscheidende
Kriterium be der Immunfluoreszenz (wie in Tab. 7 dargestdlt). Auch wenn diessr Test bel
der Auswertung unter dem Mikroskop ener gewissen Subjektivitét unterliegt, so it mit einem
gewissen Ma3 an Ubung eine schere Eindufung der Huoreszenzstzrke und somit eine

Bewertung des Testserums (positiv oder negativ) gut moglich.

Die Abbildung 8 zeigt das Bild enes podtiven Serums mit dem typischen darken

Huoreszenzmustey.

Abb.8: Fotobeispiel der |mmunfluoreszenz ( positives Testserum ):

Francisella tularensis-Bakteriensuspension (hier: infizierte Zellkultur) wurde auf Objekttréger
aufgetragen, mit Methanol fixiert, mit der Serumverdinnung inkubiert und gewaschen. Durch Zugabe
FITCmarkierter Anti-human-Antikorper wurden im Positivserum vorhandene und nun an das Antigen

gebundene Francisella tularensis- Antikdrper mit dem Fluoreszenzfarbstoff versehen.

Folgender Ausschnitt aus einer Bewertungstabelle soll das typische Bild der Fluoreszenz bel
einem poditiven und enem negativen Serum beispielhaft wiedergeben:
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Tab.8: Dokumentation eines Positiv- und Negativser ums:

Verdinnung 1:20 1:40 1.80 11160 | 1320 |1.640 1:1280 (1:2560 | 15120 | 1:10240
Pos. Serum ++++ ++++ ++++ +++ +++ +++ ++ ++ + +
neg. Serum + + - - - - -

Beispiel des Fluoreszenzverhaltens eines positiven und negativen Serums im Immunfluoreszenztest

Alle postiven Seren zeigten be den Verdinnungen 1:20 bis 1:160 — und meist noch weiter —
sarke (+++) bis sehr sake (++++) Fuoreszenz. Bel den negativen Seren war die

Fluoreszenz in den anfanglichen, niedrigen Verdinnungen zwar meist vorhanden, aber immer

nur schwach (+) und fid dann rasch ganz &b (-).

Dies gilt ba der Betrachtung der Titer zu beachten, welche kene direkte Aussage Uber die
Huoreszenzstérke machen und ohne Mitenbezug der Huoreszenzgtarke in Einzdfdlen zu
ener Fehlinterpretation fihren konnte! Abweichend von der Ublichen Definition wurde der
Titer bel der Immunfluoreszenz definiet ds letzte Verdinnung mit der FHuoreszenzgtérke (+)

bzw. (++) .

Tab.9 und 10: Titervertellung be unterschiedlicher Fluor eszenzstarke:

Titer Positive Seren Negative Seren
Anzahl Prozent Anzahl Prozent
1:20 16 32%
1:40 13 26%
1:80 4 8%
1:160 1 2% 1 2%
1:320 2 4%
1:640 7 14%
1:1280 14 28%
1:2560 11 22%
1:5120 7 14%
1:10240 8 16%
keine Fluoreszenz 0% 16 32%
gesamt 50 100% 50 100%

Prozentuale Verteilung der Titer bei der Fluoreszenzstarke (+)
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Titer

Positive Seren

Negative Seren

Anzahl Prozent Anzahl Prozent
1:20 3 6%
1:40 1 2%
1:80
1:160 3 6%
1:320 10 20%
1:640 14 28%
1:1280 11 22%
1:2560 10 20%
1:5120 1 2%
1:10240 1 2%
keine Fluoreszenz 0% 46 92%
gesamt 50 100% 50 100%

Prozentuale Verteilung der Titer bei der Fluoreszenzstarke (++)

Abhéngig von de Definition des Titars earechte die Immunfluoreszenz - wirde das
Fluoreszenzmuster Uber die gesamte Verdinnungsrethe vernachléssgt werden — somit ene
Spezifitét von 98% ( Titer = letzte Verd. mit + ) gegeniiber 100% bel Festlegung des Titers
ba (++) . Zeigt eén Serum in der Verdinnung 1:160 die Fluoreszenzstérke (++) oder mehr, so
handelt es Sch be diessr Probe mit ener Wahrscheinlichkeit von 100% um ein Pogtivserum.
Die Huoreszenzstérke + entspricht der unspezifischen Fluoreszenz, welche auch Negativseren
in niedrigen Serumverdinnungen (1:20) aufweisen konnen.

Ergo: Die Huoreszenzintensitét (++) wurde a's Entscheidungskriterium verwendet.

Die Immunfluoreszenz erlaubte eine korrekte Zuordnung aler Seren ohne fasch podtive oder
fdsch negative Ergebnisse. Die Postivseren hoben sch durch ihr Fuoreszenzmuster deutlich

von den Neggativseren ab.

Sengtivitét und Spezifitét beliefen sich auch bel diesem Test auf 100%
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4.4 \Wester nblot

Wie in der Abbildung 9 anhand von 2 Beispiden dargestellt waren dle Testseren eindeutig
auszuwerten.

- —

Serumverdinnung 1:250 1:500 1:1000 1:2000 1:250 1:500 1:1000 1:2000 1:1000

Positivserum Negativserum Positiv-
kontrolle

Abb.9: Fotobeispiel des Westernblot:

Das Positivserum zeigt das Strickleitermuster von Francisella tularensis. Beim
Negativserum handelt es sich um unspezifische Banden.

Alle 50 negdiven Seren gdlten sch im Wedternblot negetiv dar. Alle 50 postiven Seren
heiten enen Titer >1:2000 und waren aufgrund des spezifischen Bandenmuders in dlen
Verdinnungen eindeutig a's pogitiv auszuwerten.

Der Wedernblot wie auch ale anderen von Hand abgdesenen Tests waren immer ener
gewissen Subjektivitdét in der Bewertung ausgesetzt. Im Fal des Westernblot ist das
charakterisische Bandenmuster nur bel  Pogtivseren abzulesen gewesen, diee wiesen dle
enen Titer >1:2000 auf. Alle negativen Seren zeigten keine typischen Banden, nur vereinzdt
waren unspezifische Bandenmuster vorhanden.

Es gab kene fadsch podtiven oder fasch negativen Ergebnisse. Somit betrugen Sengtivitét
und Spezifitét bel diesem Test 100%.
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4.5 1M B-Agglutinationstest

Nach 24 Stunden wurden die Rundbodenplaiten aus dem Brutschrank genommmmen und
abgelesen.

Bea den 50 Negativproben fand Uber die gesamte Verdinnungsrehe keine Agglutination datt.
Es zeigte sch ein stecknadelkopfgroRes Knopfchen am Plattenboden. Bel dlen Postivseren
kam es zur Agglutination, was dch in Form ener Art dinnen Hautchens im Wedl zegte.
Dieses war in den hoheren Verdinnung schwécher ausgebildet und trat - abhéngig von der
Antikorpermenge in dem jeweligen Serum — &b ener gewissen Verdinnung dam gar nicht
mehr auf. Der s0 besimmte Titer bewegte sch be dlen postiven Seren zwischen 1:32 und
1:256.

50 1

401

Anzahl der 307
Seren 201 @ Positive Seren
10+ ]:ﬂ:ﬂ: Negative Seren

04

keine 1:4 1:16 1:64 1:256
Aggl.
Serumverdinnung

Abb.10: Titervertellung bem | M B-Agglutinationstest

Insgesamt wiesen 92% der Positivseren einen Titer = 1:64 auf.
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Tab.11: Titervertelung:

Titer Positive Seren Negative Seren
Anzahl Prozent Anzahl Prozent
1:2 0 0 0%
1:4 0 0 0%
1:8 0 0 0%
1:16 0 0 0%
1:32 4 8% 0 0%
1:64 15 30% 0 0%
1:128 17 34% 0 0%
1:256 14 28% 0 0%
keine Aggl. 0 0% 50 100%
gesamt 50 100% 50 100%

Prozentuale Vertellung der Titer im IMB-Aggl utinationstest

Eine Unterscheidung war ohne fadsch podtive oder fdsch negative Tedergebnisse in dlen
Félen moglich.
Sengtivitét und Spezifitét betrugen bel dem IMB-Agglutinationstest jeweils 100%.
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4.6 DIFCO —Agglutinationstest

Der DIFCO Francisella tularensis Agglutinationstest fir die Rohrchent und die Objekttrager-
methode i der einzige zugdassene und kommerzidl erhdtliche Tet zum Nachwes von

Francisdla tularensis- Antikorpern.

1. Ansatz: Obj ekttr dger methode

Zungchg enmd fid  af,
Endverdinnungen nicht  mit

dad die in da Gebrauchdnformation
den durch Seum-

angegebenen
und Antigen-Mischung entstandenen
Verdinnungen Ubereingimmten .

Tab.12: Beipackzettel des DI FCO-Aqgglutinationstests:

Serum 5u 10l 2u 40l 80l

Antigen 50l 0u 50 ul 0u 50l
errechneteVerdinnung | 1:11 1.6 1.35 1:.2,25 Antikorpertiberschufd
Im Beipackzettel | 1:320 1:160 1. 80 1:40 1:20

angegebene

Endverdinnung

Gegenuberstellung der auf dem Beipackzettel angegebenen und der errrechneten Endverdinnungen fir
den DIFCO-Agglutinationstest

Trotzdem wurden Serum und Antigen mengenmddg korrekt inkubiert, die Inkubationszeit
sogar bis auf 24 Stunden verlangert.

Testauswertung:

Nach 1 Minute konnte keine Agglutination fesigestellt werden. Auch nach 5, 10, 30, 60
Minuten, bis 24 Sunden wa keine endeutige Agglutinaion zu sehen. Es konnte lediglich
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ene Zunahme des Bodensatzes, verursscht durch die enthdtenen Farbgtoffe (Krigdlviolett
2ml/l und Brillantgriin 5mi/l), beobachtet werden.

2. Ansatz: Rohrchen-M ethode

Auch bel diesem Test war keine Auswertung moglich, da keine Agglutingtion entret.

3. Ansatzz  Mikroversion Objekttr ager-M ethode

Es war keine Auswvertung moglich. Mit zunehmender Verdinnung nehm der blaue Bodensaiz

ZU.

4. Ansatzz  Mikroverson Rohrchen-M ethode

Auch bel diesem Ansaiz fand keine schtbare Agglutination statt.

Nachdem die Humanseren nicht agglutinierten wurde zur Kontrolle des Antigens der Ansaiz
mit pogtivem Kaninchenserum wiederholt. Auch hier kam es zu kener Antigen
Antikbrperregktion. Ebenso  bel  Vewendung des von DIFCO  vertriebenen
Positivkontrollserums konnte keine Agglutination beobachtet werden.
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4.7 Methodenvergleich

ELISA

Die leichte Handhabe, die schnelle photometrische Auswertung und die hohe Sengtivitét
machen den ELISA zu enem optimden Screening-Test. Eine Serumverdinnung von z.B.
1:640 ig zur Diagnostik einer Probe ausreichend, die Hersdlung einer Verdinnungsreihe ist
be diesem Vefahren nicht notwendig. Aufgrund des grof¥en Probendurchsatzes eignet sich
der ELISA auch sehr gut fir seroepidemiologische Studien.

DFZ

Die Durchflul®zytometrie i ene in diessr Anwendung neue Methode zur Tulardmie-
Diagnostik. Ebenso sengtiv wie beim ELISA kann mit etwas groferem technischen Aufwand
die Bedimmung von Tuladmie-Antikdrpern aus ene enzigen Serumverdinnung erfolgen.
Der Probendurchsaiz it wegen des Mehr an Handarbeit geringer ds bei dem ELISA, die
Genauigkeit des Verfahrens jedoch ebenfalls sehr hoch.

Vergleichbare Zahlen von anderen Arbeitsgruppen gibt es nicht.

IF

Die Immunfluoreszenz is en enfach zu handhabendes Vefaren zum Antikorpernachwels
Voraussetzung hierfir is die Hergedlung ener Verdinnungsrelhe, denn nur damit kann das
neben dem Titer entscheidende Fuoreszenzverhdten genau beurtellt werden. Wéhrend des
Trocknens der aufgetragenen Bakteriensugpenson kann es zur Klumpenbildung kommen. Die
GroRe des Objekttragerfeldes ermoglicht an  ausreichend anderen Stdlen  dets  ene
enwandfré Beurtellung der Huoreszenzstérke eines Serums. Solche Klimpchen entstehen
beim Herabsinken der Partiken in dem trocknenden Tropfen und snd  nicht zu verhindern.
Ein Nachtel is das Ausbleichen der Huoreszenz und macht eine sofortige Auswertung der

Immunfluoreszenz- Objekttrager nétig.
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Westernblot

Die Blotdrefen dand tUber Wochen unter kihlen und trockenen Bedingungen hdtbar. Die
Teddurchfihrung ig  reaiv enfach, die Auswetung ist anhand des gspezifischen
Bandenmusters von Francisella tularensis endeutig und theoretisch anhand ener enzigen
Serumverdinnung maoglich. Besser ig es jedoch ene Verdinnungsreihe, in welcher zugleich
der Titer bestimmt werden kann, herzugdlen. Der Wedernblot setzte dch  ds
Begtétigungstest in der Praxis durch.

IMB-Agglutinationstest

Agglutinationstests snd arbetdntensv, da immer eine Vedinnungsrehe hergestdlt werden
muld. Ein Problem snd Kreuzresktionen mit Brucella ssp., Proteus OX 19 und Yersinia ssp.
(Mandell et d 1993), welche im Zwefdsdl sets durch weitere Tests ausgeschlossen werden

mussen.

DIFCO-Agglutinationstest

Im Beipackzettd weist der Hergdler DIFCO auf mogliche Kreuzresktionen mit Brucella-
Antigenen infolge der Antigerverwandtschaft mit Francisella tularensis hin, und erklért, dass
be einem pogdtiven Tedauddl ene Infektion mit Francisella tularensis sehr wahrscheinlich
s. Zur endgiltigen Diagnose missten dlerdings wetere  anamnestische und  klinische
Befunde sowie zusitzliche Labordaten enbezogen werden. Im Gegensaiz zum  IMB-
Agglutinationstest konnte dieser einzige, bis vor kurzem kaufliche Test nicht as Screeningtest
bestétigt werden. Anders ds bem IMB-Agglutinaionstest wird gerade be dem DIFCO-
Roéhrchentest fir jede Verdiinnungsreihe eine grof3e Menge an Bakteriensuspension benttigt.

SO war mit dlen im Inditut fir Mikrobiologie entwickdten Tedts ene dchere Diagnostik
madglich. ELISA, Wedenblot, Immunfluoreszenz, Durchfluizyometrie und der IMB-
Agglutinationstest er'wiesen dch ds dgnifikant, se trennten dle sehr gut zwischen postiven
und negativen Proben. In dem jewells optimaden Verdinnungsbereich wiesen die Tedts ene
hohe Sensitivitét und Spezifitét auf:

62



Tab.13: Sendtivitat und Spezifitat aller durchgefiihrten Tests:

ELISA 100% 92,2%

DFZ 100% 100%

IF 100% 100%

WB 100% 100%

IMB-Agglutinationstest 100% 100%
DIFCO-Agglutinationstest - -

Fir den Agglutinationstest der Firma DIFCO sind deratige Angaben nicht moglich, da in
keinem der verschiedenen Versuchsansitze - trotz drikter Einhdtung der Gebrausanweisung -
eine Agglutination beobachtet werden konnte.
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5. Diskussion

Die Tulardamie i ene sdtene, potentidl todliche Infektionskrankheit und war Bestandtell
verschiedener B-WaffenProgramme in Rusdand (Alibek, 1999). Die Vewendung von
Francisella tularensis ds Kampfstoff kann deshab heutzutage nicht ausgeschlossen werden.

In Deutschland  efolgten zuletzt vereinzet dimentare Infektionen. Européische Naturherde
fUhrten z.B. in Spanien zu kleneren Tulardmie-Ausbriichen und im Kosovo kam es durch die
schwierigen Nachkriegsbedingungen 2000/2001 begiingtigt sogar zu einer Epidemie mit Uber
300 Erkrankten.

De Antigennachweis (Kapitd 1.11) spidt seine grofde Rolle scherlich be der Herdsuche
und Verbreitungskontrolle anhand von Umwelt- und Tierproben. Die Kontamination dieser
Proben mit anderen Mikroorganismen kann die Diagnostik erheblich erschweren. Sengtivitét
und Spezifitét der oben erwdhnten Tests Snd z.T. noch immer sehr niedrig (Tab.14, S.65). Ein
auseichend dcheres Screening von Petienten mit Verdacht auf eine Francisella tularensis-
Infektion mittels Antigen-Nachweisist deshalb nicht gegeben.

Klinisch wird in Vedachtfdlen vor dlem der serologische Antikérpernachwels verwendet..
Diesr ig a 2 Wochen pos infectionem moglich. Die Serodiagnogtik ist hierfir ein schndle
und fir das Laborpersond relativ ungefahrliche — v.a im Vegleich zur Erregerkultivierung —
Methode. Sie gibt mit der Bestimmung des Titers zudem Auskunft Uber den Verlauf der
Infektion und die Abwehrlage des Patienten.

Verschiedene Studien, die sch auch mit der Senstivitd und Spezifitd des Francisella
tularensis — Antigegn — und Antikorpernachweises beschéftigt haben snd in der folgenden
Tabdle zusammengefasst.
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Tab.14: Publikationen zur Tularamiediagnostik:

Nachweis von Gruppe Test Sensitivitat| Spezifitat

Ag Sjostedt et al., 1997 [Kultur (Ulkus) 25%

Ag Junhui et al., 1996 Kultur (Ulkus) 47,8%

Ag Long et al., 1993 Kultur (Blut) 13,2%

Ag Junhui et al., 1996 PCR 82,6%

Ag Sjostedt et al., 1997 |PCR 73%

Ag Fulop et al., 1996 PCR 88,9%

Ag Grunow et al., 2000 [Tul4 spez.PCR 86,7%

capture ELISA 100%
immunochr. Assay 73,3%
Bevanger et al., 1988 |Mikroagglutination 90,9%
AK-ELISA
lg A/IG/M 93%
Ig separat je 97,5%
Sato et al., 1990 IMikroagglutination
4 Tage post infectionem 24%
5Tage post infectionem 50%
7 Tage post infectionem 100%

Ak Nele Kischel ELISA 100% 92,2%
In dieser Arbeit Durchflul3zytometrie 100% 100%
beschriebene Daten [Immunfluoreszenz 100% 100%

\Westernblot 100% 100%
IMB-Agglutinationstest 100% 100%
DIFCO-Agglutinationstest - -

Studien der letzten Jahre und die in ihnen ermittelte Sensitivitat und Spezifitét bei verschiedenen
Methoden des Francisella tularensis- Antigen — und Antikorpernachwei ses

Es dnd bisher wenig Daen zur Sengtivitdd und Spezifitdt des Francisdla tularensis-
Antikérper- Nachweises vertffentlicht worden. Die in der Tabdle 14 aufgefUhrten Autoren
beschrieben fur unterschiedliche Tests eine Senstivitét zwischen 24% und 100%. Angaben
zur Spezifitét waren den Artikeln leider nicht entnehmbear.

ELISA, Westernblot, |mmunfluoreszenz, Durchflufzytometrie und der IMB-
Agglutinationsest ewiesen sch ds dgnifikant, de trennten dle eindeutig zwischen postiven
und negativen Proben. In dem jewells optimaen Verdinnungsbereich wiesen die Tedts eine
Sengtivité von 100% und ene Spezifitdt 100% (nur ELISA 922%) auf. Mit dlen diesen
Tests war fur die Stichprobe von insgesamt 100 Humanseren ene optimae Diagnostik
maglich.

Die Testung von 50 Pogtiv- und 50 Negativseren im Rahmen dieser Doktorarbeit hat
Stichprobencharakter. Die oben angegebenen 100% Sengtivitét bzw. Spezifitét snd fir eben
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diese vorsdektierte Stichprobe glltig und  driicken nur  aus, dass dle 100 Testseren richtig
diagnogtiziert wurden. Dem gegentber sai ewahnt, dass die Arbetsgruppe IMB Uber 6000
Seren aus ener Querschnittsuntersuchung bezogen auf ganz Deutschland untersucht hat und
dabe flr Francisdla tularensis ene Pravdenz von 0,2% (im Westernblot wurden 15 von
6620 Seren podtiv getestet) fand. Auf ein grofRes Kollektiv an Seren bezogen kann in der
Praxis ds0 zumindest von ener Sengtivitde von 100% und ener Spezifitét von 99,8%
augegangen werden.  Zudem wurde durch die Kombination wvon Antikorper-ELISA
(Screeningtes) und Wedternblot (Bestétigungstest) die Wahrscheinlichkeit fasch postiver
bzw. negativer Ergebnisse weiter minimiert.

Der DIFCO-Agglutinaionstest konnte in dieser Arbet ds Screening-Test nicht bestétigt
werden, da keine Agglutination entrat. Seit den 60er Jahren i dieser Test das enzige
kaufliche, fir die Tularamie- Diagnostik beim Menschen zugelassene Testkit.

Die Seren wurden weit herunterverdinnt (bis 1:1280 Endverdinnung), um das Auftreten von
Prozonen  auszuschlief3en.  Die Vaiation der  Vesuchsansdize -  zumd die
Gebrauchanformation der Firma DIFCO fir den Objekttrégeragglutinationstest fehlerhaft it
— zeigte auch kenen Erfolg. Das Auftreten von Bodensaiz lie3 keine Auswertung zu.
Daraufhin wurde mehrmas be der Firma DIFCO bzw. mittlerweile BECTON DICKINSON
GmbH in Heideberg nachgefragt, dennoch reagierte die Firma bedauerlicherweise nach Uber
enem Jahr des Versuchens nicht auf die Bitte um néhere Produktinformation. Offengichtlich
wird diesss aus Detroit sammende Diagnostikum in Deutschland Uber  BECTON
DICKINSON nur vertrieben, jedoch auch die aus den USA versprochene Produktinformation
kam nie an. Ebenso der Hinwels auf die fehlerhafte Verdinnungsangabe (Tab.12, S61) im
Beipackzettd fiihrte zu keinerlel Handeln von Seiten der Firma DIFCO.

Nach mehrmdiger Testung verschiedener Chargen bleibt somit nur die Schluf¥olgerung, dass
dieser Test, der Uber 40 Jahre offenbar nicht konsequent weiterentwickelt worden ist, bei uns
nicht funktioniete. Eine Mdoglichket fur die Fehlleisung dieses Tests konnte uU. darin
bestehen, dass sch die Bakterien, die fir dieses Assay verwendet werden, im Lauf der Zeit
verandert haben, denn der IMB-Agglutinaionstests, der mit dem aus dem Lebendvakzin-
Stamm hergestellten Antigen durchgefiihrt wurden, erbrachte zufriedengtellende Resultate.

Ahnliche Erfahrungen mit dem DIFCO-Agglutinationstest  (ca. 100 TestsMonat) wurden
auch am Zentrdingtitut Koblenz der Bundeswehr gemacht (personliche Mitteilung).

Ende 2001 wurde der Test aus der Produktpalette der Firma DIFCO genommen.
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Der ELISA und der Westernblot wurden nach dem in Kapite 3.3.1 bzw. 3.3.4 beschriebenen
Schema bereits erfolgreich im Kosovo eingesetzt :

Im April 2000 wurden 2 Mitarbeiter des Indtituts fir Mikrobiologie auf Btte der WHO in den
Kosovo abgesandt, wo st Maz 2000 in der Zivilbevolkerung mehr ds 600 VerdachtSdle
von Tularamie registriert worden waren. In diesem Rahmen wurden 494 Seren auf Antikorper
gegen Francisdla tularensis mittels ELISA und Wesernblot getestet. In 185 Falen wurde
ene Infektion bestdtigt (42% der Verdachisfdle, 24% Zufadlsbefunde). Zusitzlich wurde be
418 Seren der IMB-Agglutinationstest durchgefiihrt, wo sich 142 postive Seren fanden. Es
wurden Uber 900 Proben mit dem ELISA ( Screening-Test ) und anschliel¥end im Westernblot
(Bestdtigungstest) auf Francisella tularensiss Antikérper untersucht. Hierbei wurde durch
Kombination der beden Vefaren dene Spezifitd und Sengdtivitéd von 90% errecht.
Insgesamt wurde in 327 Fdlen ene Infektion mit Francisella tularensis nachgewiesen (0-76
Jare mif = 1.1 ) es handdte dch fast ausschligdich um die oro-pharyngedle Form. Aus
Umweltproben und Proben betroffener Haushdte wurde kontaminiertes Trinkwasser und
durch Nagetiere kontaminierte Lebenamitte ds Infektionsqudle mittdds  Antigennachwels
identifiziert. Die effiziente Diagnogsik und Thergpie konnte dazu betragen die Epidemie
relativ kurzfrigtig einzudémmen und mdgliche Todesfdlen zu verhindern.

Der vom IMB entwickdten Agglutinationstest wird derzait fir seroepidemiologische Studien

der Tularamie im Kosovo von den Uberwachungsbehdrden vor Ort weiterhin verwendet.

Fazit:

Francisdla tularensis is en Bakterium, das - im Gegensatz zu der Mehrheit der Bakterien -
nicht, auf den normaeweise im Kliniklabor verwendeten Agarplatten wachst. Mit den
Standardmethoden der Mikrobiologie ist der Erregernachweis aus Ulcusabstrichen  oder
Blutkulturen kaum maglich. Zudem bedaf es bei der Kultivierung von Francisella tularensis
sezidler Sicherhetsvorschriften, welche vide Labors nicht eflllen. Die Methode der Wahl
be Vedacht auf ene Tuladmie-Infektion it der Nachweis von Francisdla tularensis-
Antikorpern.
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Mit Ausnahme des DIFCO-Agglutinationstests erwiesen sch die getesteten Methoden zum

serologischen  Antikorpernachwels aus Humansaren ds hoch sengtitiv und  spezifisch.  Fr

die sologische Routinediagnostik am besten geegnet snd der ELISA und der

Westernblot, da es sch um Methoden handdt, welche in den Labors grol¥erer Kliniken zum

Standard gehdren. Mit ihrer Auswertung ist das Laborpersond vertraut, es gibt wenig

Fehlerquellen. Bede Tests dnd hochsendtiv, die Extinktionsmessung im  ELISA ig
eindeutig, das Strickleitermugter von Francisdlla tularensis im Westernblot ist unverkennbar.

Zudem bieten diese beiden Testverfahren die Mdglichkeit se in Form kompletter, vorbereiter

Kits zu herzugdlen.

Die Durchflu3zytometrie is ebenfals eine hochsengtive Methode zum Nachwels von
Francisdlla tularenss- Antikdrpern anhand von ener Serumverdinnung. Fir die brete
Routineanwendung bestent derzeit jedoch der Nachtell, dald3 nicht vide Labors en
Durchfluf3zytometer zur Verfligung haben.

Der IMB-Agglutinationstest bedaf eaniger Erfdrung in  der  Auswetung und
Kreuzresktionen mit Yersnien und Brucellen kdnnen zu fasch postiven Ergebnissen flhren.
Es bedaf sets einer Verdinnungsreihe, die herzustellen arbeitsintengv it.

Der DIFCO-Agglutinationstest versagte as Screeningtest.

Aufgrund der im Lauf diessr Arbet gewonnenen Erfahrungen l&sst sch folgendes Schema bel
Tulardmie-Verdachtstallen empfehlen:

Mit dem ELISA (Screeningtest) postiv getestete Seren werden im Westernblot (Bestétigungs-
tet ) nachuntersucht. Das Prinzip Screeningtest plus Bedtdtigungdet minimiet zudem die
Gefahr von Vewechdungen, Pipettier- und Messfehlern. Die Kombination dieser beiden
Teds ergab fur die Stichprobe von 100 Humanseren ene Sendtivitdt von 100%. Diese
Kombination serologischer Tests wurde bereits bei  Ausbruchsuntersuchungen im Kosovo
erfolgreich angewanct.

Fur den Francisella tularensis-Antikorper-ELISA und den Francisella tularensis-Antikorper-
Wedernblot gibt es dezeit leider keine kommerzidlen Anbieter. Bel  Tularamieverdacht
konnen Blut, Ulcusabstrich und anderes Probenmaterid an das Inditut fir Mikrobiologie der
Sanitétsakademie Minchen gesandt werden. Das IMB wurde 1999 durch das Robert-Koch
Inditut zum Kongliarlabor fir Tulardmie ernannt. Zudem gibt es dort Bestrebungen, den
ELISA und Wegernblot kommerzidl hergdlen zu lassen, um diese serodiagnostischen Tests
weiteren Routind abors zuftihren zu konnen.
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6. Zusammenfassung

Die Tuladmie i ene sdtene, aif den Menschen Ubertragbare Zoonose. Naturliche Wirte
wie Hase, Fed- und Wihimaus, Haudiere (Hund, Kaze, Hamster) und mehr as 50
Arthropoden koénnen Francisella tularensis durch direkten Kontakt, aerogen, adimentdr oder

via Insektengtich Ubertragen. Besonders gefdhrdet snd Jiger und Land- und Forstwirte. Die

Infektionsdosis liegt zwischen 10-50 Keimen (aerogen) und 107 —10® Kemen (ord). Eine
Ubertragung von Mensch zu Mensch igt nicht beschrieben. Die labordiagnostisch bestétigte
Erkrankung an Tulardmie i gemd? Infektionsschutzgesstiz 8§ 6, 8 und 9 medepflichtig. Eine

Impfung gegen Francisella tularensis ist in Deutschland nicht zugelassen.

Francisella tularensis i en klenes gramnegatives, fakultativ intrazdluldres und aerob
wachsendes Bakterium, das zwischen dem 30. und 71. nordlichen Bretengrad endemisch
vorkommt. Es gibt 4 Subspecies, von deren ssp. tularensis (Biovar A) die hdchste Virulenz
aufweist. Biovar A war wédhrend der Zeit des Kadten Krieges Bedtandtell der B-Waffen
programme in Ot und West.

Eine Infektion &ulert sch nach ene Inkubationszeit von 3-5 Tagen mit grippeghnlichen
Symptomen, regionden Lymphknotenschwellungen und Ulcra an der Haut und den
Schlemhéauten und setzt eine T- und B- zdlabhdngige Immunantwort in Gang. Eine frih-
zeitige antibiotische Thergpie mit Streptomycin, Gentamicin  oder  Ciprofloxacin - vermindert
die Schwere der Erkrankung und beugt Komplikationen vor (Letaitét 1-35%, abhdngig von
der Tularamieform).

Diagnostisch kann der direkte Erregernachwels mittels Kultur, PCR, AntigenrELISA, oder
immunochromatographischem Asssy aus Blut, Suhl,  Urin,  Sputum, Magensdft,
Ulcusabstrich, Pleurgpunktat und Gewebe- und Umweltproben erfolgen.

Dea Nachweis spezifischer Francisella tularensis-Antikorper ist ab der zweiten Woche post
infectionem im Agglutingtionstest, im Antikorper-ELISA, im Westernblot in der DFZ und im

Immunfluoreszenztest méglich.

Im Rahmen diesr Arbat wurden je 50 zufdlig ausgewdhite Pogtiv- und Negativseren
srologisch auf Francisela tularensis-Antikorper untersucht. Selbst entwickelte Tests wurden
mit dem enzigen kauflichen Tuladmie-Diagnogikum (DIFCO Francisella tularensis-
Antigen fur die Objekttréger- und Rohrchenagglutination) datigtisch verglichen. Als Antigen
fir die Inhouse-Tests wurde der Lebendvekzindamm von Francisella tularensis (LVS,

ATCC Nr. 29684) verwendet.
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M ethoden und Ergebnisse:

ELISA 1:20 verdunntes LPS wurde an Polysorbplatten gebunden und mit Testseren in je 10 Verdiinnungen
inkubiert. Gebundene Francisella-tularensis-Antikérper wurden mittels POD- markierten Antikhuman-ig
Antikérpern quantitativ bestimmt.

Der klenge p-Wert wurde fur eine Serumverdinnung zwischen 1:320 bis 1:1280 errechnet.
Der Cut off (Spezifitdt 92,2%) liegt abhangig von der gewéhiten Verdinnung zwischen 0,265
und 0,794. Der ELISA ig en optimaer Screeningtest, well er leicht zu handhaben, schndl
und hochsengtiv ist und einen hohen Probendurchsatz ermaglicht.

DFZ LPS wurde an Goat-antiMouse Dynabeads gebunden, welche zuvor mit monoklonalen Francisella
tularensis-Antikérpern beladen worden waren. An LPS gebundene humane Francisella tularensis-
Antikdrper wurden mit FITC-markiertem Antihumanimmunglobulin gekennzeichnet und anschlieBend
das emmitierte Lichtsignal im DFZ gemessen.

Die optimde Serumverdinnung fir diesen Test betrug 1:25. Ebenso sendtiv wie der ELISA,
erfordert diese Methode jedoch einen grof3eren Arbeitsaufwand und den Einsatz komplizierter
und teurer technischer Geréte.

= Auf Objekttragerfeldern fixierte Bakteriensuspension wurde mit je einem Tropfen Serum in der
feuchten Kammer inkubiert und gebundene Francisella tularensis- Antikérper mit Hilfe von FITC-
markierten Antthuman-lg-Antikérpern sichtbar gemacht.

De Test ig einfach zu handhaben, die bendtigte Serum-Verdinnungsreihe (1.2 bis 1:256) it
abatsaufwendig. Die Definition des Titers in Abhéngigkeit von der Huoreszenzgtérke id
snnvoll. Fir die Beurtelung ener Probe ig das in der Vedinnungseihe abgeesene
Fluoreszenzmuster entscheidend.

Westernblot Blotstreifen mit elektrophoretisch aufgetrenntem Bakterienlysat wurden mit den Seren inkubiert. Nach
Zugabe von POD-markiertem Antihumanlg-Antikérpern und Zugabe von Substrat fuhrte

prazipitierendes Substrat zur Ausbildung der Banden.

Alle Postivseren wiesen enen Titer >1:2000, das Francisdla tularensis-spezifische
Strickleitermuster war in dlen Féllen eéindeutig zu erkennen.

IMB- . . In die Wells einer Rundbodenplatte wurden 50 pl Antigen (1:20 in 0,85% NaCl verdiinnt) und 50 pl
Agglutinations-  serumverdinnung (1:2 bis 1:256) pipettiert, gut gemischt und 20-24 h bei 37°C im Brutschrank
test inkubiert.

Die Hergdlung der Serumverdinnungsreihe is aufwendig. Podtive Seren hetten enen Titer
zwischen 1:32 und 1:256 (92% der Pogtivseren =1:64). Aufgrund der Antigenverwandschaft
von Francisdlla tularenss mit Brucdlen, Yersnien und Proteus OX19 snd mogliche
Kreuzregktionen zu beachten und auszuschlief3en

DIFCO-

Aaoalutinations- Der Test fur die Réhrchen- bzw. Objekttrager-Agglutination wurde jeweils nach den Angaben des
gg Herstellers und in einer Mikroversion durchgefuhrt. Hierzu wurden neben den Ublichen 100 Testseren

test auch stark positive Seren aus dem Fundus des IMB verwendet.

Ba dem enzigen kauflichen Tex wa keine Agglutination auswertbar, trotz Auschiul3 von
Prozonenbildung und Korrektur der fehlerhaften Verdiinnungsangaben im Belpackzettdl.
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Fazit:

De Nachweis von Francisella tularensis ig i mit der Routinediagnostik nicht moglich, da
das Bakterium auf den Standardndhrmedien nicht wéchst. Bel Verdacht auf eine Francisdlen
Infektion ist der serologische Antikérpernachwels die Methode der Wahl.

Alle in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Tests — mit Ausnehme des DIFCO-
Agglutinationdest — ewiesen dch ds hoch sengtiv und spezifisch. Fir die serologische
Routinediagnostik sind der ELISA (Screeningtest) und Westernblot (Besté@tigungstest) am
besten geagnet. Die Diagnostik mittels Durchflul3zytometrie oder IMB-Agglutinationstest it
mit gleicher Sengtivitd und Spezifité auch moglich, in der Praxis aber aufgrund des hoheren
Arbeitsaufwands unterlegen.
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