Pravention und Bekampfung von Campylobacter Infektionen:
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J = 65.000 gemeldete Campylobacteriose Falle/ Jahr

Campylobacteriose - Haufigste meldepflichtige bakterielle

Infektion In Industrienationen weltwelt
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Der Forschungsverbund PAC-Campylobacter
Preventing and combating Campylobacter infections

\ Ziele liegen in vier

##7\ ) ONEHEA Schwerpunktbereichen der
> CAMPYLOBACTER
FrmsaitomdSenfelbli Campylobacter-Forschung

Entwicklung und Umsetzung von Interventionsstrategien in der

Geflugelhaltung und entlang der Lebensmittelkette.

Neue therapeutische Ansatze zur Vermeidung, Bek&dmpfung oder

Verminderung der Campylobacteriose beim Menschen.
Verbesserung der molekularen Charakterisierungsmethoden.

Untersuchung von Mechanismen, die Campylobacter-Bakterien das

Uberleben aulRerhalb des Wirtes ermdglichen und die Ubertragung verstarken.



Der Forschungsverbund PAC-Campylobacter

Preventing And Combating Campylobacter infections
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Campylobacter jejuni — Ubertragungswege von Nutztieren

(meist Geflugel) zum Menschen
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Interventionen in der Geflugelhaltung, Schlachtung

und im Menschen
Kathryn T. Young, Lindsay M. Davis & Victor J. DiRita, 2007
Nature Reviews Microbiology 5, 665-679



Campylobacteriose — Zerstérung der Barriere im Darm

“Leaky Gut Syndrome”

Motilitat fahrt zu Adhasion und Invasion. In der Submucosa/ Lamina propria bewirkt das
Lipo-Oligosaccarid auf der Oberflache der Bakterien eine massive Akkumulation von
Granulozyten, die die Darmbarriere zerstoren.
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Die Aktivierung des angeborenen Immunsystems durch
Campylobacter LOS induziert eine massive Entzindung
mit Apoptose und Gewebszerstorung!




Campylobacteriose — Zerstérung des Darmepithels

“‘Leaky Gut Syndrome”

Zerstorung und Dysfunktion
der Epithelbarriere
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Akute Entzindung
ausgelost durch das LOS
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Schwere Komplikationen
Chronisch-Entztndliche Darmerkrankungen (CD/ UC), Reaktive Arthritis,
Reiter Syndrom, Miller-Fischer Syndrom, Guillain-Barré-Syndrom ... u. a. .

Sprenger, et al. Eur. J. Microbiol. Immunol. 2012



Campylobacteriosis — Die angeborene Immunantwort
bestimmt die Pathogenese
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C. jejuni LOS ist ein Mediator der Campylobacteriose im Menschen —
Ergebnisse aus klinischen Studien

Teilprojekt 8: Intestinale Barriere-Protektion bei Campylobacter-Infektion
Priv.-Doz. Dr. Roland Bucker, Prof. Dr. Jorg-Dieter Schulzke

Charité — Universitatsmedizin Berlin, Medizinische Klinik- Gastroenterologie,

Infektiologie und Rheumatologie, Bereich Ernahrungsmedizin / Institut far
Klinische Physiologie
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C. jejuni LOS ist ein Mediator der Campylobacteriose im Menschen —
Ergebnisse aus klinischen Studien

Biopsien aus Colonoskopien
von C. jejuni-infizierten Patienten endoscopy
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C. jejuni LOS ist ein Mediator der Campylobacteriose im Menschen —
Ergebnisse aus klinischen Studien

Leaky Gut Disease
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C. jejuni LOS ist ein Mediator der Campylobacteriose im Menschen —

Ergebnisse aus klinischen Studien

RNA-Seq data
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Natrium Malabsorption in Patienten wahrend der Campylobacteriose

Colon Biopsien von C. jejuni infizierten Patienten im Vergleich zu Kontrollen (n = 4-6)
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Natrium Malabsorption in Patienten wahrend der Campylobacteriose

L d Epithelial cell Der ENaC

é;j Natriumkanal
wird durch die

C. jejuni Infektion
uber IL13
gehemmt!

Barmeyer et al. (2016) ENaC dysregulation through activation of MEK1/2

contributes to impaired Na+ absorption in lymphocytic colitis. Inflamm. Bowel Dis.

Dames et al. (2015) Interleukin-13 affects the intestinal epithelial sodium channel (ENaC) by
coordinated modulation of STAT6 and p38 MAPK activity. J. Physiol. (Lond.)



Induction of IL13 in human patients suffering from Campylobacteriosis

Cytokinfreisetzung in Biopsatlberstanden von Paienten
mit Campylobacteriose (CBA-Messung)
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C. jejuni LOS als Hauptregulator der Campylobacteriose —
Ergebnisse von Signaltransduktions-Analysen

Entztindugsaktivierende Signalwege und Molekiile bei C. jejuni Infektion im Menschen

I N G E N U IT Y Activatio | Number of genes that have expression
PATHWAY ANALYSIS

Upstream | Overlap |n direction consistent with activation of the

Regulator regulator |P-value |z-score |regulator

IFNy 3.95E44 (9.62 253 (of 370 affected downstream targets) C JeJ u n |
. CSF2 2.58E42 |10.15 144 (of 182 affected downstream targets) I
Targets in the Dataset L O S !
TNFa 3.23E4#1 |9.00 279 (of 462 affected downstream targets)
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Campylobacteriose-Suszeptibilitat: LOS macht den
Unterschied
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Campylobacter — Kolonisation versus Infektion

Toxicity of Endotoxin to Chicks

H. E. Adler and A. J. DaMassa

Department of Epidemiology and Preventive Medicine
School of Veterinary Medicine
University of California, Davis 95616

Received 6 September 1978

SUMMARY

Large doses of purified lipopolysaccharide (LLPS) purified from
Escherichia coli induced clinical signs but no mortality in chicks.
Five chicks survived a mean dose of 517 mg/kg. One individual that
received LPS at 577 mg/kg recovered from clinical manifestations
within two days. Attempts failed to produce a generalized Shwartz-
man-like reaction with two intravenous inoculations of LPS at about
24-hour intervals. Prior injection of uric acid did not protect chicks
from LPS by intravenous exposure.

Lipo-

LOS

Huhner sind 1.000.000

fach resistenter gegen
LOS/ LPS als der
Mensch!

S

BRIEF REPORT: SHOCK AND MULTIPLE-
ORGAN DYSFUNCTION AFTER SELF-
ADMINISTRATION OF SALMONELLA

ENDOTOXIN

ANGELO M. TAVEIRA DA S1Lva, M.D., Pr.D.,
Heren C. Kavesacu, M.D.,
Fraxcs . Cauioian, M.D.,

Davio R. Lamsert, M.D.,
Axtrony F. Surrrepivt, M.D.,
AND RoserT L. Daxner, M.D.

INDOTOXIN, a lipopolysaccharide component of

the outer membrane of gram-negative bacteria, is
involved in the pathogenesis of septic shock, but it is
unclear whether endotoxin alone is capable of causing
all the manifestations of the septic shock synd In
animals, endotoxin causes many of the clinical fea-
tures' but produces a low-cardiac-output form of
shock that is unlike the hyperdynamic cardiovascular
profile of septic shock in humans.* In humans, the
administration of endotoxin (4 ng per kilogram of
body weight) triggers the release of cytokines," acti-
vates the coagulation and fibrinolytic systems,’® and
causes a decrease in systemic vascular resistance and
an increase in cardiac output.” At these low doses,
‘however. endotoxin does not cause shock. disseminat-

:

\

‘mm Hg. Right ventricular catheterization revealed a form of shock
in which there was low systemic vascular resistance (Table 1), Elev-
en hours after admission, it was discovered that 2.5 hours before
arriving at the emergency department, the patient had administered
| mg of Selmonella minaesoia endotoxin (Sigma, St. Lous), dissolved
in sterile water, intravenously in an attempt to treat a recently
diagnosed tumor. Consequently, a 100-mg dose of HA-1A antibody
(Centoxin, Centocor, Malvern, Pa.) was administered 23 hours
after the injection of endotoxin.

Forty-four hours after the injection of endotoxin, the patient was
alert, oriented, and afebrile. The respiratory rate was 30 per minute,
and rales were audible bilaterally. A chest roentgenogram showed
bilateral interstitial infiltrates consistent with the presence of pul-
monary edema, Furosemide and a brisk di
followed. The norepinephrine infusion was discontinued 50 hours
after the injection of endotoxin. All cultures (blood, urine, and
stool) were negative for pathogens. The patient was sent home on
the cighth hospital day.

METHODS

Informed consent was obtained from the patient to transcribe
relevant clinical data and draw blood specimens. Serum specimens
were frozen at — 20°C until assayed. Before the specimens arrived at
the research laboratory, no special precautions were taken to keep
them free of pyrogens, with the exception of the use of sterile tech-
niques. The specimens were thawed and kept at #°C belore testing
was conducted. Aliquots were assayed for endotoxin with a chromo-
genic limulus amebocyte lysate method (Whittaker M.A. Bio-
products, Walkersville, Md.) as previously described,'" but with
the inetic modificat by " Thi
assay was sensitive to a concentration of U.S. Standard Reference
Endotoxin of 5 pg per milliliter (0.05 cndotoxin units [EU] per
milliliter)

Tumar necrnsis fartona [TNF.a) was measured at Centocne by




Campylobacter — Kolonisation versus Infektion

Mensch (LOS/LPS Sensitiv) Huhn (LOS/LPS Resistent
e e — - =

Mucus layer

Intestinal
epithelium

f \ Subepithelium

Q DC J/ \ .
Neutrophil \ 1 / Macrophage Heterophil l Macrophage

NF-xB Disruption of immune response?
Pro-inflammatory cytokines Redirection to tolerance?
T, l-specific immunity l

Inflammation, diarrhoea and clearance Benign, commensal colonization

Young KT, Davies LM, Di Rita V, 2007, Nature Reviews Microbiology 7: 665
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Preventing and combating Campylobacter infections
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Campylobacteriose/ Ziele im PAC-Campylobacter Konsortium

Keine Antibiotika/ Keine Therapie!

5

—

Dringlicher
Bedarf fur
Alternative
Therapien! |

Wir analysieren nichttoxische
Phytotherapeutika, deren
Wirkungen gegen
Darmerkrankungen aus der
traditionellen Medizin
bekannt sind im Tiermodell
Maus.

Diese sollen die Prophylaxe
und Therapie der Campylo-
bacteriose unterstitzen und
und schwere Komplikationen
wie CED, reaktive Arthritis
oder Guillain-Barré-Syndrom
vermeiden helfen!



Mause mit normaler Darmmikrobiota weisen eine extreme
Kolonisationsresistenz gegen Campylobacter jejuni auf

101 .S \ C. jejuni
C' Jejunl .w‘ _ Kolonisation in konventionellen Mausen
ATCC43431 ‘Q"' ' % _ 5
81-176 Vah g ¢ 4
B2 h SiE3
. >3 2
Kolonisations- o S
J_ resistenz % g1
O 0
1 2 4 8 12
Tage nach Infektion
Hypothese:

Die molekulare Basis der Kolonisationsresistenz gegen Campylobacter jejuni in
der Maus kann genutzt werden, um neue Wirkstoffe fir die Prophylaxe und
Therapie der Campylobacteriose zu entwicklen.



Metabolomanalysen flr die Identifikation von intestinalen
Metaboliten als Medikamente gegen die Campylobacteriose
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Intestinale Metabolite, die an der Kolonisationsresistenz gegen
Campylobacter jejuni in der Maus betelligt sind

Nicht toxisches Pflanzen-
Molekal (isoliert1926 und
1932 als wirksam gegen

Skorbut ermittelt) H O O H

» Gesundheitrsfordernde Wirkungen
und immunomodulatorische/
entzindungshemmende
Wirkungen von Vitamin C sind gut
belegt!

» Ascorbat hat auch antimikrobielle
Aktivitat gegen Campylobacter,
Mycobacterien, Helicobacter pylori,
Salmonella, Staphylococci ... u. a.)
Der niedrige pH - aber auch oxida-
tive Prozesse - werden als

Albert Szent-Gyorgyi/ 1948 : . - .
(1893-1986) Wirkungsmechanismen diskutiert.




Analyse der neuen Intverventionsstrategien gegen die
Campylobacteriose in praklinischen Behandlungsstudien

Funffach Antibiose Sterile Kafige Futterung und Haltung
(8 Wochen) “ unter strikt sterilen Bedingungen

Behandlung mit
nichttoxischen
Ascorbat / Vltamln C Intestinalen
;f(‘)gge/‘t/ i;Gg(ea[;julfIgE'l[JeT [1dkg r?gem;hg_g)ag Sekundar abiotsche Mause Metab_ollt_en, die |
Kontrollen erhielten Placebo (Salzlésung) (ohne Mikrobiota) Kolonisationsresistenz

i vermitteln
Rekolonisation/ Infektion

4 & & $

Human  Murine Defined C. jejuni
Flora Flora Commensals

Bereswill S et al. MM Heimesaat (2011) PLoS One 6: €20953



Analyse der C. jejuni vermittelten Immunpathologie in Sekundar
abiotischen IL-10 defizienten Mausen

Mause sind 10.000 fach resistenter gegen

LPS/ LOS als der Mensch!

IL-10 Defizienz stellt die LPS/ LOS Sensitivitat der Maus wieder her.

Antibiose direkt nach dem Absetzen von der Mutter verhindert die
Kolonisationsresistenz und die Colitis,

die durch die Darmflora vermittelt wird.
C. jejuni induziert akute intestinale Entzindung!

] _
C. jejuni @ -
- '.. ./ { '

81-176 Pl
NCTC11168 G
Haag et al., PLoS One 2012;7(7):e40761. Sekundar abiotische Mause

ATCCA43431 N
: |
IL-10-

B2
TLR47- TLR2




Sekundar abiotische IL-10 defiziente Mause als Modell fur die
Campylobacteriose/ Symptome und Verlauf wie im Menschen

12 Sekundar abiotische
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i Veld g G e ol L300 higal ¥ G
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Diarrhoe

Blutige Fazes
Symptomatik der
Campylobacteriose e R
wie beim Mensch!  Dinssan

10

C. jejuni infizierte abiotische 1L10-
Mause entwickeln schwere ulzerative
gastrointestinale Entzindung, die alle
Aspekte der Campylobacteriose beim
Menschen prasentiert!

Clinical Score
(o))

Kontroll- C. jejuni
Tiere infizierte
Tiere



Ascorbat hat keinen Einflul3 auf die gastrointestinalen
C. jejuni Konzentrationen
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Ascorbat verbessert die klinischen Zeichen der
Campylobacteriose

Symptomatik Hamoccult Diarrhoe
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Ascorbat reduziert die intestinale Apoptose

Apoptose
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Ascorbat hemmt die intestinale Entziindung im Colon

Macrophagen/ Monocyten T-Lymphozyten B-Lymphozyten
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Ascorbate reduziert Apoptose und Entzindung

Im ganzen Organismus
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Metabolomanalysen flr die Identifikation von intestinalen
Metaboliten als Medikamente gegen die Campylobacteriose

... Metabolite Heatmap f *

— Abx Abx
- Murine  Human
- Flora Flora
-
Hocht ‘ Niedrig
Gallensauren
— Kurzkettige Fettsauren
- Bicoumarine
= ™  Phenolische Pflanzenstoffe
o™, % T " %, e, % %, Curcumin, Carvacrol, Resveratrol



Treatment of campylobacteriosis in mice mice with nontoxic gut metabolite
derivatives mediating colonization resistance against Campylobacter jejuni

Ho

HO OH

LA ~ 0
S

Clinical Score - d6 p.i.

Secondary abiotic IL-107/-

p<0.001 mice

Behandlung mit 12{ ee Significante Reduktion

Carvacrol, Resveratrol, I I der Campylobacter

Curcumin und - sl ° Kolonisation und der
VitaminD  £°] < - Symptomatik der

1 <% __ Campylobacteriose

o o o nach der Behandlung!
(13) (10) (10)

Polyphenolic plant compounds including Curcumin, Carvacrol, Resveratrol and Vitamin D alleviate
Campylobacter jejuni induced acute enterocolitis in secondary abiotic IL107- mice

Markus M. Heimesaat, Ulrike Escher, Soraya Mousavi, Anna-Maria Schmidt, Stefan Bereswill
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Teilprojekt 8: Intestinale Barriere-Protektion bei Campylobacter-Infektion
Priv.-Doz. Dr. Roland Bucker, Prof. Dr. Jorg-Dieter Schulzke

Charité — Universitatsmedizin Berlin, Medizinische Klinik- Gastroenterologie,

Infektiologie und Rheumatologie, Bereich Ernahrungsmedizin / Institut far
Klinische Physiologie

Curcumin mitigates barrier dysfunction in vitro and in vivo

Co-culture IL-107" mice

o — I ABx

804 f 1 Wl C. jejuni
Curcumin

- + C. jejuni

Epithelialer
Widerstand

EFIuorescein

Permeabilitat

C. jejuni Curcumin C. jejuni Curcumin
+ C. fejuni + C. jejuni
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Teilprojekt 9: Identifizierung und Charakterisierung neuer sekretierter

Virulenzfaktoren von C. jejuni und C. coli anhand von kultivierten Zellen
und in vivo Infektionsmodellen

Prof. Dr. Steffen Backert
Friedrich Alexander Universitat Erlangen, Lehrstuhl far Mikrobiologie
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Teilprojekt 3: Horizontaler Gentransfer als Faktor einer erhohten Fitness
Dr. Kerstin Sting|

Bundesinstitut flr Risikobewertung, Nationales Referenzlabor fur
Campylobacter

DNA Aufnahme,
mikroaerob, anschlieRend
DNase-Verdau zur
Entfernung freier DNA

Anzucht in einer Schuttelkultur
mikroaerob

Whole genome sequencing reveals extended natural transformation in
Campylobacter impacting diagnostics and the pathogens adaptive potential

T

Analyse im Fluoreszenzmikroskop

Running title: WGS analysis of Campylobacter hybrid strains

Julia C. Golz'=, Lennard Epping2#, Marie-Theres Knlver's, Maria Borowiak'®e, Felix Hartkopfz,
Carlus Deneke =, Burkhard Malomye, Torsten Semmlerz, Kerstin Stingl1=-

1German Federal Institute for Risk Assessment, Department of Biological Safety, = National

Reference Laboratory for Campylobacter, b Study Centre for Genome Sequencing and
Analysis, Berlin, Germany

2Robert Koch Institute, Microbial Genomics, Berlin, Germany
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Teilprojekt 2: Biofilme und Strategien zu deren Reduktion
Dr. Greta GOlz / Prof. Dr. Thomas Alter
Institut fir Lebensmittelsicherheit und -hygiene, FU Berlin
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Campylobacteriose/ Mission erfullt!

Gute Nachrichten!

Basierend auf den potenten anti-
inflammatorischen Wirkungen gegen die
C. jejuni Infektion in der Maus

konnen wir Patienten Vitamin C,
Curcumin, Resveratrol, Vitamin D und
Carvacrol fur die Besserung der akuten =
Campylobacteriose und ftr die
Vermeidung von Komplikationen wie
Reaktive Arthritis, Reiter-Syndrom,
Miller-Fisher-Syndrom oder sogar
Guillain-Barré-Syndrome empfehlen!

uUnd klinische Studien im Mensch auf

pum—

den weg bringen

Gefllgel

Alternativen zu Antibiotika!

Ascorbate
Carvacrol
» Vitamin D
Curcumin
Resveratrol




Zusammenfassung und Darstellung der zusammenarbeit im
Konsortium

Gretchenfrage — Transfer der Kolonisationsresistenz
von der Maus zum Huhn?

Die Behandlung von
Hlahnern wird aktuell von
Partnern im
PAC-Campylobacter
Konsortium durchgefinhrt!

Resistenz

Transfer
P77

} / ) ONE HEALT

\_4 CAMPYLOBACTER
r nting d Comba 3 Inf

Die Metabolomanalyse der Kolonisationsresistenz gegen C. jejuni in
der Maus ist fur die Entwicklung neuer Strategien gegen die
Campylobacteriose sehr hilfreich!
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Teilprojekt 1: Ein- und Austrag von Campylobacter in und aus
Masthahnchenbetrieben sowie deren Tenazitat in der Umwelt

Dr. Anika Friese / Prof. Dr. Uwe Rosler
Institut fur Tier- und Umwelthygiene, FU Berlin

Teilprojekt 4: Nicht-biosicherheitsbasierte InterventionsmalRnahmen

Prof. Uwe Rdsler / Dr. Anika Friese
Institut fur Tier- und Umwelthygiene, FU Berlin

Teilprojekt 5: Spezifische Minimierungsstrategien zur Reduktion von
Campylobacter entlang der Lebensmittelkette

Prof. Dr. Madeleine PI6tz / Dr. Sophie Kittler

Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover, Institut fir Lebensmittelqualitat und -
sicherheit

Teilprojekt 6: Optimierung des Schlachtprozesses und Implementierung von
Interventionsmal3inahmen unter Praxisbedingungen

Dr. Michael Sudbeck
Lohmann & Co. AG
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Teilprojekt 1: Ein- und Austrag von Campylobacter in und aus
Masthahnchenbetrieben sowie deren Tenazitat in der Umwelt

Dr. Anika Friese / Prof. Dr. Uwe Rosler
Institut fur Tier- und Umwelthygiene, FU Berlin

Umwelt
Luft

Fakal Tierhaus W ( = Wasser
Sammelkot + Tupfer ' * Tupfer

* Einstreu « Staub * Fliegen

» Sockentupfer » Luft ‘ \ Wildvogelkot

1. Mastperiode . Reinigung und

Desinfektion 2. Mastperiode

Summer (S)
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Nachweise

Sommer
« Hohe Campylobacter Pravalenz in den Stallen von Betrieb 1 und 2
* ein kultivierbarer Campylobacter in der Umwelt (Stallwasser von Betrieb

1) isoliert

Winter
* Niedrigere Pravalenz im Stall (Saisonalitat von Campylobacter)
« Aber: kultivierbare Campylobacter in der Stallumgebung nachgewiesen

von Betrieb 1 und 2 (Farmequipment, Sockentupfer und Wasserproben)
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Genotypisierung

flaA-Typisierung

 Betrieb 1

Veranderung des Campylobacter flaA-Typs zwischen zwei Durchgéngen

- Reinigung und Desinfektion kann kultivierbare Campylobacter erfolgreich

reduzieren

Betrieb 2

Wiederkehrender FlaA Typen (67) Sommer und Winter, Stall und Umwelt, und
nach R&D

—>Persistenz in der Stallnahen Umwelt nach Austrag moglich > VBNC ??7?

- VBNC im Stall nach R&D
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2
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Kolonisierung neuer

Masthahnchenherden
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Persistenz in der

Stallumgebung

Eintrag aus der = Personal, Equipment
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30 Campylobacter spp. | 10 organische Sauren

Teilprojekt 5: Spezifische
Minimierungsstrategien zur
Reduktion von Campylobacter
entlang der Lebensmittelkette

Prof. Dr. Madeleine Plotz / Dr.
Sophie Kittler

Stiftung Tierarztliche Hochschule
Hannover, Institut fur
Lebensmittelqualitéat und -sicherheit

MHKyo (mmoal/1)
g

100

MHKy-Werte
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Sorbinsdure Capronsdure Ascor



Der Forschungsverbund PAC-Campylobacter
Preventing and combating Campylobacter infections

Isolierung neuer Bakteriophagen

288 Kot-, Haut- und
Blinddarmproben aus
dem Huhn

Teilprojekt 5: Spezifische
Minimierungsstrategien zur
Reduktion von Campylobacter
entlang der Lebensmittelkette

Prof. Dr. Madeleine Plotz / Dr.
Sophie Kittler

Stiftung Tieréarztliche Hochschule Phagencocktail 35 neue Phagen
Hannover, Institut fur
Lebensmittelqualitéat und -sicherheit
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Teilprojekt 10A: Epidemiologische Untersuchungen,
Risikointerventionsmodell

PD Dr. Roswitha Merle, Institut fir Veterinar-Epidemiologie und Biometrie,
FU Berlin

Farm « Entwicklung eines gquantitativen Risikobewertungsmodells
far Campylobacter in Geflugelfleisch flr Deutschland
Tran:aport « Bewertung der Effektivitat von Nicht-
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