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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Die Gattung Neisseria

Die Gattung Neisseria gehdrt zur Familie der Neisseriaceae, die ihrerseits wiederum
der Klasse B-Proteobacteria angehoért (Holt and Krieg (Eds.): Bergey’s manual of
systematic bacteriology Vol. 1. The Williams Willkins Co., Baltimore, Md., 1984;
Stackebrandt et al., 1988). Zur Familie Neisseriaceae zdhlen ausserdem die
Gattungen Acinetobacter, Branhamella, Eikenella, Kingella und Moraxella, wobei
eine enge Verwandtschaft zwischen den Gattungen Neisseria, Kingella und
Eikenella nachgewiesen wurde (Rossau et al., 1989).

Neisserien sind Gram-negative, aerobe, unbewegliche, sporenlose Kokken, die
oft als Diplokokken paarweise zusammen liegen. Die zugewandten Seiten sind
oft abgeflacht, so das eine Semmel- oder Kaffeebohnenform zu erkennen ist.
Neisserien sind ausserhalb ihres Wirtes nicht in der Lage sich zu vermehren und
zu Uberleben. Gunstige Kulturbedingungen fir diese Bakterien herrschen bei 35-
37 °C auf serum-, ascites- oder bluthaltigem Medium. Zufuhr von 5-10 % CO,
fordert das Wachstum. Gegentber Austrocknung, Abkihlung und Lichteinwirkung
reagieren Neisserien sehr empfindlich. Die Oxidase-Reaktion verlauft bei allen
Neisserien positiv.

Der Genus Neisseria umfasst 20 bekannte Spezies
(s.a.:http://www.dsmz.de/bactnom/nam2092.htm). Einige davon wurden beim
Menschen nachgewiesen (N. cinerea, N. elongata, N.flavescens, N. gonorrhoeae,
N. lactamica, N. meningitidis, N. mucosa, N. sicca, N. subflava), andere fanden
sich nur in Tieren wie Eidechsen (N. iguanae), Hunden (N. weaveri), Katzen (N.
canis), Meerschweinchen (N. animalis) und Rhesusaffen (N. macacae) (s.a.:
www.ridom.de.). Alle Neisserien mit Ausnahme der Gonokokken besiedeln den
Nasen-Rachen-Raum ihres Wirtes. Gonokokken dagegen finden sich im
Urogenitaltrakt.

Die Besiedlung der menschlichen Mundhdhle mit Neisserien erfolgt in den ersten
Lebenstagen (Rotimi and Duerden, 1981). Neben der Mundhdhle werden bei
Kindern auch selten andere Orte, z.B. das Mittelohr oder das Duodenum von
Neisserien besiedelt (Gordts et al., 2000; Lloyd-Still and Shwachman, 1975).
Die sogenannten apathogenen Neisserien, zu denen alle ausser den Meningo-
und den Gonokokken gehdren, verursachen sehr selten infektidse Erkrankungen.
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So besitzen Berichte Uber Infektionen, die durch apathogene Neisserien
hervorgerufen wurden eher anekdotischen Charakter (Denning and Gill, 1991).
Unter den apathogenen Neisserien zeigt sich v.a. bei N. cinerea, N. polysaccharea
und N. lactamica ein hoher Verwandtschaftsgrad zu den pathogenen Gono- und
Meningokokken. So teilen diese apathogenen Neisserien-Spezies eine hohe
Anzahl gemeinsam vorkommender Antigene z.B. Porine und Lipopolysaccaride
(Derrick et al., 1999; Kim et al., 1989; Kremastinou et al., 1999; Troncoso et al.,
2000) mit den pathogenen Neisserien.

Wie bereits erwahnt existieren zwei pathogene Neisserien-Arten, die Gonokokken,
Neisseria gonorrhoeae und die Meningokokken, Neisseria meningitidis.
Neisseria gonorrhoeae ist der Erreger der Gonorrhoe (Tripper), der haufigsten
Geschlechtskrankheit mit einer jéhrlichen Inzidenz von 62 Mio. Krankheitsfallen/Jahr
weltweit (s.a.: http://www.who.int/HIV_AIDS/knowledge/facsheet.html). Gonokokken
besiedeln die Schleimh&ute des Urogenitaltrakts und werden ausschliesslich von
Mensch zu Mensch Uber sexuellen Kontakt Ubertragen. Der Gonokokkus ist dem
Meningokokkus nahe verwandt (Bennett et al., 2002). Diese Annahme lasst sich
aus Studien chromosomaler DNA/DNA Hybridisierung schliessen, wobei
erstaunliche Ubereinstimmungen bei beiden Spezies festgestellt wurden (Hoke
and Vedros, 1982; Kingsbury, 1967). So stimmen 98 % der 16S rRNA bei Gono-
und Meningokokken Uberein, was flr einen gemeinsamen Vorfahren spricht.
Neisseria meningitidis ist ein haufiger Erreger von eitriger Meningitis und Sepsis
bei Sauglingen und jungen Erwachsenen (Achtman, 1995; Cartwright, 1995;
Jones, 1995). Meningokokken werden aerogen Ubertragen und besiedeln die
Schleimhdute des oberen Respirationstrakts, v.a. des Nasopharynx. Kommt es
nicht zu einer Elimination der Bakterien fihren sie gewdhnlich zu symptomlosem
Keimtragertum. Abhangig vom Alter und der epidemiologischen Situation sind
bis zu 10 % der Bevdlkerung Europas Keimtréger, doch nur sporadisch, d.h. in
1-10 Fallen/100000 Einwohner/Jahr kommt es in den Industrieldndern zu einem
Ausbruch der Erkrankung (Cartwright, 1995; Jones, 1995). Man geht deshalb
davon aus, dass es sich bei den Meningokokken um Kommensalen des Nasen-
Rachen-Raumes handelt, die nur bei einer Stérung des Erreger-Wirt-Gleichgewichts,
wie beispielsweise durch reduzierte lokale oder systemische Immunitat oder bei
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einer gestoérten mechanischen Barriere des Nasopharynx durch Rauchen, virale
Erkrankungen oder Zahnextraktion zu einer Infektion fuhren (Cartwright, 1995;
Pedersen et al., 1993). Eine weitere Vorraussetzung fiur eine Infektion ist die
Virulenz des jeweiligen Meningokokken-Stammes.

Im sogenannten Meningitis-Gurtel Afrikas stellt sich die Situation etwas anders
dar, da hier im Gegensatz zu den in Europa und Nordamerika auftretenden,
Uberwiegend sporadischen Meningitis-Fallen auch Meningitis-Epidemien
beobachtet wurden: So traten hier seit 1971 insgesamt ca. 30 grosse Meningitis-
Epidemien in 5-10jéhrigen Abstanden auf. Es erkrankten jeweils bis zu 1000
Personen/100000 Einwohner/Jahr.

Die meisten Menigokokken-Stamme sind jedoch, wie bereits oben erwdhnt
apathogene Kommensalen des Nasopharynx, welche nur ganz selten eine
Erkrankung auslésen. Andererseits existieren aber wenige hypervirulente Stamme,
die 90 % der weltweiten Erkrankungsfélle verursachen (Achtman, 1997; Bygraves
et al., 1999; Caugant et al., 1988; Wang et al., 1993).

1.2. Die Spezies Neisseria lactamica

Neisseria lactamica ist eine kommensale Spezies, die den menschlichen
Nasopharynx als einziges Habitat besiedelt (Hollis, 1973). Es handelt sich ebenfalls
um Gram-negative Diplokokken, deren auffalligste biochemische Fahigkeit es ist,
Saure aus Glukose, Maltose und Laktose zu bilden. Diese Fahigkeit unterscheidet
sie von anderen Neisserien, z. B. Meningokokken. So zeigt sich bei Neisseria
lactamica im Unterschied zu Neisseria meningitidis eine positive ONPG-Reaktion
(Hollis et al., 1969). Wie bei allen Neisserien verlauft die Oxidase-Reaktion auch
bei Neisseria lactamica streng positiv.

Gram-negative, Laktose-fermentierende Kokken wurden erstmals 1933 von Jessen
beschrieben (Jessen, 1933). Es dauerte schliesslich bis 1969, als Hollis et al.
Neisseria lactamica als neue, eigenstandige Spezies innerhalb des Genus Neisseria
postulierten (Hollis et al., 1969). Mittels chromosomaler DNA-DNA Hybridisierungen
(Hoke and Vedros, 1982) und mit Hilfe der Analyse von 16S rRNA Sequenzen
und Sequenzen der argF-, recA- und rho-Gene verschiedener Neisserien-Spezies
konnte eine eindeutige Trennung der Spezies Neisseria lactamica von der Spezies
Neisseria meningitidis bewiesen werden (Smith et al., 1999).
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Der wichtigste genomische Unterschied zwischen beiden Spezies ist das
Kapseloperon, Uber welches die meisten Neisseria meningitidis-Klone im Gegensatz
zu Neisseria lactamica verfigen (Claus et al., 2002).

Neisseria lactamica ist im Unterschied zu den fakultativ pathogenen Meningokokken
apathogen. Sehr selten wurde Uber durch Neisseria lactamica ausgeldste
Erkrankungen berichtet. In drei Féllen sollen Kinder unter sieben Jahren ohne
auslésendes Trauma (Greenberg and Kleinerman, 1978; Hansman, 1978; Lauer
and Fisher, 1976), in einem Fall eine 46-jahrige Frau nach einem vorhergehenden
Schadel-Hirn-Trauma an einer durch Neisseria lactamica verursachten Meningitits
erkrankt sein (Denning and Gill, 1991). Berichte dieser Art haben aber aufgrund
des extrem seltenen Vorkommens Neisseria lactamica-induzierter Erkrankungen
eher anekdotischen Charakter.

Sowohl Neisseria lactamica als auch Neisseria meningitidis besiedeln den
menschlichen Nasen-Rachen-Raum. Grundséatzlich bestehen jedoch zwischen
beiden Spezies erhebliche Unterschiede bezogen auf das Alter der besiedelten
Personen. So findet sich Neisseria lactamica gehauft bei Sduglingen und
Kleinkindern, Kindergarten- und Schulkindern im Alter von 0-14 Jahren (Blakebrough
et al., 1982; Cartwright et al., 1987; Gold et al., 1978; Kremastinou et al., 1999;
Olsen et al., 1991; Saez Nieto et al., 1985; Simmons et al., 2000). Die héchste
Neisseria lactamica-Tragerquote findet sich bei Kindern im Alter von sieben
Monaten bis drei Jahren (Gold et al., 1978; Olsen et al., 1991; Simmons et al.,
2000). So entpuppten sich in Golds Studie in der Altersgruppe der 18-24 Monate
alten Kindern in Danbury, Conneticut bis zu 21 % als Neisseria lactamica-Trager
(Gold et al., 1978). Simmons wiederum beschrieb bei der Gruppe der Zweijahrigen
in Auckland, Neuseeland eine Tragerquote fur Neisseria lactamica von 61.5 %
(Simmons et al., 2000). In Olsens Arbeit zeigten auf den Farder Inseln mit
44.6 % die 7-36-Monate alten Kinder das hochste Neisseria lactamica-Tragertum
(Olsen et al., 1991).

Die Neisseria lactamica-Tragerrate nimmt mit zunehmendem Alter kontinuierlich
ab (Blakebrough et al., 1982; Gold et al., 1978; Olsen et al., 1991). So fanden
sich in Danbury, Conneticut nur noch bei 1.8-2 % aller 14-17-jahrigen Neisseria
lactamica im Nasopharynx (Gold et al., 1978). Auch unter Kleinkindern jlinger als
sieben Monate finden sich seltener Neisseria lactamica-Trager als bei der oben
beschriebenen Hauptaltersgruppe. So lag in Danbury die durchschnittliche
Tragerquote bei drei Monate alten Kindern bei 3.8 %, bei vier Monate alten bei
3.6 % (Gold et al., 1978).
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Die Besiedlung mit Meningokokken unterscheidet sich deutlich von der Besiedlung
mit Neisseria lactamica: Meningokokken finden sich selten bei Kindern die jinger
als zehn Jahre sind. So zeigten sich in Danbury lediglich bei 0.5 % der drei Monate
alten Kinder, bzw. bei 1.2 % der 6-8-jahrigen Meningokokken im Nasopharynx
(Gold et al., 1978). Gehauft konnte Neisseria meningitidis bei Jugendlichen und
jungen Erwachsenen im Alter von 14-20 Jahren isoliert werden (Cartwright et al.,
1987; Gold et al., 1978). Die Ergebnisse der im Winter 1999/2000 von unserer
Arbeitsgruppe durchgefihrten bayerischen Meningokokkentragerstudie unterstitzen
diese Aussagen (Claus et al., Manuskript in Vorbereitung). Hier zeigten sich bei
Kindergarten- und Grundschulkindern Neisseria meningitidis-Tragerraten von
lediglich 2.1 bzw. 2.0 %. Von Kindern und Jugendlichen der 5. bis 10. Klassen
waren bereits 7.6 % Meningokokkentréager. Bei 17.9 % der Schiler aus den 11.,
12. und 13. Klassen fanden sich Meningokokken. Mit 32.6 % zeigte die von uns
ebenfalls untersuchte Gruppe der Bundeswehr-Rekruten die héchste
Meningokokken-Tragerrate der Studie.

Aus oben genanntem geht somit hervor, dass mit zunehmenden Lebensalter die
Tragerquote fur Neisseria lactamica immer mehr abnimmt, die fir Neisseria
meningitidis jedoch immer mehr zu. Daraus wird ersichtlich, dass unter Betrachtung
verschiedener Altersgruppen ein sich gegenseitig ausschliessendes
Besiedlungsmuster der beiden Neisserien-Spezies besteht.
Geschlechtsspezifische Unterschiede bezliglich der Besiedlung mit Neisseria
lactamica konnten nicht sicher gemacht werden. Nur in Olsens Studie wurden
auf den Farder Inseln mehr mannliche als weibliche Neisseria lactamica-Trager
gefunden. Auch gesicherte ,,Risikofaktoren flir einen Befall mit Neisseria lactamica
konnten nicht nachgewiesen werden. In Danbury, Conneticut wurde aber
beobachtet, dass in Grossfamilien eine signifikant héhere Tragerquote vorherrscht
als in kleineren Familienverbanden (Gold et al., 1978).

Die durchschnittliche Verweildauer im menschlichen Nasen-Rachen-Raum fur
Neisseria lactamica betragt bei 3-13 Monate alten Kindern 3-8 Monate, bei 6-8
Jahre alten Kindern 3 Monate. In Danbury lag die Neisseria lactamica-Tragerrate
v.a. im Zeitraum von April bis Juni besonders hoch (Gold et al., 1978).
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Auf Grund des oben genannten, auf das Alter bezogenen unterschiedlichen
Besiedlungsmusters bei Neisseria lactamica und meningitidis wird davon
ausgegangen, dass eine Besiedlung mit Neisseria lactamica die Altersgruppe der
0-14-Jahrigen vor einer Meningokokken-Meningitis zu schitzen vermag. Man
vermutet zum Einen, dass aufgrund der in dieser Altersgruppe herrschenden
hohen Neisseria lactamica-Tragerquote eine Besiedlung mit Meningokokken
inhibiert wird (Coen et al., 2000). Zum Anderen wird durch die Besiedlung des
Nasopharynx mit Neisseria lactamica eine schitzende humorale Immunitat
ausgeldst (Coen et al., 2000; Gold et al., 1978). Durch Berechnungen auf Basis
eines mathematischen Modells vermochte Coen beide Thesen zu unterstitzen.
Zudem konnten bei Neisseria lactamica-Tragern viermal so hohe Antikérper-Titer
gegen Neisseria meningitidis A, B und C nachgewiesen werden als bei einer
Kontrollgruppe (Gold et al., 1978). Auch zeigt eine hohe Anzahl von Neisseria
lactamica-Stammen eine Kreuzreaktivitdt mit Neisseria meningitidis-Stammen
(Gold et al., 1978; Kremastinou et al., 1999; Kim et al., 1989; Saez Nieto et al.,
1985; Troncoso et al., 2000; Zorgani et al., 1996). Diese Kreuzreaktivitat beruht
auf dem gemeinsamen Vorkommen bestimmter Antigene, wie beispielsweise
outer-membrane-Proteine (OMP) oder Lipooligosaccharide bei beiden Spezies.
Vermutungen zielen darauf ab, dass Neisseria lactamica aufgrund des Vorkommens
kreuzreaktiver Antigene mit Neisseria meningitidis eine natirliche Immunitat
gegenuber den Meningokokken gewéhrleistet. Diese Hypothese der durch eine
kommensale Spezies des menschlichen Nasopharynx hervorgerufenen naturlichen
Immunitat gegen Meningitis kénnte neue Perspektiven zur Entwicklung von
Impfstoffen gegen diese Erkrankung eréffnen (Tang et al., 1999).

1.3. Populationsstruktur von Bakterien

Populationsgenetiker begannen in den achtziger Jahren grosse Stammsammlungen
verschiedener Bakterienspezies mittels Multilokus-Enzymelektrophorese (MLEE)
zu analysieren, um die Variabilitdt von Bakterienspezies im Rahmen der
Populationsbiologie zu definieren (Selander et al., 1987). Mit Hilfe statistischer
Tests wurden die dabei gewonnenen Daten ausgewertet, um Beziehungen
zwischen Genen an verschiedenen Genorten herzustellen. Dabei fiel auf, dass
bei vielen Spezies eine nicht-zuféllige Verbindung von Allelen vorliegt, d.h. dass
diese Spezies ein ausgepragtes Kopplungsungleichgewicht aufweisen.
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Es wurden drei Typen von Populationsstrukturen bei Bakterien definiert (Maynard-
Smith et al., 1993): Klonale (asexuelle), epidemische (bedingt sexuelle) und
panmiktische (sexuelle) Populationen. Uber einen kurzen Zeitraum weisen alle
Bakterien eine klonale Populationsstruktur auf, die sich durch Rekombination
auflésen oder durch klonale Expansion verstéarken kann. Die Unterscheidung von
panmiktischen, epidemischen und klonalen Populationsstrukturen spiegelt somit
die verschiedenen Verhaltnisse von Rekombination zu Ausbreitung wider (Achtman,
1994).

Bei klonalen Spezies entstehen genetische Verdnderungen zwischen verschiedenen
Isolaten aus der sequentiellen Akkumulierung von Mutationen in den Nachkommen
eines gemeinsamen Vorfahren. Neben Punktmutationen tragen auch andere
Mechanismen wie Insertionen und Deletionen zur genetischen Diversitat klonaler
Populationen bei (Suerbaum and Achtman, 2001; Spratt and Maiden, 1999). Man
geht davon aus, dass keine Spezies existiert, die eine absolut klonale
Populationsstruktur aufweist. Allerdings existiert von Yersinia pestis nur ein
Sequenztyp, wobei angenommen wird, dass dieser ein erst kirzlich entstandener
Abkémmling von Yersinia pseudotuberculosis ist (Achtman et al., 1999). Aufgrund
der relativ jungen Evolution von Yersinia pestis konnten sich noch keine weiteren
Sequenztypen entwickeln. Bei den Prototypen der klonalen Spezies-Salmonella
enteritica und Escherichia coli-konnte durchaus auch horizontaler Gentransfer
nachgewiesen werden ( Spratt and Maiden, 1999). Jedoch ist bei beiden Spezies
horizontaler Gentransfer zu selten, um das genetische Kopplungsungleichgewicht
zu zerstéren. Bei Escherichia coli kommen Punktmutationen etwa finfmal haufiger
vor als lokalisierte Rekombinationsereignisse (Milkman and Bridges, 1990).
Es kommt passager zu einer raschen Ausbreitung fitter Klone.
Rekombinationsereignisse treten selten auf. Klonale Populationsstrukturen
kénnen auch nur dann existieren, wenn es selten zu Rekombinationen oder
horizontalem Gentransfer kommt.

Horizontaler Gentransfer geschieht durch Konjugation, Transformation oder
Transduktion (Singer and Berg, 1991). Dadurch kann es zur Integration von DNA
der selben Spezies (d.h. Rekombination innerhalb einer Spezies), oder von DNA
weit oder ndher verwandter Spezies (d.h. Rekombination zwischen unterschiedlichen
Spezies) kommen.
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Rekombinationsereignisse unterbrechen die klonale Struktur, weil die neu
eingebrachte DNA nicht Teil der evolutiondren Geschichte der anderen Anteile
des Genoms ist. Populationen, bei denen Rekombinationen und horizontaler
Gentransfer haufig vorkommen nennt man panmiktisch. Panmiktische Spezies
sind so variabel, dass gewdhnlich nur Isolate von Tragern mit direkten Kontakten
identisch sind. Zu dieser Gruppe zahlt v.a. Helicobacter pylori. Die extreme
genomische Plastizitit dieser Spezies steht in Ubereinstimmung mit einem
Kopplungsgleichgewicht der Gene, welches durch freie Rekombination bedingt
ist. Homoplasie-Tests bewiesen, dass bei Helicobacter pylori Rekombinations-
ereignisse sehr viel haufiger vorkommen als Mutationen (Suerbaum et al., 1998).
Eine Zwischenstellung der Populationsstrukturen nehmen die epidemischen
Spezies ein, die ein mehr oder weniger ausgepragtes Kopplungsungleichgewicht
aufweisen. Zu den epidemischen Spezies gehdren Neisseria meningitidis und
Streptococcus pneumoniae (Spratt and Maiden, 1999). Bei den epidemischen
Spezies handelt es sich urspringlich um panmiktische Spezies, bei denen
gelegentlich eine ausgepragte Expansion einzelner Klone festzustellen ist. Das
Auftreten von Klonen ist offensichtlich, obwohl Meningokokken haufig rekombinieren
und durch ihre Besiedlung der Mundhdhle freier DNA eigener oder fremder Genera
ausgesetzt sind. So ist die Variabilitat dieser Tragerisolate ungleich héher als bei
klonalen Spezies.

Verschiedene klonale Gruppierungen epidemischer Populationen kdnnen in
unterschiedlichen geographischen Regionen und in unterschiedlichen Zeitrdumen
dominieren. So zeigen die meisten Erkrankungsisolate der Serogruppe A-
Meningokokken, aber auch andere hypervirulente Stdmme Uber einen Zeitraum
von mehreren Jahrzehnten eine klonale Populationsstruktur, wobei die Ausbreitung
einer solchen Linie vermutlich in ihrer sehr hohen Fitness begrindet liegt.
Nichtsdestotrotz ist die Wahrscheinlichkeit eines Nukleotidaustausches innerhalb
eines Stoffwechselgens bei Meningokokken durch Rekombination mindestens
80 mal haufiger als durch Mutation (Feil et al., 1999).

Das gemeinsame Merkmal panmiktischer und epidemischer Spezies ist ihre
natUrliche Transformationskompetenz, welche eine freie Rekombination von
Genen ermdglicht.
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1.4. Methoden zur ldentifizierung genetischer Variabilitit von Bakterien
Die Analyse der Populationsstruktur von Bakterien erfordert spezielle Methoden,
um die genetische Verwandtschaft bakterieller Isolate festzustellen.
Lange Zeit war die Multi-Lokus-Enzym-Elektrophorese MLEE (Selander et al.,
1987) die meistgenutzte und am weitesten verbreitete Methode zur Identifizierung
der genetischen Variabilitdt von Bakterien. Das Prinzip der MLEE besteht darin,
diverse zytoplasmatische Alloenzyme bzw. Isoenzymmuster auf elektrophoretische
Differenzen hin zu untersuchen. Auf diese Weise kénnen Unterschiede in den
Aminosauresequenzen der metabolischen Enzyme auf Grund ihrer differierenden
elektrophoretischen Mobilitdt ausgemacht werden. Jeder elektrophoretischen
Variante wird eine Ziffer zugeteilt, so das durch Kombination der verschiedenen
Ziffern ein elektrophoretischer Typ (ET) entsteht.

Die Verwendung der MLEE trug massgeblich zur Kenntnis der Populationsstruktur
der Meningokokken bei (Caugant et al., 1987). Trotzdem zeigen sich bei dieser
Methode zahlreiche Einschrdnkungen: So ist die Methode auf wenige
Speziallaboratorien beschrankt, auch die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse ist
innerhalb eines Labors oder auch zwischen Labors oftmals eingeschrankt. Stumme
Mutationen kdnnen mittels MLEE nicht entdeckt werden. Neben der selten, nur
bei Verwendung zu weniger Loci inadaquaten Diskriminierung tragt auch das
Unvermdgen dieser etablierten Methode, genetische Ubereinstimmungen zwischen
Isolaten zu quantifizieren zur verminderten Anwendbarkeit eben jener Methode
bei. Deren wichtigste Nachteil ist jedoch, dass hervorgebrachte Resultate nur
schlecht oder Gberhaupt nicht zwischen verschiedenen Laboratorien miteinander
verglichen werden kénnen.

Eine auf dem Konzept der MLEE aufbauende Methode ist die der Multi-Lokus-
Sequenz-Typisierung MLST (Maiden et al., 1998). Bestimmte Allele von Isolaten
einer bakteriellen Spezies kénnen jedoch mit dieser Methode direkt durch
Sequenzierung interner Fragmente sogenannter housekeeping-Gene identifiziert
werden, anstatt wie bei der MLEE indirekt durch den Vergleich der
elektrophoretischen Beweglichkeit der fir sie kodierenden Enzyme. Analog der
ET bei der MLEE werden bei der MLST Sequenztypen (ST) definiert.
Die Vorteile der MLST gegeniber der MLEE sind Uberzeugend: Zum Einen ist es
nun moglich DNA-Sequenzdaten verschiedener Labors miteinander zu vergleichen,
zum Anderen kdénnen nun Daten via Internet transferiert und somit einer grossen
Anzahl von Personen zugénglich gemacht werden.



Einleitung 10

Die Entwicklung mehrerer Multilokus-Sequenz-Datenbanken hat fir Viele eine
Arbeitserleichterung dargestellt (s.a.: www.mlst.net;
http://neisseria.org/nm/typing/mist). Ein weiterer, nicht von der Hand zu weisender
Vorteil ist, dass die Variationsmdglichkeiten der MLST die der MLEE um ein
Vielfaches Uberbieten. So ist es moglich mit Hilfe des 7-Lokus-MLST-Systems
gleiche Ergebnisse wie mit dem herkdmmlichen 14-Lokus-MLEE-System
vorzuweisen, wobei wie bereits oben erwahnt stumme Mutationen gar nicht
mittels MLEE entdeckt werden kénnen.

Aus den genannten Griinden stellt die MLST momentan im Bereich der Erforschung
bakterieller Populationsstrukturen den Goldstandard dar, wobei hierbei jedoch
angemerkt sei, dass Populationsstrukturen in Zukunft wohl mittels Genomsequenzen
dargestellt werden.

1.5. Stand der Forschung zur Populationsstruktur von Neisseria lactamica
Fur viele kommensale Neisserien-Spezies ist horizontaler Gentransfer beschrieben
worden. Sowohl innerhalb der selben Spezies, als auch zwischen verschiedenen
Spezies konnte ein Gentransfer nachgewiesen werden (Bowler et al., 1994; Derrick
et al., 1999; Feil et al., 1996; Feil et al., 2000; Holmes et al., 1999; Linz et al.,
2000; Lujan et al., 1991; Saez Nieto et al., 1990; Smith et al., 1999; Zhou et al.,
1997; Zhou and Spratt, 1992). Beispielsweise wurde ein horizontale Transfer
solcher Gene beschrieben, bei denen Penicillin-Resistenz vermutet wird (Bowler
et al., 1994). Meningokokken bauen gehauft tbp-Allele, die von kommensalen
Neisserien-Stammen abstammen in ihr Genom ein (Linz et al., 2000). Aus oben
genannten Griinden scheint die Definition eines globalen Neisserien-Genpools
durchaus gerechtfertigt (Maiden et al., 1996).

Die Spezies Neisseria lactamica scheint eine Kommensale des menschlichen
Nasen-Rachen-Raums mit einer erheblichen epidemiologischen Relevanz
darzustellen, da man annimmt, dass eine Besiedlung mit diesen Bakterien vor
einer Infektion mit Meningokokken schiitzt (Coen et al., 2000; Gold et al., 1978).
Trotzdem wurde die Populationsstruktur dieser Art vor Beginn der Arbeit weder
mittels MLEE noch durch MLST untersucht. So befasste man sich auch in der
jungsten Untersuchung tGber Rekombinationsereignisse bei Neisserien (Smith et
al., 1999) lediglich mit sechs Neisseria lactamica-Stammen, die man aus Schweden,
England und Kanada (Barrett and Sneath, 1994) rekrutiert hatte.
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Insofern konnten bis jetzt keine gesicherten Angaben tber die Populationsstruktur
der Spezies Neisseria lactamica gemacht werden. Ebenso blieb im Unklaren, in
wie weit sich epidemiologisch miteinander in Kontakt, bzw. nicht miteinander in
Kontakt stehende Neisseria lactamica-Isolate genetisch voneinander unterscheiden.
In dieser Studie wurde daher die genetische Diversitat von 26 Neisseria lactamica-
Stdmmen, die aus epidemiologisch verknupften Kindergartengruppen und
Schulklassen dreier benachbarter bayerischer Stadte isoliert wurden, analysiert.
1.6. Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Ein Ziel dieser Arbeit war die Bestimmung der Genotypen von Neisseria lactamica
bei epidemiologisch verkntpften Tragern. Resultierend aus diesen Ergebnissen
sollte die Diversitat dieser Spezies bestimmt werden.

Zu diesem Zweck untersuchten wir 26, aus Kindergarten und Grundschulen der
drei benachbarten bayerischen Stadte Augsburg, Ingolstadt und Minchen
entstammenden Neisseria lactamica-Stamme durch Sequenzierung der drei
Stoffwechsel-Gene argF, rho, recA und des 16S rRNA-Gens.
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2. Material und Methoden

2.1. Gerate

Brutschranke

- KB 500 (Heraeus, Hanau)

- B5060 E-CO, (Heraeus, Hanau)
Elektrophoresekammern

- DNA Subcell™ (BioRad, Miinchen)

- Wide Mini-Subcell™ (BioRad, Miinchen)
Gel-Dokumentationssystem

- MidiDoc (Herolab, Wiesloch)

Heizbldcke

- BT1 und BT3 (Grant Instruments, Cambridge, UK)
DNA-Sequenzierapparat

- ABI Prism™ Sequencer 377 (Perkin EImer, Weiterstadt)
Spannungsgerate

- Gene Power Supply GPS 200/400 (Pharmacia, Freiburg)
- Power Supply 3000Xi (BioRad, Mlinchen)

Speed Vac® Plus SC110A (Savant, New York, USA)
Thermocycler

- TRIO (Biometra, Géttingen)

- Personal Cycler (Biometra, Géttingen)

Vortex Reagenzglasmixer (Heidolph, Kelheim)
Wasserbéader verschiedener Hersteller

Zentrifugen

- Biofuge 15 (Heraeus, Hanau)

- Biofuge 15R (Heraeus, Hanau)

- Omnifuge 2.0 RS (Heraeus, Hanau)

- Kihlzentrifuge RC-5B (Sorvall Heraeus, Hanau)

- Ultrazentrifuge L7 (Beckman, Minchen)

- Tisch-Ultrazentifuge TL-100 (Beckman, Minchen)
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2.2. Verbrauchsmaterial

Objekttrager 76x26 cm verschiedener Hersteller

0.5 ml-, 1.5 ml-, 2.0 mI-Reaktionsgeféasse (Sarstedt, Nirnbrecht)
15 ml-Réhrchen, steril (Greiner, Nurtingen)

Spritzen und Kantlen (Braun Melsungen AG, Melsungen)
Wattetupfer 15 mm verschiedener Hersteller

2.3. Chemikalien, Reaktionskits und Enzyme

von AppliChem, Heidelberg

- O-Nitrophenyl-3-D-Galactopyranosid (ONPG)

von bioMérieux, Marcy |'Etoile, Frankreich

- api NH

von Eurogentec, Seraign, Belgien

- Smart-Ladder

von Hepha, Bonn

- Oxidase-Reagenz 5 ml

von Merck, Darmstadt

- Ethidiumbromidlésung (2mg/L)

- Standard 1 Nahrbouillon

von Perkin Elmer, Weiterstadt

- AmpliTag®

von Qiagen, Hilden

- QlAquick PCR Purification Kit

- QlAquick Gel Extraction Kit

von Roth, Karlsruhe

- Agarose NEEO

- dNTPs, lyophylisiert

von Sigma-Aldrich, Schnelldorf

- L-Glutamins&ure-y-3-Carboxy-4-Nitroanilid-NH,

Alle weiteren Chemikalien wurden in p.a. Qualitat von Merck, Darmstadt oder Serva,
Heidelberg bezogen.
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2.4. Puffer und Lésungen

GEBS

- 20 % Gilycerin

- 50 mM EDTA

- 0,05 % Bromphenolblau

- 0.5 % N-Lauroylsarkosin

- pH 8.0

Kristallviolett-Lésung

- 96 % Ethanol

- 91 % Phenol

- Kristallviolett (Merck, Darmstadt)
Lugol'sche Lésung

- Aqua demin.

- Kaliumjodid (Merck, Darmstadt)
- Jod (Merck, Darmstadt)
Methylenblau

- Aqua demin.

- 96 % Ethanol

- Methylenblau

PBS

- 10 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7.4
- 140 mM NaCl

oder

- PBS Dulbecco ohne Ca2t/Mg2t (Biochrom, Berlin)
Safranin-Lésung

- Aqua demin.

- Safranin O (Merck, Darmstadt)
1XTBE

- 100 mM Tris-HCI

- 100 mM Borsaure

-2.5mM EDTA

-PH 8.3
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2.5. Bakterienkulturen

2.5.1. Neisserien-Stamme

Neisseria lactamica

bezogen von der DSMZ, Braunschweig

DSM 4691 (ATCC 23970, NCTC 10617)

Neisseria meningitidis-Stamm MC58

klinisches Isolat einer Blutkultur aus Stroud, Grossbritannien, 1983, (MRU
Manchester Isolat D 641)

B:15:P1.7.16

ST-32 Komplex, ST-74

2.5.2. Ndhrmedium

Martin-Lewis Agar (Becton Dickinson, Heidelberg):

Selektivndhrboden auf Kochblutbasis zur Isolierung pathogener Neisserien (enthalt
unter Anderem Amphotericin B, Colistin, Trimethoprim-Laktat und Vancomycin)
2.5.3. Kulturbedingungen

Alle Inkubationen fanden bei 37 °C statt. Die Neisserien-Kulturen wurden in einem
CO,-Brutschrank (5 % CO,-Atmosphére) inkubiert.

2.6. Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide (Tabelle 1) wurden von ARK Scientific, Darmstadt bezogen.
Primer flr recA

DA1 5-GCCAGAAAAACGGCGGCG-3 Pos. 279-296 (U57905)
DA2 5-TGACTTTGACGCGGGTTTCG-3 Pos. 670-651 (U57905)
Primer flr argF

DA3 5-GACGCGCGTTACAACATGG-3 Pos. 329-347 (X64871)
DA4 5-GCAGGCAGTGCATGAATTTG-3 Pos. 665-646 (X64871)
Primer flr porB

DA9 5-CGGTAGCGGCAACTTCGG-3 Pos. 793-776 (X65533)
DA14 5-TGAACAGCATCCTGAAAAGCA-3 Pos. 367-347 (X65533)
Primer flr rho

DA17 5-TCCGGCACACTCGAAATCC-3 Pos. 37- 55 (AJ223910)
DA18 5-TGCAGCATCACGGTTTTACC-3 Pos. 449-430 (AJ223910)
Primer fur das 16S rRNA Gen

27f 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3 Pos. 8- 27 (JO1859)
907r 5-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3 Pos. 926-907 (JO1859)

519r 5-GWATTACCGCGGCKGCTG-3' Pos. 536-519 (JO1859)
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Tabelle 1: Oligonukleotide, die fur die PCR und Sequenzierung der Stoffwechsel-
gene argF, recA, rho, porB und 16S rRNA der Neisseria lactamica-Stamme
benutzt wurden.

Oligo- Sequenz (5-3) Target Position
nukleotide (accession number)

DA2
DA3
DA4
DA9
DA14
DA17
DA18
27f
907r
519r

GCCAGAAAAACGGCGGCG
TGACTTTGACGCGGGTTTCG
GACGCGCGTTACAACATGG
GCAGGCAGTGCATGAATTTG
CGGTAGCGGCAACTTCGG
TGAACAGCATCCTGAAAAGCA
TCCGGCACACTCGAAATCC
TGCAGCATCACGGTTTTACC
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
CCGTCAATTCMTTTRAGTTT
GWATTACCGCGGCKGCTG

recA

argF

argF

por B

por B

rho

rho

16S rRNA Gen
16S rRNA Gen
16S rRNA Gen

279-269 (U57905)
670-651 (U57905)
329-347 (X64871)
656-646 (X64871)
793-776 (X65533)
367-347 (X65533)
37-55 (AJ223910)
449-430 (AJ223910)
8-27 (JO1859)
926-907 (JO1859)
536-519 (JO1859)
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2.7. Isolation und Identifikation von Neisseria lactamica-Stammen

2.7.1. Die bayerische Meningokokkentragerstudie

Die bayerische Meningokokkentragerstudie (genehmigt von der Ethikkommission
der Universitat Wirzburg, Studiennummer 137/99) wurde von November 1999
bis Mérz 2000 durchgefuhrt. Bei 8000 Kindern und Jugendlichen im Alter von
drei bis 25 Jahren aus verschiedenen Orten Bayerns wurden Rachenabstriche
entnommen. Im Rahmen der Studie wurden Neisseria meningitidis- und Neisseria
lactamica-Stamme gesammelt. In folgenden Ortschaften und Institutionen wurden
Rachenabstriche entnommen:

Augsburg

- KG, GS, RS, Gym

Bayreuth

- Bundeswehrkaserne

Coburg

- KG, GS, RS, Gym

Dinkelsbuhl

- KG, GS, HS, Gym

Ebern

- Bundeswehrkaserne

Eggenfelden

- KG, GS, HS, RS, Gym

Erlangen

- KG, GS, HS, RS, Gym

Flrstenzell

- Gym

Griesbach

- KG, GS, HS

Ingolstadt

- KG, GS, HS, RS, Gym

Kempten

- Bundeswehrkaserne

Muanchen

- KG, GS, HS, RS, Gym
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Pfarrkirchen

- KG, GS, HS, RS ,Gym

Roth

- Bundeswehrkaserne
Sonthofen

- KG, GS, HS, Gym, Bundeswehrkaserne
Volkach

- Bundeswehrkaserne
Weiden

- KG, GS, HS, Gym
Wirzburg

- KG, GS, HS, Gym
Erlauterung der Abkurzungen:
KG: Kindergarten

GS: Grundschule

HS: Hauptschule

RS: Realschule

Gym: Gymnasium

2.7.2. Abstrichentnahme

Mit Hilfe von Wattetupfern wurden bei den Kindern Abstriche der hinteren
Rachenwand entnommen, welche dann unverziglich vor Ort auf Martin-Lewis
Agar ausplattiert wurden. Der Transport der bestrichenen Nahrmedien zurtck in
das mikrobiologische Labor nach Wirzburg erfolgte auf kiirzestem Wege mit der
Deutschen Bahn oder dem Lieferwagen. Die Inkubation erfolgte innerhalb von
1-10 h nach Abstrichentnahme. Nach 8-12-stlindiger Inkubation der Agarplatten
bei 37 °C und 5 % CO,-Atmosphéare wurden die Kolonien erstmals inspiziert.
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Oxidase-Positive Kolonien mit typischem Aussehen wurden nach Subkultur auf
Martin-Lewis Agar auf ihre B-Galaktosidase- und y-Glutamyltransferase (GGT)-
Aktivitat getestet. Fur die B-Galaktosidase-Testung wurde O-Nitophenyl-§3-D-
Galactopyranosid (ONPG) als Substrat verwendet. Die Bakterien wurden in eine
ONPG-haltige Lésung (2 mM ONPG, 113 pM Sodiumdodecylphosphat, 124 mM
NaCl, 16 mM K*-Phosphat, pH 7) resuspendiert (OD600 nm=1). Bei ONPG-
Positiven Stdmmen kam es nach einer einstiindigen Inkubation bei 37 °C zu einer
Gelbfarbung. Die GGT-Testung erfolgte, indem man die Bakterien acht Stunden
bei 37 °C in 1 mM L-Glutaminsaure-y-3-Carboxy-4-Nitroanilid-NHg4 inkubierte.
Als Positiv- bzw. Negativkontrolle dienten jeweils der Neisseria lactamica-
Referenzstamm DSM 4691 bzw. der Neisseria meningitidis-Stamm MC58.
Die endgultige Bestétigung der Diagnose Neisseria lactamica erfolgte bei Oxidase-
positiven, ONPG-positiven und GGT-negativen Bakterienstdmmen mittels api NH
(Durchfihrung und Auswertung gemass Herstellerangabe).

2.7.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion kbnnen definierte DNA-Abschnitte mit
spezifischen Oligonukleotiden (Primern) unter Verwendung der thermostabilen
DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus amplifiziert werden. Die Primer werden
so gewdhlt, dass sie antiparallel zueinander an den beiden Strdangen der DNA
hybridisieren und der gewlnschte DNA-Abschnitt vervielfaltigt werden kann. Die
in-vitro-Vervielfaltigung der DNA-Abschnitte wird im Thermocycler durchgefiihrt
und beinhaltet die Denaturierung der DNA, das Anlagern der Primer und die
Polymerase-Reaktion.

Reaktionsablauf im Thermocycler:

1. Denaturierung 300-600 sec bei 94 °C
2. Annealing 60 sec bei der Annealing-Temperatur
3. Extension ... sec bei 72 °C
4. Denaturierung 60 sec bei 94 °C
5. Annealing 60 sec bei der Annealing-Temperatur

6. Extension 600 sec bei 72 °C
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Die Annealing-Temperatur war fr argF, rho und porB 56 °C, fiir recA 62 °C und
fir 16S rRNA 53 °C. Sie wird 4 °C unterhalb der nach der 2+4-Regel (2 °C pro AT-
bp, 4 °C pro GC-bp) berechneten Schmelztemperatur gewahlt. So kann eine
Anlagerung an unspezifische DNA-Abschnitte verhindert werden, und es erfolgt
keine Amplifikation unspezifischer DNA-Fragmente. Die Dauer der Polymerase-
Reaktion richtet sich nach der Ladnge des DNA-Fragments, das amplifiziert werden
soll. Innerhalb einer Minute erfolgt ein Einbau von ca. 1000 Nukleotiden. Die
Schritte 2-5 werden 36mal durchlaufen.

Die PCR-Produkte wurden vor ihrer weiteren Verwendung als Klonierungsfragment
durch eine Aufreinigung mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden)
von den Primern getrennt.

2.7.3.1. PCR mit der AmpliTaqg® DNA-Polymerase

- 10xPCR-Puffer

- 500 mM KCiI

- 100 mM Tris-HCL, pH 8.3

- 256 mM MgCl,

- 10xNukleotid-Mix

- je 2 mM dATP, dCTPR, dGTP, DTTP

- AmpIiTaq® DNA-Polymerase (5 U/pl)

- Primer (0.2 mM)

Jeder PCR-Ansatz wird nach folgendem Schema angesetzt:

-10-20 ng Plasmid-DNA bzw. chromosomale DNA als Template

- 10 pl 10xPCR-Puffer

- 6 pl MgCl,
- 10 plIdNTP
- 1yl Primer A
- 1 ul Primer B

- 0.2 pl Tag-DNA-Polymerase
- ddH,O ad 100 pl
Der Reaktionsansatz wird zum Schutz vor Verdunstung mit Mineraldl Gberschichtet.
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2.7.4. Agarose-Gelelektrophorese
Die elektrophoretische Auftrennung von DNA erfolgt in Agarosegelen, wobei die
Agarosekonzentration in Abhangigkeit von der GréBe der DNA-Fragmente gewahlt
wird z.B.:

0.8 % Agarose fur 0.8-12 kb

1 % Agarose fur 0.5-10 kb

1.5 % Agarose fur 0.2- 3 kb
Die jeweilige Agarosemenge wird in 1XTBE unter Erhitzen in der Mikrowelle gel6st
und nach dem Abkulhlen auf ca. 60 °C in horizontale Geltrager gegossen. Die zu
analysierenden DNA-L&sungen werden vor dem Auftragen mit GEBS verdinnt,
wobei das in GEBS enthaltene Bromphenolblau als Marker fir die Lauffront dient.
Als DNA-GroéBenstandard dienen Smart-Ladder. Die Elektrophorese erfolgt bei
100-200 V und Raumtemperatur. Um die DNA-Banden gut sichtbar zu machen,
werden die Gele ca. 10 min in eine Ethidiumbromidlésung (2mg/l) gelegt und
anschlieBend unter UV-Licht (302 nm) betrachtet. Aufgrund der konstanten Menge
an GroéBenmarker, die verwendet wird, lasst sich die Menge der zu analysierenden
DNA-Fragmente abschatzen.
2.7.5. Isolierung von DNA aus Agarosegelen und aus PCR-Ansétzen
Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wird mit Hilfe des QIAquick
Gel Extraction Kits (Qiagen, Hilden) durchgeftihrt. Die Isolierung amplifizierter
DNA-Fragmente aus PCR-Ansatzen erfolgt mit dem QIAquick PCR Purification
Kit (Qiagen, Hilden). Beide Verfahren basieren auf der selektiven Bindung der
DNA an Silikagel-Membranen in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen. Bezlglich
der Zusammensetzung der Lésungen werden vom Hersteller keine Angaben
gemacht.
2.7.6. Automatisierte DNA-Sequenzierung
Die DNA-Sequenzierung erfolgt mit dem automatischen Sequenziergerat ABI
Prism™ Sequenzer 377 (Perkin Elmer, Weiterstadt) nach der Kettenabbruch- oder
Didesoxy-Methode (Sanger et al., 1977). Nach der Denaturierung der zu
sequenzierenden doppelstrangigen DNA wird zur Initiation der DNA-Synthese
durch die Tag-DNA-Polymerase ein Primer an den zu sequenzierenden Einzelstrang
angelagert. Um den Kettenabbruch bei der Synthese zu erzielen, werden dem
Reaktionsansatz auBer den vier Desoxynukleotidtriphosphaten (ANTPs) geringe
Mengen der 2'.3-Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPs) zugefligt, die jeweils
mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind.
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Die ddNTPs werden von der Polymerase als Substrate verwendet, ermdglichen
aber aufgrund des Fehlens einer Hydroxylgruppe am 3'-Ende keine
Kettenverlangerung. Somit wird die DNA-Synthese nach dem Einbau eines
ddNTPs an einer beliebigen Stelle gestoppt, und es entsteht eine Mischung von
DNA-Molekilen, die alle das gleiche 5-Ende besitzen, in der Lange variieren und
basenspezifisch terminiert sind.
Sequenzieransatz:
0,1 pg PCR-Produkt
5-10 pmol Primer
2 pl Sequenzier-Mix
ddH20 ad 10 pl
Die Tag Cycle-DNA-Sequenzierung gliedert sich in folgende Schritte:
Denaturierung
- 10 sec bei 96 °C
Primer-Hybridisierung
- 5 sec bei der Temperatur entsprechend der Primer-Zusammensetzung (2+4-
Regel-5 °C)
DNA-Synthese mit gleichzeitiger Markierung und Termination
- 4 min bei 60 °C
Im AnschluB an die Markierungsreaktion werden die Reaktionsansatze gefallt, in
Probenpuffer aufgenommen und fir 2 min bei 90 °C hitzedenaturiert. Danach
erfolgt die elektrophoretische Auftrennung der Sequenzieransatze in
Polyacrylamidgel. Das emittierte Fluoreszenzlicht der eingebauten
Didesoxynukleotide erméglicht die Detektion der verschiedenlangen DNA-Molekule
mittels eines Laserscanners, der in das Sequenziergerat integriert ist.
2.7.7. Sequenzanalysen
Die ermittelten DNA- und Aminosduresequenzen wurden mit der Lasergene-
Sequenzanalyse-Softwear (Dnastar, Madison, USA) analysiert. Sequenzvergleiche
erfolgten mit dem Clustal V des MegAlign-Programms. Sequenzvergleiche mit
der GenBank- und der SWISS-PROT-Datenbank erfolgten Gber den Server des
National Center for Biotechnology Information (Bethesda, USA,
http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/blast.cgi).
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3. Ergebnisse

3.1. Isolation und Identifikation von Neisseria lactamica-Stammen

Im Rahmen der bayerischen Meningokokkentrégerstudie, die von November 1999
bis Marz 2000 durchgefiihrt wurde, wurden in Kindergarten und Schulen der
Gemeinden Ansbach, Augsburg, Erlangen, Griesbach, Ingolstadt, Minchen,
Pfarrkirchen, Sonthofen und Weiden (Abbildung 1) insgesamt 305 Oxidase—positive,
ONPG-positive und GGT-negative Neisserien-Stdmme gesammelt.

Abbildung 1: Geographische Herkunft der im Rahmen der bayerischen
Meningokokkentragerstudie isolierten Neisseria lactamica-Stamme.

Erlangen

Ansbach

Ingolstadt

Griesbach

Augsburg Pfarrkirchen

Minchen
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Der Altersmedian der teilnehmenden Kinder und Jugendlichen betrug neun Jahre.
Mit Hilfe eines biochemischen Testverfahrens (api NH) konnte bei 287
Bakterienstdmmen die Diagnose Neisseria lactamica sichergestellt werden. Bei
den restlichen 18 Stammen resultierten aus der biochemische Uberpriifung
folgende Spezies: In vier Féllen ergab die api NH Neisseria cinerea, in weiteren
drei Fallen Neisseria meningitidis, wobei hierbei von Fehlbestimmungen der
vorhergehenden GGT- und ONPG-Testung auszugehen ist. In finf Fallen wurde
durch api NH die Diagnose Haemophilus spp. gestellt. Dieses Ergebnis wurde
nicht weiter verifiziert. In sechs Féllen konnte keine Speziesdiagnose gestellt
werden.

Von den 287, biochemisch eindeutig als Neisseria lactamica identifizierten Stammen
(Tabelle 2) wurden 40, die von Kindern aus Kindergarten und Schulen der
benachbarten Stadte Augsburg, Ingolstadt und Minchen isoliert wurden, zur
weiteren Untersuchung der genetischen Variabilitdt von Neisseria lactamica
ausgewahlt. Um die ldentifizierung dieser 40 Bakterienstamme als Neisseria
lactamica mit einem unabhangigen Testverfahren zu bestatigen, analysierten wir
deren 16S rRNA-Sequenzen mit Hilfe der RIDOM-Datenbank (Harmsen et al.,
2001 und Harmsen et al., 2002). Bei RIDOM (Ribosomal Differentation of Medical
Microorganisms, www.ridom.de) handelt es sich um ein Hypertext-basiertes,
intuitives Interface zur Identifikation und molekularen Differenzierung pathogener
Mikroorganismen wie Bakterien und Pilze. Die Ergebnisse von DNA-Sequenz-
vergleichen werden aus einer relationalen Datenbank ausgegeben, interpretiert
und multimedial préasentiert.
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Tabelle 2: Herkunft der 287 als Neisseria lactamica identifizierten Bakterienstamme.

Abstrich- | Gemeinde Gesamt- | Alters- Median
datum zahl (n) | gruppe (a) | (a)

20.01.00
26.01.00

25.01.00
25.01.00
25.01.00
25.01.00

01.02.00
02.02.00
07.02.00
08.02.00
08.02.00

15.02.00
15.02.00
15.02.00

17.02.00
17.02.00

24.02.00
21.02.00
23.02.00

24.02.00
28.02.00
29.02.00
01.03.00
01.03.00

08.03.00
08.03.00

23.03.00
21.03.00
20.03.00

Griesbach
Griesbach
Griesbach
Pfarrkirchen
Pfarrkirchen
Pfarrkirchen
Pfarrkirchen
Pfarrkirchen
Erlangen
Erlangen
Erlangen
Erlangen
Erlangen
Erlangen
Ansbach
Ansbach
Ansbach
Ansbach
Weiden
Weiden
Weiden
Augsburg
Augsburg
Augsburg
Augsburg
Ingolstadt
Ingolstadt
Ingolstadt
Ingolstadt
Ingolstadt
Ingolstadt
Sonthofen
Sonthofen
Sonthofen
Minchen
Miinchen
Minchen
Miinchen

Kindergarten (2
Hauptschule (1)

Kindergarten (1)
Grundschule (1)
Hauptschule (1)
Gymnasium (1)

Kindergarten (5)
Grundschule (4)
Hauptschule (4)
Realschule (1)
Gymnasium (2)

Kindergarten (1)
Grundschule (1)
Hauptschule (1)

Kindergarten (1)
Grundschule (1)

Kindergarten (1)
Grundschule (1)
Realschule (1)

Kindergarten (3)
Grundschule (1)
Hauptschule (1)
Realschule (1)
Gymnasium (2)

Kindergarten (1)
Grundschule (1)

Kindergarten (7)
Grundschule (9)
Hauptschule (9)

1

—NOo O o =

42
11
13

Gesamt 287

17

15

21

12

41

11- 14

4-6
6-10
11-12
18

3-6
6-10
11-15
12

17

3-5
6-10
10-12

3-6
<

3-6
6-11
13

3-6
6-10
10-13
13
19-22

8-10
10-14

11.5

5,5

8.5
11.5
18

5
8
12.5
12
17

5
6.5
10

4
9

11.5
13
21
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Da 97 % Sequenzidentitéat des 16S rRNA-Gens haufig als cut-off flr Speziesgrenzen
verwendet wird, wurden in unsere Studie nur solche Stdmme aufgenommen,
deren Sequenzen mit Gber 97 % Wahrscheinlichkeit mit denen des in der oben
beschriebenen RIDOM-Datenbank aufgefihrten Neisseria lactamica-
Referenzstammes DSM 4691 Ubereinstimmten. Es handelt sich um ein
konservatives Kriterium, da horizontaler Gentransfer fiir das 16S rRNA-Gen
beschrieben ist. Bei vier der 40 ausgewahlten Stdmme zeigte sich bezlglich des
16S rRNA-Gens zwar die beste Ubereinstimmung mit Neisseria lactamica, sie
betrug aber weniger als 97 %. Die 16S rRNA-Gene von 10 weiteren Stdmmen
zeigte eine hdhere ldentitat zu Neisseria cinerea als zu Neisseria lactamica (96.8
bis 99.1 % Ubereinstimmung mit Neisseria cinerea), was zum Ausschluss dieser
Stamme aus der Studie filhrte, auch wenn nicht auszuschliessen ist, dass es sich
um Neisseria lactamica-Stamme handelt, die in Folge von horizontalem Gentransfer
ein heterologes 16S rRNA-Gen tragen.

Schliesslich verblieben 26 Stamme (Tabelle 3), die im weiteren Verlauf einer
Sequenztypisierung unterzogen wurden. Diese 26 Stdmme wurden alle innerhalb
eines Monats zwischen dem 28.02.2000 und dem 24.03.2000 gesammelt. 17 der
naher untersuchten Stdmme stammten aus Augsburg, acht davon aus einem
Kindergarten, neun aus einer Grundschule. Weitere flinf Stdmme kamen aus zwei
verschiedenen Ingolstddter Kindergarten. Die restlichen vier analysierten
Bakterienstdmme entstammten einem Kindergarten der Landeshauptstadt
Munchen. Der Alters-Range der Neisseria lactamica-Trager betrug drei bis elf
Jahre, der Median sieben Jahre. Die Gruppe der Vierjahrigen dominierte (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Sequenztypen der in drei bayerischen Stadten gesammelten Neisseria
lactamica-Stamme.

181  Augsburg KG 1 1 1 1 1 1 1

175  Augsburg KG 1 4 4 1 1 1 1 1 1

176  Augsburg KG 1 4 4 1 1 1 1 1 1

177  Augsburg KG 1 4 5 1 1 1 1 1 1

149  Augsburg GS 1 1d 7 N I 1 4 2

163  Augsburg GS 1 4 10 1 3 1 1 7 2

147  Augsburg GS 1 1d 7 I I 1 4 2

205 Ingolstadt KG 2 T. 3 9 38 1 1 4 3
208 Ingolstadt KG 3 M. 4 31 = |1 1 11 4
207 Ingolstadt KG 2 T. 4 5 3 8 1 3 5
206 Ingolstadt KG 2 T. 4 5 3 8 1 3 5
155  Augsburg GS 1 3a 9 6 1 5 2 nd° 6
154  Augsburg GS 1 3a 8 8 2 4 3 nd° 7
162  Augsburg GS 1 4 10 8 2 4 3 9 7
185  Augsburg KG 1 7 3 8 2 4 3 9 7
178  Augsburg KG 1 5 4 6 1 9 4 10 8
179  Augsburg KG 1 5 4 1 5 8 5 1 9
265 Minchen KG 4 1 4 S IR 5 1 10
271 Minchen KG 4 1 5 4 1 8 6 5 11
159  Augsburg GS 1 4a 11 9 1 2 10 nd® 12
267  Minchen KG 4 1 5 9 4 7 6 2 13
270 Mdinchen KG 4 1 2! 2 1 6 7 5 14
156  Augsburg GS 1 3a 8 1 1 6 8 5 15
210 Ingolstadt KG 3 M. 3 9 1 2 9 8 16
151  Augsburg GS 1 1c 6 9 1 2 9 nd® 16
183  Augsburg KG 1 6 5 7 5 8 9 nd® 17

Anmerkung:

*: Allelnummern

°: not done

1 KG: Kindergarten; GS: Grundschule
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3.2. Sequenztypisierung ausgewahlter Neisseria lactamica-Stamme

Mit Hilfe einer Sequenztypisierung wurde die genetische Variabilitdt von Neisseria
lactamica untersucht. Hierzu untersuchten wir von den 26 ausgewahlten
Bakterienstdmmen neben den 16S rRNA-Sequenzen (Position 52 bis 509 [GenBank
accession no. J01859, Escherichia coli rDNA]) zusétzlich die Sequenzen von
internen Fragmenten der drei housekeeping-Gene (Auswahl erfolgte nach Smith
et al., 1999) argF (Position 358 bis 634 [X64871]), recA (Position 308 bis 639
[U57905]) und rho (Position 67 bis 417 [AJ223910]). Diese vier Gene wurden
1999 schon von Smith et al. zur Analyse beim Menschen vorkommender Neisseria-
Spezies verwendet (Smith et al., 1999).

ArgF kodiert fur die Ornithin Carbamoyl-Transferase. RecA kodiert fir das Protein
recA, welches fir erfolgreiche Rekombinationen erforderlich ist. Rho kodiert fir
einen Transkriptions-Terminations-Faktor.

Die Analyse der Sequenzen des 16S rRNA-Gens ergab mit 10 verschiedenen
Allelen in 26 Bakterienstdmmen eine Uberraschend hohe Variabilitat. 16S-1 kam
am haufigsten vor, und wurde sowohl in Ingolstadt als auch in Augsburg gefunden.
Auch die von uns definierten Allele 16S-3 (dreimal in Augsburg), 16S-5 (jeweils
einmal in Augsburg und Minchen) und 16S-9 (einmal in Ingolstadt, zweimal in
Augsburg) kamen mehrmals vor. Die Sequenzierung interner Fragmente der drei
Stoffwechselgene ergab flr argF funf, fir recA acht und fir das rho-Gen neun
verschiedene Allele. Sechs der elf in Miinchen bei vier Isolaten gefundenen Allele
waren spezifisch fir die Stdmme in Minchen (argF-4, recA-4, recA-2, rho-7 und
16S-6, 16S-7). 14 Allele der vier untersuchten Gene kamen nur in Augsburg vor
(argF-2, argF-5, recA-1, recA-7, recA-8, rho-3, rho-4, rho-5, rho-9 und 16S-2,
16S-3, 16S-4, 16S-8, 16S-10). Es konnte allerdings kein einziges fur Ingolstadt
spezifisches Allel nachgewiesen werden. Insgesamt nur drei Allele kamen sowohl
in Augsburg als auch in Ingolstadt und Minchen vor (argF-1, recA-9 und rho-8).
Somit konnte durch die Sequenzierung der drei Stoffwechselgene argF, recA, rho
sowie des 16S rRNA-Gens ein hohes Mass an genetischer Variabilitdt in Bezug
auf die 26 untersuchten Neisserien-Stamme festgestellt werden.
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Die Genotypen (=GT) wurden auf der Basis der vier sequenzierten Gene definiert
d.h. fUr die 26 analysierten Bakterienstdmme wurden insgesamt 17 verschiedene
Genotypen definiert (Tabelle 3). Zwolf der 17 (GT-3, GT-4, GT-6, GT-8, GT-9, GT-
10, GT-11, GT-12, GT-13, GT-14, GT-15, GT-17) Genotypen kamen jeweils nur
einmal vor. Die Coverage betrug 66.7 %, berechnet nach der Formel
c=[1-(nsjngletowns / Nclones)x100] (Giovannoni et al., 1995). Funf der 17
Genotypen (GT-1, GT-2, GT-5, GT-7, GT-16) tauchten mehr als einmal auf. GT-1
wurde viermal gefunden, und zwar ausschlieBlich in Augsburg im Kindergarten
1, wobei dieser GT dort dreimal in der Gruppe 4, und einmal in der Gruppe 6
gefunden wurde. Auch GT-2 blieb auf Augsburg beschrankt, hier jedoch auf eine
Grundschule, zweimal in der Klasse 1d, einmal in der Klasse 4b vorkommend.
GT-5 schliesslich war spezifisch fur Ingolstadt, dieser GT wurde bei zwei Kindern
der gleichen Kindergartengruppe gefunden. GT-7 und GT-16 traten in verschiedenen
Institutionen auf. GT-7 kam zwar auch nur in Augsburg vor, jedoch einmal in einem
Kindergarten und zweimal in der selben Grundschule, aber dort in verschiedenen
Klassen. GT-16 war der einzige GT, der in verschiedenen Stadten (Augsburg und
Ingolstadt) gefunden wurde.

Der linkage distance tree, der anhand der Allelnummern erstellt wurde
(Abbildung 2) verdeutlicht die genetische Diversitat der 26 untersuchten
Neisserien—-Stamme, die durch Sequenzierung der vier Gene nachgewiesen wurde.
Viele Stdmme verschiedener Genotypen besitzen ein oder mehrere identische
Allele, was als Zeichen fir einen Alleltransfer zwischen den einzelnen Stammen
gelten kann.
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Abbildung 2: Linkage distance tree der 26 in dieser Studie analysierten Neisseria
lactamica-Stamme. Die Stammnummern befinden sich auf der rechten Seite, die
Allel-Nummer in Klammern dahinter in folgender Reihenfolge: 16S rRNA, argF,
recA und rho.

183 (9,5,7,3)
151 (9,1,9,2)
210 (9,1,9,2)
159 (10,1,9,2)
267 (6,4,9,7)
156 (8,1,1,6)
270 (7,1,2,6)
178 (4,1,6,9)
155 (2,1,6,5)
271 (6,1,4,8)
265 (5,1,5,8)
206 (1,3,5,8)
207 (1,3,5,8)
179 (5,5,1,8)
208 (1,3,6,1)
205 (1,3,9,1)
147 (1,3,1,1)
163 (1,3,1,1)
149 (1,3,1,1)
177 (1,1,1,1)
176 (1,1,1,1)
175 (1,1,1,1)
181 (1,1,1,1)
185 (3,2,8,4)
162 (3,2,8,4)
154 (3,2,8,4)
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Um zu Uberprtifen ob Bakterienstdmme mit identischem GT durch Sequenzierung
eines weiteren genomischen Lokus weiter unterschieden werden kénnen, wurde
bei 23 der 26 Stdmme ein internes Segment des porB-Gens (Position 379 bis
750 [X65533]) sequenziert (Derrick et al., 1999; Ward et al., 1992), wobei dieses
Segment fUr die Aminosduren 123 bis 246 des Neisseria lactamica-porB kodierte.
Dieses Fragment beinhaltete zum Einen die Sequenzen, die fur die von der
Oberflache exponierten hochvariablen loops IV und V des Neisseria lactamica-
porB kodierten, zum Anderen beinhaltete es teilweise die loops Ill und VI.
Oberflachenexponierte Bereiche der Porine stehen unter Immunselektionsdruck
und sind hochvariabel. Vom porB-Gen wurden insgesamt 11 verschiedene Allele
gefunden.

Uberraschend war die Tatsache, dass alle Stimme des selben GT identische
porB-Gen-Sequenzen besassen. So kam in allen Stdmmen mit GT-1 nur das
porB-Allel 11, in allen GT-5-Stdmmen Allel 3, in allen GT-16-Stammen Allel 8 und
in allen GT-7-Stdmmen nur Allel 9 vor. Nur einer von drei GT-2-Stdmmen konnte
mit Hilfe der Porin-Sequenzierung von den anderen Beiden differenziert werden.
Hieraus resultierte, dass durch Sequenzierung des porB-Gens nur bei Einem der
funf GT, die mehr als einmal auftauchten eine weitere Diskriminierung erreicht
werden konnte. Somit ist anzunehmen, dass die Sequenztypisierung der vier
Gene argF, recA, rho und 16S rRNA bereits eine ausreichende Diskriminierung
von Neisseria lactamica erlaubt.
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3.3. Sequenzauswertung

Wie bereits in Abschnitt 3.2. angesprochen, ergaben sich durch die Sequenzierung
des 16S rRNA-Gens zehn verschiedene Allele bei den untersuchten 26 Neisseria
lactamica-Stammen. Innerhalb dieser zehn Allele wurden 21 polymorphe Stellen
beobachtet. Die Sequenzierung des argF-Gens ergab funf unterschiedliche Allele.
Bei genauerer Betrachtung erkannten wir neben sieben synonymen Mutationen
eine nichtsynonyme Mutation an Position 208, was zu einem Austausch der
Aminoséure Valin durch ein Isoleucin fuhrte. Da beide Aminos&duren zu den
verzweigtkettigen, apolaren und hydrophoben Aminosauren gehéren ist eine
funktionelle Auswirkung dieser Mutation unwahrscheinlich. Bei den neun Allelen
des Stoffwechselgens rho zeigten sich insgesamt 13 synonyme Mutationen. Beim
recA fanden wir acht verschiedene Allele mit insgesamt 24 Mutationen, wobei es
ahnlich wie beim argF hier jedoch an zwei Stellen (Position 136 und 292) zu einer
Veranderung der abgeleiteten Aminosauresequenz kam. Diese zwei nichtsynonymen
Mutationen fuhrten an Position 136 zu einem Austausch des Valins durch ein
Isoleucin, an Position 292 wurde ein Isoleucin durch ein Valin ersetzt.
Die Darstellung der polymorphen Stellen wurde visuell auf Hinweise fir
Rekombinationsereignisse inspiziert (Abbildung 3). Punktmutationen sind bei
solchen polymorphen Stellen anzunehmen, die als einzelner Nukleinsdureaustausch
auffallen (z.B. Pos. 387 bei Allel recA-4, Pos. 417 bei Allel recA-7, Pos. 427 bei
Allel 16S-3). Rekombinationsereignisse sind bei mehreren Mutationen in einem
Allel anzunehmen (z.B. Pos. 406 bis 421 bei Allelen 16S-5 bis 16S-10, Pos. 42
bis 267 bei Allelen rho-6 und rho-9, Pos. 157 bis 160 bei Allelen 16S-3 und 16S-
4, bzw. 16S-6 bis 16S-10), da die konsekutive Spontanmutation an mehreren
Stellen unwahrscheinlich ist. Insbesondere das Vorliegen von Mosasikstrukturen
erleichtert bei der visuellen Inspektion die Interpretation in Richtung Rekombination.
Eine solche Mosaikstruktur ist auffallig bei Allel 16S-5, das mdglicherweise aus
16S-1 und 16S-6 zusammengesetzt ist (Abbildung 3).

Far alle vier Loci ist anhand der oben aufgezeichneten Kriterien schon bei der
visuellen Inspektion horizontaler Gentransfer anzunehmen. Das bei visueller
Betrachtung auffallige vermutliche Uberwiegen von Rekombinationen im Vergleich
zur Punktmutation bestéatigt die durch Analyse der Genotypen aufgebrachte
Hypothese eines hdufigen horizontalen Gentransfers bei Neissera lactamica.
Diese durch visuelle Inspektion entstandene Vermutung konnte nach Abschluss
dieser Arbeit durch weitere Methoden bestéatigt werden (s.a. Diskussion).
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Abbildung 3: Polymorphe Stellen innerhalb der argF-, recA, rho- und 16S rRNA-
Gene von Neisseria lactamica. Die Position der polymorphen Stellen sind oberhalb
der Nukleotidsequenzen in vertikaler Form dargestellt. Der aus nichtsynonymen
Mutationen resultierende Austausch von Aminosauren ist unterhalb der
Nukleotidsequenzen in Form von Einzelbuchstaben ausgefihrt.

11122 1111111222222222333334
35509903 170112223014688999447881
24585884 829473696430458124258177
ACCCAAAG 01 CGTCACTGAGI TGEGTGECATTCC 01
GITCAAAG 02 CGTCACTGAGI TGEGTGECACCCC 02
ACCCCEEA 03 CGICGT TGAGCTAGGTGCECATTAC 04
ACCTCGA 04 AGACECTGACCTAGGTG3CATTCC 05
ACCCCGEG 05 CGTTGCTGACCCAGGTIGECATTCC 06

| CGTTGCTGACTCACCCACCATTCT 07
\ ACTTGECCCCCTAGGTGECATTCC 08
ACTTG3CCECCCACCCACTGITCC 09
| V
V |
111222233 111112222333444444444
4445159688901 455691238009000111222
2584762758735 379093782349679028017
TTTACAGTCGTCG 01 GATTTGEECACECTTTCTAGG 01
TTTACAATCCACG 02 GATTTAGCBCECGECTTTCTAGG 02
TTTACGACCTTCC 03 GICCGAGCECACECTTTCTAGA 03
TTTATGECCGTCC 04 GI'CGTAGECACECTTTCTAGS 04
CCCCCAATCGACG 05 GATTTGEECECGTICEGTCCCG 05
CCCCTGACTTCCC 06 GI'CEGAAGCECGTICEGICCCG 06
TTTACAGICTTCC 07 GICEGAGECECGTICEGTCCCG 07
TTTCTGACCTTTC 08 GI'CCGAGCBCECATCEGTCCCG 08
CCCCTGACCTTCC 09 GI'CGTIAGECECGICEGIcccs 09

TTCGTAGAAAAGTOCGGTCOCG 10
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4. Diskussion

Im Rahmen der bayerischen Meningokokkentragerstudie, die von November 1999
bis Marz 2000 durchgeftihrt wurde, konnten in Kindergarten und Schulen zahlreicher
bayerischer Gemeinden insgesamt 287 Neisseria lactamica-Stamme isoliert
werden. 26 ausgesuchte, aus den benachbarten Gemeinden Augsburg, Ingolstadt
und Minchen stammende Neisseria lactamica-Stamme wurden zur Untersuchung
ihrer genetischen Diversitat einer Multi-Lokus-Sequenz-Typisierung (MLST)
unterzogen. Neben den 16S rRNA-Sequenzen wurden dabei Sequenzen von
internen Fragmenten der drei housekeeping-Gene argF, recA und rho analysiert.
Bei 26 Bakterienstdmmen ergaben sich fur das 16S rRNA-Gen zehn, fir argF
funf, fUr recA acht und fir rho neun unterschiedliche Allele.

Daraus resultierend konnten 17 Genotypen (GT) definiert werden, von denen zwolf
nur jeweils einmal vorkamen. Versuche, eine weitere Diskriminierung durch
Sequenzierung des porB-Gens zu erreichen, erbrachte nur wenig zusatzliche
Informationen, so dass anzunehmen ist, dass die Sequenzierung der vier
verwendeten Gene bereits eine ausreichende Diskriminierung von Neisseria
lactamica erlaubt.

Durch visuelle Inspektion der Sequenzen konnte bei allen vier Loci das Uberwiegen
von Rekombinationsereignissen im Vergleich zu Punktmutationen bestatigt werden,
so dass fir die Spezies Neisseria lactamica horizontaler Gentransfer anzunehmen
ist. Durch Verwendung zweier weiterer Methoden, der Split Decomposition-
Analyse (Bandelt and Dress, 1992; Huson, 1998) und der Homoplasie-Testung
(Smith and Smith, 1998), wurde nach Abschluss dieser Arbeit zusatzlich zur
Bestatigung der rein visuellen Inspektion versucht, bei den vier in dieser Studie
sequenzierten Gene 16S rRNA, argF, recA und rho das Vorkommen von
Rekombinationsereignisse nachzuweisen (Alber et al., 2001).

Split Decomposition wurde bisher extensiv zur Analyse der Populationsstruktur
von Bakterien und auch Viren angewendet. Bei dieser Methode werden
Rekombinationsereignisse durch miteinander verbundene Netzwerke (split graphs)
visualisiert. Mit Ausnahme des argF-Gens zeigten die split graphs fir alle
untersuchten Gene komplexe Netzverbindungen, was auf Rekombinationsereignisse
innerhalb dieser Gene schliessen lasst.



Diskussion 35

Bei der Homoplasie-Testung wiederum handelt es sich um ein rein mathematisches
Verfahren, welches ein Mass fiur die Haufigkeit des Auftretens von
Rekombinationsereignissen darstellt. Ein frei rekombinierender Organismus, bei
dem die polymorphen Stellen ein Kopplungsgleichgewicht aufweisen zeigt
theoretisch ein Homoplasie-Verhaltnis von 1.0. Im Gegensatz dazu betragt das
erwartete Homoplasie-Verhéltnis flr einen nicht rekombinierenden, klonalen
Organismus den Wert 0. Da alle Spezies Uber einen kurzen Zeitraum eine klonale
Populationsstruktur aufweisen kédnnen, werden jedoch diese theoretischen
Maximalwerte niemals erreicht. So findet sich beispielsweise bei Helicobacter
pylori als Vertreter einer panmiktischen Spezies das hdchste bekannte Homoplasie-
Verhaltnis mit einem flr drei Gene berechneten Wert von 0.85, das Homoplasie-
Verhaltnis flr Neisseria meningitidis hingegen betrug lediglich 0.34, berechnet flr
elf Gene (Suerbaum, 2000; Suerbaum et al., 1998) (Tabelle 4). Die flir unsere
Studie interessierenden Homoplasie-Verhaltnisse der Spezies Neisseria lactamica
ergaben fur acht Allele des recA-Gens den Wert 0.64 und fir neun Allele des rho-
Gens den Wert 0.54 (Tabelle 4), was die Hypothese eines haufigen Auftretens
von Rekombinationsereignissen bei Neisseria lactamica unterstttzt (Alber et al.,
2001). Homoplasie-Tests der zwei weiteren ebenfalls sequenzierten Gene argF
und 16S rBRNA konnten leider nicht durchgefihrt werden, da zum Einen mindestens
sechs Allele zur Durchfihrung des Tests benétigt werden (argF), zum Anderen
das HOMOPLASY-Programm nur mit proteinkodierenden Genen arbeiten kann
(16S rRNA).
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Tabelle 4 : Mutation und Rekombination bei Neisseria lactamica

Basenpaare | Allele | Mean % Ks | Mean %Ks | Homoplasie | Referenz
(n) (n) (Range) (Range) Ratio
432 8 0.3 8.9

N.lactamica recA 0.64+0.04 diese Studie

N.lactamica rho 351 9 0.0 7.5 0.54+0.05 diese Studie

N.lactamica argF 276 5 0.29 5.4 n. d. diese Studie

N.lactamica 16S 459 10 - 1.84 n. d. diese Studie
rRNA

N.meningitidis 16S 414 10 - 0.68 n. d. diese Studie
rRNA

H.pylori 8 - - 0.7 (0.3-2.5) 16.8(14.1-2.4) 0.85 Suerbaum
Gene

N.meningitidis 11 - - 0.7 (0.3-2.5) 13.4(5.9-26.8) 0.34 et al., 1998
Gene

Aus oben genanntem geht hervor, dass die berechneten Homoplasie-Verhéltnisse
fir Neisseria lactamica somit niedriger als die von Helicobacter pylori, jedoch
deutlich héher als die der Meningokokken liegen. Obwohl der Vergleich von
Rekombinatonsfrequenzen unterschiedlicher Spezies auf Basis der Homoplasie-
Tests mit Vorsicht zu interpretieren ist, wirde oben genanntes bedeuten, dass
Rekombinationen bei apathogenen Neisseria lactamica weitaus haufiger als bei
der Spezies Neisseria meningitidis mit seinen Uberwiegend pathogenen Isolaten
vorkommen, bzw. effiziente Reinigungsmechanismen (z.B. bottlenecks) zur
Entfernung von durch Rekombination entstandenen Genotypen aus der Population
fehlen. Da Rekombinationsereignisse bei Neisseria lactamica haufiger als bei
Neisseria meningitidis aber seltener als bei Helicobacter pylori zu beobachten
sind, kann man davon ausgehen, dass die Populationsstruktur von Neisseria
lactamica zwischen der epidemischen von Neisseria meningitidis und der
panmiktischen von Helicobacter pylori liegt (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Populationsstrukturen bakterieller Spezies.

Klonal Panmiktisch

IS

Yersinia Neisseria Neisseria Helicobacter
pestis meningitidis lactamica pylori
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Die Bestimmung der K,- und Kg-Werte, welche die Frequenzen des synonymen
und nichtsynonymen Austausches pro synonymer bzw. nichtsynonymer Stellen
reprasentieren, zeigte fur die, in dieser Studie analysierten Gene im Vergleich zu
publizierten Werten von Helicobacter pylori und Neisseria meningitidis durchweg
niedrigere Werte (Tabelle 4). Erklart werden kann dies durch die geringere Anzahl
an in dieser Studie getesteten Allele.

Insgesamt muss jedoch festgehalten werden, dass sowohl durch Berechnung
der Homoplasie-Ratios des recA- und des rho-Gens, als auch durch
Split-Decomposition Analyse des 16S rRNA-, des recA und des rho-Gens eine
Vielzahl von Rekombinationsereignissen bei Neisseria lactamica dargestellt werden
konnte.

Unsere Studie zielte darauf ab, die genetische Diversitat von Neisseria lactamica
bei epidemiologisch verknipften Individuen zu untersuchen. Zu diesem Zweck
wurde ein Genotypisierungs-System auf Basis der vier Gene 16S rRNA, argF,
recA und rho benutzt (Smith et al., 1999), wobei dieses System eine ausreichende
Diskriminierung der verschiedenen Neisseria lactamica-Stdmme ermdglichte.
So konnten flr 26 untersuchte Bakterienstdmme insgesamt 17 verschiedene
Genotypen (GT) definiert werden. Von diesen 17 Genotypen traten 12 jeweils nur
einmal auf (GT-3, GT-4, GT-6, GT-8, GT-9, GT-10, GT-11, GT-12, GT-13, GT-14,
GT-15, GT-17), die funf weiteren dagegen kamen mehr als einmal vor (GT-1, GT-
2, GT-5, GT-7, GT-16).

GT-1 wurde viermal in einem Augsburger Kindergarten gefunden, davon dreimal
in der selben Kindergartengruppe. Ahnlich verhielt es sich mit dem aus einer
Augsburger Grundschule isolierten GT-2, der dort insgesamt dreimal vorkam,
wobei er zweimal in einer Klasse gefunden wurde. Bei zwei Kindern der gleichen
Gruppe eines Ingolstadter Kindergartens schliesslich fand sich jeweils GT-5. Nur
GT-7 und GT-16 traten jeweils in verschiedenen Institutionen auf, wobei GT-7
zwar auch nur auf Augsburg beschrankt blieb, hier jedoch einmal in einem
Kindergarten und zweimal in einer Grundschule, dort aber aus unterschiedlichen
Klassen isoliert wurde. Eine Sonderstellung nahm GT-16 ein, da es sich hierbei
um den einzigen GT handelte, der sowohl in Augsburg als auch in Ingolstadt
gefunden wurde.
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Da nur ein einziger Genotyp in zwei verschiedenen Stadten beobachtet wurde,
scheint es bei Neisseria lactamica nicht Ublich zu sein, dass identische Isolate
bei epidemiologisch nicht miteinander in Verbindung stehenden Individuen zu
finden sind. Vielmehr scheinen unsere Analysen ganz klar eine klonale Ausbreitung
der Bakterienstdmme in epidemiologisch definierten Einheiten aufzuzeigen. So
stutzen unsere Untersuchungen die These, dass eine klonale Ausbreitung von
Neisseria lactamica existiert, falls eine enge epidemiologische Verknlpfung
zwischen Tragern, wie er in Kindergarten und Schulen schwer vermeidbar ist,
bestehen zu sein scheint. Leider ist bis heute weder genau bekannt, wie lange
die durchschnittliche Verweildauer von Neisseria lactamica im menschlichen
Nasopharynxraum ist, noch wie effektiv diese Spezies von Wirt zu Wirt Ubertragen
wird, so das Aussagen Uber die genetische Diversitdt von Neisseria lactamica in
Abhéngigkeit davon bis dato nicht gemacht werden kénnen.

Auf der von Martin C. Maiden angelegten Neisserien-Website
(s.a. hhtp://neisseria.org/nm/typing/mist) sind insgesamt 171 Neisseria lactamica-
Stamme zu finden, die mittels der bei Meningokokken verwendeten Multi-Lokus-
Sequenz-Typisierung (MLST) naher analysiert wurden.

Neben 50 tschechischen und 73 britischen Isolaten wurden auch 48 Stamme
deutscher Herkunft einer Untersuchung unterzogen. Diese wurden von unserer
Arbeitsgruppe im Rahmen der von November 1999 bis Marz 2000 durchgeflhrten
bayerischen Meningokokkentragerstudie gesammelt.

Die untersuchten 171 Stdamme wurden zwischen den Jahren 1971 und 2000
gesammelt, wobei allerdings ca. ein Drittel (58 Bakterienstdmme) auf das Sammel-
Jahr 2000 zurlckgeht. Bezogen auf das Alter der Neisseria lactamica Trager
betrug der Altersumfang hier drei bis 18 Jahre, der Median 6,5 Jahre. Im Vergleich
dazu betrug der Altersumfang der 26 Trager unserer vorliegenden Studie drei bis
elf Jahre, der Median sieben Jahre.
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Die auf Maidens Website prasentierten 171 Neisseria lactamica-Stamme wurden
einer Sequenzierung von insgesamt sieben unterschiedlichen Genen unterzogen.
Es handelte sich hierbei um die bei der Meningokokken-MLST verwendeten Gene
abcZ, adk, aroE, fumC, gdh, pdhC und pgm.

Auf der Basis der sieben sequenzierten Gene wurden Sequenztypen (ST) definiert.
Erstaunlicherweise ergaben sich fir die 171 untersuchten Stdmme 169
unterschiedliche Sequenztypen. Fir die aus Deutschland stammenden 48 Isolate
zeigten sich 47 verschiedene Sequenztypen, d.h. lediglich zwei Isolate wiesen
den selben ST auf (ST 1508 fur Stamm 16 und Stamm 133). Die Analyse der
Gensequenzen der 48 deutschen Neisseria lactamica-Stamme ergab fir die
sieben untersuchten Gene eine relativ hohe Variabilitédt. So zeigten sich bei der
Sequenzierung interner Fragmente der sieben Gene flur abcZ zehn, fur adk 15,
fur aroE zwolf, fir fumC 16, fur gdh 19, fir pgm 16 und fur pdhC sechs verschiedene
Allele. Betrachtet man alle 171 aus dem UK, Tschechien und Deutschland
stammenden Stdmme so zeigt sich ein &hnlicher Trend: FUr abcZ fanden sich 23
unterschiedliche Allele, fur adk 31, flr aroE 26, fir fumC 33, flr gdh 46, fir pgm
38 und fur pdhC 18. Folglich zeigte sich fur das gdh-Gen mit 19 bzw. 46
unterschiedlichen Allelen die hdchste, fur das pdhC-Gen mit 6 bzw. 18 Allelen
die niedrigste Variabilitat.

Betrachtet man die sowohl von Martin Maiden als auch in der vorliegenden Studie
analysierten 16 Neisseria lactamica-Stamme (Stammnummern 147, 151, 154,
155, 156, 163, 177, 178, 179, 183, 207, 208, 265, 267, 270, 271), so zeigt sich
folgendes Ergebnis: Fir die 16S rDNA fanden sich 9 unterschiedliche Allele, fur
argF 5, flr recA 8, flr rho 9, fir abcZ 8, fur adk 9, fur aroE 11, fur fumC 10, flr
gdh 11, fur pgm 11 und fir pdhC 3. Folglich weist auch hier das pdhC-Gen die
niedrigste Variabilitat auf, die héchst Variabilitat zeigen in diesem speziellen Fall
neben dem gdh-Gen das pgm- und das aroE-Gen. Die in unserer Studie
verwendeten vier Gene liegen bezuglich ihrer Variabilitat im Mittelfeld. Verglichen
mit den von unserer Arbeitsgruppe untersuchten 26 Stdmmen ergibt sich fir die
von Maiden analysierten 171 Stdmme eine héhere Variabilitat. Dies ist in der
Tatsache begrindet, dass die 26 untersuchten bayerischen Neisseria lactamica-
Stdmme von epidemiologisch verknlUpften Trdgern stammen, was bei den von
Maiden untersuchten 171 Stdmmen nicht zutraf. Dennoch sind die hier
beschriebenen Raten mit den unpublizierten Raten von Maiden et al vergleichbar.
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Der Spezies Neisseria lactamica wird eine betrachtliche epidemiologische
Wichtigkeit zugebilligt, da zahlreiche Studien die These unterstiitzen, dass Neisseria
lactamica Kinder im Alter von 0-14 Jahren vor einer Meningokokken-Infektion
schitzt. So wird vermutet, dass aufgrund der in dieser Altersgruppe herrschenden
hohen Neisseria lactamica-Tragerquote eine Besiedlung des Nasen-Rachen-
Raumes mit Neisseria meningitidis inhibiert wird (Coen et al., 2000). Des weiteren
wird durch eine Besiedlung des Nasopharynx mit Neisseria lactamica eine
schitzende humorale Immunitat ausgeldst (Coen et al., 2000; Gold et al., 1978).
So zeigten sich bei Neisseria lactamica-Tragern viermal so hohe Antikorper-Titer
gegen A-, B-, und C-Meningokokken als bei einer Kontrollgruppe (Gold et al.,
1978). Zusatzlich konnte bei einer betrachtlichen Anzahl von Neisseria lactamica-
Stdmmen eine auf gemeinsamen Vorkommen von Antigenen wie outer-membrane-
Proteinen und Lipooligosacchariden beruhende Kreuzreaktivitdt mit Neisseria
meningitidis festgestellt werden (Gold et al., 1978; Kremastinou et al., 1999; Kim
et al., 1989; Saez Nieto et al., 1985; Troncoso et al., 2000; Zorgani et al., 1996).
Diese Erkenntnisse kénnten somit ganz neue Perspektiven in der Entwicklung
von Impfstoffen gegen Neisseria meningitidis erdffnen.

Gleichzeitig stellt sich die Frage der Relevanz der in dieser Studie gezeigten
genetischen Diversitat von Neisseria lactamica fur die Auswahl von Live-Carrier-
Stdmmen zur Vakzinierung.

Sie kénnte die Auswahl geeigneter Stdmme erschweren. Des weiteren werden
zur Entwicklung von Impfstoffen sowohl in vivo als auch in vitro Daten zur
Kolonisationsfahigkeit dieser Bakterienspezies bendtigt, welche bislang nicht in
ausreichendem Masse vorhanden sind. Zur Impfstoffentwicklung verwendete
Neisseria lactamica-lsolate mussten eine effektive Besiedlung des menschlichen
Nasopharynx und eine gute Transformierbarkeit aufweisen. Zudem ist eine
detaillierte Darstellung der immunogenen dusseren Membranproteine von Neisseria
lactamica im Verhéltnis zu den verschiedenen Genotypen unerlasslich.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen der von November 1999 bis Mérz 2000 durchgeflihrten bayerischen
Meningokokkentragerstudie wurden in zahlreichen Kindergarten und Schulen der
bayerischen Gemeinden Ansbach, Augsburg, Erlangen, Griesbach, Ingolstadt,
Muanchen, Pfarrkirchen, Sonthofen und Weiden insgesamt 287 Neisseria lactamica-
Stamme isoliert.

26 ausgewahlte, aus den benachbarten Stadten Augsburg, Ingolstadt und Minchen
stammende Isolate wurden einer Multi-Lokus-Sequenztypisierung (MLST) zur
Untersuchung ihrer genetischen Diversitat unterzogen.

Dabei wurden sowohl Sequenzen der 3 Stoffwechselgene argF, recA und rho, als
auch Sequenzen des 16S rRNA-Gens analysiert. Fir das 16S rRNA-Gen fanden
sich zehn, flr argF funf, flr recA acht und fir rho neun differente Allele. Auf Basis
der vier analysierten Gene konnten 17 verschiedene Genotypen definiert werden,
von denen zwdlf nur einmal, finf hingegen mehrmals vorkamen.

Es ist anzunehmen, dass durch Sequenzierung der vier in dieser Studie verwendeten
Gene bereits eine ausreichende Diskriminierung von Neisseria lactamica erfolgte,
da Versuche eine weiterfihrende Diskriminierung durch Sequenzierung des porB-
Gens zu erreichen, keine wesentlichen zuséatzlichen Informationen erbrachten.
Durch visuelle Inspektion der Sequenzen konnte bei allen vier Genloci das
Uberwiegen von Rekombinationsereignissen gegeniiber Punktmutationen bestatigt
werden, so dass fir die Spezies Neisseria lactamica horizontaler Gentransfer
anzunehmen ist. Da nur ein einziger Genotyp in zwei verschiedenen Stadten
beobachtet wurde, zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass eine
klonale Ausbreitung von Neisseria lactamica nur dann nachweisbar ist, wenn eine
epidemiologische VerknUpfung zwischen Trégern besteht.
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