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1 Einleitung

Am 24. Marz 1882 gab Robert Koch vor der Berliner Physiologischen Gesell-
schaft bekannt, den Erreger der ,Schwindsucht” entdeckt zu haben (27). Koch
konnte durch Farbung, Zuchtung in Reinkultur und Tierversuch den , Tuberkel-
bacillus® als infektidses Agens der Tuberkulose nachweisen. Vierzehn Jahre
spater beschrieben Karl Lehmann, Begrinder des Wurzburger hygienischen
Instituts, und sein Assistent Rudolf Neumann erstmalig die Bakteriengattung
Mycobacterium (29).

Mykobakterien sind saurefeste aerobe Stabchenbakterien, die mikroskopisch
nur mit besonderen Farbeverfahren, wie der Ziehl-Neelsen-Farbung, darstellbar
sind. Die Anzuchtung der Stabchenbakterien gelingt auf Spezialnahrbéden —
wie dem Lowenstein-Jensen-Medium. Bis zum Erscheinen makroskopisch
sichtbarer Kolonien kdnnen wenige Tage, aber auch mehrere Wochen verge-
hen. Bei Wachstum innerhalb von 7 Tagen spricht man von schnellwachsen-
den, ab einer Wachstumsdauer von mehr als einer Woche von langsamwach-
senden Mykobakterien — ,Fast” und ,Slow Growers* (33).

Wahrend 1896 erst vier verschiedene Mykobakterien-Arten bekannt waren,
hat sich die Zahl der Spezies und Subspezies des Genus im Laufe des
20. Jahrhunderts stark erhdht und umfasst im Jahr 2000 89 verschiedene Arten
und Unterarten. Davon klinisch relevant sind ungefahr 40 Spezies mit obligat
oder fakultativ pathogenen Eigenschaften (12).

Eine besondere Stellung nimmt dabei M. tuberculosis ein. Nach den Erhe-
bungen der WHO aus dem Jahr 1998 erkrankten in den Entwicklungslandern im
Durchschnitt jahrlich tber 200 von 100 000 Menschen neu an Tuberkulose (68).
Im Vergleich dazu liegt die Inzidenz in den wohlhabenden Landern nur bei 23
Neuerkrankungen bezogen auf 100 000 Einwohner — in der Bundesrepublik
Deutschland sind es sogar nur etwa 14. Bei einer weltweiten Neuerkrankungs-
rate von 8 Millionen sterben jedes Jahr ungefahr 2 Millionen an dieser Erkran-
kung, die damit auch die haufigste mikrobielle Todesursache darstellt. Trotz
prophylaktischer Mallinahmen wie der BCG-Impfung und trotz der Mdglichkei-
ten, die eine effektive Chemotherapie bietet, muss global mit einer starkeren

Ausbreitung der Tuberkulose gerechnet werden. Dies steht in Zusammenhang



sowohl mit der AIDS-Pandemie im sudlichen Afrika und in Teilen Asiens, als
auch mit dem verstarkten Auftreten therapieresistenter Stamme. Weitere Ursa-
chen stellen zunehmende Verelendung breiter Bevolkerungsschichten, als auch
Flucht und Vertreibung dar (18).

Tuberkulose kdnnen auch die dem M. tuberculosis nah verwandten Spezies
M. africanum, M. bovis und M. microti verursachen. Sie alle werden zum M. tu-
berculosis complex zusammengefasst, denn eine phanotypische Differenzie-
rung dieser vier Arten ist haufig nicht oder nur sehr schwer moglich.

Der Erreger des Aussatzes, M. leprae, ist die einzige Spezies des Genus, die
nicht kultiviert werden kann. Beschrankt v.a. auf den indischen Subkontinent,
Teilen Asiens und Lateinamerikas, trat die Lepra 1998 noch mit einer Haufigkeit
von 7 bis 83 pro 100 000 Einwohner auf (69). Die Pravalenz lag 1996 bei einer
Million und ist ricklaufig. Nach Infektion kommt es meist zu schweren Ver-
stimmelungen der Gliedmalen, chronischen Geschwirsbildungen und Anas-
thesien.

Neben den oben genannten Gruppen finden in den letzten Dekaden die ,aty-
pischen® Mykobakterien oder ,Mycobacteria other than tubercle bacilli (MOTT)*
starkere Beachtung. Die teilweise fakultativ pathogenen Spezies verursachen
immer haufiger oft schwer therapierbare - da therapierefraktare - nosokomiale
Infektionen v.a. in den Industrienationen. Wichtige Vertreter der MOTT sind z.B.
die Spezies und Subspezies des M. avium-intracellurare complex (MAC) . Die
Organismen des MAC sind ubiquitar in der Natur anzutreffen und verursachen
Infektionen bei Vogeln (M. avium), Rind und Schwein (M. intracellulare). Bei
immunkompromittierten Patienten kdonnen sie generalisierte Krankheitsbilder
hervorrufen. Mit wachsender Ausbreitung der Immunschwachekrankheit AIDS
war folglich auch eine Zunahme an MAC-Infektionen zu beobachten (13).

Das Gefahrdungspotential mykobakterieller Erkrankungen fur Gesellschaft
und den Einzelnen macht deutlich, dass es einer schnellen und exakten Diag-
nosestellung bedarf. Wegen der grolen Anzahl an Taxa kann gerade nur die
Diagnose auf Spezies- und Subspeziesebene eine gezielte und effektive The-
rapie gewahrleisten. Klassische phanotypische Testverfahren, die das bioche-

mische und physiologische Verhalten eines Mikroorganismus beurteilen, besit-



zen haufig aber eine zu geringe diskriminatorische Scharfe.

Ein weiterer Nachteil dieser Verfahren ist, dass sie erst nach vorhergehender
Subkultivierung des Keims zur Anwendung kommen konnen. Dieser Prozess
dauert bei Mykobakterien mitunter Wochen. Spezies, deren Anzucht nicht mog-
lich ist, wie z.B. M. leprae, kdbnnen auf diese Weise gar nicht nachgewiesen
werden.

Aus den genannten Grunden sind molekularbiologische Wege der Diagnostik
effektiver, da sie eine schnellere und oft genauere Identifizierung mikrobieller
Erreger ermdglichen (14). Eines dieser Verfahren ist die vergleichende Se-
quenzanalyse. Bei dieser Technik wird ein genau festgelegter Sequenzbereich
des Genoms des unbekannten Mikroorganismus sequenziert und mit einer aus-
reichend grof3en Anzahl von Referenzsequenzen verglichen. Die Referenzse-
quenz, die die grofte Ubereinstimmung mit der untersuchten Sequenz zeigt,
weist auf das zutreffende Taxon hin.

Als Zielregion der Sequenzanalyse eignen sich besonders gut die ribosomale
16S ,Desoxiribonucleid Acid“ (16S-rDNA) und die ,Internal Transcribed Spacer”
Region (ITS), die sich zwischen der 16S- und 23S-ribosomalen DNA befindet.
Beide Abschnitte besitzen Bereiche unterschiedlicher Variabilitat, die spezifi-
sche Diagnosen auf allen taxonomischen Ebenen der Mikroorganismen zulas-
sen. Aufgrund dieser Uberlegungen wurde an der Universitat Wiirzburg am In-
stitut fir Hygiene und Mikrobiologie gemeinsam mit dem Lehrstuhl flr Informatik
Il ein Projekt zur ,Ribosomal Differentiation of Medical Micro-organisms* (RI-
DOM) initiiert. Kernstlck des Projekts ist eine Datenbank fur ribosomale DNA-
Sequenzen medizinisch relevanter Mikroorganismen.

Abb. 1.1 illustriert den Ablauf der molekularen Diagnostik anhand der verglei-
chenden partiellen rDNA-Sequenzanalyse. Der unbekannte Erreger wird iso-
liert, die DNA extrahiert und ein genau definierter rDNA-Sequenzabschnitt ver-
vielfaltigt. Das Produkt der ,Polymerase Chain Reaction (PCR) ist Substrat fur
die automatisierte Taq-Cycle-Sequenzierung, mit der die Sequenz des Ab-
schnitts bestimmt wird. Diese kann nun Uber eine ,World Wide Web* (WWW)-
Schnittstelle mit den Datensatzen der RIDOM-Datenbank verglichen werden.
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Die Datenbank prasentiert als Ergebnis des Sequenzvergleichs das Taxon,
das die groRte Ubereinstimmung mit den Sequenzdaten des unbekannten Er-
regers aufweist. Ferner hat der Benutzer Zugriff auf weiterfUhrende speziesspe-
zifische Informationen und erhalt ,Links® zu anderen medizinischen Internet-
Datenbanken. Ein unbekannter Keim Iasst sich nach diesem Procedere in zwei
Tagen identifizieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Mdglichkeit einer vollstandigen moleku-
laren Differenzierung des Genus Mycobacterium untersucht. Zur Anwendung
kam die vergleichenden Sequenzanalyse der 5-16S-rDNA und ITS. Die ribo-
somalen Genomabschnitte wurden sequenziert und zusammen mit taxonspezi-
fischen Informationen in die RIDOM-Datenbank eingetragen.

In denjenigen Fallen, in denen die zur Unterscheidung notwendige Sequenz-
diversitat zwischen den einzelnen Spezies nicht gegeben war, kamen andere
molekularbiologische Verfahren zur Anwendung. Dies waren ,Polymerase
Chain Reactions® (PCRs) des GyraseB-Genes (gyrB), Analysen von ,Restricti-
on Fragment Length Polymorphisms® (RFLP) der gyrB und PCRs von genomi-
schen Fragmenten bzw. Insertionselementen im Genom von M. bovis, M. avium

ssp. paratuberculosis und M. ulcerans.



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laboreinrichtungen und Gerate

ABI Prism 377 Sequenzer: PE Applied Biosystems ABI, Weiterstadt

Dialux 22: Leitz, Wetzlar

Gene Amp PCR System 2400: Perkin Elmer, Vaterstetten

Orthomat: Leitz, Wetzlar

Polaroid SprintScan: Polaroid, Cambridge, USA

PrismPette® (8 Kanal-Pipette fiir ABI-Sequenziersysteme 377): Carl Roth,
Karlsruhe

PrismStrip® (8 Gelloader-Spitzen am Strip): Carl Roth, Karlsruhe

Soligor C, AF Makro 100mm MC F 3,5: Soligor, Leinfelden-Echterdingen

Spiegelreflexkamera Nikon F-601: Nikon

2.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

1 kb DNA Ladder: Gibco BRL, Eggenstein

Agarose: Carl Roth, Karlsruhe

Alconox: Aldrich, Steinheim

Ammoniumacetat: Merck, Darmstadt

Ampuwa: Fresenius, Bad Homburg

APS (Ammoniumpersulfat) 10%: Aldrich-Chemie, Steinheim

Aqua dest.: Fresenius, Bad Homburg

BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready-Reaction Kit: PE Applied
Biosystems ABI, Weiterstadt

Blue Dextran / EDTA: PE Applied Biosystems ABI, Weiterstadt

BorSéure: Merck, Darmstadt

Centri-Sep Spin Columns: PE Applied Biosystems ABI, Weiterstadt

Chloroform: Merck, Darmstadt

CTAB (N-cetyl-N,N,N-trimethylammonium-bromid): Merck, Darmstadt

DMSO (Dimethylsulfoxid): Sigma, Deisenhofen

dNTP (Desoxynukleotide): Pharmacia, Freiburg

EDTA (Ethylendiamintetraacetat): Sigma, Deisenhofen

Ethanol 100%: Fresenius, Bad Homburg

Ethidiumbromid: Biometra, Goéttingen

Factor X Strips: Becton Dickinson, San Jose, Calif., USA

Formamid Ultra: Sigma, Deisenhofen

Harnstoff: Bio-Rad, Hercules, Calif., USA

HPLC-Wasser: Merck, Darmstadt

Isoamylalkohol: Merck, Darmstadt

Isopropanol (2-Propanol): Merck, Darmstadt

Jetsorb Gel Extraction Kit: Genomed, Bad Oeynhausen

Kanamycin: Sigma, Deisenhofen

Karbol-Fuchsin-Lésung: Merck, Darmstadt

Kodak Film EPY 64T (Kunstlichtfilm 19 ASA): Kodak, Stuttgart



Membranfilter RC 58, 0.2 um: Schleicher und Schiill, Dassel

Mini Flex 2 mm Flat Tips: AGS, Heidelberg

MgCl, (Magnesium-Chlorid): Perkin Elmer, Vaterstetten
Microbank-Kryoréhrchen: Mast Diagnostika Laboratoriumspraparate, Rheinfeld
PCR-Buffer II: Perkin Elmer, Vaterstetten

Phenol: Merck, Darmstadt

SDS (Sodium Duodecylsulfate): ICN Biomedicals, Frankfurt

Serdolit: Serva, San Diego, Calif., USA

Silicagel moisture indicating beads: Serva, San Diego, Calif., USA

TBE-Puffer (Tris-Borséure, EDTA): Biometra, Gottingen

TEMED (N,N,N',N'-tetramethylethylenediamin): Bio-Rad, Hercules, Calif., USA
TE-Puffer 10x (Tris-HCI, EDTA): Biometra, Gottingen

TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing: Invitrogen, Carlsbad, USA

Velvia Fujichrome Film RVP 135 (Tageslichtfiim 18 ASA): Fuji, Tokyo

2.1.3 Enzyme

AmpliTaqg DNA-Polymerase: PE Applied Biosystems ABI, Weiterstadt
Lysozym-Lésung (= Muramidase): Serva, San Diego, Calif., USA
Restriktionsenzym Rsal: New England Biolabs Inc., Beverly, USA
Restriktionsenzym Sacll: New England Biolabs Inc., Beverly, USA
Proteinase K: Merck, Darmstadt

2.1.4 Synthetische Oligonukleotide
Alle die in den PCRs und bei den Sequenzierungen verwendeten Primer wur-

den von der Firma ARK Scientific GmbH Biosystems, Darmstadt bezogen.

16S PCR:

16S-27f 5'- AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG - 3'
(8-27 16S rDNA)’

16S-519r 5'- GWA TTA CCG CGG CKG CTG - 3'
(536-519 16S rDNA)

16S-907r 5'-CCG TCAATT CMT TTRAGT TT - 3'

(926-907 16S rDNA)

PCR-Produkt von 16S-27f und 16S-907r:
E. coli-Position in 16S-rDNA: 8-926

ITS PCR:

16S-1511f  5'— AAG TCG TAA CAA GGT ARC CG - 3'
(1492-1511 16S rDNA)

23S-23r 5'- TCG CCA AGG CAT CCA CC - 3'
(39-23 23S rDNA)

Subklonierung:
M13f 5'- GTAAAACGACGGCCAG- &

! »+Annealing Position“ des Primers bezogen auf E. coli-Position 16S-rDNA.



(355-370 Plasmid)

M13r 5°- CAG GAA ACA GCT ATGAC - 3
(221-205 Plasmid)

PCR-Produkt: 170 bp + Lange des Plasmid-Insert
M. tuberculosis complex gyrB PCR

MTUBF 5'- TCG GAC GCG TAT GCG ATA TC - 3
(574-593 gyrB)
MTUBF 5' - ACA TAC AGT TCG GAC TTG CG - 3

(1613-1594 gyrB)
PCR-Produkt: 1020 bp, M. tuberculosis -Position in gyrB: 574-1613

M. tuberculosis gyrB PCR

756-G 5°- GAA GAC GGG GTC AACGGT G -3
(738-756 gyrB)
1450-C 5°-CCTTGT TCACAACGACTTTCGC - 3

(1471-1450 gyrB)
PCR-Produkt: 734 bp, M. tuberculosis -Position in gyrB: 738-1471

M. bovis BCG RD1 mulitplex PCR

ET1 5 -AAG CGG TTG CCG CCGACCGACC-3
ET2 5-CTGGCTATATTCCTG GGC CCG G -3
ET3 5 -GAG GCGATC TGG CGG TTT GGG G - 3

PCR-Produkt bei M. bovis (Wildtyp)
von ET1 und ET3: 9650 bp
von ET2 und ET3: 150 bp
PCR-Produkt bei M. bovis BCG
von ET1 und ET3: 200 bp

M. ulcerans IS 2404 PCR

MU5 5 - AGC GAC CCC AGT GGA TTG GT - 3'
(383-401 IS 2404)
MU6 5' - CGG TGA TCA AGC GTT CAC GA - 3'

(871-852 IS 2404)
PCR-Produkt: 492 bp, M. ulcerans-Position in IS 2404: 383-871

M. avium ssp paratuberculosis IS 900 PCR

P90 5'-GTT CGG GGC CGT CGC TTAGG - 3

P91 5'- GAG GTC GAT CGC CCACGT GA- 3

PCR-Produkt: 400 bp, M. avium ssp. paratuberculosis-Position
in 1S 900: 22-421

M=CA K=GT,R=A:G, W=A:T; alle im 1:1 molaren Verhaltnis

2.1.5 Nahrmedien

Léwenstein-Jensen Medium: Becton Dickinson, San Jose, Calif., USA
Middlebrook-Cohn-7H10 Agar mit OADC Anreicherung und Mycobactin: Becton
Dickinson, San Jose, Calif., USA



2.1.6 Bakterienstamme

Insgesamt wurden 125 Stamme des Genus Mycobacterium und der Corynebac-
terium  pseudodiphtheriticum  Typstamm  zur  vergleichenden = DNA-
Sequenzanalyse untersucht (s. Tab. 2.1). Es wurden dabei alle (89) validen
Spezies (85) und Subspezies (4) berlcksichtigt (Stand Marz 2000).

Unter den Mykobakterien-Isolaten fanden sich 82 Spezies- und 4 Subspe-
zies-Typstamme, d.h. 86 von insgesamt 87 weltweit verfugbaren Typisolaten.
Damit konnten bis auf den Typstamm von M. genavense alle validen Typstam-
me analysiert werden. Da von den nicht oder nur schwer kultivierbaren Spezies
M. leprae und M. lepraemurium keine Typisolate existierten, wurde in diesen
Fallen mit DNA-Extrakten gearbeitet.

Die meisten Isolate wurden von Stammsammlungen bezogen, d.h. von der
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braun-
schweig und der American Typ Culture Collection, Manassas, USA. Funf Typ-
stdmme wurden mit denselben Isolaten anderer Stammsammlungen kontrol-

liert. Sie zeigten identische 5-16S-rDNA-Sequenzen.

2.1.7 Software

Datenbank RIDOM_TOOL Version 1.5: Christian Singer, Wirzburg (basiert auf
Microsoft-Access aus dem Microsoft Office Paket 97) (52).

Lasergene Software Package Version 1.60: DNAStar Inc., Wisconsin, USA
(Umfangreiches Software Paket zum Bearbeiten von Sequenzen: Teile des
Lasergene Packets: EditSeq V 3.89, MapDraw, MegAlign, SegqMan, Primer-
Select).

Reference Manager: Research Soft, Berkeley, USA
(Literaturdatenverwaltung, Version 8.01, Professional Edition).

Sequence Navigator Version 1.01: PE Applied Biosystems, Weiterstadt.



Tab. 2.1.Untersuchte Isolate, 5-16S-rDNA (16S) und ,Internal Transcribed Spacer” Region

(ITS) Sequenz
Spezi 16S/
pezies Stammsammlung Bemerkung TS
Corynebacterium DSM' 44287
pseudodiphtheriticum (T)? (ATCCf 10700) +/+
M. abscessus (T) DSM 44196 (ATCC 19977)" +/+
M. africanum (T) ATCC 25420 Subtyp | +/+
M. agri (T) ATCC 27406 +/-
(CIP" 1320001)
M. aichiense (T) DSM 44147 (ATCC 27280) +/-
M. alvei (T) DSM 44176 (ATCC 51304) +/-
M. asiaticum (T) DSM 44297 (ATCC 25276) +/-
M. aurum (T) DSM 43999 (ATCC 23366) +/-
M. austroafricanum (T) DSM 44191 (ATCC 33464) +/-
M. avium ssp. avium (T) DSM 44156 (ATCC 25291) Serovar 2 Sequevar [/Mav A +/+
M. avium ssp. avium DSM 43216 Sequevar lI/Mav A +H+
M. avium ssp. DSM 44133
paratuberculosis (ST)? (ATCC 19698) Sequevar I/Mav A +/+
M. avium ssp. silvaticum (ST) DSM 44175 (ATCC 49884) Sequevar [/Mav A ++
M. bohemicum (T) DSM 44277 +/-
M. bohemicum DSM 44408 +/-
M. botniense (T) ATCC 700701 +/-
M. bovis (T) ATCC 319210 ++
M. bovis DSM 43990 BCG ++
M. branderi (T) ATCC 51789 +/-
M. brumae ™ (T) DSM 44177 (ATCC 51384) +/-
M. celatum (T) DSM 44243 (ATCC 51131) +/+
M. chelonae " (T) DSM 43804 (ATCC 35752) ++
M. chelonae DSM 43217 +/-
M. chitae (T) ATCC 19627 +/-
M. chlorophenolicum (T) DSM 43826 (ATCC 49826) +/-
M. chubuense (T) DSM 44219 (ATCC 27278) +/-
M. confluentis (T) DSM 44017 (ATCC 49920) +/-
M. conspicuum (T) DSM 44136 (CIP 105165) +/-
M. cookii (T) DSM 43922 (ATCC 49103) +/-
M. diernhoferi (T) DSM 43524 (ATCC 19340) +/-
M. duvalii (T) DSM 44244 (ATCC 43910) +/-
M. fallax (T) DSM 44179 (ATCC 35219) +/-
M. farcinogenes (T) DSM 43637 (ATCC 35753) +/+
M. farcinogenes DSM 43646 +/-
M. flavescens (T) DSM 43991 (ATCC 14474) Sequevar I/Mfla A +H+
M. flavescens DSM 43531 Sequevar II/Mfla B +H+
M. fortuitum ssp.
acetamidolyticum (ST) DSM 44220 (ATCC 35931) Sequevar I/Mfo B ++
M. fortuitum ssp.
acetamidolyticum ATCC 43266 Sequevar I/Mfo B ++
M. fortuitum ssp. fortuitum (T) DSM 46621 (ATCC 6841) Sequevar I/Mfo A +/+°
M. fortuitum ATCC 49403 3rd biovariant complex
(Sorbitol +) Sequevar [I/Mfo C  +/+°
M. fortuitum ATCC 49404 3rd biovariant complex
(Sorbitol -) Sequevar lll/Mfo D~ +/+°
M. gadium (T) DSM 44077 (ATCC 27726) +/-
M. gastri (T) DSM 43505 (ATCC 15754) ++
M. genavense Wue' Tb268/96 +/-
M. gilvum (T) ATCC 43909 (DSM 44245) +/-
M. gilvum DSM 9487 +/-
M. goodii (T) ATCC 700504 +/-
M. gordonae (T) DSM 44160 (ATCC 14470) Sequevar | +/-
M. gordonae DSM 43212 (ATCC 35756) Sequevar +/-
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Tab. 2.1 Fortsetzung

Spezies Stammsammlung Bemerkung 1.?_2/
M. gordonae Bo® 4994/99 Sequevar Il +/-
M. gordonae Bo 11340/99 Sequevar lll +/-
M. gordonae Bo 10681/99 Sequevar IV +/-
M. gordonae Bo 9411/99 Sequevar V +/-
M. haemophilum (T) ATCC 29548 +/-
M. hassiacum (T) DSM 44199 +/-
M. heidelbergense (T) ATCC 51253 +/-
M. hiberniae (T) DSM 44241 (ATCC 49874) +/-
M. hodleri (T) DSM 44183 (CIP 104909T) +/-
M. interjectum ° (T) ATCC 51457 (DSM 44064) +/-
M. intermedium (T) DSM 44049 (ATCC 51848) +/-
M. intracellulare (T) DSM 43223 (ATCC 13950) Serovar 16 Sequevar I/Min A +/+
M. intracellulare DSM 44161 Sequevar I/Min A +/+
M. intracellulare ATCC 35847 Serovar 7 Sequevar IIIMAC E  +/+
M. intracellulare ATCC 35770 Serovar 18 ++

Sequevar IlII/MAC D

M. kansasii (T) DSM 44162 (ATCC 12478) Sequevar I/Mka A +/+
M. kansasii DSM 43495 Sequevar I/Mka A +/+
M. kansasii® Paris® | Sequevar | +/-
M. kansasii Bo 539/99 Sequevar lll/Mka C +/+
M. kansasii " DSM 43221 Sequevar IV/Mka D +H+
M. kansasii Bo 10492/98 Sequevar V/Mka E +H+
M. kansasii® Paris V Sequevar V +/-
M. kansasii DSM 44431 Sequevar VI-1/Mka F +/+
M. kansasii Bo 8875/99 Sequevar VI-3/Mka F +/+
M. komossense (T) DSM 44078 (ATCC 33013) +/-
M. lentiflavum (T) DSM 44418 (ATCC 51985) +/-
M. leprae ° , AHI® 1104/96 +/-
M. lepraemurium’ LRC' Hawaiian +/-
M. madagascariense (T) ATCC 49865 +/-
M. mageritense (T) CIP 104973 +/-
M. malmoense (T) DSM 44163 (ATCC 29571) +/-
M. malmoense DSM 44053 +/-
M. marinum (T) DSM 44344 (ATCC 927) +/+
M. marinum DSM 43518 ++
M. microti (T) ATCC 19422 (DSM 44155) ++
M. moriokaense (T) DSM 44221 (ATCC 43059) +/-
M. mucogenicum (T) ATCC 49650 +/-
M. murale (T) DSM 44340 +/+°
M. neoaurum (T) DSM 44074 (ATCC 25795) +/-
M. nonchromogenicum (T) DSM 44164 (ATCC 19530) +/-
M. nonchromogenicum ATCC 25142 +/-
M. novocastrense (T) DSM 44203 +/+°
M. obuense (T) DSM 44075 (ATCC 27023) +/-
M. parafortuitum (T) DSM 43528 (ATCC 19686) +/-
M. peregrinum P (T) ATCC 14467 (DSM 43271)  Sequevar Mpe A +/+°
M. peregrinum ATCC 700686 Sequevar Mpe B +/+°
M. phlei (T) DSM 43239 (ATCC 11758) +/-
M. porcinum (T) DSM 44242 (ATCC 33776) +/+
M. poriferae (T) ATCC 35087 +/-
M. pulveris (T) DSM 44222 (ATCC 35154) +/-
M. rhodesiae ° (T) DSM 44223 (ATCC 27024) +/-
M. scrofulaceum (T) DSM 43992 (ATCC 19981) +/-
M. senegalense (T) DSM 43656 (ATCC 35796) +H+
M. senegalense® DSM 43655 +/-
M. septicum (T) DSM 44393 (ATCC 700731) +/+
M. shimoidei (T) DSM 44152 (ATCC 27962) +/-
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Tab. 2.1 Fortsetzung

Spezies Stammsammlung Bemerkung 1.?_2/
M. simiae (T) DSM 44165 (ATCC 25275) +/-
M. smegmatis (T) DSM 43756 (ATCC 19420) +/-
M. sphagni (T) ATCC 33027 (DSM 44076) +/-
"M. sydneyiensis" Wue Tb0687/99 +/-
"M. sydneyiensis" Bo 7644/99 +/-
M. szulgai (T) DSM 44166 (ATCC 35799) +/-
M. terrae (T) DSM 43227 (ATCC 15755) Sequevar | +/-
M. terrae DSM 43541 Sequevar Il +/-
M. thermoresistibile (T) DSM 44167 (ATCC 19527) +/-
M. tokaiense (T) ATCC 27282 +/+
M. triplex (T) ATCC 700071 +/-
M. triviale (T) DSM 44153 (ATCC 23292) +/-
M. tuberculosis ssp. caprae (ST) CIP 105776 +/+
M. tuberculosis ssp.

tuberculosis (T) ATCC 27294 ++
M. tuberculosis ssp. tuberculosis ATCC 25177 +H+
M. tusciae (T) DSM 44338 +/-
M. ulcerans (T) ATCC 19423 (DSM 44154) ++
M. vaccae (T) DSM 43292 (ATCC 15483) +/-
M. wolinskyi (T) ATCC 700010 +/-
M. xenopi (T) DSM 43995 (ATCC 19250) Sequevar | +/-
M. xenopi DSM 44169 Sequevar |l +/-

& (T) — Spezies-Typstamm, (ST) — Subspezies-Typstamm
b (Stammsammlungsnummer) — gleicher Stamm bei anderer Stammsammlung
¢ Sequenzierung nur nach Subklonierung des PCR-Produkts méglich

4 Nur als DNA vorliegend

¢ AHI — G. Bretzel, Armauer Hansen Institut, Wiirzburg
fATCC — American Typ Culture Collection, Manassas, USA

9 Bo — E. Richter, Nationales Referenzzentrum fiir Mykobakterien, Forschungszentrum Borstel

" CIP - La Collection de I'Institut Pasteur, Paris

f DSMZ — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig

JLRC - Y. Kashiwabara, Leprosy Research Center, Tokyo

K Paris — Veronique Vincent, Laboratoire de Reference des Mycobacteries, Institut Pasteur, Paris
' Wue — Institut fiir Hygiene und Mikrobiologie, Universitat Wirzburg

™ M. brumae DSM 44177 (T) berpriift mit ATCC 51384 (T)

" M. chelonae DSM 43804 (T) tberprift mit ATCC 35752 (T)

° M. interjectum ATCC 51457 (T) Uberprift mit DSM 44064 (T)
P M. peregrinum ATCC 14467 (T) Uberprift mit DSM 43271 (T)
9 M. rhodesiae DSM 44223 (T) tberpriift mit ATCC 27024 (T)

" M. kansasii DSM 43221 bei DSMZ als M. gastri gefiihrt; Personliche Mitteilung Andreas Roth,

Berlin: M. kansasii DSM 43221 ist nach ITS-RFLP M. gastri Mga B

® Personliche Mitteilung Andreas Roth, Berlin: M. senegalense DSM 43655 ist nach ITS-RFLP

ein M. fortuitum Sequevar VIII
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2.2 Methoden

2.2.1 Konventionelle Methoden

2.2.1.1 Anzucht von Mykobakterien

Die Kultivierung erfolgte fir fast alle Mykobakterien bei 28°C und 37°C auf L6-
wenstein-Jensen-Medium. M. haemophilum hingegen wurde auf LOowenstein-
Jensen-Medium mit Faktor X Strips subkultiviert. Die Anzucht von M. avium
ssp. paratuberculosis erfolgte auf Middlebrook-Cohn 7H10 Agar mit OADC An-
reicherung und Mycobactin.

Nach Wachstum wurden von jeder Kultur jeweils eine Probe bei —80°C und eine
in flussigen Stickstoff tiefgefroren. Sie dienen als Referenz fur das RIDOM-

Projekt und sind Teil der institutseigenen Stammsammlung.

2.2.1.2 Ziehl-Neelsen-Farbung

Die Ziehl-Neelsen-Farbung der Mykobakterien war die Voraussetzung fir die
Anfertigung mikroskopischer Aufnahmen. Dazu wurde eine auf den Glasobjekt-
trager aufgetragene Suspension saurefester Stabchen Uber einer Bunsenflam-
me hitzefixiert. Es folgte eine Farbung mit Carbolfuchsin-Lésung unter mehrma-
ligem Erhitzen. Anschlielend wurden die Bakterien nach Spllung mit Leitungs-
wasser mit 3% HCI-Ethanol behandelt. Eine Gegenfarbung mit Methylenblau,
erneute Spulung mit Leitungswasser und Lufttrocknung beenden den Vorgang
(32).

2.2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.2.1 DNA-Extraktion, 16S-rDNA- und ITS-PCR und Sequenzierung

2.2.2.1.1 DNA-Extraktion

Das Verfahren diente der Gewinnung reiner DNA aus Mykobakterien-Kulturen.
1-2 Osen der Bakterienkultur wurden in 1xTris-EDTA (TE) gel6st und fiir 30 min
bei 80°C inkubiert. Nach diesem Zeitraum konnte von einer Abtétung samtlicher
Organismen ausgegangen werden. Inkubationen mit Lysozym bei 37°C fur
1-12 h und 10% SDS/Proteinase K-Lésung bei 65°C fur 10 min schlossen die
Zellwand auf. Eine 10-minutige Behandlung mit  N-cetyl-N,N,N-
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trimethylammoniumbromid (CTAB)/NaCl-Lésung band Zellwandtrimmer, Uber-
schissige Polysaccharide und Proteine. Die DNA wurde durch Zentrifugation
mit Chloroform/Isoamylalkohol von den Zellfragmenten abgetrennt und in ein
neues Gefaly Uberfuhrt. Dort prazipitierte die DNA in Isopropanol nach halb-
stiindiger Inkubation bei -20°C und ebenso langer Zentrifugation bei 14000 g.
Nach einmaligem Waschen mit 70% Ethanol wurde die DNA getrocknet und
anschlieRend in 20 yl 1xTE geldst (64).

2.2.2.1.2 5°-16S-rDNA PCR

Die Primer 16S-27f und 16S-907r amplifizieren einen 919 bp umfassenden
Teilabschnitt der ribosomalen 16S-Untereinheit (E. coli-Position 8-926) der ext-
rahierten und gereinigten Mykobakterien-DNA. Der Primername gibt die Positi-
on des 3'-Endes des Oligonukleotids auf der 16S-Untereinheit wieder. Die An-
gaben f“ und ,r“ stehen fur forward“ und ,reverse®.

Fir die PCR wurden 50 pl eines Reaktionsgemisches bendtigt, das sich aus
0,2 ul DNA-Probe, 10 pmol Primer (2 pl), 1 ul 10 mM dNTPs, 3 ul 25 mM MgCl,,
5 ul Puffer Il (10x Puffer [100 mM Tris / HCI pH 8,3; 500 mM KCI]), 0,4 ul Taq
(5 U/ul) und 36,4 yl Ampuwa zusammensetzte.

Nach einem ,Hot-Start“ bei 80°C mit einer Dauer von 5 min folgten 28 Ampli-
fizierungszyklen, die durch eine Denaturierungsphase von 45 s bei 94°C, eine
,<Annealing“-Zeit von 1 min bei 53°C und eine Extensionsphase von 1,5 min bei
72°C gekennzeichnet waren. Eine finale Extensionsphase von 10 min bei 72°C
beendete die Reaktion.

Ein bereits erfolgreich amplifizierter Mykobakterien-Stamm und jeweils eine
Leerprobe aus DNA-Extraktion und PCR wurden als Positiv- bzw. Negativkon-
trollen bei der PCR und der elektrophoretischen Analyse auf 2% Agarosegel

mitgefuhrt.

2.2.2.1.3 ,Internal Transcribed Spacer® Region (ITS) PCR

Die ,Internal Transcribed Spacer Region, die sich zwischen der 16S- und 23S-
Ribosomenuntereinheit befindet, wurde durch die Oligonukleotide 16S-1511f
und 23S-23r, die jeweils mit einer Menge von 10 pmol/Reaktion eingesetzt wur-

den, amplifiziert.
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Eine initiale Denaturierungsphase - ,Hot-Start” - bei 80°C mit einer Dauer von
5 min leitete die 28 Zyklen, die durch eine Denaturierungsphase von 45 s bei
94°C, eine ,Annealing“-Zeit von 1 min bei 53°C und eine Extensionsphase von
1,5 min bei 72°C charakterisiert wurden, ein. Eine finale Extensionsphase von
10 min bei 72°C beendete die Reaktion. Die Auswertung erfolgte durch E-

lektrophorese auf 2% Agarosegel.

2.2.2.1.4 Subklonierung von PCR-Produkten

Insbesondere einige schnellwachsende Mykobakterien-Spezies, wie z.B. M.
fortuitum ssp. fortuitum, besitzen mehrere unterschiedliche, im Genom verteilte
.Internal Transcribed Spacer Regionen. In diesen Fallen kommt es bei der di-
rekten Sequenzierung zu Sequenzuberlagerungen und somit zu nicht verwert-
baren Ergebnissen. Variieren die ,Internal Transcribed Spacer® auch in ihrer
Lange, erhalt man nach Amplifizierung mehrere verschiedene PCR-Produkte,
die sich in ihrer Grofke unterscheiden. In der Gelelektrophorese sind deshalb
statt nur einer Bande, mehrere zu beobachten. Stdmme mit mehreren unter-
schiedlichen ,Internal Transcribed Spacers” mussten deshalb vor der automati-
schen Sequenzanalyse subkloniert werden.

Ausgangssubstrat hierfir war die kleinste Bande der Gelelektrophorese mit
einer Grolke von Uber 200 bp. Zunachst wurde die Bande ausgeschnitten und
mittels des Jetsorb Gel Extraction Kits gereinigt. Danach erfolgte die eigentliche
Subklonierung mit dem TOPO TA Cloning® Kit nach den Angaben des Herstel-
lers. Dabei wurde die amplifizierte ITS in den Plasmid-Vektor pCR®4-TOPO®
eingebaut, so dass dieser in chemisch kompetente E. coli TOP10 Zellen trans-
formiert werden konnte.

Das Plasmid enthielt Resistenzgene fur Kanamycin und Ampicillin. E. coli-
Bakterien, bei denen die Transformation gescheitert war, konnten auf Luria-
Bertani-Medium mit Kanamycin nicht wachsen und wurden somit von den er-
folgreich transformierten Stammen selektiert. Ebenso erfolgte eine Selektion
derjenigen Transformanten, bei denen der Einbau der ITS in den Vektor fehlge-
schlagen war. Infolgedessen wurde das Fusionsgen lacZa-ccdB, das sonst
durch die Insertion der ITS dysfunktionell geworden ware, exprimiert, was zum

Untergang des Bakteriums fuhrte — ,lethal Disruption" (4). Rekombinanten hin-
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gegen wuchsen auf Kanamycin-haltigem Medium, da sie das Plasmid-
Resistenzgen besalten und die in das Plasmid inserierte ITS die letale Disrupti-
on des Bakteriums verhinderte.

Nach Wachstum der Rekombinaten wurde die DNA extrahiert. Es folgte eine
PCR mit den Primern M13f und M13r, die selektiv die in den Vektor eingebaute
ITS amplifizierten. Das ITS-PCR-Produkt konnte nun mit den Primern 16S-
1511f und 23S-23r sequenziert werden.

2.2.2.1.5 Automatisierte Sequenzierung mit ABI Prism™ 377 Sequencer
Die 5-16S-rDNA und ITS-PCR-Produkte wurden nach Anweisungen des Her-
stellers mit Hilfe des Tag-cycle (Big)-DyeDeoxy™ Terminator Kit amplifiziert und
im ABI Prism 377 Sequencer elektrophoretisch getrennt und detektiert.

Bei der dieser ,linearen Amplifizierung“ werden im Unterschied zu den oben
beschriebenen PCRs nur ein Primer und Didesoxynukleotide (ddNTPs) einge-
setzt. Die ddNTPs sind entsprechend den unterschiedlichen Nukleotiden mit
verschiedenen Farbstoffen markiert und verursachen vorzeitige Strangterminie-
rungen.

Die Sequenzierung wurde fur jede Probe mit jeweils einem forward und ei-
nem reverse Primer durchgefuhrt. Zur Anwendung kamen die Primer 16S-27f
und 16S-519r fur die 16S-rDNA und die Primer 16S-1511f und 23S-23r fur die
ITS.

Die 25 Zyklen dieser Reaktion setzten sich aus einer Denaturierungsphase
von 10 s bei 96°C, einer ,Annealing“-Phase von 5 s und einer Extensionsphase
von 4 min bei 60°C zusammen. Die Temperaturen der ,Annealing“-Phasen be-
trugen bei beiden 5-16S-rDNA-Primern jeweils 53°C, bei den ITS-
Oligonukleotiden 16S-1511f und 23S-23r 55°C und 51°C. Alle Primer wurden
mit einer Menge von 5 pmol eingesetzt.

Im Anschluss wurde das Produkt der Reaktion von nicht-inkorporierten
ddNTPs durch Centri-Sep Spin-Columns getrennt, so dass die Nukleotidfolge
des Produkts durch eine Poly-Acrylamid-Gel-Elektrophorese (PAGE) im ABI-

Prim™ 377 Sequencer bestimmt werden konnte.

16



2.2.2.2 GyraseB-Gen-, Insertionselement-PCRs und RFLP-Analysen

2.2.2.2.1 M. tuberculosis complex gyrB PCR
Mit Hilfe der M. tuberculosis complex gyrB PCR wurde der M. tuberculosis
complex von allen anderen Mykobakterien-Spezies unterschieden (22, 37).

Bei dieser PCR wurde mit den Primern MTUBf (25 pmol) und MTUBr (25
pmol) ein 1020 bp umfassender Abschnitt des GyraseB-Gens amplifziert.

Nach einem ,Hot-Start“ bei 80°C mit einer Dauer von 5 min folgten 30 Zyk-
len, die durch eine Denaturierungsphase von 1 min bei 94°C, eine ,Annealing*-
Zeit von 1 min bei 65°C und eine Extensionsphase von 1 min bei 72°C gekenn-
zeichnet waren. Eine finale Extensionsphase von 10 min bei 72°C beendete die
Reaktion.

Der Typstamm M. tuberculosis ATCC 27294 diente als Positiv-Kontrolle, der
M. ulcerans ATCC 19423-Typstamm und jeweils eine Leerprobe aus DNA-
Extraktion und PCR waren die Negativkontrollen bei der elektrophoretischen

Auswertung auf 2% Agarosegel.

2.2.2.2.2 M. tuberculosis gyrB PCR

Das Verfahren differenziert M. tuberculosis® von anderen Mitgliedern des M.
tuberculosis complex. Die Oligonukleotide 756-G und 1450-C amplifizierten ei-
nen Teilabschnitt der GyraseB-DNA (734 bp PCR-Produkt) und wurden mit je-
weils 25 pmol pro Reaktion eingesetzt (22).

Die PCR wurde mit einen ,Hot Start” bei 80°C eingeleitet. Jeder der insge-
samt 30 Zyklen bestand aus einer Denaturierungsphase von 1 min bei 94°C
und einer ,Annealing“/Extensions-Phase von 2 min bei 72°C. Die Reaktion wur-
de durch eine finale Extensionsphase von 10 min bei 72°C abgeschlossen und
auf 2% Agarosegel ausgewertet.

Die Spezifitat der Reaktion wurde durch die Typstamme von M. tuberculosis
ATCC 27294 (positiv) und M. bovis ATCC 19210 (negativ) nachgewiesen. Je-
weils eine Leerprobe aus DNA-Extraktion und PCR dienten als Negativkontrol-

le.

2 Nach Abschluss der experimentellen Arbeit wurde bekannt, dass die Primer selektiv neben
M. tuberculosis auch M. africanum Subtyp || amplifizieren (37).
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2.2.2.2.3 M. tuberculosis complex gyrB PCR Rsal und Sacll Verdau
Die Analyse der ,Restriction Fragment Length Polymorphism® (RFLPs) der Gy-
raseB durch die Restriktionsenzyme Rsal und Sacll fuhrt zur ldentifizierung ei-
niger Mitglieder des M. tuberculosis complex. Nach Rsal-Verdau kénnen drei
Gruppen, M. africanum Subtyp | (360/560 bp Fragment), M. bovis einschlieRlich
,M. bovis“ ssp. caprae® (360/480 bp Fragment), und M. microti (360/660 bp
Fragment) unterschieden werden. Sacll-Verdau ermoglicht eine weitere Auftei-
lung von M. bovis in PZA-suszeptible (,M. bovis“ ssp. caprae) (280/740 bp
Fragment) und PZA-resistente (kein Fragment) Stamme.

Das PCR-Produkt der M. tuberculosis complex gyrB PCR wurde durch die
Restriktionsenzyme Rsal und Sacll verdaut und die Fragmente wurden durch
Elektrophorese auf 2% Agarose-Gel aufgetrennt. Die Durchfuhrung des Verfah-

rens erfolgte in Anlehnung an (22, 37).

2.2.2.2.4 M. bovis BCG RD1 multiplex PCR

RD1 multiplex PCR ist ein Verfahren zur Differenzierung des Impfstammes Ba-
cillus Calmette Guérin (BCG) (200 bp PCR-Produkt) vom Wildstamm des M.
bovis (150 bp PCR-Produkt) (57). Die Oligonukleotide ET1 und ET3 (je 10
pmol), M. bovis BCG sowie ET2 (25 pmol) setzen am genomischen Fragment
RD1 an.

Die PCR wurde mit einem ,Hot Start® bei 80°C eingeleitet. Jeder der insge-
samt 30 Zyklen bestand aus einer Denaturierungsphase von 30 s bei 94°C und
einer ,Annealing“/Extensions-Phase von 1 min bei 65°C. Die Reaktion wurde
durch eine finale Extensionsphase von 10 min bei 72°C abgeschlossen und auf
2% Agarosegel ausgewertet.

Dabei dienten die Typstamme M. ulcerans ATCC 19423 (negativ) und M. bo-
vis ATCC 19210 und der Bacillus-Calmette-Guérin (BCG) M. bovis DSM 43990
als Spezifitatsnachweis und jeweils eine Leerprobe aus DNA-Extraktion und

PCR als Negativkontrollen.

® M. tuberculosis ssp. caprae wurde 1999 valide publiziert (2). Nach Niemann et al. wird diese
Subspezies aber als ,M. bovis“ ssp. caprae angesehen (38). Die vorliegende Arbeit folgt letz-
terer Konvention. Daher wird M. tuberculosis ssp. tuberculosis im Folgenden auch als M. fu-
berculosis bezeichnet.
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2.2.2.2.5 M. ulcerans IS 2404 PCR

Ziel dieser Reaktion war die Unterscheidung M. ulcerans (492 bp PCR-Produkt)
von M. marinum (kein PCR-Produkt) mittels des Insertionselements IS 2404.
Diese PCR verwendete die Oligonukleotide MU5 und MUG6 in einer Menge von
jeweils 25 pmol (56).

Ein ,Hot Start bei 80°C leitete die Reaktion, die aus 30 Zyklen bestand, ein.
Ein Zyklus umfasste eine Denaturierungsphase von 1 min bei 94°C, eine ,An-
nealing“-Phase von 1 min bei 60°C und eine Extensionsphase von 2 min bei
72°C. Nach dem letzten Zyklus folgte eine finale Extensionsphase von 10 min
bei 72°C.

Die elektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte geschah auf 2,5%
Agarosegel. Der Nachweis der Spezifitat erfolgte Uber die Typstamme M. ulce-
rans ATCC 19423 (positiv) und M. marinum DSM 44344 (negativ). Es wurden
zwei Leerproben aus DNA-Extraktion und PCR als Negativkontrollen mitgefuhrt.

2.2.2.2.6 M. avium ssp. paratuberculosis IS 900 PCR

Mit der M. avium ssp. paratuberculosis IS 900 PCR laft sich die Subspezies
paratuberculosis (400 bp PCR-Produkt) von den anderen beiden Subspezies
des M. avium unterscheiden. Bei diesem Verfahren amplifizierten die Primer
P90 und P91 (jeweils 25 pmol) das Multikopie-DNA-Insertionselement IS 900
(34, 51).

Nach einem ,Hot-Start“ bei 80°C folgten 30 Zyklen, die durch eine Denaturie-
rungsphase von 1 min bei 94°C, eine ,Annealing“-Zeit von 1 min bei 58°C und
eine Extensionsphase von 2 min bei 72°C gekennzeichnet waren. Eine finale
Extensionsphase von 10 min bei 72°C beendete die Reaktion.

Die elektrophoretischen Auswertung der PCR-Produkte fand auf 2% Agaro-
segel statt. Der Nachweis der Spezifitat erfolgte tUber die Typstamme M. avium
ssp. silvaticum DSM 44175 (negativ) und M. avium ssp. paratuberculosis DSM
44133 (positiv). Es wurden zwei Leerproben aus DNA-Extraktion und PCR als

Negativkontrollen mitgefuhrt.
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2.2.3 Auswertung der Sequenzdaten

Die Sequenzierungsergebnisse des ABI Prism 377 Sequencer wurden mit dem

Sequence Navigator V 1.01 editiert und in der RIDOM-Datenbank gesammelt.
Zur Erstellung von ,Alignments® und zur Untersuchung phylogenetischer

Verwandtschaftsverhaltnisse zwischen den einzelnen Stdmmen diente das

Programm MegAlign von Lasergene. Dieser Software liegt der Clustal Algorith-

mus nach der ,Neighbour joining“-Methode von Saitou und Nei zugrunde (50).

2.2.4 GenBank*-Sequenzevaluierung

Zur Qualitatskontrolle der offentlich erhaltlichen Sequenzen wurden die 16S-
rDNA-Sequenzeintrage von GenBank 5°-16S-rDNA mit den Sequenzdaten der
untersuchten Stamme verglichen (3). Identische Mykobakterien Isolate wurden
dabei berlicksichtigt, wenn eine Uberlappung von wenigstens 80% bestand
(50).

In der GenBank fanden sich 77 Eintrage aus den Jahren 1989 bis 2000, wel-
che diese Voraussetzungen erfillten. Jede Diskrepanz im ,Alignment* der Se-
quenzen wurde als Basenunterschied gewertet.

Es wurde der Jahresmittelwert der Basenunterschiede, die Standardabwei-
chungen sowie der Standardfehler dieses Mittelwertes berechnet. Dieselben
Werte wurden fur den Gesamtzeitraum (1989-2000) und die beiden Zeitab-
schnitte 1989-1993 und 1994-2000 ermittelt. Da die Daten nicht normalverteilt
waren und keine lineare Korrelation bestand, erfolgte die Untersuchung der
Korrelation zwischen Basenunterschied und Eintragsjahr mittels der Spearman-
Rank-Korrelation (23). Dazu wurde der Rank-Korrelations-Koeffizient p und die
Irrtumswahrscheinlichkeit p berechnet. Die Jahresmittelwerte der Basenunter-
schiede und die Standardabweichung (Ordinate) wurden bezogen auf das je-
weilige Eintragsjahr (Abszisse) in einem Graph dargestellt. Schlie3lich wurde
eine Kurve durch alle Jahresmittelwerte gelegt und nach dem Lowess-

Verfahren geglattet (9).

* GenBank® ist Teil des Informationsangebots des ,National Center for Biotechnology Informa-
tion® der ,National Library of Medicine* an den ,National Institutes of Health” Bethesda, USA.
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2.2.5 Datensammlung fir das RIDOM-Projekt

Die Auswahl der Mikroorganismen fiur die RIDOM-Datenbank orientierte sich
an der Liste der ,Bacterial Nomenclature up-to-date” der Deutschen Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) (11). Alle dort aufgefUhrten Taxa
sind durch ihre Veroéffentlichung im ,International Journal of Systematic and E-
volutionary Microbiology® validiert. Giiltige Taxa wurden zusammen mit ihren
Synonymen eingetragen.

Neben den Sequenzen enthalt die Datenbank zu allen Mikroorganismen
auch mikrobiologische und medizinische Charakterisierungen. Die Informatio-
nen hierzu stammen meist aus der Originalliteratur und dem ,ASM Manual of
Clinical Microbiology” (33). Bei Taxa, die bereits vor 1986 beschrieben worden
waren, wurde aber auch das ,Bergey's Manual of Systematic Bacteriology“ als
Referenzliteratur genutzt (65).

Die Beschreibung jedes einzelnen Taxons behandelt makro- und mikroskopi-
sche Morphologie, Physiologie, differentialdiagnostische Kriterien, Pathogenitat
und Verbreitung des Mikroorganismus. Dabei verwendete Fachtermini entspre-
chen sowohl der ,International Nomenclature of Diseases®, als auch der ,Inter-
national Classification of Diseases” (10, 67). Sie kdnnen als Schlagworter fur
Abfragen anderer Datenbanken, wie z.B. ,Medline* verwendet werden (36). Die
Erkrankungen sind hierarchisch entsprechend dem Organsystembefall organi-
siert in Anlehnung an die ,Medical Subject Headings (MeSH)-Tree-Structures®
(35).

Von jeder Spezies und Subspezies wurde zusatzlich jeweils ein mikro- und
makroskopisches Diapositiv angefertigt und mit dem Polaroid Sprint-Scan digi-
talisiert. Mikroskopische Aufnahmen erfolgten nach Kulturaustrich auf Objekt-
trager und Ziehl-Neelsen-Farbung. Makroskopisch sichtbare Kolonien wurden
mit einer Nikon F-601-Kamera fotografiert.

Alle Rohdaten, wie Speziescharakterisierungen, bibliographische Verweise

und digitalisierte Aufnahmen, wurden zunachst anhand der Datenbank RI-

® Vormals International Journal of Systematic Bacteriology (1950-1999).
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DOM_TOOL gesammelt und nach Weiterverarbeitung in die eigentliche Unix
mySQL-RIDOM-Datenbank exportiert.

Die Charakterisierungen der Spezies und Subspezies des Genus Mycobac-
terium sind in gedruckter Form erhaltlich (12). Dieses Kompendium beinhaltet
ferner eine phanotypische Ubersichtstabelle, eine Liste von Synonymen zu den

gultigen Spezies und eine vollstandige Bibliographie aller valider Taxa.

2.2.6 Literaturrecherche

Fir das RIDOM-Projekt relevante Literaturangaben wurden mit dem Pro-
gramm Reference Manager V 8.01 editiert und verwaltet. Das Programm besitzt
viele verschiedene Importfilter, mit dem bibliographische Angaben aus anderen
Literaturdatenbanken, wie z.B. ,Medline“, direkt Ubernommen wurden. Die
machtige Software bietet ferner die Mdglichkeit nach Duplikaten zu suchen, so-
wie Referenzen mit Schlusselwortern zu versehen.

Nach Bearbeitung mit diesem Programm wurden die Referenzen in die
Microsoft Access 97 Datenbank RIDOM_TOOL exportiert. Dazu wurde eine
,Visual Basic for Applications® (VBA)-Schnittstelle in RIDOM_TOOL program-
miert. Die zu exportierende Bibliographie wurde vom Reference Manager zu-
nachst als Textdatei im RIS-Format gesichert (Research Information Systems)
und dann von dieser Subroutine der RIDOM_TOOL-Datenbank eingelesen. Da
diese Importroutine erkennt, ob Referenzen bereits in RIDOM_TOOL vorhan-
den sind, kommt es nicht zu Mehrfacheintragen.

Neben dieser Importschnittstelle wurde eine Literatur-Abfragemaske imple-
mentiert. Hiermit kdnnen Literaturdatensatze nach ihren Autoren gesucht wer-
den. Die Umsetzung des Unterprogramms erfolgte in VBA mittels der ,Structu-
red Query Language” (SQL), einem einfachen, aber effektiven Hilfsmittel zur

Datenbankabfrage.
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3 Ergebnisse

3.1 Vergleichende Sequenzanalyse

3.1.1 Analyse der 5‘-16S-rDNA

Mit 125 Mykobakterien-Isolaten und dem Corynebacterium pseudodiphteriticum
Typstamm wurde eine vergleichende 5°-16S ribosomale DNA-Analyse durchge-
fuhrt. Dabei wurden alle 89 Mykobakterien-Taxa (85 Spezies und 4 Subspezies)
unter Verwendung von 86 der 87 moglichen Typstamme berucksichtigt. Keine
Typstamme existierten fur M. leprae und M. lepraemurium, das Typisolat von M.
genavense war nicht verflgbar.

Nach DNA-Extraktion, 5-16S-rDNA-PCR und erfolgreicher Sequenzierung -
M. celatum musste als einzige Spezies subkloniert werden - konnte von jedem
Stamm ein zwischen 428 bp (M. brumae) bis 457 bp. (M. leprae) langer Se-
quenzabschnitt (E. coli Position 54 bis 510) untersucht werden.

Mittels ,Clustal-Alignment“ wurde von den Sequenzen aller Stamme eine
5-16S-rDNA-Phylogenie erstellt. Abb. 3.1 illustriert die Verwandtschaftsverhalt-
nisse des Genus Mycobacterium mit C. pseudodiphteriticum als Aul3engruppe.

Das mit ,Slow Growth* gekennzeichnete Cluster vereint in sich alle Spezies,
die zur Kategorie der physiologisch langsamwachsenden Mykobakterien geho-
ren. Ausnahmen in dieser Hauptentwicklungslinie bilden lediglich die schnell-
wachsenden Spezies M. brumae und M. poriferae, die auch im Cluster ,Slow
Growth“ zu finden sind. Die Arten M. farcinogenes und M. tusciae hingegen sind
trotz des physiologisch langsamen Wachstums nicht der Kategorie ,Slow
Growth" zugeordnet.

Die meisten Stamme des Clusters ,Slow Growth® (29 von 43 Isolaten mit
langsamen Wachstum) besitzen zusatzlich eine um 6 Basenpaare verlangerte
Haarnadelstruktur der Helix 18 (E.coli Position 455-477, Abb. 3.2). Die Helix 18
ist Teil der Sekundarstruktur der ribosomalen 16S-rDNA. Auf dem Phylogenie-
Baum werden diese Stamme unter dem Zweig ,Long Helix 18“ zusammenge-
fasst. M. cookii, M. hiberniae, M. nonchromogenicum, M. terrae befinden sich

im Zweig ,Slow Growth®, nicht aber in der Gruppierung ,Long Helix
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Abb. 3.1. 5-16S rDNA-Phylogenie des Genus Mycobacterium mit Corynebacterium pseudo-
diphteriticum als AuRengruppe. Der Baum wurde mit Hilfe des Clustal Algorithmus nach der
.Neighbour joining“-Methode von Saitou und Nei erstellt (50). Die phylogenetische Einteilung
der 125 Isolate erfolgten in ,Slow Growth®, ,Long Helix 18%, ,Fast Growth“ und ,Insertion in Helix
10“. Verschiedene Stamme der gleichen Spezies oder Subspezies mit identischen Sequenzen
sind in der gleichen Zeile, durch Kommata getrennt, aufgefihrt. (T) - Typstamm. Siehe néchste
Seite.

18%, obwohl sie eine lange Helix 18 mit einer zusatzlichen Insertion von einem
Basenpaar besitzen.

All diejenigen Mykobakterien-Arten, die durch langsames Wachstum charak-
terisiert sind, aber keine lange Helix 18 besitzen, werden als ,intermediare
Gruppe“ (10 von 43) bezeichnet. Im Phylogeniebaum findet man diese Isolate
im Cluster ,Slow Growth®, nicht aber im Cluster ,Long Helix 18"

Auch Spezies mit physiologischen schnellen Wachstum besitzen keine lange
Helix 18 und sind in der Mykobakterien-Phylogenie dem Seitenast ,Fast

Growth“ zugeordnet.

uu

uc U U

U U C-G

G-C G-U

G-U A-U

G-C G-U

C-G G-C

CA CA C-G G-U

G A G A U-A C-G

C-G C-G G-U C-G

G-U G-U G-U G-U
A G A G A G A G
A A A A A A A A
a schnell- b langsam- ¢ langsam- d langsam-
wachsend mit wachsend mit wachsend mit wachsend mit
kurzer Helix 18 kurzer Helix 18 langer Helix 18 langer Helix 18
(M. septicum) sintermediare (Insertion (Insertion
Gruppe* von 6 bp) von 7 bp)

(M. lentiflavum) (M. tuberculosis) (M. cookii)

Abb. 3.2. Sekundarstruktur der Helix 18 der ribosomalen 16S-Untereinheit (E. coli-Position 455-
477). Dargestellt sind Vertreter aus folgenden Guppen: Schnellwachsend mit kurzer Helix 18
(a), langsamwachsend mit kurzer Helix 18 — ,intermediare Gruppe“ (b), langsamwachsend mit

langer Helix 18 und zusétzlicher Insertion von 6 (c) bzw. 7 (d) Basenpaaren.
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LONG HELIX 18

SLOW GROWTH ®

8.8

FAST GROWTH

[INSERTION IN HELIX 10]

M. gastri DSM 43505 (T)
M. kansasii DSM 43221 sequevar IV
M. kansasii DSM 44162 (T), DSM 434%, Paris | sequevar |

M. kansasii Bo 10492/98, Paris V sequevar V
M. kansasii Bo 539/9 sequevar Il
M. kansasi DSM 44431 sequevar VI-1
M. kansasii Bo 875/99 sequevar VI-3
M. haemaophilum ATCC 29548 (T)
M. malmoense DSM 44163 (T), DSM 44053
M. bohemicum DSM 44277 (T), DSM 44408
M. leprae AHI 1104/96
M. avium ssp.avium DSM 43216 sequevar Il
M.avium ssp. avium D SM 44156 serovar 2 (T) sequevar |
M.avium ssp. paratuberculosis DSM 44133 (T ) sequevaer |
M.avium ssp. silvaticum DSM 44175 (T) sequevar |
M. lepraemurium LRC Hawaiian
M. intracellulare ATCC 35770 serovar 18 sequevar I
M. intracellulare D SM 43223 serovar 16 (T), DSM 44161 sequevar |
M. intracellulare AT CC 35847 serovar 7 sequevar I
M. conspicuum DSM 44136 (T)
M. szulgai DSM 44166 (T)
M. africanum ATCC 25420 (T)
M.bovis ATCC 19210 (T)
M.bovis BCG DSM 43990
M. microfi ATCC 19422 (T)
M. tuberculosis ssp. uberculosis ATCC 272% (T), ATCC 25177
M. tuberculosis ssp. caprae CIP105776 (T)
M. marinum DSM 44344 (T), DSM 43518
M. ulcerans ATCC 19423 (T)
M. asiaticum DSM 44297 (T)
M. gordonae Bo 11340/99 sequevar Il
M. gordonae DSM 43212, Bo 4994/99 sequevar Il
M. gordonae DSM 44160 (T) sequevar |
M. gordonae Bo 10681/99 sequevar V
M.gordonae Bo 941109 sequevar V
M. scrofulaceum DSM 43992 (T)
M. branderi ATCC 51789 (T)
M. shimoidei DSM 44152 (T)
M. xenopi DSM 43995 (T) sequevar |
M. xenopi DSM 44169 sequevar |l
M. batniense ATCC 700701 (T)
"M. sydneyiensis" Wue Tb0687/9, Bo 7644/99
M. celatum DSM 44243 (T)
M. heidelbergense ATCC 51253 (T)
M. lentifavum DSM 44418 (T)
M. interiectum ATCC 51457 (T)
M. simiae DSM 44165 (T)
M. intermedium DSM 44049 (T)
M. genavense Wue Th0268/96
M. triplex AT CC 700071 (T)
M terrae DSM 43227 (T) sequevar |
M.terrae DSM 43541 sequevar ||
M. brumae DSM 44177 (T)
M. hiberriae DSM 44241 (T)
M. nonchromogenicum DSM 44164 (T), ATCC 25142
M. triviale DSM 44153 (T)

- M. cookii DSM 43922 (T)
M. poriferae ATCC 35087 (T)

M. peregrinum ATCC 14467 (T), ATCC 700686
M. septicum DSM 44333 (T)
M. alvei DSM 44176 (T)
M. fortuitum ssp. acetamidolyticum DSM 44220 (T), ATCC 43266 sequevar |
M. fortuitum ssp. fortuitum DSM 46621 (T) sequevar |
M. fortuitum 3rd biovariant complex (sorbitol -)ATCC 49404 sequevar Il
M. porcinum DSM 44242 (T)
M. fortuitum 3rd biovariant complex (sorbitol +) ATCC 49403 sequevar Il
M. senegalense D SM 43656 (T), DSM 43655
M. farcinogenes DSM 43637 (T), DSM 43646
M. mucogenicum 49650 (T)
M. abscessus DSM 44196 (T)
M. chelonae DSM 43804 (T), DSM 43217
M. aichiense DSM 44147 (T)
M. rhodesiae DSM 44223 (T)
M. sphagni AT CC 33027 (T)
M. komossense DSM 44078 (T)
M. murale DSM 44340 (T)
M. tokaiense ATCC 27282 (T)

M. gadium DSM 44077 (T)
M chitae ATCC 19627 (T)
M. fallax DSM 44179 (T)

M. mageritense CIP 104973 (T)
M. wolinskyi ATCC 700010 (T)

M. hodleri DSM 44183 (T)

. )

M. neoaurum DSM 44074 (T)
M. diemhoferi DSM 43524 (T)
M. chiorophenolicum DSM 43826 (T)
M. chubuense DSM 44219 (T)
M. aurum DSM 43999 (T)
M. obuense DSM 44075 (T)
M. gilvum ATCC 43909 (T), DSM 9487
M. pardortuitum DSM 43528 (T)
M. moriokaense D SM 44221 (T)
M. pulveris DSM 44222 (T)
M. thermoresistibile DSM 44167 (T)
M. agri ATC C 27406 (T)
M. hassiacum DSM 44199 (T)
M. confluentis DSM 44017 (T)
M. phlei DSM 43239 (T)
M. goodi ATCC 700604 (T)
M. smegmatis DSM 43756 (T)
M. madagascariense ATCC 49865 (T)
M. austroafricarum DSM 44191 (T)
M. vaccae DSM 43292 (T)
M. duvalii DSM 44244 (T)

M. flavescens DSM 43531 sequevar Il
M. novocastense DSM 44203 (T)

M. flavescens DSM 43991 (T) sequevar |

M. tusciae DSM 44338 (T)

Caorynebacterium pseudodiphtheriticun DSM 44287 (T)

T
6

T T 1
4 2 0
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Einige Mykobakterien-Arten wachsen auch noch bei Temperaturen von Uber
41°C, sie sind somit thermotolerant. Von 21 thermotoleranten Spezies haben 13
(61,9%) eine Insertion von 1 oder 2 Basen in Helix 10 (E. coli Position 184-193,
Tab. 3.1). Bei diesen 21 thermotoleranten Taxa zeigen 15 physiologisch schnel-
les und 6 physiologisch langsames Wachstum. Von den 15 schnellwachsenden
Spezies besitzen 12 (80%) eine Insertion in Helix 10, von den physiologisch
langsamwachsenden Spezies nur eine Einzige (M. intermedium). Jene 12 Taxa
(schnelles Wachstum, Thermotoleranz und Insertion in Helix 10) sind in der 5'-
16S-rDNA-Phylogenie mit Ausnahme von M. brumae im Cluster ,[Insertion in
Helix 10]“ zu finden. Zum gleichen Cluster gehorig ist auch M. pulveris (schnel-

les Wachstum, Thermotoleranz, keine Insertion in Helix 10).

Tab. 3.1: Spezies des Genus Mycobacterium mit Thermotoleranz® bzw. mit Insertion in
Helix 10° der ribosomalen 16S-Untereinheit (E. coli-Position 184-193)

Phylogenied
J[Insertion
H. 101"

Langsames Thermo- Insertion Phylogenied

Spezies Wachstum®  toleranz® in Helix 10° ,Fast Grower*

+

N
+

agri

. botniense
branderi
brumae -
celatum
confluentis -
duvalii
flavescens
goodii
haemophilum
hassiacum
intermedium
madagascariense -
mageritense -
moriokaense -
novocastrense -
phlei -
pulveris -
shimoidei +
smegmatis -
thermoresistibile -
tusciae +
vaccae -
. wolinskyi -
M. xenopi +

+ 4+
1
]

+

LI R B |
+ 04+ 4+ 4+ 4

+

SN NN SN N S N N L L
=S SN N2 a NN =

+ + + + + +
v+ 0+ 0+ 0+t

EN=NDNI1

o F < FFFF o+ F< 0+ FN 4
o+ o+ 4

@ Wachstum bei Temperaturen von (iber 41°C

® Insertion von einer oder zwei Base(n) in Helix 10

¢ Wachstum mit einer Dauer von langer als 7 Tagen

¢ Zuordnung zum betreffenden Cluster des 5'-16S-rDNA-Phylogeniebaums (Abb. 3.1)
® M. brumae zeigt Wachstum bei 37°C, nicht aber bei 45°C (30)

"Variables Wachstumsverhalten bei 41°C
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Die verbleibenden thermotoleranten Spezies sind anderen phylogenetischen
Zweigen zugeordnet. Mindestens eine Insertion in Helix 10, aber keine Thermo-
toleranz zeigen 4 Spezies. Die langsamwachsenden M. haemophilum und M.
tusciae besitzen eine Insertion von 1 Base in Helix 10, die schnellwachsenden
M. duvalii und M. madagascariense eine Insertion von 2 Basen. M. duvalii und
M. madagascariense ,clustern“ ebenfalls mit dem phylogenetischen Seiten-
zweig ,[Insertion Helix 10]".

Mit Hilfe der 5-16S-rDNA Sequenzanalyse ist es moglich 64 der 89 validen
Mykobakterien-Taxa (71,9%) zu diagnostizieren. Die verbleibenden 25 Spezies
und Subspezies kénnen nicht eindeutig identifiziert werden, da sie mit mindes-
tens einem weiteren Taxon die gleiche 5-16S-rDNA-Sequenz haben.

Nicht differenzierbar ist der M. tuberculosis complex mit seinen Taxa M. afri-
canum, M. bovis, M. microti, ,M. bovis“ ssp. caprae und M. tuberculosis. Auch
konnen die Spezies M. abscessus und M. chelonae; M. farcinogenes, M. fortui-
tum 3™ biovariant complex (Sorbitol +) und M. senegalense; M. flavescens und
M. novocastrense; M. fortuitum ssp. acetamidolyticum und M. fortuitum ssp.
fortuitum; M. fortuitum 3" biovariant complex (Sorbitol -) und M. porcinum; M.
gastri und M. kansasii; M. marinum und M. ulcerans; M. murale und M. tokaien-
se; M. peregrinum und M. septicum; und die Subspezies von M. avium nicht

unterschieden werden.

3.1.2 Analyse der ,Internal Transcribed Spacer” Region (ITS)
Von 45 Mykobakterien-Isolaten und C. pseudodiphteriticum (T) wurde eine ver-
gleichende Sequenzanalyse der ,Internal Transcribed Spacer® Region (ITS)
durchgefuhrt. Die Lange der ITS ist taxonspezifisch, die ITS-Abschnitte der
langsamwachsenden Spezies sind dabei kiurzer als die der schnellwachsenden.
Die Bandbreite reicht von 258 bp (M. gordonae) bis 460 bp (M. tokaiense). Bei
M. fortuitum 3" biovariant complex (Sorbitol + und -), M. fortuitum ssp. fortui-
tum, M. murale, M. novocastrense und bei den beiden M. peregrinum-Stammen
war eine ITS-Sequenzanalyse nur nach vorhergehender Subklonierung mog-
lich.

Mit C. pseudodiphteriticum als Auf’engruppe wurde analog der 5-16S-rDNA-

Analyse ein ,gewurzelter” phylogenetischer Baum der 45 Mykobakterien-Isolate
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berechnet (Abb. 3.3). Die Hauptentwicklungslinien langsames und schnelles

Wachstum blieben erhalten — Cluster ,Slow Growth*.

M. tuberculosis ssp. caprae CIP 105776 (T)
M. tuberculosis ssp. tuberculosis ATCC 27294 (T), ATCC 25177
M. microti ATCC 19422 (T)

M. bovis ATCC 19210 (T), DSM 43990 (BCG)
M. africanum ATCC 25420 (T)

M. kansasii DSM 44431 sequevar VI-1/Mka F

M. kansasii Bo 8875 sequevar VI-3/Mka F

M. kansasii Bo 539/99 sequevar lll/Mka C

M. marinum DSM 44344 (T), DSM 43518

M. ulcerans ATCC 19423 (T)

M. gastri DSM 43505 (T)

M. kansasii DSM 43221 sequevar [V/Mka D
M. kansasii DSM 44162 (T), DSM 43495 sequevar |/Mka A
M. kansasii Bo 10492/98 sequevar V/Mka E
M. avium ssp. avium DSM 44156 (T) serovar 2 sequevar [/Mav A, DSM 43216 sequevar |l/Mav /
M. avium ssp. paratuberculosis DSM 44133 (T) sequevar I/Mav A
M. avium ssp. silvaticum DSM 44175 (T) sequevar I/Mav A
M. intracellulare ATCC 35770 serovar 18 sequevar II/MAC D

M. intracellulare DSM 43223 (T) serovar 16, DSM 44161 sequevar I/Min A
M. intracellulare ATCC 35847 serovar? sequevar II/MAC E
— M. abscessus DSM 44196 (T)
L——— M. chelonae DSM 43804 (T)
M. celatum DSM 44243 (T)

M. fortuitum 3rd biovariant complex (sorbitol +) ATCC 49403 sequevar Il/Mfo C*
M. fortuitum ssp. acetamidolyticum DSM 44220 (T), ATCC 43266 sequevar |/Mfo B
M. fortuitum ssp. fortuitum DSM 46621 (T) sequevar I/Mfo A*

M. senegalense DSM 43656 (T)
M. farcinogenes DSM 43637 (T)

M. porcinum DSM 44242 (T)

M. peregrinum ATCC 14467 (T) sequevar Mpe A*

M. fortuitum 3rd biovariant complex (sorbitol -) ATCC 49404 sequevar lll/Mfo D*
M. septicum DSM 44393 (T)

M. peregrinum ATCC 700686 sequevar Mpe B*
M. flavescens DSM 43531 sequevar Il/Mfla B

SLOW GROWTH

M. novocastrense DSM 44203 (T)*

M. flavescens DSM43991 (T) sequevar I/Mfla A
— M. murale DSM 44340 (T)*
L—— M. tokaiense ATCC 27282 (T)

Corynebacterium pseudodiphtheriticum DSM 44287 (T)
T T T T T T T T

40 35 30 25 20 15 10 5 0

Abb. 3.3. ,Internal Transcribed Spacer® Region (ITS) - Phylogenie von 45 Mykobakterien-
Spezies, die mit Hilfe der vergleichenden 5°-16S-Sequenzanalyse nicht eindeutig zu identifizie-
ren sind. Die Hauptentwicklungslinie ,Slow Growth* ist hervorgehoben. Verschiedene Stamme
der gleichen Spezies oder Subspezies mit identischen Sequenzen sind in der gleichen Zeile,
durch Kommata getrennt, aufgefihrt. (T) Typstamm.

Von den 25 validen Spezies und Subspezies, die anhand ihrer 5-16S-rDNA-
Sequenz nicht eindeutig zu identifizieren sind, lassen sich 15 nach Analyse ih-
rer ITS-Region unterscheiden. Sie sind im Folgenden zusammen mit zwei M.
fortuitum Biovarianten (keine validen Subspezies) aufgefuhrt: M. abscessus und
M. chelonae; M. farcinogenes, M. fortuitum 3™ biovariant complex (Sorbitol +)
und M. senegalense; M. flavescens und M. novocastrense; M. fortuitum ssp.
acetamidolyticum und M. fortuitum ssp. fortuitum; M. fortuitum 3™ biovariant
complex (Sorbitol -) und M. porcinum; M. gastri und M. kansasii; M. murale und
M. tokaiense; und M. peregrinum und M. septicum. Auf diese Weise ist es mog-
lich, 79 von 89 (88,8%) der validen Taxa zu differenzieren. Mittels 5-16S-rDNA-

und ITS-Sequenzanalyse sind die verbleibenden 10 Mykobakterien-Taxa nicht
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voneinander zu unterscheiden. Das sind im Einzelnen die Spezies des M. tu-
berculosis complex (M. africanum, M. bovis, ,M. bovis“ ssp. caprae, M. microti,
M. tuberculosis), M. marinum und M. ulcerans, sowie M. avium ssp. avium, pa-

ratuberculosis, silvaticum.

3.1.3 GenBank-Sequenzevaluierung

Die GenBank-Datenbank enthielt 77 16S-rDNA-Sequenz-Eintrage von identi-
schen Mykobakterien-Stammen mit einer Uberlappung von mindestens 80%
(Stand 1.Juli 2000). Jede Diskrepanz im ,Alignment* der Sequenzen wurde als

Basenunterschied gewertet.
15 7
13 7

11

Basendifferenzen
\I
I

l__._l

1 —: | | | :|: :!: :!: |

1988 1990 1992 1994 1996 1998 2000
Jahr des Datenbankeintrages

Abb. 3.4. 16S-rDNA-Sequenzvergleich identischer Mykobakterien-Stdmmen in RIDOM- und
GenBank (1989 — 2000). Darstellung der Basendifferenzen im ,Alignment der Sequenzen in
Relation zum Jahr des Eintrags in die Genbank.

Der Mittelwert aller Basenunterschiede betrug 4,312, der Standardfehler
0,571. In den Jahren 1989-1993 wurden 57,1% aller Sequenzen in die Gen-
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Bank-Datenbank eingetragen. In diesem Zeitraum belief sich der Mittelwert der
Basenunterschiede auf 6,523, der Standardfehler auf 0,743. Im Zeitabschnitt
1994-2000 (42,9% der Eintrage) lagen der mittlere Basenunterschied und der
Standardfehler bei 1,364 und 0,584.

Die Mdglichkeit eines statistischen Zusammenhangs zwischen der Basenun-
terschied und dem Jahr des Eintrags wurde gepruft. Zur Anwendung kam dabei
das nicht parametrische Verfahren der Spearman-Rank-Korrelation. Der Rank-
Korrelations-Koeffizient p betrug —-0,563, die Irrtumswahrscheinlichkeit p war
kleiner als 0,0001. Dies ist eine signifikante negative Korrelation zwischen den
Basenunterschieden und dem Jahr des Sequenzeintrages.

Abb. 3.4 visualisiert diesen Zusammenhang zwischen den Basenunterschie-
den (Ordinate) und dem Eintragsjahr (Abszisse). Eine Kurve wurde durch alle

Jahresmittelwerte gelegt und nach dem Lowess-Verfahren geglattet.

3.2 GyraseB-Gen-, Insertionselement-PCRs
und RFLP-Analysen

3.2.1 M. tuberculosis complex gyrB PCR

Die Mitglieder des M. tuberculosis complexes wurden durch die M. tubercu-
losis complex gyrB PCR von ,Mycobacteria other than tubercle bacilli (MOTT)*
und M. leprae unterschieden. Der Reaktion liegt ein Polymorphismus der Gyra-
seB-Genes zugrunde.

Dabei setzten die Primer an Regionen der gyrB an, die spezifisch flr den
M. tuberculosis complex sind. Nur bei den Mitgliedern des Komplexes, durchge-
filhrt mit M. bovis BCG, M. bovis, M. tuberculosis, ,M. bovis“ ssp. caprae®, M.
africanum und M. microti, wurde deshalb ein 1020 bp umfassender Abschnitt
der GyraseB-DNA amplifiziert (Abb. 3.5).

FUr andere Mycobacterium-Spezies hingegen blieb eine positive Reaktion

aus. Die Uberprifung erfolgte fiir 78 Spezies und Subspezies mit Hilfe von 77

® M. tuberculosis ssp. caprae wurde 1999 valide publiziert (2). Nach Niemann et al. wird diese
Subspezies aber als ,M. bovis“ ssp. caprae angesehen (38). Die vorliegende Arbeit folgt letz-
terer Konvention. Daher wird M. tuberculosis ssp. tuberculosis im Folgenden auch als M. fu-
berculosis bezeichnet.
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Typstammen und der DNA von M. lepraemurium. Nicht berucksichtigt wurden
die Spezies M. bohemicum, M. botniense, M. interjectum, M. leprae, M. septi-

cum, M. sphagni.

Abb. 3.5. M. tuberculosis complex gyrB PCR zum Nachweis der Taxa des M. tuberculosis
complex (1020 bp PCR-Produkt). 1. 1kb-DNA Ladder-Marker, 2. M. bovis BCG DSM 43990,
3. M. bovis ATCC 19210, 4. M. tuberculosis ATCC 27294, 5. ,M.bovis“ ssp. caprae CIP 105776,
6. M. africanum Subtyp | ATCC 25420, 7. M. microti ATCC 19422, 8. M. ulcerans ATCC 19423.

3.2.2 M. tuberculosis gyrB PCR

War der M. tuberculosis complex anhand der M. tuberculosis complex gyrB
PCR nachgewiesen worden, so wurde im nachsten Schritt mit der M. tuberculo-
sis gyrB PCR auf M. tuberculosis gepruft.

Die Primer dieser Reaktion erwiesen sich spezifisch fur Regionen des Gyra-
seB-Genes von M. tuberculosis’ (734 bp PCR-Produkt, Abb. 3.6). Die M. tuber-
culosis nah verwandten Taxa M. bovis Wildstamm, M. bovis BCG, ,M. bovis*
ssp. caprae, M. africanum Subtyp |, M. microti und M. ulcerans wurden dabei

nicht amplifziert.

" Nach Abschluss der experimentellen Arbeit wurde bekannt, dass die Primer selektiv neben
M. tuberculosis auch M. africanum Subtyp Il amplifizieren (37).
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Abb. 3.6. M. tuberculosis gyrB PCR zum Nachweis von M. tuberculosis (734 bp PCR-Produkt).
1. 1kb-DNA Ladder-Marker, 2. M. bovis BCG DSM 43990, 3. M. bovis ATCC 19210, 4. M. tu-
berculosis ATCC 27294, 5. ,M. bovis“ ssp. caprae CIP 105776, 6. M. africanum Subtyp | ATCC
25420, 7. M. microti ATCC 19422, 8. M. ulcerans ATCC 19423.

3.2.3 M. tuberculosis complex gyrB PCR Rsal und Sacll Verdau
Konnte M. tuberculosis mit der M. tuberculosis gyrB PCR ausgeschlossen wer-
den, so wurde das PCR-Produkt der M. tuberculosis complex gyrB PCR zur
weiteren Differenzierung des Komplexes mittels der Restriktionsenzyme Rsal
oder Sacll verdaut.

Anhand der GroRe der Restriktionsfragmente wurden beim Rsal-Verdau
mehrere Gruppen unterschieden. M. africanum Subtyp | (Fragmente 360/
560 bp), M. bovis (Fragmente 360/480 bp) und M. microti (Fragmente 360/660
bp).

Nach Sacll-Verdau liel3 sich das PZA-suszeptible M. bovis (,M. bovis“ ssp.
caprae) (Fragmente 280/740 bp) von PZA-resistenten Stamme M. bovis (kein

Verdau) unterscheiden (37).

3.2.4 M. bovis BCG RD1 multiplex PCR
M. bovis BCG RD1 multiplex PCR ist ein Verfahren zur weiteren Differenzierung

der PZA-resistenten M. bovis-Stamme in den Impfstamm Bacillus Calmette
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Guérin und den M. bovis Wildstamm. Das genomische Fragment RD1 ist mit
Ausnahme von M. bovis BCG in allen Mitgliedern des M. tuberculosis comple-
xes vorhanden (57).

Die Oligonukleotide der Multiplex-PCR, die spezifisch fur dieses genomische
Fragment und dessen Nachbarregionen sind, amplifizierten bei M. bovis BCG
ein 200 bp PCR-Produkt, beim M. bovis Wildstamm und anderen Taxa des M.
tuberculosis complex, wie M. tuberculosis, ,M. bovis“ ssp. caprae, M. africanum
Subtyp | und M. microti ein 150 bp PCR-Produkt. Die Reaktion blieb negativ fur
M. ulcerans (Abb. 3.7).

2 3 4 5 6 7 8

- e e e -

bp
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2036—f
1636——

1018——
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150 bp =— . L

Abb. 3.7. M. bovis BCG RD1 multiplex PCR zur Differenzierung des M. bovis BCG-Stammes
(200 bp PCR-Produkt) von M. bovis Wildstamm (150 bp PCR-Produkt). 1. 1kb-DNA Ladder-
Marker, 2. M. bovis BCG DSM 43990, 3. M. bovis ATCC 19210, 4. M. tuberculosis ATCC
27294, 5. M. bovis® ssp. caprae CIP 105776, 6. M. africanum Subtyp | ATCC 25420,
7. M. microti ATCC 19422, 8. M. ulcerans ATCC 19423.
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3.2.5 M. ulcerans IS 2404 PCR

Diese PCR differenzierte M. ulcerans von M. marinum. Die Reaktion setzt am
Insertionselement IS 2404 an, das zwar im Genom von M. ulcerans, nicht aber
in dem von M. marinum vorhanden ist. Ein 492 bp grol3es Fragment des Inser-

tionselements wurde von M. ulcerans, nicht aber von M. marinum amplifiziert
(Abb. 3.8).

1 2 3 4 5 6 7 8

. IS 2404 PCR . ‘5 -16S-rDNA PCR‘

bp

3054——| |
2036——
1636——

1018——
919 bp —>

517, 506——
<— 492 bp

396——

Abb. 3.8. M. ulcerans IS 2404 PCR zur Unterscheidung von M. ulcerans von M. marinum. Die
Reaktion fallt mit einem 492 bp PCR-Produkt positiv fir M. ulcerans aus. 1. 1kb-DNA Ladder-
Marker. 1S2404 PCR: 2. Negativ-Kontrolle, 3. M. ulcerans ATCC 19423, 4. M. marinum DSM
44344. 5°-16S rDNA PCR: 5. Negativ-Kontrolle, 6. M. ulcerans ATCC 19423, 7. M. marinum
DSM 44344.

3.2.6 M. avium ssp. paratuberculosis IS 900 PCR

M. avium ssp. paratuberculosis wurde anhand des Multikopie-DNA-
Insertionselement IS 900, das nur in dieser M. avium-Subspezies existiert, von
den anderen Taxa des M. avium-intracellurare complexes (MAC) differenziert.
Bei der Uberpriifung wurde M. avium ssp. paratuberculosis amplifiziert (400 bp
PCR-Produkt), nicht aber M. avium ssp. avium, M. avium ssp. silvaticum und M.
intracellulare (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9. M. avium ssp. paratuberculosis IS 900 PCR zur ldentifizierung von M. avium ssp.
paratuberculosis (400 bp PCR-Produkt) 1. und 7. 1kb-DNA Ladder-Marker. 2. Negativ-Kontrolle
der PCR, 3. M. avium ssp. paratuberculosis DSM 44133, 4. M. avium ssp. silvaticum DSM
44175. 5. M. avium ssp. avium DSM 44156, 6. M. intracellulare DSM 43223.
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4 Diskussion

Auf dem 10. ,Internationalen Medicinischen Congress” 1890 in Berlin prasen-
tierte Robert Koch notwendige Bedingungen, deren Erfullung beweisend fur das
Vorliegen einer Infektionserkrankung ist. Diese Koch’'schen Postulate stellen
eine ursachliche Beziehung zwischen der Krankheit und ihrem infektiosen A-
gens her: Dabei muss ein regelmafiger mikroskopischer Nachweis des Krank-
heitserregers in Korperflussigkeiten bzw. in Ausscheidungen des infizierten Or-
ganismus gegeben sein (i). Ferner muss der Erreger stets aus dem Organismus
isoliert und in Reinkultur angezuchtet werden kénnen (iii). Schliellich muss sich
anhand dieser Reinkultur im Tierversuch jederzeit das gleiche Krankheitsbild
erzeugen lassen (iii) (28).

Weiterentwickelte Diagnoseverfahren und neu entdeckte Erreger (z.B. Viren),
die nicht alle dieser Forderungen erfullen kdnnen, fuhrten zur Erweiterung der
Koch’schen Postulate. Fredricks und Relman veroffentlichten 1996 Richtlinien
fur den molekularbiologischen Nachweis einer Infektionserkrankung (14).

Die molekulare oder genotypische ldentifizierung eines Mikroorganismus
erfolgt anhand von Zielregionen im Genom, die spezifisch fur das jeweilige Ta-
xon sind. Die vieluntersuchte ribosomale DNA (rDNA) ist in allen lebenden Or-
ganismen vorhanden und damit ein gut geeignetes ,Target” molekularer Analy-
se. Ribosomale Diagnoseverfahren besitzen aul3erdem eine hohe Sensitivitat,
da die rDNA als ,Multi-Copy“-Gen vorliegt. Das gleichzeitige Vorhandensein
konservierter, variabler und hypervariabler Regionen ermdglicht eine Differen-
zierung der Mikroorganismen auf den verschiedenen taxonomischen Ebenen.
Ferner kann die ribosomale DNA als molekularer Zeitmesser betrachtet werden
— ,Clock Hypothesis®. Die rDNA liefert damit die Voraussetzung fur stammesge-
schichtliche Untersuchung von Mikroorganismen (39, 66).

Die vergleichende Sequenzanalyse der rDNA ist eine molekulare Diagno-
setechnik, die in dieser Arbeit zur Anwendung kam. Dieses Verfahren erfordert
eine Datenbank, die genormte ribosomale Sequenzabschnitte enthalt. Werden
die Sequenzen von Stammsammlungsisolaten angefertigt, kdnnen diese von

Dritten auf einfache Weise zu Referenzzwecken bezogen werden. Zur Identifi-
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zierung des unbekannten Erregers werden dessen Sequenzdaten mit denen
der Datenbank verglichen.

Offentliche Datenbanken, wie beispielsweise die GenBank des NCBI, oder
spezialisierte Datenbanken wie das ,Ribosomal Database Project” oder die ,Da-
tabase on the structure of small ribosomal subunit RNA" kénnen die notwendig
Referenzfunktion nur bedingt wahrnehmen (3, 31, 62). lhre Eintrage beziehen
sich zuweilen auf Stamme, deren Herkunft nur mangelhaft dokumentiert ist. Ein
weiterer Nachteil ist, dass die Sequenzen den unterschiedlichsten Regionen der
rDNA entstammen und keinen einheitlichen Qualitatsstandards entsprechen.
Eine Vergleichbarkeit der Isolate dieser Sequenzen ist damit nicht oder nur be-
grenzt moglich. Als Referenzen ebenfalls ungeeignet sind diejenigen Eintrage,
deren wissenschaftlicher Name sich nicht im Einklang mit den aktuell gultiger
Nomenklaturvereinbarungen befindet (11).

Zur Evaluierung der Qualitiat der GenBank-Sequenzen wurden die myko-
bakteriellen 5°-16S-rDNA-Abschnitte, die im Rahmen dieser Arbeit analysiert
worden waren, mit den Sequenzeintragen identischer Stamme der GenBank
verglichen. Die Differenzen im ,Alignment® wurden als Basenunterschiede ge-
wertet (Abb. 3.4). Die mittleren Unterschiede nehmen Uber die Jahre (1989-
2000) stetig ab. Sie lagen in der ersten Halfte des beobachteten Zeitraums
noch auf dem hohen Niveau von 6,523 und sanken erst in der zweiten Halfte
auf durchschnittliche 1,364. Es wurde eine signifikante negative Korrelation
zwischen Basenunterschieden und dem Jahr des Sequenzeintrages festge-
stellt. Die Vermutung liegt deshalb nahe, die Basenunterschiede als Fehlerrate
der GenBank-Sequenzen zu interpretieren. Auf diese Weise kann die Abnahme
der Fehlerrate der neueren Sequenzeintrage mit dem technischen Fortschritt in
den modernen Sequenzierungstechnologien wie der Taq-Cycle-Reaktion und
der automatischen Sequenzierung in Zusammenhang gebracht werden.

Die Beschaffenheit der 6ffentlichen Datenbanken machte es notwendig, eine
eigene Sequenzdatenbank zur ,,Ribosomal Differentiation of Medical Micro-
organisms“ (RIDOM) aufzubauen (19, 20). Die ribosomalen Sequenzen dieser
Datenbank sind in ihrer Lange, Anfangs- und Endposition einheitlich genormt

und entsprechen einem hohen Qualitatsstandard. Ziel der RIDOM-Datenbank
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ist eine mdglichst vollstandige Sequenzsammlung aller medizinisch relevanten
Mikroorganismen. Bei der Auswahl der Organismen wird — soweit dort verflg-
bar - nur auf Isolate offentlicher Stammsammlungen, die entsprechend der ak-
tuell gultigen Nomenklatur ausgewahlt werden, zurickgegriffen. Neben den Se-
quenzen enthalt die Datenbank zu allen Mikroorganismen auch mikrobiologi-
sche und medizinische Charakterisierungen. Durch die Einbindung der Daten-
bank in das ,World Wide Web* (WWW) stehen dem Benutzer auch Ressourcen
anderer Datenbanken zur Verfigung.

Aus ahnlichen Erwagungen entstand etwa zur gleichen Zeit das
»MicroSeq 500 16S-rDNA Bacterial Idenitification System* (41). Die kom-
merziell erhaltliche Sequenzdatenbank (Applied Biosystems) beinhaltet exakt
genormte, qualitativ hochwertige, ribosomale 16S-Sequenzen von ATCC-
Stammsammlungsisolaten und ist hierin dem RIDOM-Projekt gleichzustellen.
Wahrend sich der Datenbestand des RIDOM-Projekts noch im Aufbau befindet,
enthalt MicroSeq 500 bereits die Sequenzen von uber 1000 Mikroorganismen.
Es gibt aber noch weitere Unterschiede zwischen beiden Systemen. Die Daten-
bank MicroSeq 500 ist ein ,stand alone®, proprietares System ohne Anbindung
an das ,World Wide Web*“. Im Wurzburger WWW-System hingegen werden die
eingetragenen Taxa zusammen mit weiterfUhrenden Informationen und Links zu
anderen Internet-Datenbanken in einen medizinischen und mikrobiologischen
Kontext gestellt, der bei MicroSeq 500 fehlt.

Eine Evaluierung der MicroSeq 500 und RIDOM Mykobakterien-Datenbanken
wurde kurzlich von Turenne und Mitarbeiter durchgefuhrt (61). MicroSeq 500
und RIDOM wurden hierbei "hervorragende Ergebnisse" im Vergleich mit 122
Testisolaten attestiert. Jedoch Ubertraf RIDOM das MicroSeq 500 System nicht
nur hinsichtlich einer héheren Ubereinstimmung mit den Suchergebnissen,
sondern auch durch seine freie Verfugbarkeit und sein weiterfuhrendes Informa-

tionsangebot.

Die Abschnitte, die zur vergleichenden ribosomalen Sequenzanalyse des
Genus Mycobacterium herangezogen wurden, befinden sich auf der ribosoma-

len 16S-DNA und auf dem ,Internal Transcribed Spacer” (ITS). In diesen Berei-
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chen befinden sich Sequenzfolgen, die genus- und speziesspezifisch fur Myko-
bakterien sind (21, 25, 46).

Nach DNA-Extraktion, 5-16S-rDNA-PCR und automatischer Sequenzierung
von 125 Stammen war es moglich 64 der 89 validen Mykobakterien-Taxa
(71,9%) zu differenzieren. Die verbleibenden 25 Spezies und Subspezies konn-
ten nicht eindeutig identifiziert werden, da sie mit mindestens einem weiteren
Taxon dieser Gruppe die gleiche 5-16S-rDNA-Sequenz haben. Es wurden
deshalb die ,Internal Transcribed Spacer® Regionen (ITS) dieser Taxa unter-
sucht. Die Hinzunahme der ITS-Sequenzen ermdglichte es, 15 der 25 Taxa mit
uneindeutiger 5-16S-rDNA-Sequenz zu identifizieren. Anhand beider Sequenz-
analyseverfahren gelang es somit 79 der 89 (88,8%) validen Taxa eindeutig zu
identifizieren.

Zu den Spezies mit identischer 16S-Sequenz und unterschiedlicher ITS
gehoren M. chelonae und M. abscessus. Identische 516S-rDNA-Sequenzen
beider Spezies werden von Kirschner et al., sowie Pitulle und Mitarbeiter besta-
tigt (26, 43), die ,Internal Transcribed Spacer” sind jedoch verschieden (49).
Ebenso verhalt es sich mit M. gastri und M. kansasii, sowie mit M. farcinogenes,
M. senegalense und M. fortuitum 3™ biovariant complex (Sorbitol +) (26, 47,
48). Aus der Literatur war jedoch noch nicht bekannt, dass auch die Paare M.
murale und M. tokaiense, M. flavescens und M. novocastrense, M. peregrinum
und M. septicum, M. fortuitum 3™ biovariant complex (Sorbitol -) und M. porci-
num, sowie M. fortuitum ssp. fortuitum und ssp. acetamidolyticum jeweils identi-
sche 5-16S-rDNA-Sequenzabschnitte, aber unterschiedliche ITS haben.

Neben dieser Gruppe — identische 5-16S-rDNA, aber unterschiedliche ITS,
gibt es auch Spezies und Subspezies, die sich weder in 5-“16S-rDNA, noch in
der ITS unterscheiden. Dazu zahlt der M. tuberculosis complex mit den Spe-
zies M. africanum, M. bovis, M. microti und M. tuberculosis (15, 26). Gleiches
wurde auch bei den M. avium Subspezies festgestellt und steht infolgedessen
im Widerspruch zu den Ergebnissen van der Giesens et al., der in der ITS zwi-
schen den Subspezies avium und paratuberculosis Unterschiede beobachtet
hatte (17, 63). Roth weist auf die identische 5-16S-rDNA und ITS von
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M. ulcerans und M. marinum hin (48); nicht bestatigt werden konnte, da nicht
untersucht, eine Variabilitat dieser Spezies im 3‘-16S-rDNA Bereich (44).

Bei Auswertung der 5-16S-rDNA- und ITS-Sequenzdaten wurden auch bei
einigen Spezies und Subspezies Mikroheterogenitaten, d.h. Sequenz-
unterschiede im gleichen Taxon, beobachtet. Die Sequenzvarianten oder ,Se-
quevar” der 5-16S-rDNA werden dabei mit romischen Ziffern, die der ITS mit
lateinischen GroRbuchstaben durchnummeriert. Bei der ITS-Nomenklatur sind
diesen Buchstaben weitere vorangestellt. Sie setzen sich zusammen aus dem
ersten Buchstaben des Genusnamen und bis zum ersten Vokal auch aus dem
Speziesnamen (Beispiel: M. flavescens Mfla A).

Eine Gruppe fur Mikroheterogenitaten bildet der M. avium-M. intracellulare
complex (MAC). Die Isolate weisen Differenzen am 5‘-Ende der 16S-rDNA auf
und bestatigen die Ergebnisse von Boéddinghaus (5). Bei der 5’-16S-rDNA- und
ITS Analyse der Spezies M. avium standen insgesamt 4 Stamme zur Verfu-
gung. Es gab 3 Isolate der Sequenzvariante | (Typstamme der Subspezies avi-
um, paratuberculosis und silvaticum) und ein lIsolat der Sequenzvariante |l
(Subspezies avium, DSM 43216). Alle 4 Stdmme waren von derselben ITS-
Variante Mav A. Die verschiedenen 16S-rDNA-Genotypen von M. intracellurare,
die Béddinghaus 1990 aufstellte, konnten, soweit die Serovaren zur Uberprii-
fung zur Verfigung standen, Uberpruft werden. Serovar 16 (Sequevar [), der in
Bdddinghaus Studie noch nicht untersucht wurde, zeigte sich phylogenetisch
verschieden von den Serovaren 7 (Sequevar Il) und 18 (Sequevar lll). Eine
Subtypisierung des M. avium-M. intracellulare complex anhand des variableren
ITS unternahmen Frothingham und Wilson an 35 Referenzstammen, von denen
die MAC-Isolate in vorliegender Arbeit als Sequenzvarianten Mav A (M. avium),
MAC D und E (M. intracellulare), und Min A (ebenfalls M. intracellulare) identifi-
ziert werden konnten (16).

Auch verschiedene Stamme des Lungenpathogens M. kansasii sind mikrohe-
terogen in Sequenzen des Hitzeschockproteins hsp65, der 16S-rDNA und der
ITS (1, 45). Die Einteilung der Spezies in 5 verschiedene Sequenzvarian-
ten (I-V), die Picardeau und Mitarbeiter nach Anwendung mehrerer molekularer

Typisierungsverfahren getroffen hatten, konnte fur 4 Varianten — Sequevar I
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stand nicht zur Verfligung — nach Anwendung beider Analyseverfahren bestatigt
werden (42). Im betrachteten 5-16S-rDNA-Sequenzabschnitt sind Sequevar |
und IV, sowie der Typstamm von M. gastri identisch. Sequevar VI besitzt meh-
rere Untertypen, von denen in der Wirzburger Studie die Isolate VI-1 und VI-3
durch 5’-16S-rDNA-, nicht aber durch ITS-Analyse unterschieden wurden (45).

Mikroheterogen ist auch das skotochromogene M. gordonae. Zwischen den
E. coli Positionen 100 und 300 (5-16S-rDNA) lassen sich bei verschiedenen
Isolaten 4 unterschiedliche Nukleotidfolgen finden. Diese bereits von Kirschner
beschriebenen Sequevaren wurden ebenfalls festgestellt (24).

Neben 3 Sequenzvarianten im 5'-16S-rDNA-Bereich I-lll, gibt es bei der Spe-
zies M. fortuitum auch Unterschiede in den Nukleotidfolgen der ITS — Varianten
Mfo A-D. Darauf wurde in Teilen erstmalig von Springer hingewiesen (53).

M. terrae wurde anhand der vergleichenden 5-16S-rDNA-Sequenzanalyse
differenziert. Diese Art der Analyse ermdglichte auch eine Subtypisierung von
M. terrae in die 2 Sequenzvarianten | und Il in Ubereinstimmung mit Torkko et
al. (58).

Nicht nur der 5-16S-rDNA-Vergleich, sondern auch die Untersuchung der
,internal Transcribed Spacer‘ Region macht auf die Mikroheterogenitat von
M. xenopi aufmerksam. Durch ersteren Vergleich konnten 2 Sequenzvarianten |
und Il identifiziert werden. Die ITS-Varianten Mxe A, B und C, die Roth et al.
1998 beschrieben hatten, wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht betrachtet
(48).

Ebenfalls von Roth veroffentlicht sind die Intraspeziesvarianten der beiden
Arten M. flavescens und M. peregrinum. Wahrend sich die Heterogenitaten bei
M. flavescens sowohl im 5-16S-rDNA-, als auch im ITS-Bereich auflerten (Se-
quevaren |/MflaA und lI/Mfla B), konnten bei M. peregrinum nur Differenzen in
der ITS entdeckt werden (Mpe A und Mpe B) (49).

Die 5-16S-rDNA-Sequenzen dienten nicht nur der molekularen Diagnostik
der Mykobakterien-Taxa, sondern waren auch Grundlage fur die bisher voll-
standigste 16S-rDNA-Phylogenie. Im Gegensatz zu den Untersuchungen von
1989/90 finden erstmals samtliche validen Spezies, sowie Subspezies des Ge-
nus Berucksichtigung (Abb. 3.1) (7, 54, 55).
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Wie bereits in diesen Arbeiten gezeigt werden konnte, spiegeln sich die phy-
siologische Eigenschaften langsames und schnelles Wachstum in zwei phylo-
genetischen Hauptentwicklungslinien wider. Dabei sind die langsamwachsen-
den Spezies untereinander naher verwandt als die schnellwachsenden Arten.
Sie werden durch den monophyletische Zweig ,Slow Growth® reprasentiert,
wahrend das polyphyletische Cluster ,Fast Growth“ alle schnellwachsenden
Taxa der verbleibenden Gruppierungen vereint. Lediglich die langsamwachsen-
den Spezies M. farcinogenes und M. tusciae, sowie die schnellwachsenden
Taxa M. brumae und M. poriferae weisen eine falsche phylogenetische Zuord-
nung auf. Das Wachstumsverhalten dieser vier Spezies wurde deswegen an-
hand eigener Subkulturen mit der Originalliteratur Uberpruft und bestatigt (8, 30,
40, 59). Auch gaben die Sequenzen der langsamwachsenden M. farcinogenes
und M. tusciae keinerlei Hinweise auf eine fehlerhafte genotypische Zuordnung,
sind die Sequenzen doch mit denen der GenBank-Eintragen derselben Stamme
identisch. Zu den Stammen der ,Fast Growers“ M. brumae und M. poriferae gab
es in der GenBank kein Vergleichsdatenmaterial. Die Sequenzen der Typ-
stdmme von M. brumae und M. poriferae stimmten jedoch mit den Analysen
von Reischl® {iberein. Auch sind die 16S-rDNA-Abschnitte beider untersuchter
M. poriferae-Stamme identisch.

Physiologisches langsames Wachstum auf3ert sich bei 29 von 43 Taxa in ei-
ner um 6 Basenpaare erweiterten Helix 18 (Abb. 3.2). Die Helix 18 ist eine
haarnadelférmige Sekundarstruktur der 16S-rDNA (E.coli Position 455-477).
Schnellwachsende Spezies, sowie 10 der 43 langsamwachsenden Spezies —
sog. ,intermediare Gruppe® - besitzen keine Insertion in Helix 18 (6).

Die langsamwachsenden Taxa mit langer Helix 18 bilden das Cluster ,Long
Helix 18“. Bei M. cookii, M. hiberniae, M. nonchromogenicum, M. terrae ist die
Helix um ein weiteres Basenpaar verlangert. Diese Spezies sind zusammen mit
der intermediaren Gruppe® zwar in der phylogenetischen Gruppierung ,Slow
Growth®, aber nicht im Cluster ,Long Helix 18“ zu finden. Das Phanomen ,lange

Helix 18 wurde bereits von Boéttger et al. und Stahl et al. beschrieben (7, 55).

® Personliche Mitteilung Udo Reischl, Regensburg.
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Da nicht alle langsamwachsenden Arten eine ,lange Helix 18 (,intermediare
Gruppe®) besitzen, vermutete Bottger, dass sich das Merkmal ,langsames
Wachstum® vor der Akquirierung des Merkmals ,lange Helix 18 ausbildete (7).

Auch einer weiteren Sekundarstruktur, der Helix 10, wurde phanotypische
Bedeutung zugeschrieben (7, 55). Bei diesen Untersuchungen erweckten die
sog. thermotoleranten Spezies, d.h. Mykobakterien die bei Temperaturen von
uber 41°C Wachstum zeigen, Aufmerksamkeit, besal’en sie doch alle in Helix
10 eine Insertion von einer oder zwei Basen. Analysiert wurden jedoch nur die
schnellwachsende Spezies M. flavescens, M. phlei, M. smegmatis und M. ther-
moresistibile. Die von Bottger aufgestellte These, dass eine Insertion von min-
destens einer Base in Helix 10 mit der Exprimierung des Merkmals ,Thermore-
sistenz® korreliert, konnte in der vorliegenden Arbeit deshalb auch nur fur die
schnellwachsenden thermoresistenten Taxa bestatigt werden (7). Denn von 15
thermotoleranten Mykobakterien-Spezies mit physiologisch schnellem Wachs-
tum haben 12 (80%) das genotypische Merkmal in Helix 10, von den 6 lang-
samwachsenden Arten mit Thermotoleranz nur eine einzige (M. intermedium).
Der Zweig des phylogenetischen Baumes, der die meisten schnellwachsenden
thermoresistenten Arten mit Insertion in Helix 10 vereint, wurde mit ,[Insertion in
Helix 10]“ bezeichnet. Keine Thermotoleranz, aber mindestens eine Insertion in
Helix 10 zeigen ganze 4 Spezies (M. duvalii, M. haemophilum, M. madagasca-
riense und M. tusciae).

Analog zur 16S-rDNA-Phylogenie illustriert Abb. 3.3 die ITS-
Verwandtschaftsverhaltnisse der analysierten Sequenzen. Auch hier bleiben
die Hauptentwicklungslinien langsames und schnelles Wachstum erhalten —
gekennzeichnet ist die Wurzel ,Slow Growth” (48). Verglichen mit dem 5°-16S-
rDNA Sequenzbereich weist die ITS eine héhere Variabilitat auf.

Die Kombination beider Sequenzanalyseverfahren liel3 eine ldentifizierung
von 79 der 89 (88,8%) validen Mykobakterien-Taxa zu. Lediglich der M. tuber-
culosis complex, M. ulcerans und M. marinum, sowie die Subspezies von M.
avium konnten auf diese Weise nicht differenziert werden. Zur Bestimmung die-
ser Mykobakterien wurden deshalb andere molekularbiologische Techniken

angewandt, so dass es moglich wurde, fast alle Taxa des Genus Mycobacteri-
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um anhand ihres Genotyps zu unterscheiden. Abb. 4.1 verdeutlicht die notwen-
digen Schritte zur klinischen Diagnostik in Form eines Flussdiagramms.
Zuerst wird die DNA der unbekannte klinischen Probe extrahiert. Wegen der
aulderordentlichen klinischen Relevanz, ist es wichtig, die Probe moglichst
rasch auf M. tuberculosis und andere Mitglieder des M. tuberculosis complex
hin zu Uberprifen. Ein positives Ergebnis der M. tuberculosis complex gyrB
PCR (Abb. 3.5) identifiziert den Komplex und schliel3t differenzialdiagnostisch
alle anderen Mykobakterien Spezies aus. Der PCR liegt ein Polymorphismus
der GyraseB zugrunde (22, 37). Das GyraseB-Gen besitzt Regionen, die nicht
nur spezifisch fur alle Taxa des M. tuberculosis complex sind, sondern auch fur
einzelne Spezies. So amplifizieren die Primer der M. tuberculosis gyrB PCR
(Abb. 3.6) selektiv M. tuberculosis und M. africanum Subtyp 11°. Auch der Ver-
dau des PCR-Produkts der M. tuberculosis complex gyrB PCR mit Hilfe der Re-
striktionsenzyme Rsal und Sacll macht sich der Artspezifitat der gyrB zunutze.
Nach Ausschluss von M. tuberculosis und M. africanum Subtyp |l beantwortet
der Rsal-Verdau anhand der GroRe der Restriktionsfragmente die Frage nach
M. africanum Subtyp |, M. microti und M. bovis.

Handelt es sich bei der Probe um M. bovis, so kdnnen die Stamme mit dem
Verdau des M. tuberculosis complex gyrB PCR-Produkts durch das Restrikti-
onsenzym Sacll in Pyrazinamid (PZA)-suszeptible Isolate (,M. bovis“ ssp.

caprae) und Pyrazinamid-resistente eingeteilt werden (Abb. 4.2).

Abb. 4.1 Algorithmus zur molekularen Differenzierung des Genus Mycobacterium. Nach DNA-
Extraktion und M. tuberculosis complex gyrB PCR kann festgestellt werden, ob es sich bei der
untersuchten Mykobakterien-Probe um ein Mitglied des M. tuberculosis complex handelt. Die
Differenzierung des M. tuberculosis complex geschieht wie folgt: Mit der M. tuberculosis gyrB
PCR kdnnen M. tuberculosis/M. africanum Subtyp Il identifiziert werden. Nach Rsal-Verdau des
M. tuberculosis complex gyrB PCR-Produkts lassen sich M. africanum Subtyp |, M. microti und
M. bovis voneinander unterscheiden. Weitere Differenzierung von M. bovis siehe Abb. 4.2. Bei
Isolaten, die nicht dem M. tuberculosis complex angehoren, findet eine weitere Charakterisie-
rung durch die 5’-16S-rDNA statt. Sollte damit noch keine eindeutige Bestimmung der Spezies
moglich sein, so muss eine Sequenzanalyse der ITS-Region oder eine IS-PCR angeschlossen
werden (Abb. 4.3). Siehe nédchste Seite.

® Der Subtyp Il ist eine Variante von M. africanum, die v.a. endemisch in Ostafrika anzutreffen
und TCH resistent ist. Subtyp | ist in Westafrika verbreitet und TCH suszeptibel (37).
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Abb. 4.2. Algorithmus zur molekularen Differenzierung von M. bovis. Durch Rsal-Verdau des M.
tuberculosis complex gyrB PCR-Produkts lassen sich Pyrazinamid (PZA) resistente und sus-
zeptible Stamme von M. bovis unterscheiden. PZA suszeptible Isolate werden als ,M. bovis*®
ssp. caprae bezeichnet (2, 38). In der M. bovis RD1 multiplex PCR erfolgt die Differenzierung
der resistenten Biovarianten in M. bovis-Wildstamm und in den Impfstamm Bacillus Calmette-
Guérin (BCG) .
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Abb. 4.3. Algorithmus zur molekularen Differenzierung der ,Mycobacteria other than tubercle
bacilli“ — MOTT und M. leprae. Gibt die 516S-rDNA Sequenz der zu bestimmenden Probe kei-
nen eindeutigen Hinweis auf eine Spezies bzw. Subspezies, ist eine Eingrenzung des Taxons
anhand der ITS-Sequenz mdéglich. Ausnahmen bilden lediglich die Subspezies von M. avium
und die Spezies M. ulcerans und M. marinum, sie kénnen aber mit Hilfe von Insertions-PCRs
unterschieden werden. Die M. avium ssp. silvaticum 1S 902 PCR wurde nicht Gberpruft. Siehe
néchste Seite.
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Zu letzteren gehoren auch der M. bovis Wildtyp und der attenuierten Impfstamm
Bacillus-Calmette-Guérin (BCG). Bei Immungeschwachten mit zellularer Im-
mundefizienz kann der BCG-Stamm ein der Tuberkulose ahnliches Krankheits-
bild auslosen. Eine Differenzierung bis zur Subspezies-Ebene gewinnt dadurch
nicht nur klinische sondern auch versicherungsrechtliche Bedeutung (57). Mit
der RD1 multiplex PCR gelingt eine Unterscheidung beider M. bovis Varianten.
Die PCR macht sich das Fehlen der RD1-Fragments im Genom des BCG-
Stamms zunutze (Abb. 3.7).

Konnte durch die M. tuberculosis complex gyrB-PCR der M. tuberculosis
complex ausgeschlossen werden, handelt es sich bei der Probe um ein ,Myco-
bacteria other than tubercle bacilli oder M. leprae. In der Uberwiegenden Zahl
dieser Falle kann die vergleichende 5-16S-rDNA-Sequenzanalyse zu einer I-
dentifizierung des Erregers fuhren. Lalt sich hingegen anhand der 5-16S-
Nukleotidfolge nicht eindeutig auf ein Taxon schlieRen, flhrt eine ITS-
Sequenzanalyse zum Ziel (Abb. 4.3, Tab. 4.1). Ausnahmen bilden lediglich die
M. avium Varianten, sowie M. ulcerans und M. marinum, sie besitzen identische
ITS-Sequenzen, kdnnen aber mit Insertions-PCRs identifiziert werden.

Moss et al. wiesen in zweien der drei M. avium Subspezies Mulitkopie-DNA-

Insertionselemente nach, anhand derer die Taxa unterschieden werden kon-
nen. M. avium ssp. paratuberculosis besitzt das Element IS 900. Das Inserti-
onselement 1S 902'° ist bei der Infraspezies silvaticum nachzuweisen. Die M.
avium ssp. paratuberculosis PCR wurde bestatigt (Abb. 3.9) (34, 51).
Auf analoge Weise kénnen auch M. ulcerans und M. marinum voneinander un-
terschieden werden. In der M. ulcerans 1S 2404 PCR wurde nach den Angaben
von Stinear die Existenz des Insertionselement IS 2404 nachgewiesen, das in
M. marinum fehlt (Abb. 3.8) (56).

Auf beschriebene Weise ist mit wenigen Schritten eine schnelle Differenzie-
rung des M. tuberculosis complex, sowie samtlicher anderer Spezies und Sub-

spezies des Genus Mycobacterium mdglich.

' Die M. avium ssp. silvaticum 1S 902 PCR ist bei allen humanpathogenen Stammen von M.
avium ssp. avium negativ, allerdings sind die meisten Schweineisolate (Serovar 2) und einige
Tierisolate der Serovaren 1 und 3 falsch positiv (34).

48



Tab. 4.1. Gruppen von Taxa des Genus Mycobacterium mit identischer 5'-16S-rDNA-
Sequenz und unterschiedlicher (oben) bzw. identischer (unten) ITS-Region.

Spezies Phanotypie
M. abscessus Toleranz von 5% NaCl +
M. chelonae Toleranz von 5% NaCl -
M. farcinogenes langsamwachsend, Pigmentierung +, Nitrat Reduktion +
M. fortuitum 3" biovariant complex (Sorbitol +) schnellwachsend, Pigmentierung -, Nitrat Reduktion +
M. senegalense schnellwachsend, Pigmentierung -, Nitrat Reduktion -
M. flavescens sequevar Il Tween Hydrolyse +
M. novocastrense Tween Hydrolyse -
M. fortuitum ssp. acetamidolyticum Acetamid (als einzige C- und N-Quelle) +
M. fortuitum ssp. fortuitum Acetamid (als einzige C- und N-Quelle) -
M. fortuitum 3™ biovariant complex (Sorbitol -)  Nitrat Reduktion +
M. porcinum Nitrat Reduktion -
M. gastri nonchromogen, Nitrat Reduktion -
M. kansasii Sequevar | und IV photochromogen, Nitrat Reduktion +
M. murale Katalase +
M. tokaiense Katalase -
M. peregrinum Arylsulfatase nach 3 Tagen +
M. septicum Arylsulfatase nach 3 Tagen -
M. africanum mikroaerophiles Wachstum (Lebek-medium),
PZA +,
Farbwechsel (Bromcresol Medium) -
M. bovis mikroaerophiles Wachstum (Lebek-medium),

Nitrat Reduktion -, Niacin -, TCH -, PZA -
Farbwechsel (Bromcresol Medium) -

,M. bovis“ ssp. caprae mikroaerophiles Wachstum (Lebek-medium),
Nitrat Reduktion -, Niacin -, TCH -, PZA +
Farbwechsel (Bromcresol Medium) -

M. microti mikroaerophiles Wachstum (Lebek-medium),
TCH -, PZA +
M. tuberculosis aerophiles Wachstum (Lebek-medium),

Nitrat Reduktion +, Niacin +, TCH +, PZA +
Farbwechsel (Bromcresol Medium) +

M. avium ssp. avium Wachstum auf Eier-Medium +

M. avium ssp paratuberculosis Wachstum auf Eier-Medium -

M. avium ssp. silvaticum Wachstum auf Eier-Medium (Mycobactin-Zusatz) +

M. marinum photochromogen, Tween Hydrolyse + , Arylsulfatase +
M. ulcerans nonchromogen, Tween Hydrolyse -, Arylsulfatase -

Eine Ausnahme bildet lediglich M. tuberculosis und M. africanum Subtyp I, die
aber durch phanotypische Testverfahren voneinander unterschieden werden

konnen. Subkultivierung von M. tuberculosis auf Bromcresol Medium fuhrt im
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Gegensatz zu M. africanum Subtyp Il zu einem Farbwechsel. Auf Lebek Medi-
um zeigt M. tuberculosis aerophiles, das M. africanum-Isolat hingegen mikroae-
rophiles Wachstum (38). Auch all diejenigen Taxa, die im Algorithmus Uber die
vergleichende ITS-Sequenzanalyse identifiziert werden, kdnnen Uber herkdmm-
liche phanotypische Verfahren (Tab. 4.1) oder ITS-PCR RFLP unterschieden
werden (49). Gerade der ITS-PCR RFLP ist im Vergleich zur Sequenzanalyse
preiswerter als auch einfacher anzuwenden, da er auf die (noch) teuren Se-
quenzierautomaten verzichtet. Die zunehmende Verbreitung dieser Gerate in
den klinischen Labors wird zu einer weiteren Kostenreduzierung der Sequenz-
identifizierung von Mikroorganismen fihren. Dies lasst die genotypische Dia-
gnostik v.a. wegen ihrer schnellen Durchfuhrbarkeit und hohen Prazision zu
einer ernstzunehmenden Konkurrenz der bisherigen phanotypischen Testver-
fahren werden und wird diese immer mehr aus den Routinelabors verdrangen.
Sammlungen hochwertiger Sequenzen kdénnen zudem Voraussetzung flr die
Entwicklung von diagnostischen ,Microchips® sein, die langfristig auch in der

Routinediagnostik Einzug halten durften (60).
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5 Zusammenfassung

Mykobakterien sind langsamwachsende, saurefeste und aerobe Stabchenbak-
terien. Eine phanotypische Differenzierung ist deshalb langwierig.
Molekularbiologische Diagnoseverfahren, wie die vergleichende
Sequenzanalyse, erlauben hingegen eine schnelle Identifizierung.

Daher wurde von 125 Mykobakterien-Isolaten die ribosomale 5°-16S-rDNA
(E. coli Position 54 bis 510) und von 45 Stammen die ,Internal Transcribed
Spacer” Region (ITS) untersucht. Es wurden alle 89 validen Taxa des Genus
unter Verwendung von 86 der 87 verflgbaren Typstamme berlcksichtigt. Zur
Qualitatskontrolle der 6ffentlichen Sequenzdatenbank GenBank wurden die a-
nalysierten 5-16S-rDNA Sequenzen mit GenBank-Eintragen identischer Stam-
me (n=77) aus den Jahren 1989-2000 verglichen. Im Zeitraum 1989-93 betrug
der mittlere Basenunterschied 6,52 hingegen von 1994-2000 nur 1,36. Es be-
stand eine signifikante negative Korrelation zwischen dem mittleren Basenun-
terschied und dem Jahr des Sequenzeintrags (p = -0,56; p < 0,0001).

Mittels 5’-16S-rDNA-Sequenzanalyse war es moglich 64 der 89 validen My-
kobakterien-Taxa (71,9%) zu diagnostizieren. Durch Hinzunahme der ITS-
Analyseergebnisse lielen sich weitere 15 Spezies, d.h. insgesamt 79 der 89
Taxa (88,8%) differenzieren. Dazu gehorten: M. abscessus und M. chelonae;
M. gastri und M. kansasii; M. farcinogenes, M. fortuitum 3" biovariant (Sorbi-
tol +) und M. senegalense; M. flavescens und M. novocastrense; M. fortuitum
ssp. acetamidolyticum und ssp. fortuitum; M. fortuitum 3" biovariant (Sorbitol -)
und M. porcinum; M. murale und M. tokaiense; M. peregrinum und M. septicum.
Die verbleibenden Spezies konnten mittels weiterer molekularer Techniken un-
terschieden werden. So war eine Identifizierung und Differenzierung des M. tu-
berculosis complex mdglich durch GyraseB-Gen PCRs und evtl. anschliel3en-
der RFLP-Analyse. Lediglich M. tuberculosis und M. africanum Subtyp Il lie3en
sich untereinander nicht differenzieren. Anhand des genomischen Fragments
RD1 konnte M. bovis weiter in Wildtyp und BCG-Typ eingeteilt werden. Die
Subspezies von M. avium wurden mittels Insertionselements-PCRs (IS 900 und
IS 902) identifiziert. Ebenfalls durch den Nachweis eines Insertionselementes

(IS 2404) lieRen sich M. marinum und M. ulcerans differenzieren.
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7 Abkurzungsverzeichnis

16S-rDNA ribosomale16S-DNA
23S-rDNA ribosomale 23S-DNA
5-16S-rDNA 5’-16S ribosomale Desoxiribonucleid Acid

AHI Armauer Hansen Institut, Warzburg

ATCC American Type Culture Collection

BCG Bacillus Calmette Guérin

Bo Nationales Referenzzentrum fir Mykobakterien,

Forschungsinstitut Borstel

bp Basenpaar

CIP La Collection de I'Institut Pasteur, Paris

CTAB N-cetyl-N,N,N-trimethylammoniumbromid

ddNTPs Didesoxynukleotide

dNTPs Desoxynukleotide

DNA Desoxiribonucleid Acid

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen,

Braunschweig

DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Ethylendiamintetraacetat

gyrB GyraseB-Gen

ITS Internal Transcribed Spacer

LRC Leprosy Research Center, Tokyo

MAC M. avium-M. intracellulare complex

MeSH Medical Subject Headings

MOTT Mycobacteria other than tubercle bacilli

NCBI National Center for Biotechnology Information, Bethesda, USA

NIH National Institutes of Health, Bethesda, USA

NLM National Library of Medicine, Bethesda, USA

Paris Laboratoire de Reference des Mycobacteries, Institut Pasteur,
Paris

PCR Polymerase Chain Reaction

PZA Pyrazinamid
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rDNA
RFLP
RIDOM
RIS
RNA
SQL
B
TBE
TCH
TE
VBA
WHO
Wue
WWW

ribosomale Desoxiribonucleid Acid

Restriction Fragment Length Polymorphism
Ribosomal Differentiation of Medical Micro-organisms
Research Information Systems

Ribonucleid Acid

Structured Query Language

Tuberkulose

Tris-Borsaure, EDTA

Thiophene-2carboxylic acid hydrazide

Tris-HCI, EDTA

Visual Basic for Applications

World Health Organisation

Institut fur Hygiene und Mikrobiologie, Universitat Wirzburg
World Wide Web
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