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1 Einleitung 
______________________________________________________________________ 

 

Während die Diagnose neoplastischer Lymphknotenerkrankungen in den ver-

gangenen Jahren und Jahrzehnten große Fortschritte gemacht und zu einem tiefen Ver-

ständnis der betreffenden Krankheitsmechanismen geführt hat, bleibt die Diagnostik der 

entzündlichen Lymphknotenerkrankungen oft bei der Feststellung einer unspezifischen 

Lymphadenitis stehen, wenn es sich nicht um eine Mykobakteriose oder eine der weni-

gen, für einen bestimmten Erreger charakteristischen entzündlichen Lymphknotenver-

änderungen handelt.  

In solchen Fällen ist auch meist mit bakterioskopischen Färbungen kein Erreger 

zu identifizieren. Ein spezifischer Erregernachweis mittels PCR ist meist nicht möglich, 

wenn nicht bekannt ist, nach welchem Erreger gesucht werden soll. Vor diesem Hinter-

grund haben wir daher nach einer Methode gesucht, die gesamte, im Lymphknotenge-

webe reaktiver Lymphadenitiden enthaltene bakterielle Flora ohne vorherige Kenntnis 

der jeweiligen Erreger zu erfassen und zu charakterisieren. 

 Die dafür in der vorliegenden Studie verwendete Methode (SHARP-Screening) 

ist aus der Umweltbiologie bekannt und wurde erstmalig auf die beschriebene Fragestel-

lung angewandt. Die Methode beruht auf der gezielten Amplifikation des bakteriellen 

16S-rRNA-Gens aus der gesamten extrahierten DNA einer Gewebeprobe und der 

Transformation und Klonierung in ultrakompetente Escherichia coli-Stämme, für die 

weitere Selektion durch Analyse des Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus. Ab-

schließend erfolgt die Sequenz- und phylogenetische Analyse durch den Vergleich mit 

bekannten bakteriellen Sequenzen. Die Methode konnte für eine Verwendung von    

paraffineingebettetem Gewebe adaptiert werden. 

 Wir haben 15 Lymphknoten untersucht, die histologisch eine „unspezifische 

Lymphadenitis“ aufgewiesen haben. Zunächst sollte die gesamte enthaltene bakterielle 

Flora erfasst werden. Darüber hinaus sollten repetitiv nachweisbare Keime identifiziert 

werden. Und schließlich wurde eine mögliche Korrelation der nachgewiesenen Keime 

mit verschiedenen morphologischen Veränderungen der Entzündung des Lymphkno-

tenparenchyms überprüft. 
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2 Material und Methoden 
______________________________________________________________________ 

2.1 Material 

2.1.1 Lymphknotengewebe 

In diese Studie wurden 15 Lymphknotenresektate aus den Jahren 2006 und 2007 

aus dem Register des Referenzzentrums für Lymphknotenerkrankungen an der Univer-

sität Würzburg eingeschlossen. Das Patientenkollektiv umfasste acht Männer und sie-

ben Frauen mit einem medianen Alter von 35 Jahren (18 - 78 Jahre). Sechs Lymphkno-

ten stammten aus der Inguinalregion, drei Lymphknoten aus der Axillarregion, drei 

Lymphknoten aus dem Zervikalbereich, ein Lymphkoten aus dem Gebiet der               

A. mammaria interna, einer aus der Analregion und ein Lymphknoten ungenannter   

Lokalisation. Für die histopathologische Begutachtung wurden nach der Paraffineinbet-

tung des formalinfixierten Gewebes 2 µm dicke Schnitte hergestellt und neben den 

Standardfärbungen (HE, Giemsa, PAS) auch immunhistochemische Färbungen mit  

Antikörpern gegen CD4, CD5, CD8, CD10, CD15, CD20, CD30, kappa/lamda, bcl-2 

und Ki67 angefertigt.  

Bei der histopathologischen Beurteilung der Gewebe handelte es sich in elf    

Fällen um reaktive Lymphadenitiden mit morphologischen Hinweisen auf eine infektiö-

se Genese. In zwei Fällen davon bestand der Verdacht auf eine virale Ursache. In den 

anderen neun Fällen wiesen die reaktiven Veränderungen auf eine bakteriell bedingte, 

eitrige Lymphadenitis hin. In fünf Fällen bestanden granulomatös nekrotisierende Ver-

änderungen, wie sie als typisch für eine Katzenkratzkrankheit oder ein Lymph-

granuloma venerum angesehen werden. Im Gewebe aus der Analregion bestand der 

Verdacht auf den Primäraffekt einer Treponemeninfektion. In einem weiteren Fall be-

stand der Verdacht auf eine mögliche Toxoplasmeninfektion. In einem der 15 Fälle be-

stand die Differentialdiagnose zu einem peripheren T-Zell-Lymphom. In den anderen 

Fällen fanden sich keine Hinweise auf ein malignes Geschehen. Die bakterioskopischen 

Färbungen und sonstigen mikrobiologischen Untersuchungen ergaben keine Hinweise 

auf einen spezifischen Erreger.  
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2.2 Methoden 

2.2.1 DNA-Extraktion:  

Zur DNA-Extraktion aus den Paraffinblöcken der 15 Lymphknoten wurde das 

Cleanmix-DNA-Purification-Kit gemäß Protokoll B der Gebrauchsanweisung verwen-

det. Hierzu wurden mit Hilfe eines Mikrotoms von jedem Paraffinblock jeweils acht bis 

zehn Gewebeschnitte von 10 - 20 µm Dicke geschnitten und für jeden Fall getrennt in 

ein autoklaviertes 1,5 ml Eppendorf-Gefäß gegeben. Um Kontaminationen und das 

Vermischen der Proben untereinander zu vermeiden, wurde die Klinge des Mikrotoms 

vor der Benutzung bei jedem der 15 Paraffinblöcke mit Ethanol gründlich gereinigt und 

die ersten beiden Schnitte verworfen. Zur Entfernung des Paraffins wurde das Eppen-

dorf-Gefäß nach Zugabe von 1 ml Xylol gevortext und 5 Minuten lang bei 13000 

U/min. zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Für die vollständige Entfernung 

des Paraffins musste dieser Schritt dreimal wiederholt werden. Anschließend wurde das 

Pellet zweimal hintereinander mit 100 %-igem Ethanol gewaschen und 1 Minute lang 

bei 13000 U/min. zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Überstandes ließ man das  

Pellet 1 bis 2 Stunden lang bei 50 °C trocknen. In jedes Eppendorf-Gefäß wurden an-

schließend 150 µl (300 µl) Proteinase K-Verdau-Puffer und 15 µl (30 µl) Proteinase K 

hinzupipettiert und für 24 Stunden bei 56 °C im Rüttler inkubiert. 

Als nächstes wurden zum verdauten Gewebe zuerst 450 µl Binding Solution und 

anschließend 50 µl Resin hinzugefügt (bei 400 µl Gesamtvolumen entsprechend 900 µl 

Binding Solution und 100 µl Resin). Hierbei war darauf zu achten, dass bei Überschrei-

tung des Gesamtvolumens von Gewebe und Verdau-Puffer von 200 µl, sowohl Binding 

Solution als auch Resin proportional erhöht werden mussten. Das Verhältnis von Bin-

ding Solution zu Resin sollte mindestens 2:1 betragen. 50 µl Resin können bis zu 10 µg 

DNA binden. Bei mehr als 50 µl musste das Volumen von TE-Puffer bzw. Aqua dest. 

proportional erhöht werden. 

Anschließend wurde der Ansatz durch vorsichtiges Kippen des Eppendorf-

Gefäßes gemischt und in ein vorbereitetes 2 ml Eppendorf-Gefäß mit Cleanmix-

Filtereinsatz gegeben. Nach Zentrifugation bei 14000 U/min für 30 Sekunden verblieb 

das Resin mit der nun gebundenen DNA im Filter und der Durchfluss konnte verworfen 

werden. Zur Reinigung der gebundenen DNA wurden 500 ml Washing Solution 
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hinzupipettiert und 30 Sekunden lang bei 14000 U/min. zentrifugiert. Anschließend 

wurde der Filter auf ein frisches 1,5 ml Eppendorf-Gefäß übertragen. Um die gebundene 

DNA auf dem Filter zu lösen, gab man 20 - 30 µl vorgeheizten TE-Puffer bzw. Aqua 

dest. dazu, ließ das ganze 1 Minute lang bei Raumtemperatur inkubieren und zentrifu-

gierte für 30 Sekunden bei 14000 U/min. Zur Erhöhung der Ausbeute wurde das Eluat 

noch einmal auf den Filter pipettiert, 1 Minute lang bei Raumtemperatur inkubiert und 

wieder 30 Sekunden bei 14000 U/min zentrifugiert. 

Die DNA aus den Gewebeschnitten der eingebetteten Lymphknoten befand sich 

nach diesen Schritten in Lösung und wurde bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gela-

gert. Um den Erfolg der DNA-Extraktion zu kontrollieren, wurden die Konzentrationen 

und die Reinheit der gelösten DNA aller 15 Fälle photometrisch gemessen (Tabelle 1). 

 

 

2.2.2 Ausgangs-PCR: 

Um das 16S-rRNA-Gen der isolierten DNA gezielt zu amplifizieren, wurde    

unter Verwendung der universellen und eubakteriellen Primer 27f  und 1492r eine PCR 

durchgeführt. Dieser Schritt stellte die Ausgangs-PCR für die anschließende nested-

PCR dar. Der Ansatz betrug für jede Probe 50 µl, wobei sich der Mastermix wie folgt 

zusammensetzte: 

 

 

Fall 

DNA- 

Konzentration          

ng / µl 

260/280nm-

Quotient 
Fall 

DNA- 

Konzentration          

ng / µl 

260/280nm-

Quotient 

1 17 1,71 9 12 1,64 

2 15,6 1,75 10 22 1,86 

3 40 1,71 11 18 1,78 

4 4 2,96 12 23 2,01 

5 48 1,89 13 23 1,65 

6 27 1,60 14 17 1,75 

7 24,3 1,73 15 35 1,51 

8 21,7 1,71    

Tabelle 1: Darstellung der photometrisch gemessenen DNA-Konzentrationen bei 260 nm für alle 15 Fälle  

  und Ermittlung des Reinheitsgrades mit Hilfe des Quotienten der beiden Extinktionswerte bei  

  260 und 280nm. Für eine reine DNA sollte der Wert > 1,7 betragen. 
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Die Positiv-Kontrolle wurde mittels 1 µl DNA von E.coli (DH5α1) durchgeführt 

und bei der Negativ-Kontrolle, statt 1 µl DNA, zusätzlich 1 µl Wasser verwendet. Die 

Ausgangs-PCR setzte sich aus den folgenden Schritten zusammen:  

1. Initiale Denaturierung:        94 °C  => 2 min. 

2. Denaturierung:         94 °C  => 45 sek. 

3. Primer-Annealing:        56 °C  => 45 sek. 

4. Primer-Extension:         72 °C  => 1 min. 30 sek. 

5. Abschließende Extension:      72 °C  => 10 min. 

Die Schritte 2. bis 4. wurden nach der initialen Denaturierungsphase (1.) 35-mal 

wiederholt. Nach der 10 minütige Abschlussphase bei 72 °C wurde die Temperatur auf 

16 °C gesenkt, um das PCR-Produkt bis zur weiteren Verwendung zu kühlen. Zum 

Nachweis des PCR-Produkts wurde eine Gelelektrophorese mit einem 1 %-igen 

Agarose-Gel durchgeführt. Für die Herstellung des 1 %-igen Agarose-Gels wurden    

2,5 g Agarose in 250 ml 1x TAE-Puffer durch wiederholtes Aufkochen gelöst. Nach 

dem Abkühlen des Gefäßes unter ständigem Rühren erfolgte das Ausgießen in einen 

vorbereiteten Gelschlitten. Das ausgehärtete Agarose-Gel konnte anschließend in eine, 

mit 1x TAE-Puffer befüllte Gelelektrophoresekammer (Biorad mit Halterung) gegeben 

und das PCR-Produkt aufgetragen werden. Dazu wurden 5 µl des PCR-Ansatzes mit     

2 µl Loading-Puffer (Stopp-Puffer) gemischt und in eine Geltasche aufgetragen. Das 

amplifizierte 16S-rRNA-Gen (1500 bp) konnte dadurch anhand seiner Größe identifi-

ziert werden. Zur Größenbestimmung der Banden wurde eine benachbarte Gel-Tasche 

mit 10 µl einer DNA-Leiter (1 kb-Marker, Fermentas) befüllt, die parallel zum PCR-

Produkt mitlaufen gelassen wurde. Die Gelelektrophorese erfolgte bei einer Gleich-

spannung von 500 mV und 300 mA. Dabei bewegten sich die kleineren Fragmente 

schneller durch das Gel als die größeren und es fand eine Auftrennung der DNA-

Fragmente nach ihrer Größe statt.  

Wiederholung 

(35-mal) 

 40,75 µl  H2O 

 5 µl   10 x Puffer 

 1 µl   dNTPs 

 1 µl   Primer 27f 

 

 1 µl   Primer 1492r 

 0,25 µl  Taq-Polymerase 

 1 µl   extrahierte DNA in Lösung  

(Template) 
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Nach etwa  20 Minuten wurde das Gel zum Anfärben der Banden ca. 15 Minuten lang 

in eine ethidiumbromidhaltige Lösung gelegt. Anschließend konnte es unter ultraviolet-

tem Licht fotografiert werden. 

Für das weitere Vorgehen wurden von jedem der 15 Fälle insgesamt drei unab-

hängige PCR-Reaktionen durchgeführt, um Amplifikationsfehler zu reduzieren. Bei der 

anschließenden nested-PCR wurden diese drei Ausgangs-PCR-Produkte dann ebenfalls 

unabhängig voneinander amplifiziert. 

 

2.2.3 Nested-PCR: 

In der Ausgangs-PCR konnte in keinem der 15 Fälle eine Bande in der Größen-

ordnung von 1500 bp, entsprechend dem 16S-RNA-Gen, nachgewiesen werden. Des-

halb wurde an die Ausgangs-PCR eine nested-PCR-Reaktion angeschlossen. Dabei 

wurde das Ausgangs-PCR-Produkt als Template verwendet. Statt der Primer 27f und 

1492r wurden die degenerierten eubakteriellen Primer 27f-b und 1406r-b verwendet. 

Das Volumen des PCR-Ansatzes betrug bei der nested-PCR nur 30 µl und der Master-

mix setzte sich wie folgt zusammen: 

 

 

 

 

Bei der nested-PCR gab es zwei Positiv- und zwei Negativ-Kontrollen. Als 

Template für die Positiv-Kontrolle wurden zum einen 0,6 µl DNA von E.coli (DH5α1) 

und zum anderen 0,6 µl des PCR-Produktes der Positiv-Kontrolle der Ausgangs-PCR 

verwendet. Für die Negativ-Kontrolle wurden zum einen 0,6 µl H2O und zum anderen 

0,6 µl des PCR-Produktes der Negativ-Kontrolle der Ausgangs-PCR verwendet. Die 

PCR-Reaktion im Thermocycler wurde wie folgt durchgeführt: 

 

 

 24,45 µl  H2O 

 3 µl   10 x Puffer 

 0,6 µl   dNTPs 

 0,6 µl   Primer 27f-b 

 

 0,6 µl   Primer 1406r-b 

 0,15 µl  Taq-Polymerase 

 0,6 µl    Ausgangs-PCR-Produkt  
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1. Initiale Denaturierung:        95 °C  => 2 min. 

2. Denaturierung:         95 °C  => 45 sek. 

3. Primer-Annealing:        54 °C  => 45 sek. 

4. Primer-Extension:         72 °C  => 1 min. 30 sek. 

5. Abschließende Extension:       72 °C  => 10 min. 

Dabei wurden nach der initialen Denaturierungsphase (1.) die Schritte 2. bis 4. 

wieder 35-mal wiederholt. Anschließend erfolgte die 10 minütige Abschlussphase bei  

72 °C. Das nested-PCR-Produkt wurde anschließend nach demselben Schema in einem 

1 %-igen Agarose-Gel aufgetragen und mittels Gelelektrophorese bei gleicher Strom-

stärke und Stromspannung aufgetrennt. Als Ergebnis konnten die für das 16S-rRNA-

Gen spezifischen Banden bei 1500 bp nachgewiesen werden (Abb. 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Wiederholung 

(35-mal) 

Abb. 1: Gelelektrophorese einer Ausgangs-PCR der Proben #6 und #11. Hier wurden vor der PCR-Reaktion die Ver- 

dünnungsreihen (1:1, 1:5, 1:10) der DNA für die Proben vorgenommen. Die Proben wiesen bei der Ausgangs-PCR-

Reaktion noch keine Banden auf, weshalb eine nested-PCR angeschlossen wurde. Die Negativ-Kontrolle (-) ist regel-

haft negativ. 

 

 

1500 bp-Bande 

des DNA-Markers 

 

 

 

Abb. 2: Ergebnis einer nested-PCR für die Fälle #2, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 und 14. Die Positiv-Kontrolle (+) mit 

0,6 µl DNA von E.coli (DH5α1) zeigt ebenso wie die Proben eine, für das 16S-rRNA-Gen spezifische Bande bei   

1500 bp. Die Negativ-Kontrolle (-) ist negativ. 

 
 

 

1500 bp-Bande 

des DNA-Markers 
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2.2.4 Problembehandlung bei der PCR: 

Auch bei korrekt durchgeführter Ausgangs- und nested-PCR konnte bei einigen 

der 15 Fälle kein positives Ergebnis in der Gelelektrophorese erzielt werden. Um auszu-

schließen, dass bei der Extraktion aus den Paraffinblöcken keine DNA in Lösung ge-

gangen war, wurden die Konzentrationen der gelösten DNA aller 15 Proben nach der 

Extraktion photometrisch gemessen (Tabelle 1). Im Vergleich der Konzentrationen mit 

den Ergebnissen der nested-PCR (Daten nicht dargestellt) ergab sich folgender Zusam-

menhang: Die Proben, bei denen eine deutliche Bande gewünschter Länge in der Gel-

elektrophorese zu erkennen war, wiesen geringere Konzentrationen an gelöster DNA 

auf, als die Proben, bei denen keine Bande zu sehen war  (Tabelle 1: #1, 4, 9, 14). Als 

Konsequenz wurden Verdünnungsreihen der gelösten DNA im Verhältnis 1:1, 1:5 und 

1:10 hergestellt und die Ausgangs- und nested-PCRs unter sonst gleichen Bedingungen  

wiederholt (Abb. 1).  

Ein weiteres Problem stellten Verunreinigungen dar. Auch wenn die DNA bei 

elf der 15 Proben mit einem 260/280 nm-Quotienten von > 1,7 (Tabelle 1) einen ausrei-

chenden Reinheitsgrad aufwies, konnten die Negativ-Kontrollen durch anschließende 

Kontaminationen sowohl in der Ausgangs- als auch in der nested-PCR positiv ausfallen. 

Um dies zu vermeiden, wurde der PCR-Ansatz unter sterilen Bedingungen unter der 

sterilen Arbeitsbank mit regelmäßig gewechselten Handschuhen und frisch autoklavier-

ten Gefäßen durchgeführt. Außerdem wurde vermieden, autoklaviertes Wasser mehr-

fach aus demselben Gefäß zu verwenden. Desweiteren zeigte sich, dass es sowohl aus 

Gründen der Verunreinigung als auch für das Ergebnis der PCR besser war, für die 

Ausgangs- und nested-PCR keine Gemische von Desoxy-Nukleotiden (dATP, dGTP, 

dCTP, dTTP) zu verwenden, die mehrfach verwendet werden konnten, sondern die 

Desoxy-Nukleotide von der Konzentration 100 mmol/l auf 10 mmol/l zu verdünnen und 

einzeln zum PCR-Ansatz hinzuzufügen. Die Herstellung der Mastermixe änderte sich 

für die beiden PCRs dann wie folgt: 

 

 

 

 

Ausgangs-PCR: (50 µl-Ansatz) 

 37,75 µl  H2O 

 5 µl   10 x Puffer 

 1 µl   dATP (10 mmol/l) 

 

 

Nested-PCR: (30 µl-Ansatz) 

 22,65 µl  H2O 

 3 µl   10 x Puffer 

 0,6 µl   dATP (10 mmol/l) 

 



Material und Methoden 

 9 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.5 Gelextraktion der DNA: 

Um das 16S-rRNA-Gen aufzureinigen und zu isolieren, wurden für jeden Fall 

die restlichen 25 µl aller drei unabhängigen nested-PCR-Produkte gemeinsam in eine 

breite Tasche eines 1 %-igen Agarose-Gels aufgetragen und durch Elektrophorese auf-

getrennt (Abb. 3). Nach dem Anfärben im Ethidiumbromidbad wurden die DNA-

Banden von 1500 bp Größe unter ultraviolettem Licht aus dem Gel ausgeschnitten und 

in vorbereitete 2 ml Eppendorf-Gefäße gegeben. Im weiteren Verlauf diente das QIA 

quick
®
 Gel Extraction Kit (250) zur Gelextraktion. Dabei wurde gemäß Anleitung zu-

erst das Gewicht der ausgeschnittenen DNA-Banden bestimmt und das dreifache Volu-

men an QG-Puffer dazugegeben (100 mg Gel ~ 100 µl QG-Puffer). Diese Suspension 

ließ man bei 50 - 60 °C in einem Heizblock schmelzen, bis das Gel vollständig aufge-

löst war und gab daraufhin dem Gemisch das gleiche Volumen Isopropanol dazu. Nach 

dem Mischen wurde das gelöste Gel in eine QIAquick Spin-Säule auf einem 2 ml     

Eppendorf-Gefäß pipettiert und für 1 Minute bei 13000 U/min zentrifugiert. Nach Ver-

werfen des Durchflusses wurden der Spin-Säule weitere 500 µl QG-Puffer hinzugefügt 

und noch einmal für 1 Minute bei 13000 U/min zentrifugiert, um die restliche Agarose 

zu entfernen. Zur Reinigung der gewonnenen DNA wurden 750 µl PE-Puffer 

hinzupipettiert, kurz gewartet und wiederum 1 Minute lang bei 13000 U/min zentrifu-

giert. Nach Abschütten des Durchflusses wurde die DNA im Spin-Filter nochmals bei 

13000 U/min für 2 Minuten zentrifugiert. Danach wurde die Spin-Säule auf ein frisches 

1,5 ml Eppendorf-Gefäß gesetzt und zum Lösen der getrockneten DNA 50 µl EB-Puffer 

(10 mM Tris-Cl, pH 8,5) oder 50 µl destilliertes und autoklaviertes Wasser 

 1 µl   dGTP (10 mmol/l) 

 1 µl   dCTP (10 mmol/l) 

 1 µl   dTTP (10 mmol/l) 

 1 µl   Primer 27f 

 1 µl   Primer 1492r 

 0,25 µl  Taq-Polymerase 

 1 µl   DNA (1:1, 1:5, 1:10) 

 

 0,6 µl   dGTP (10 mmol/l) 

 0,6 µl   dCTP (10 mmol/l) 

 0,6 µl   dTTP (10 mmol/l) 

 0,6 µl   Primer 27f-b 

 0,6 µl   Primer 1406r-b 

 0,15 µl  Taq-Polymerase 

 0,6 µl   Ausgangs-PCR-Pro- 

dukt (1:1, 1:5,1:10) 
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hinzupipettiert.  Beim Zentrifugieren für 1 Minute bei 13000 U/min gelangte die DNA-

Lösung ins Eppendorf-Gefäß und wurde bis zur weiteren Verwendung eingefroren. 

 

2.2.6 Ligation: 

Bei der Ligation wurde das gereinigte PCR-Produkt, welches das gesuchte 16S-

rRNA-Gen enthielt, mittels der T4 DNA-Ligase in einen linearisierten Vektor (pGEM - 

T Easy-Vektor
®

) eingefügt. Daraus entstand ein ringförmiges Plasmid, zur anschließen-

den Transformation in Bakterienzellen. Zunächst wurde der Ligationsansatz für jeden 

der 15 Fälle in der angegebenen Reihenfolge pipettiert: 

 7 µl  2x Ligations-Puffer 

 5 µl  gereinigtes PCR-Produkt 

 1 µl  pGEM - T Easy Vektor (Promega) 

 1 µl  T4 DNA Ligase 

Dieser Ligationsansatz wurde über Nacht bei 4 °C inkubiert und vor der weite-

ren Verwendung bei der Transformation eingefroren. Die ansonsten noch intakte Ligase 

hätte die Transformation stören können. 

 

2.2.7 Transformation: 

Bei der hier angewendeten Hitze-Transformation wurde das, bei der Ligation 

hergestellte Plasmid in ultrakompetente Escherichia coli Novablue
®
 eingeschleust und 

die Bakterien auf speziellem Nähragar angezüchtet. Um sicher zu gehen, dass nur die 

verwendeten E. coli-Stämme angezüchtet wurden, fand die gesamte Hitze-Trans-

formation unter sterilen Bedingungen statt. 

Zunächst wurden die, bei - 80 °C gelagerten und in Lösung befindlichen E. coli-

Bakterien auf Eis langsam aufgetaut und anschließend 2 µl des Ligationsansatzes jeder 

Probe zu 100 µl E. coli hinzupipettiert. Die Ansätze wurden 30 Minuten auf Eis gestellt. 

Daraufhin erfolgte der sogenannte Hitzeschock für 1 Minute 15 Sekunden in einem 

Wasserbad von 42 °C. Nach weiteren 5 Minuten auf Eis wurde jeweils mit 1 ml LB-

Medium resuspendiert und die Eppendorf-Gefäße für 2 Stunden bei 37 °C auf die Rüt-

telplatte gestellt.  
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Als nächster Schritt erfolgte das Ausplattieren. Jeder Ansatz enthielt insgesamt 

ca. 1100 µl, von dem jeweils 10 % auf eine Agarplatte ausplattiert wurden. Da sich die 

restlichen 90 % der Bakterien in 990 µl Flüssigkeit befanden, wurden diese für 3 Minu-

ten bei 8000 U/min zentrifugiert und der Überstand fast vollständig verworfen. Mit dem 

Rest des Überstandes wurden die abzentrifugierten Bakterien resuspendiert und auf eine 

weitere Agarplatte ausplattiert. Sowohl die 10 %- als auch die 90 %-Platten wurden 

über Nacht bei 37 °C im Brutschrank aufbewahrt. 

Am nächsten Tag konnte im blue-white-Screening anhand der Anzahl weißer 

Kolonien festgestellt werden, ob die Hitze-Transformation erfolgreich war. Blaue Klone 

enthielten kein Plasmid. Ausschließlich die weißen Kolonien wurden mittels gelber 

Pipettenspitzen oder autoklavierter Zahnstocher „gepickt“ und auf einer frischen Agar-

platte ausgestrichen. Diese Platten wurden wiederum über Nacht bei 37 °C bebrütet, um 

dann zur weiteren Verwendung bei der  Colony-PCR zur Verfügung zu stehen. 

 

2.2.8 Problembehandlung bei der Transformation: 

Die Anzahl weißer Kolonien nach dem Ausplattieren hing von unterschiedlichen 

Faktoren ab. Zum einen durften für die DNA-Aufreinigung und Isolierung nur nested-

PCR-Produkte verwendet werden, bei denen in der Gelelektrophorese eine deutliche 

Bande zu erkennen war. Schwache Banden oder sehr nahe aneinander liegende Banden 

erschwerten es, die gewünschte Bande bei 1500 bp auszuschneiden (Abb. 3). Dies führ-

te dazu, dass bei der Ligation entweder kaum DNA des 16S-rRNA-Gens vorhanden war 

und sich der linearisierte Vektor ohne Gen zu einem Plasmid zusammenfügte. Anderer-

seits konnte neben dem 16S-rRNA-Gen noch andere DNA extrahiert werden, die von 

der Ligase statt des gewünschten Gens ins Plasmid eingebaut wurde. 

Bei der Hitze-Transformation musste zu Beginn darauf geachtet werden, dass 

die tiefgefrorenen E. coli Novablue
®
 auf Eis aufgetaut wurden und nicht an der Luft 

oder in der Hand. Aufgrund zu schneller Temperaturänderung konnten die Zellen dabei 

sonst zerstört werden. Zudem eignete sich ein Wasserbad besser für den Hitzeschock als 

ein Heizblock, da die Eppendorf-Gefäße besser von der Wärme umspült wurden und 

das Plasmid somit leichter aufgenommen werden konnte. Beim Ausplattieren war des-

weiteren darauf zu achten, dass die übrigen 90 % der Bakterien für die 90 %-Platte bei 

nicht mehr als 8000 U/min zentrifugiert wurden, um sie nicht zu zerstören. Zur Konta-
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minationsprävention mussten die verwendeten Agarplatten möglichst frisch sein, so 

dass das enthaltene Ampicillin noch eine ausreichende Wirkung besaß. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.9 Colony-PCR: 

Mit Hilfe der Colony-PCR wurde geprüft, ob die E.coli-Bakterien bei der Hitze-

Transformation ein Plasmid mit dem gesuchten 16S-rRNA-Gen aufgenommen hatten. 

Damit wurde sichergestellt, dass die gepickten weißen Klone das richtige Insert besa-

ßen. Für diese PCR-Reaktion wurden die Plasmidprimer SP6 und T7 verwendet, um das 

Insert zu reamplifizieren. Der Mastermix für die Colony-PCR enthielt folgende Kom-

ponenten: 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3: Gelelektrophorese der nested-PCR-Produkte der Proben #2, #5 und #10 zur Aufreinigung und Isolierung. 

Zu erkennen sind die unterschiedlich starken Banden bei 1500 bp. Bei #10 ist die Abgrenzung der Banden und das 

Ausschneiden aus dem Gel aufgrund von Verschmierung verkompliziert. 

 

1500 bp-Bande des 

DNA-Markers 

 

 

 

 (30 µl-Ansatz) 

 25,05 µl H2O 

 3 µl   10 x Puffer 

 0,6 µl  dNTPs 

 0,6 µl  Primer SP6 

 0,6 µl  Primer T7 

 0,15 µl  Taq-Polymerase 
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Nach der Verteilung des Mastermixes auf die benötigte Menge von PCR-

Streifen, wurde unter der sterilen Arbeitsbank von jedem ausgestrichenen weißen Klon 

mit einer sterilen Pipettenspitze ein wenig Zellmaterial entnommen und in das PCR-

Gefäß eingebracht. Während der PCR wurde dann in der Denaturierungsphase die DNA 

aus den Bakterien freigesetzt und stand zur Amplifikation zur Verfügung. Die Colony-

PCR wurde mit dem folgenden Programm durchgeführt:  

1. Initiale Denaturierung:        95 °C  => 5 min. 

2. Denaturierung:         95 °C  => 45 sek. 

3. Primer-Annealing:        45 °C  => 45 sek. 

4. Primer-Extension:         72 °C  => 1 min. 30 sek. 

5. Abschließende Extension:       72 °C  => 10 min. 

Die Schritte 2. bis 4. wurden 35-mal wiederholt. Für das weitere Vorgehen wur-

den von jedem der 15 Fälle mindestens 48 positive Klone aus der Colony-PCR ausge-

wählt. Für eine erfolgreiche Colony-PCR musste beachtet werden, dass zum einen nur 

wenig Zellmaterial von einem Klon entnommen und in den Mastermix eingerührt wer-

den durfte. Denn zu viel Zell-Detritus konnte die Colony-PCR behindern. Desweiteren 

sollten die PCR-Streifen während des Einreibens des Zellmaterials auf Eis stehen, da 

die DNA-Polymerase sonst denaturieren konnte.  

Nach der Colony-PCR wurde das PCR-Produkt auf einem 1 %-igen Agarose-

Gel in der Gelelektrophorese aufgetrennt. Falls der verwendete Klon das richtige Insert 

besaß, wurde es bei der Colony-PCR durch die beiden Plasmidprimer SP6 und T7 ge-

zielt amplifiziert. Bei der Gelelektrophorese zeigte sich dann die typische Bande des 

16S-rRNA-Gens bei 1500 bp (Abb. 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Wiederholung 

(35-mal) 
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2.2.10 RFLP-Verdau: 

Waren ursprünglich unterschiedliche Erreger in den Lymphknoten enthalten, so 

lagen nach der Transformation auch E.coli-Bakterien mit 16S-rRNA-Genen verschiede-

ner Erreger vor. Die Analyse des Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus 

(RFLP) wurde bei diesem Versuch dazu verwendet, transformierte E.coli mit dem rich-

tigen Insert innerhalb eines Falls voneinander zu unterscheiden. Dabei wurde das 16S-

rRNA-Gen durch Einzelverdau mittels der Restriktionsendonukleasen MspI und HaeIII 

jeweils an bestimmten Stellen geschnitten und in Bruchstücke zerlegt. Die geschnitte-

nen Gene unterschieden sich im Muster der resultierenden Banden, nachdem der fertige 

Verdau in der Gelelektrophorese zur Darstellung gebracht wurde. Durch den Einzelver-

dau mit zwei Enzymen, die an verschiedenen Stellen im 16S-rRNA-Gen schnitten, 

konnten die Klone besser voneinander unterschieden werden. Von jedem Klon mit dem 

richtigen Insert wurde mit dem Colony-PCR-Produkt ein eigener Verdau angesetzt. Der 

Restriktionsansatz enthielt folgende Substanzen: 

   

 

 

Abb. 4: Dieses Bild einer Colony-PCR zeigt für die Klone #109 bis #144 eines der 15 Fälle, die typische Bande bei 

1500 bp. Diese Größe entspricht dem 16S-rRNA-Gen. Die beiden Klone #111 und #118 stellten sich auf dem 

Nähragar mit einer hellblauen Farbe dar. In der Colony-PCR wurde das Insert reamplifiziert und die anschließende 

Gelelektrophorese veranschaulicht, dass ein falsches Insert bei der Transformation aufgenommen wurde. 

 

1500 bp-Bande des 

DNA-Markers 

 

 

 

1    1     1     1    1    1    1    1    1    1    1    1    1     1    1    1    1     1 

0    1     1     1    1    1    1    1    1    1    1    2    2     2    2    2    2     2 

9    0     1     2    3    4    5    6    7    8    9    0    1     2    3    4    5     6 

 

 

 1     1    1    1    1    1    1    1    1    1     1    1    1    1    1    1     1    1 

 2     2    2    3    3    3    3    3    3    3     3    3    3    4    4    4     4    4 

 7     8    9    0    1    2    3    4    5    6     7    8    9    0    1    2     3    4 
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Der Verdau wurde in 96er Well-Platten angesetzt und für 2 ½ Stunden bei 37 °C 

in den Brutschrank gestellt. Danach wurde der Verdau durch Zugabe von 5 µl Stopp-

Puffer beendet. Zur anschließenden Auftrennung in der Gelelektrophorese diente ein     

3 %-iges Agarose-Gel, das wegen der kleineren Fragmentgröße der geschnittenen DNA 

etwas dichter gewählt werden musste. Nach dem Anfärben und Fotografieren wurden 

die Bakterien anhand der Bandenmuster verglichen und in Gruppen mit identischen 

Restriktionsmustern eingeteilt (Abb. 5). Um möglichst alle Erreger zu identifizieren, die 

sich ursprünglich in den Lymphknoten befanden, musste jeder Klon, dessen Muster sich 

im RFLP-Verdau von den anderen unterschied, in die Analyse einbezogen werden. Dies 

war auch der Fall, wenn sich die Muster im HAE III-Verdau unterschieden, im MSP I-

Verdau allerdings nicht, oder umgekehrt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(20 µl – Ansatz) 

Hae III: 

 1 µl Hae III - Enzym 

 2 µl 10 x Puffer 2 

 7 µl H2O 

 10 µl Colony-PCR-Produkt 

 

 

MSP I: 

 0,5 µl MSP I - Enzym 

 2 µl 10 x Puffer 2 

 7,5 µl H2O 

 10 µl Colony-PCR-Produkt 

 

Abb. 5: Ausschnitt aus der Analyse des Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus (RFLP) der Proben #2 und #5. 

Ziel war die Selektion der jeweiligen unterschiedlichen Phylotypen der enthaltenen 16S-rRNA-Gene. oben: Hae III-

Verdau, unten: Msp I-Verdau, Die Klone #10, #11 und #12 der Probe #2 ähneln sich in ihrem Bandenmuster im   

Hae III-Verdau. Im Msp I-Verdau unterscheidet sich jedoch Klon #12 von den anderen beiden deutlich.  
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2.2.11 Plasmid-Präparation und Eco RI-Verdau: 

Bei der Plasmid-Präparation wurden die 16S-rRNA-Gene aus den einzelnen 

Klonen der 15 Fälle für die anschließende Sequenzierung isoliert. Dieser Schritt begann 

mit der erneuten Anzüchtung eines zufällig ausgewählten Vertreters jeder Gruppe von 

Klonen mit identischem RFLP-Muster. Dazu wurde für jede Gruppe ein autoklaviertes 

Reagenzglas mit Deckel unter der sterilen Bank mit 3 ml ampicillinhaltigem LB-

Medium (LB-Amp) gefüllt und mit dem jeweiligen Klon angeimpft. Bei 37 °C auf dem 

Rüttler vermehrten sich die Bakterien über Nacht und führten bis zum Folgetag zu einer 

Trübung der Lösung. Von jedem Reagenzglas wurden 2 ml der Über-Nacht-Kultur in 

ein 2 ml-Eppendorf-Gefäß gegeben und bei 8000 U/min zentrifugiert. Nach dem Ab-

schütten des klaren Überstandes wurde das Pellet vorsichtig mit 150 µl  QIAGEN
®

- P1-

Puffer vollständig resuspendiert. Anschließend erfolgte die Lyse der Bakterien durch 

Zugabe von 150 µl QIAGEN
®
- P2-Puffer. Diese Inkubation durfte maximal 5 Minuten 

dauern, um die DNA nicht zu schädigen. Zur Neutralisation wurden dem Ansatz an-

schließend 150 µl QIAGEN
®
- P3-Puffer hinzugefügt und für 15 Minuten auf Eis ge-

stellt. Dabei flockten die Zellbestandteile der Bakterien sichtbar aus, während die DNA 

in Lösung blieb. Anschließend wurden die Zellfragmente 30 Minuten lang bei 13000 

U/min abzentrifugiert. Der Überstand mit der gelösten DNA wurde in ein neues 2 ml-

Eppendorf-Gefäß gegeben und nochmals für 15 Minuten bei 13000 U/min zentrifugiert. 

Der Überstand wurde wieder in ein neues 1,5 ml-Eppendorf-Gefäß gegeben. 

Die Fällung der DNA geschah durch Zugabe von 350 µl Isopropanol und an-

schließender Zentrifugation für 15 Minuten bei 13000 U/min. Danach wurde der Über-

stand verworfen und das Pellet am Boden des Gefäßes mit 250 µl Ethanol gewaschen 

und bei 13000 U/min für 10 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert und 

sämtliche Ethanolreste kräftig aus dem Eppendorf-Gefäß geschüttelt. Die offenen Gefä-

ße mussten solange an der Luft oder bei 40 °C im Heizblock getrocknet werden, bis 

kein Ethanol mehr vorhanden war. Dann erst konnte die DNA mit 50 µl H2O vorsichtig 

resuspendiert werden. 
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Nach der Plasmid-Präparation lag das Plasmid in isolierter Form vor und konnte 

zur Aufbewahrung eingefroren werden. Zur Erfolgskontrolle der Plasmid-Präparation 

wurde ein Verdau mit dem Restriktionsenzym EcoRI angeschlossen, welches das 16S- 

rRNA-Gen aus dem Plasmid herausschnitt. In der Gelelektrophorese konnte das Gen 

daraufhin durch die entsprechende Bande bei 1500 bp dargestellt werden (Abb. 6). Für 

den Verdau wurden folgende Substanzen verwendet: 

 13 µl H2O 

 2 µl EcoRI – Puffer 

 1 µl EcoRI – Enzym 

 5 µl Plasmid in Lösung 

Dieser Ansatz wurde für 2 Stunden bei 37 °C in den Brutschrank gestellt und die 

Reaktion daraufhin durch Zugabe von 5 µl Stopp-Puffer angehalten. Die anschließende 

Gelelektrophorese erfolgte mit einem 1 %-igen Agarose-Gel. Bei der Beurteilung des 

Elektrophoresebildes war entweder eine Bande bei 1500 bp oder eine Doppelbande bei 

750 bp als positives Ergebnis zu werten. Im Falle eines längeren Verdaus konnte es da-

zu kommen, dass das herausgeschnittene 16S-rRNA-Gen vom Enzym selbst noch ein-

mal genau in der Mitte geschnitten wurde und in zwei gleich große Hälften zerfiel. 

 

 

 

 

 

 

Das isolierte Plasmid wurde als nächstes einer speziellen PCR unterzogen, um 

das darin enthaltene 16S-rRNA-Gen zu amplifizieren. Dadurch erhielt man genügend 

Kopien für die Sequenzierung, die als letzter Schritt des Experiments die Basenfolge 

des entsprechenden 16S-rRNA-Gens lieferte. 

Abb. 6: Restriktionsverdau mit dem Enzym Eco RI. Nach dem Verdau lag das 16S-rRNA-Gen entweder vollständig  

(Bande bei 1500 bp) oder zweigeteilt vor (Doppelbande bei 750 bp). 

 
 

 

   1500 bp 

 

 
    750 bp 
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2.2.12 Sequenzier-PCR:  

Für die Sequenzier-PCR wurden die gleichen Plasmidprimer, wie bei der        

Colony-PCR verwendet. Da nicht das gesamte Gen an einem Stück gelesen werden 

kann, wurde die PCR in zwei getrennten Schritten durchgeführt. Mit dem SP6-Primer 

von der einen Seite und mit dem T7-Primer von der anderen Seite. Hinterher konnte 

eine der beiden Teilsequenzen umgedreht und unter Berücksichtigung des Überlap-

pungsbereichs mit der anderen Teilsequenz zum kompletten 16S-rRNA-Gen zusam-

mengesetzt werden. Die beiden Teil-PCRs enthielten folgende Bestandteile: 

 

 

 

 

Das PCR-Programm bestand aus folgenden Schritten: 

SP6: 

1. Initiale Denaturierung:  96 °C  => 2 min. 

2. Denaturierung:   96 °C  => 30 sek. 

3. Primer-Annealing:  45 °C  => 15 sek. 

4. Primer-Extension:   60 °C  => 4 min. 

T7: 

1. Initiale Denaturierung:  96 °C  => 2 min. 

2. Denaturierung:   96 °C  => 30 sek. 

3. Primer-Annealing:  50 °C  => 15 sek. 

4. Primer-Extension:   60 °C  => 4 min. 

 

Die Schritte 2. bis 4. wurden 30-mal wiederholt und der PCR-Ansatz anschließend tief-

gefroren. 

 

Wiederholung 

(30-mal) 

Wiederholung 

(30-mal) 

T7: (10 µl-Ansatz) 

 7 µl Plasmid 

 1 µl T7-Primer 

 2 µl Sequenzier-Mix 

 

SP6: (10 µl-Ansatz) 

 7 µl Plasmid 

 1 µl SP6-Primer 

 2 µl Sequenzier-Mix 
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2.2.13 Sephadex-Aufreinigung und Sequenzierung: 

Vor der Sequenzierung des amplifizierten 16S-rRNA-Gens, musste die DNA 

aufgereinigt werden. Das dabei verwendete Filtermaterial Sephadex
®
 (Pharmacia) ist 

ein kugelförmig poröses Dextrangel, das durch Kreuzvernetzung unterschiedlicher 

Dextranfraktionen mit Epichlorhydrin hergestellt und normalerweise für die Gelchroma-

tographie benutzt wird. Durch den hohen Gehalt an Hydroxylgruppen in den 

Polysaccharidketten ist das Polymer stark hydrophil und quillt daher in wässrigen Lö-

sungen zu einem Gel.  

Zunächst wurden Pipettenspitzen mit Filtereinlage auf 1,5 ml-Eppendorf-Gefäße 

mit gelochtem Deckel gesteckt und bis zum Oberrand mit gequollenem Sephadex 

befüllt. Dann wurde die Flüssigkeit 3 Minuten lang bei 3000 U/min. aus dem Sephadex-

Gel in das Eppendorf-Gefäß zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Nach dem 

Wechsel der Spitzen auf frische Eppendorf-Gefäße konnte die DNA aus der Sequenzier-

PCR auf das Sephadex-Gel aufgebracht werden. Hierzu wurden 10 µl der SP6- bzw. T7-

PCR auf das Sephadex-Gel einer Spitze pipettiert und für 3 Minuten bei 3000 U/min 

zentrifugiert. Dieser Schritt entfernte aus der Lösung sämtliche Restproteine, die darin 

noch enthalten waren. 

Die abschließende Sequenzierung wurde auf einem ABI PRISM 3130xl Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems) nach dem ABI-Prism-Sequenzierungsprotokoll durch-

geführt.  

 

2.2.14 Auswertung:  

Das Ergebnis der Sequenzierung der SP6- und T7-Sequenzier-PCR der Plasmide 

waren zwei Dateien, die je eine Hälfte der Basenfolge des gesuchten 16S-rRNA-Gens 

enthielten. Um die beiden Teilsequenzen zum gesamten Gen zusammenzufügen, musste 

eine davon umgedreht und der Überlappungsbereich herausgeschnitten werden.         

Das dazu verwendete Programm war „ChromasPro“ (Version 1.41
©

 2003 - 2007 

Technelysium Pty Ltd.). Methodisch wurden dazu zunächst in der Basensequenz die 

beiden degenerierten eubakteriellen Primer 27f-b und 1406r-b aufgesucht, die bei der 

nested-PCR verwendet wurden und dem 16S-rRNA-Gen direkt angelagert waren   

(Abb. 7). Dadurch wurde sichergestellt, dass bei der Identifikation des ursprünglichen 
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Erregers tatsächlich nur das 16S-rRNA-Gen und nicht der benachbarte Bereich des 

Plasmids verwendet wurde. Die Abschnitte vor den Primern wurden herausgeschnitten 

und eine der beiden Teilsequenzen umgedreht. Um alle Sequenzen einheitlich auszu-

werten, wurde im Vorfeld festgelegt, immer die T7-Teilsequenz umzudrehen und die 

SP6-Teilsequenz in ihrer Basenfolge zu belassen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Als nächstes wurden die beiden Teilsequenzen mit Hilfe des „Basic-Local-

Alignment-Search-Tool“ (BLAST) unter der Kategorie „Align two sequences using 

BLAST (bl2seq)“ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi) verglichen 

und der Überlappungsbereich berechnet (Abb. 8). Dieser enthielt neben den vier ver-

schiedenen Basen (A, G, C, T) auch den Buchstaben „N“, der die Positionen in der Se-

quenz markierte, an denen bei der Sequenzierung die Base nicht zu lesen war. Vor dem 

Alignment bot es sich an, beide Teilsequenzen auf Lücken zu untersuchen und 

gegebenfalls auszubessern, da fehlende Basen meist anhand der Kurvenverläufe im da-

zugehörigen Chromatogramm ergänzt werden konnten (Abb. 9a/b). Diese Korrektur 

war aber nicht immer möglich, da die Kurven manchmal nicht eindeutig waren und 

Abb. 7: Bildausschnitt aus dem Programm ChromasPro: Dargestellt sind die SP6- und die T7-Teilsequenzen, wobei  

in jeder, einer der beiden Primer 27f-b und 1406r-b gefunden wurde (blau markiert). 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi
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mehrere Basen für ein „N“ in der Sequenz in Frage kamen. Außerdem zeigte die Erfah-

rung, dass sich das Ausbessern bei nur wenigen Lücken in der Sequenz kaum auf das 

Ergebnis der Übereinstimmung bei der Identifikation des Klons auswirkte. 

Im Überlappungsbereich der beiden Teilsequenzen wurde eine möglichst große 

Basenfolge ohne Lücken markiert (Abb. 8) und in beiden Teilsequenzen in ChromasPro 

danach gesucht. Dieser Abschnitt musste einmal in einer der beiden Teilsequenzen ge-

löscht werden, damit das zusammengesetzte Gen diesen nicht zweimal enthielt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 9: a) Der hier dargestellte Auszug aus der Chromatographie der Sequenz eines Klons zeigt bei der vorletzten  

Base ein „N“ und markiert somit eine Stelle, an der die Sequenziermaschine die richtige Base nicht erkennen konnte.  

b) Nach der manuellen Korrektur wurde das „N“ durch die richtige Base Adenosin ersetzt, die bei dieser Chromato-  

graphie durch den grünen Kurvenverlauf gekennzeichnet ist.  

  

 

Abb. 8: Ergebnis des Alignments der beiden Teilsequenzen in BLAST. „Query“ stellt die Teilsequenz SP6 dar und 

„Subject“ die von T7. Der Bereich, in dem beide Teilsequenzen übereinstimmen, ist hier angezeigt und enthält auf- 

grund unvollständiger Sequenz auch einige Lücken. Das schwarze Rechteck markiert die Stelle des Überlappungsbe- 

reichs, der in Chromas Pro beim Zusammenfügen der beiden Teilsequenzen verwendet wurde. 

 
 

 

a b 
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Mit der Basenfolge des vollständigen 16S-rRNA-Gens wurde auf der Internet-

seite von BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) unter der Kategorie 

„nucleotid blast“ nach den dazugehörigen Erregern gesucht. Hierzu musste man unter 

„database“ das Feld für „Others“ auswählen, um nach Bakterien zu suchen. Das Basic-

Local-Alignement-Search-Tool verglich daraufhin die eingegebene DNA-Sequenz mit 

bekannten Sequenzen in der NCBI-Genbank. Aus der Liste der gefundenen Organsimen 

(Abb. 10) wurden für jeden Klon die beiden Bakterien ausgewählt, die am besten mit 

der Sequenz übereinstimmten oder damit am nähesten verwandt waren. Diese waren 

anhand des „query coverage“ und der „max. identity“ zu erkennen. Der Wert des „query 

coverage“ entsprach einer Prozentzahl und gab den Anteil des 16S-rRNA-Gens des ge-

fundenen Bakteriums an, der mit der eingegebenen Sequenz übereinstimmte und für den 

Vergleich herangezogen wurde. Der Wert der „max. identity“ entsprach ebenfalls einer 

Prozentzahl und gab das Ausmaß der Übereinstimmung des gefundenen Bakteriums 

und der bei BLAST eingegebenen Sequenz im Bereich des „query coverage“ an. Für 

eine hohe Übereinstimmung musste sowohl der Wert des „query coverage“ als auch der 

der „max. identity“ möglichst groß sein.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 10:  Diese Abbildung zeigt einen Ausschnitt der Ergebnisseite nach dem Blasten der experimentell ermittelten  

Sequenz auf der Internetseite BLAST. Nur der obere Teil der Liste ist angegeben. Die darin enthaltenen Bakterien  

weisen alle einen „query coverage“ und „max. identity“ von 96% bis 99%  auf. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
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Um aus der Menge der Bakterien mit gleich hohen „query coverage“- und „max. 

identity“-Werten diejenigen herauszusuchen, die mit der geblasteten Sequenz am meis-

ten übereinstimmten, ließ man sich über den Button „distance tree of results“ den Ver-

wandtschaftsbaum anzeigen (Abb. 11). Dieser gab die gefundenen Bakterien aus der 

Datenbank in einem Verwandtschaftsbaum graphisch wider. Je näher zwei Bakterien 

darin abgebildet wurden, desto höher war ihr Verwandtschaftsgrad. Hatte ein Bakterium 

also den höchsten Übereinstimmungswert in der Liste der gefundenen Organismen, und 

befand es sich im Verwandtschaftsbaum auch direkt neben der geblasteten Sequenz, 

kam es für die Auswertung in Frage. 

 

 

 

 

 

  

Abb. 11: Der dargestellte Auszug aus dem „distance tree of results“ zeigt die eigene geblastete Sequenz als blauen   

Punkt mit Gelb markiertem Text und rosanem Pfeil. Alle Bakterien die sich in unmittelbarer Nähe zur geblasteten  

Sequenz befinden, weisen einen hohen Verwandtschaftsgrad auf. 
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3 Ergebnisse 
______________________________________________________________________ 

 

Die Amplifikation der 16S-rRNA-Gene aus der extrahierten DNA der Lymph-

knoten ergab in allen 15 Fällen Fragmente der erwarteten Größe von 1500 bp. Bei der 

Analyse des Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus gingen aus dem Vergleich der 

Restriktionsmuster für alle Fälle zusammen insgesamt 400 Klone hervor, deren 16S-

rRNA-Gene sequenziert wurden. Nach der phylogenetischen Identifikation der Se-

quenzen, unter der Zuhilfenahme des Basic-Local-Alignment-Search-Tool- (BLAST-) 

Algorithmus, verringerte sich die Anzahl brauchbarer Sequenzen um 37 durch den 

Wegfall lückenhafter bzw. unvollständiger Sequenzen. Es blieben insgesamt 363 Se-

quenzen übrig, von denen 327 Sequenzen (90,1 %) zu einem bekannten Phylotyp homo-

log waren. Diese Sequenzen ließen sich einer von zehn Klassen von Bakterien zuordnen 

(Alpha-Proteobacteria, Beta-Proteobacteria, Gamma-Proteobacteria, Delta-Proteo-

bacteria, Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Cyanobacteria, 

Firmicutes, Fusobacteria, Planctomycetes) (Tabelle 2). 36 Sequenzen (9,9 %) entspra-

chen keiner bekannten Bakterienspezies, konnten aber durch ihre Homologie zu ver-

schiedenen uncultured bacteria einem, bisher noch nicht kultivierten Phylum zugeord-

net werden. 

Zum Vergleich der Ergebnisse im SHARP-Screening wurde mit Hilfe spezies-

spezifischer Primer in zusätzlichen PCR-Reaktionen nach Bartonella henselae, 

Chlamydia trachomatis, Toxoplasma gondii, Yersienien, Enterobakterien und atypi-

schen Mykobakterien gesucht. 

 

3.1 Fall 1: 

Im Fall 1 handelte es sich um einen Lymphknoten aus der linken Leistenregion 

eines 46-jährigen männlichen Patienten. In der histologischen Betrachtung war die 

Struktur des Lymphknotens prinzipiell noch erhalten. Die fibrös verbreiterte Lymph-

knotenkapsel und die follikuläre Reaktion in den darunter gelegenen Schichten bzw. die 

daneben gelegene sinusoidale B-Zell-Reaktion gaben den Hinweis auf eine entzündliche 

Veränderung (Abb. 12a). Dabei enthielten die Sinus zahlreiche kleine Mikroabszesse, 



Ergebnisse 

 25 
 

 

die teilweise auch auf das Lymphknotenparenchym übergriffen (Abb. 12b). Im Paren-

chym selbst zeigte sich eine deutliche Aktivierung der T-Zone. Immunhistochemisch 

fand sich eine regelrechte Verteilung der B- und T-Zell-Areale (Abb. 12c). Die Prolife-

ration in der T-Zone war erhöht. Hier kamen auch zahlreiche CD30-positive aktivierte 

Zellformen vor, die Plasmoblasten entsprachen (Abb. 12d). Schließlich wurden  in der 

CD15-Färbung die neutrophilen Granulozyten in den Mikroabszessen markiert. Diffe-

rentialdiagnostisch kamen bei dieser reaktiven Veränderung eine Katzenkratzkrankheit 

oder ein Lymphgranuloma venerum in Frage. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Im Fall 1 wurden insgesamt 21 Sequenzen phylogenetisch analysiert, die sich 

vier Klassen von Bakterien zuordnen ließen (Tabelle 2).  Drei Sequenzen entsprachen 

Janthinobacterium aus der Ordnung der Burkholderiales (Beta-Proteobacteria, Familie: 

Oxalobacteraceae). Drei weitere Sequenzen waren zu Vertretern aus der Ordnung der 

a b 

c d 

Abb. 12: Fall 1 a) Entzündliche Verbreiterung der Lymphknotenkapsel mit follikulärer Reaktion und sinusoidaler B- 

Zell-Reaktion; Mikroabszesse sowohl sinusoidal als auch im Parenchym (HE, Vergr. 1:50), b) vergrößerte Darstellung  

der Mikroabszesse (HE, Vergr. 1:400), c) immunhistochemische Darstellung der B-Zellen, neben der regelrechten  

follikulären Verteilung sind auch zahlreiche B-Zellen interfollikulär zu sehen (CD20-Färbung),                        

d) Plasmoblasten (CD30- Färbung) 
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Corynebacteria homolog (Actinobacteria). Zwei davon besaßen die größte Homologie 

zu Corynebacterium pseudogenitalium. Vier weitere Sequenzen zeigten eine Überein-

stimmung mit einem nicht kultivierten Bakterium aus der Klasse der Cyanobacteria 

(Klon M4-11). Aus der Klasse der Firmicutes fand sich eine Übereinstimmung mit 

Staphylococcus epidermidis und zwei mit Streptokokken. Die Subspezies waren hierbei 

Streptococcus salivarius und Streptococcus vestibularis. 

 Drei weitere Sequenzen konnten keiner bekannten Bakterienspezies zugeordnet 

werden. Zwei davon waren zu uncultured bacterium clone P5D18-494 homolog. Die 

andere Sequenz entsprach dem uncultured bacterium clone RL387_aao89h04. 

In den zusätzlichen PCR-Reaktionen mit Hilfe speziesspezifischer Primer konnten we-

der Bartonella henselae, Chlamydia trachomatis, Toxoplasma gondii noch Yersienien, 

Enterobakterien und atypische Mykobakterien nachgewiesen werden. 

 

3.2 Fall 2: 

Fall 2 war eine linksseitige inguinale Lymphknotenexstirpation einer 20-jährigen 

Frau. Bei der diagnostizierten Lymphadenitis war die Grundstruktur des Lymphknotens 

noch zu erkennen. Es fanden sich einzelne Primärfollikel und zahlreiche Plasmazellen 

in den Marksträngen (Abb. 13a), die eine polytypische Expression ihrer Immunglobu-

lin-Leichtketten aufwiesen (Abb. 13c). In den B-Zell-Arealen wurden durch die 

immunhistochemischen CD20-, CD23- und Immunglobulin D-Färbungen naive B-

Lymphozyten mit rudimentären Netzwerken follikulärer dendritischer Zellen nachge-

wiesen. In der T-Zone zeigten sich zum Teil aktivierte hochendotheliale Gefäße und 

kleine aktivierte Lymphozyten (Abb. 13b). Hier kamen zahlreiche CD4- und CD8-

positive T-Zellen vor. Die Proliferation war leicht knotig im Bereich der T-Zell-Areale 

verteilt und lag bei 20 - 30 %. Im Rahmen der Klonalitätsuntersuchungen ergab sich bei 

der Amplifikation der FR2-A- und FR3-A-Region des Immunglobulinschwerkettengens 

ein polyklonales oligoklonales Resultat. In der Multiplex-PCR des T-Zellrezeptor-

Gammakettengens fand sich ebenso ein polyklonales Amplifikat. Insgesamt handelte es 

sich bei dieser Lymphadenitis um eine reaktive Veränderung im Sinne einer atypischen 

Immunreaktion mit dem Verdacht auf eine Virusinfektion. 
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Die phylogenetische Identifikation von 51 Sequenzen im Fall 2 ergab in der 

Klasse der Beta-Proteobacteria zwölf Homologien zu Comamonadaceae aus der Ord-

nung der Burkholderiales (Tabelle 2). Aus der Klasse der Alpha-Proteobacteria fanden 

sich drei Sequenzen, die zu Novosphingobium aus der Ordnung der Sphingo-

monadaceae homolog waren. Weiterhin besaß eine Sequenz eine Übereinstimmung mit 

einer Paracoccus-Spezies aus der Ordnung der Rhodobacterales. 22 Sequenzen zeigten 

Homologien zu verschiedenen Spezies der Actinobacteria. Davon gehörten zwei Se-

quenzen der Unterordnung der Corynebacteria an und entsprachen einer Rhodococcus-

Spezies aus der Familie der Nocardia. Innerhalb der Propionibacterineae waren vier 

Sequenzen zu Nocardioides homolog. Elf Sequenzen zeigten Übereinstimmungen mit 

Bakterien aus der Klasse der Firmicutes. Davon entsprachen sechs Sequenzen der Spe-

zies Bacillus (Klon: Jamb-602). Fünf weitere Sequenzen gehörten der Spezies 

Staphylococcus an, wobei vier Sequenzen zu Staphylococcus hominis und eine zu 

Staphylococcus epidermidis homolog waren.       

   

Abb. 13:  
Fall 2 
a) Plasmazellen in den Marksträngen, Aktivierung der T-

Zone, hochendotheliale Gefäße und kleine aktivierte 

Lymphozyten (Giemsa, 1:400) 

b) einzelne Primärfollikel, Aktivierung der T-Zone mit 

kleinen aktivierten Lymphozyten (HE, 1:100) 

c) polytypische Expression der Immunglobulin-

Leichtketten der Plasmazellen in den Marksträngen 

(lamda, 1:400) 

 

a b 

c 
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In den zusätzlichen PCR-Reaktionen mit Hilfe speziesspezifischer Primer konn-

ten weder Bartonella henselae, Chlamydia trachomatis, Toxoplasma gondii noch 

Yersienien, Enterobakterien und atypische Mykobakterien nachgewiesen werden. 

 

3.3 Fall 3: 

Im dritten Fall handelte es sich um einen linksseitigen inguinalen Lymphknoten 

einer 22-jährigen Patientin. In der histopathologischen Begutachtung fand sich eine 

ausgeprägte lymphofollikuläre Hyperplasie (Abb. 14a). Die Lymphfollikel enthielten 

hauptsächlich Blasten und wiesen kaum Mantelzonen auf. Dabei war keine signifikante 

plasmazelluläre Differenzierung zu erkennen. Interfollikulär zeigten sich kleine akti-

vierte Lymphozyten der B- und T-Zell-Reihe. Immunhistochemisch lag eine regelrechte 

Verteilung der B-und T-Zell-Areale vor. Auch bei der IgD-Färbung konnten um die 

vergrößerten Keimzentren kaum Mantelzonen nachgewiesen werden. Die Proliferation 

war in den Keimzentren normal und betrug interfollikulär 30 - 40 % (Abb. 14c). In die-

sen Arealen kamen vermehrt CD8-positive T-Lymphozyten vor (Abb. 14b). Desweite-

ren lag keine Verminderung der CD4-positiven T-Zellen vor und in der CD21-Färbung 

stellten sich weitgehend intakte Netzwerke follikulärer dendritischer Zellen dar. Die 

polyklonale Plasmozytose erstreckte sich zum Teil auch auf die Kapselregion. Zusam-

menfassend bestand der Verdacht auf eine infektiös verursachte Lymphadenitis mit  

viraler Genese. 

Die Sequenzanalyse der 16S-rRNA-Gene der 20 Klone ergab innerhalb der    

Alpha-Proteobacteria eine Homologie zu Paracoccus (Tabelle 2). 13 Sequenzen konn-

ten den Actinobacteria zugeordnet werden, von denen zehn Propionibacterium angehör-

ten. Unter den Chloroflexi-Bakterien ergaben sich drei Homologien zu unkultivierten 

Vertretern. Bei den Firmicutes gehörte eine Sequenz Staphylococcus capitis an. Eine 

weitere Sequenz war homolog zu Veillonella (sp. oral) aus der Ordnung der Clostridia. 

Eine letzte Sequenz konnte keiner bekannten Klasse zugeordnet werden. Die höchste 

Übereinstimmung ergab sich zu zwei unkultivierten Bakterien (uncultured bacterium 

clone RL387_aao89h04 und uncultured bacterium clone P5D18).  

c 
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In den zusätzlichen PCR-Reaktionen mit Hilfe speziesspezifischer Primer konn-

ten weder Bartonella henselae, Chlamydia trachomatis, Toxoplasma gondii noch 

Yersienien, Enterobakterien und atypische Mykobakterien nachgewiesen werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4 Fall 4:  

Im Fall vier handelte es sich um einen Lymphknoten aus dem Bereich einer aus-

gedehnten Nekrose in der linken Hüfte einer 62-jährigen Patientin. Die Ätiologie dieser 

Nekrose war unklar und es wurden mikrobiologisch keine Erreger gefunden. In der mik-

roskopischen Betrachtung war eine deutliche Nekrose mit den Resten einer 

granulomatösen Reaktion zu erkennen, die zum Teil Riesenzellen vom Langhans-Typ 

enthielt (Abb. 15a). Weiterhin wurden vereinzelt Nester von Bakterien fädiger und 

kokkoider Form beschrieben, die in der Warthin Starry-Färbung zur Darstellung ge-

bracht wurden (Abb. 15b/c). Die immunhistologischen Untersuchungen mit CD138 

zeigten in der Umgebung eine kräftige plasmazelluläre Reaktion. Hierbei lag bei der 

Abb. 14:  

Fall 3 
a) Lymphofollikuläre Hyperplasie (HE,1:25),  

b) interfollikulär gelegene CD8-positive T-Lympho-

zyten, welche die Keimzentren nicht signifikant infilt-

rieren (CD8-positive Färbung, 1:25), 

c) der Proliferationsmarker zeigt eine normale Aktivität 

in den Keimzentren, interfollikulär ist eine erhöhte 

Proliferation zu erkennen (Ki67, 1:25),  

 

a b 

c 
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Analyse der Leichtketten eine Prädominanz Lambda-positiver Plasmazellen im Bereich 

des wenig vitalen nekrotischen Gewebes vor. Die molekularbiologischen 

Klonalitätsanalysen der Immunglobulin-Schwerketten-Loki ergaben bei der PCR-

basierten Amplifikation der CDR3-Region ein polyklonales Amplifikat. Bei der CDR2-

Region ebenso wie bei der Gamma-Kette des T-Zell-Rezeptors war das Amplifikat 

oligoklonal, so dass insgesamt kein Anhalt für eine klonale Lymphozytenpopulation 

vorlag. Zusammenfassend sprachen die Befunde für eine reaktive Plasmozytose in der 

Umgebung einer septischen Nekrose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Im Fall 4 wurden insgesamt 19 Klone phylogenetisch analysiert (Tabelle 2). Da-

von konnten 14 keiner bekannten Spezies zugeordnet werden. Jedoch waren alle 14 

Sequenzen zu den beiden unkultivierten Bakterien uncultured bacterium clone 

RL387_aao89h04 und uncultured bacterium clone P5D18 homolog. Weiterhin fand 

sich bei einem Klon innerhalb der Klasse der Gamma-Proteobacteria die Homologie zu 

einer Pseudomonas-Spezies. Vier Sequenzen zeigten Übereinstimmungen mit den 

Abb. 15:  

Fall 4  

a) In der linken Bildhälfte ist die ausgedehnte Nekrose 

des Lymphknotens zu erkennen. Die kokkoiden Bakteri-

en aus dem Bereich dieser septischen Nekrose reagierten 

gram-negativ und in der Grocott Versilberung negativ. 

Die Ziehl Neelsen-Färbung war bei dieser 

granulomatösen Reaktion ebenso negativ. (HE, 1:50) 

b) und c) in der Färbung mit 1 %-igem Silbernitrat 

wurden im vorliegenden Präparat die Bakterien schwarz 

dargestellt (Warthin-Starry, 1:400 und digitale Ver-

größerung) 

 

c 

b a 
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Actinobacteria. Davon entsprach eine Sequenz der Rhodococcus-Spezies (Unterord-

nung: Corynebacteria, Familie: Nocardia). Schließlich war eine Sequenz homolog zu 

Corynebacterium diphteriae.  

In der Kontrolluntersuchung mit Hilfe spezifischer Primer wurde Yersinia 

enterocolitica nachgewiesen.  

 

3.5 Fall 5: 

Fall 5 war ein Lymphknoten aus der linken Leistenregion eines 41-jährigen 

männlichen Patienten. Die Lymphknotenarchitektur war prinzipiell noch erhalten. Die 

Kapsel war deutlich fibrosiert und verbreitert. Zahlreiche riesenzellhaltige 

Epitheloidzellgranulome umgaben kleinere und größere Abszesse (Abb. 16a). Stellen-

weise waren die Epitheloidzellen in einer charakteristischen Palisadenstellung angeord-

net. In der Warthin Starry-Färbung konnten Bakterien nachgewiesen werden (Abb. 

16b/c). Die immunhistochemischen Färbungen zeigten eine regelhafte Kompartimen-

tierung CD20-positiver B-Lymphozyten und CD5-positiver T-Lymphozyten. In der 

Immunglobulin-Leichtkettenanalyse wiesen die enthaltenen Plasmazellen eine polyty-

pische Expression auf. Zusammenfassend handelte es sich in diesem Fall um eine 

granulomatös nekrotisierende Lymphadenitis. Die Befunde sprachen in erster Linie für 

Veränderungen im Rahmen einer Katzenkratzkrankheit. 

Von 31 untersuchten Klonen waren bei der phylogenetischen Analyse innerhalb 

der Beta-Proteobacteria elf Sequenzen homolog zu verschiedenen Spezies aus der Ord-

nung der Burkholderiales (Tabelle 2). Neun Sequenzen davon zeigten die Übereinstim-

mung mit Comamonadaceae und zwei Sequenzen mit Janthinobacterium aus der Fami-

lie der Oxalobacteraceae. In der Klasse der Gamma-Proteobacteria entsprachen zwei 

Klone der Spezies von Escherichia coli und ein anderer Klon einer Stenotrophomonas-

Spezies. Weiterhin ergab sich bei 13 Klonen die Übereinstimmung mit Propioni-

bacterium. Unter den 31 Sequenzen konnte eine davon keinem bekannten Phylotyp zu-

geordnet werden. Die höchste Übereinstimmung gab es mit den beiden unkultivierten 

Bakterien uncultured bacterium clone RL387_aao89h04 und uncultured bacterium 

clone P5D18.  
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Die Kontrolluntersuchung mittels speziesspezifischer Primer ergab einen positi-

ven Nachweis für Bartonella henselae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.6 Fall 6: 

Im Fall 6 handelte es sich um einen linksseitigen inguinalen Lymphknoten eines 

55-jährigen männlichen Patienten. Der Lymphknoten stammte aus einem Weichteil-

exzisat mit mehreren stärker vergrößerten und partiell aufgebrochenen Lymphknoten, 

sowie Nekrosen in den angrenzenden Weichgeweben. Die Infektionsserologie für 

Chlamydien zeigte positive Werte für die IgA- und IgG-Antikörper. Histologisch be-

stand eine ausgeprägte granulomatös eitrige Lymphadenitis mit zahlreichen schlitzför-

migen Nekrosen, die von einer Epitheloidzellreaktion mit untermischten Fibroblasten 

und gelegentlich erkennbaren Riesenzellen vom Langhans-Typ umgeben waren.        

Die bakterioskopischen Färbungen (Ziehl-Neelsen, Gram, Warthin Starry, Grocott und 

PAS) lieferten keinen Erregernachweis. In den immunhistochemischen Färbungen zeig-

Abb. 16:  

Fall 5 

a) Granulomatös nekrotisierende Lymphadenitis, die 

Lymphknotenarchitektur ist prinzipiell noch erhalten 

(HE, 1:50),  

b) und c) zahlreiche kokkoide Bakterien sind hier als 

schwarze Punkte im Lymphknotengewebe zu erkennen 

(Warthin Starry, 1:400 und digitale Vergrößerung) 

 

a b 

c 
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ten die reichlich enthaltenen Plasmazellen eine polytypische Leichtkettenexpression. 

Die CD30-Färbung stellte zahlreiche blastäre Zellformen im Sinne von aktivierten      

B-Zellen und Plasmazellvorläufern dar. Folglich gab es keinen Hinweis auf ein malig-

nes Lymphom. Insgesamt bestand der Verdacht auf eine infektiöse Genese im Rahmen 

eines Lymphgranuloma venerum. 

In diesem Fall wurden 14 Klone phylogenetisch analysiert (Tabelle 2). Davon 

waren drei Klone homolog zu Comamonadaceae aus der Klasse der Beta-

Proteobacteria. Weiterhin fand sich eine Übereinstimmung mit einem nicht kultivierten 

Bakterium aus der Klasse der Gamma-Proteobacteria. Unter den Actinobacteria erga-

ben sich sechs Homologien zu Propionibacterium und eine zu Leifsonia xyli aus der 

Ordnung der Mikrokokken. In der Klasse der Firmicutes bestand eine Homologie zu 

Bacillus JAMB-602 und eine weitere zu Streptococcus pneumoniae. Eine Sequenz 

konnte keinem bekanntem Phylotyp zugeordnet werden. Diese zeigte die höchste Über-

einstimmung mit uncultured bacterium clone RL387_aao89h04 und uncultured 

bacterium clone P5D18. 

In den Kontrolluntersuchungen mittels speziesspezifischer Primer ergab sich ein 

positiver Nachweis für Chlamydia trachomatis. 

 

3.7 Fall 7: 

Im Fall 7 lag ein axillärer Lymphknoten einer 69-jährigen Patientin vor, dessen 

Struktur prinzipiell noch erhalten war. Es waren zahlreiche Follikel und zum Teil auch 

eine Aktivierung der Thymus-abhängigen Zone zu erkennen. Im interfollikulären Be-

reich fanden sich ausgedehnte histiozytäre Granulome, die teilweise von neutrophilen 

segmentkernigen Granulozyten durchsetzt waren. Es konnte keine signifikante 

monozytoide B-Zell-Reaktion nachgewiesen werden. Weiterhin bestand eine Infiltration 

über die Lymphknotengrenzen hinaus, septal in das umliegende Fettgewebe. Die 

immunhistochemischen Färbungen zeigten eine regelrechte Verteilung der B- und T-

Zell-Areale. In den aktivierten interfollikulären Zonen waren einzelne B-Blasten zu 

erkennen. Die Proliferation war regelrecht auf die Follikel akzentuiert und im interfolli-

kulären Bereich bei 10 - 20 %. Die CD8-positiven T-Lymphozyten waren leicht ver-
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mehrt. Insgesamt handelte es sich um eine histiozytär eitrige Lymphadenitis. Differenti-

aldiagnostisch bestand der Verdacht auf eine Katzenkratzkrankheit. 

Von 13 untersuchten Sequenzen entsprachen neun den Actinobacteria. Davon 

war eine homolog zu Rhodococcus aus der Familie der Nocardia und eine weitere zu 

einer anderen Spezies der Corynebacteria (Tabelle 2). Sieben Sequenzen entsprachen 

Propionibacterium. Desweiteren fand sich eine Übereinstimmung mit dem unkultivier-

ten Cyanobacterium clone M4-11. Aus der Klasse der Firmicutes ergab sich eine 

Homologie zu Aerococcus viridans. Zwei weitere Sequenzen konnten phylogenetisch 

keiner bekannten Spezies zugeordnet werden und zeigten die höchste Übereinstimmung 

mit uncultured bacterium clone RL387_aao89h04 und uncultured bacterium clone 

P5D18. 

 

3.8 Fall 8: 

Das Lymphknotenpräparat einer 78-jährigen Patientin im Fall 8 stammte aus der 

rechten Axilla nach rezidivierender Lymphknotenschwellung an dieser Stelle. Histolo-

gisch lag eine erhaltene Lymphknotenarchitektur mit mäßiger lymphofollikulärer 

Hyperplasie und einer deutlichen Aktivierung der T-Zone vor (Abb. 17). In den 

immunhistochemischen Färbungen zeigte sich eine regelhafte Kompartimentierung 

CD20-positiver B-Lymphozyten und CD5-positiver T-Lymphozyten. Die CD30-

Färbung stellte zahlreiche blastäre Zellformen dar, die aktivierten B-Zellen und Plasma-

zellvorläufern entsprachen. Die Proliferation zeigte anhand des Ki67-Index regelhaft 

hohe Werte in den Keimzentren und außerhalb davon nur mäßige Aktivität. Zusammen-

fassend handelte es sich um reaktive Veränderungen im Sinne eines infektiösen Ge-

schehens. Für ein Lymphom bestand kein Anhalt.  

Im Fall 8 gingen 24 Klone mit verschiedenen Bandenmustern aus dem RFLP-

Vergleich hervor (Tabelle 2). Bei sechs Sequenzen (25 %) bestand die Homologie zu 

Comamonadaceae aus der Klasse der Beta-Proteobacteria. Eine Sequenz konnte 

Sphingomonas aus der Klasse der Alpha-Proteobacteria zugeordnet werden. Insgesamt 

acht Klone gehörten den Actinobacteria an (33,3 %). Darunter fand sich eine Überein-

stimmung mit Corynebacterium pseudogenitalium. Weiterhin entsprachen drei Sequen-

zen der Ordnung der Mikrokokken. Zwei davon zeigten die Übereinstimmung mit einer 



Ergebnisse 

 35 
 

 

Knoellia Subspezies und die andere mit einem Vertreter von Arthrobacter. Im Bereich 

der Propionibacterineae war eine Sequenz homolog zur Spezies von Aeromicrobium 

aus der Familie der Nocardioides. Der Klasse der Firmicutes gehörten sechs Sequenzen 

an. Davon entfielen drei Sequenzen auf Staphylococcus, eine auf Streptococcus und 

eine auf Clostridia. Drei Sequenzen konnten keinem kultivierten Phylotyp zugeordnet 

werden. Zwei davon entsprachen dem uncultured bacterium clone P5D18 und eines 

dem uncultured bacterium clone rRNA 089.  

In den Kontrolluntersuchungen mittels speziesspezifischer Primer ergab sich ein 

positiver Nachweis für Chlamydia trachomatis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.9 Fall 9: 

Im Fall 9 handelte es sich um einen rechtszervikalen Lymphknoten einer         

43-jährigen Patientin mit der klinischen Angabe einer unklaren Lymphadenitis colli. Es 

lagen negative Befunde zur Cytomegalie-Serologie vor (DNA aus Plasma und Leukozy-

ten). Histologisch fand sich eine nahezu vollständig zerstörte Struktur des Lymphkno-

tens. Man konnte eine ausgeprägte Aktivierung der Gefäße mit hochendothelialen 

Venolen erkennen, in deren Umgebung zahlreiche kleine lymphoide Zellen mit hellem, 

Abb. 17: Fall 8, Eitrige Lymphadenitis mit wenigen Granulozyten, reaktive Veränderungen im Sinne eines infekti-

ösen Geschehens. Lymphofollikuläre Hyperplasie mit deutlicher Aktivierung der T-Zone und Ansammlung 

monozytoider B-Zellen, (HE, 1:50)  
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fast klarem Zytoplasma vorkamen. Diese Zellen wiesen häufig Apoptosen auf. 

Immunhistochemisch zeigte sich eine deutlich aktivierte T-Zellpopulation mit Überwie-

gen des CD8-Anteils, die aber lediglich etwa 30 % der perivaskulären Infiltrate aus-

machte. Zum einen grenzte sich davon ein Teil der T-Lymphozyten ab, der CD4-positiv 

und CD3-negativ war. Zum anderen ließ sich eine mononukleäre Zellpopulation mit 

CD68 anfärben. Beide Zellpopulationen wiesen gleich hohe Proliferationsaktivitäten 

auf. In der CD21-Färbung konnten keine Netzwerke follikulär dendritischer Zellen 

nachgewiesen werden. Die molekularbiologischen Untersuchungen ergaben kein 

klonales Amplifikat für die CDR3-Region des Immunglobulinschwerkettengens oder 

die Gamma-Kette des T-Zell-Rezeptorgens. In der LMP-Färbung und der in situ Hybri-

disierung zum Nachweis EBV-spezifischer RNA fand sich kein Hinweis auf eine EBV-

Infektion. Insgesamt wurden die Befunde als Lymphoproliferation mit dem Verdacht 

auf ein T-Zell-Lymphom vom nicht weiter spezifizierten Typ (PTCL NOS) eingeordnet. 

Die phylogenetische Analyse von 24 Sequenzen ergab innerhalb der Klasse der 

Alpha-Proteobacteria zwei Homologien zu Sphingomonas. Unter den Gamma-

Proteobacteria fanden sich zwei homologe Sequenzen zu Pseudomonas-Spezies. Eben-

so entsprach eine Sequenz einem nicht kultivierten Bakterium aus der Klasse der Delta-

Proteobacteria. Aus dem Bereich der Actinobacteria waren vier Klone mit 

Propionibacterium, ein weiterer mit einer Mikrokokkus-Subspezies und fünf Klone mit 

Streptomyces verwandt. Unter den Firmicutes fanden sich fünf homologe Sequenzen zu 

Clostridium und drei weitere zu nicht kultivierten Firmicutes. Eine Sequenz entsprach 

keinem kultivierten Phylotyp und besaß die höchste Übereinstimmung mit dem 

uncultured bacterium clone RL387_aao89h04.  

Die zusätzlichen Kontrolluntersuchungen zum gezielten Nachweis mittels spezi-

esspezifischer Primer lieferten keinen Hinweis für Bartonella henselae, Chlamydia 

trachomatis, Toxoplasma gondii, Yersienien, Enterobakterien oder atypische Mykobak-

terien.  
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3.10 Fall 10: 

Das Lymphknotenpräparat eines 35-jährigen männlichen Patienten im Fall 10 

entstammte einer nicht näher bezeichneten anatomischen Lokalisation. Histologisch 

fanden sich im Parenchym immer wieder zahlreiche neutrophile segmentkernige 

Granulozyten, die zum Teil kleine Mikroabszesse ausbildeten (Abb. 18b). Auch in den 

Lymphknotensinus war neben einer Histiozytose eine sehr ausgeprägte Granulozytose 

zu erkennen. Es bestand eine geringe Aktivierung des B-Zellsystems. Die parakortikale 

Pulpa des T-Zellsystems erschien dagegen etwas verbreitert (Abb. 18a). Hier kamen 

aktivierte Lymphozyten, Plasmazellen und andere Vorläuferzellen vor. In den 

immunhistochemischen Untersuchungen ergab sich eine regelrechte Verteilung der B- 

und T-Zellareale mit extrafollikulärer Aktivierung zahlreicher CD30-positiver aktivier-

ter Blasten. Eine signifikante monozytoide B-Zellreaktion war aber nicht zu erkennen. 

Insgesamt sprachen die Befunde für eine infektiöse Lymphadenitis, die bakteriell verur-

sacht sein konnte. Differentialdiagnostisch kam eine Katzenkratzkrankheit in Betracht. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Im Fall 10 wurden insgesamt 21 Sequenzen phylogenetisch analysiert            

(Tabelle 2). Bei 13 Sequenzen davon fand sich eine Übereinstimmung mit der Ordnung 

der Burkholderiales aus der Klasse der Beta-Proteobacteria. Davon entsprachen sieben 

Sequenzen Comamonadaceae und vier Sequenzen den Oxalobacteraceae, darunter drei 

Abb. 18: Fall 10 a) Infektiöse Lymphadenitis eventuell bakterieller Genese, teilweise sind B-Zellfollikel zu Sekun-

därfollikeln aktiviert. Der parakortikale T-Zellbereich erscheint etwas verbreitert (HE, 1:50), b) zahlreiche 

neutrophile segmentkernige Granulozyten, Mastzellen und Histiozyten bestimmen das Bild in Form von kleinen 

Mikroabszessen und vereinzelten Granulomen (HE, 1:200) 

 

b 

 

a 
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der Janthinobacterium-Spezies und eine der Pelomonas-Spezies. Die restlichen zwei 

Sequenzen waren homolog zu Burkholderia sp. Innerhalb der Klasse der Alpha-

Proteobacteria waren zwei Sequenzen homolog zu Paracoccus yeeii. Unter den 

Actinobacteria entsprachen vier Sequenzen verschiedenen Spezies von 

Corynebacterium. 

Die zusätzlichen Kontrolluntersuchungen zum gezielten Nachweis mittels spezi-

esspezifischer Primer lieferten keinen Hinweis für Bartonella henselae, Chlamydia 

trachomatis, Toxoplasma gondii, Yersienien, Enterobakterien oder atypische Mykobak-

terien.  

 

3.11 Fall 11: 

Das Exzisat eines 31-jährigen männlichen Patienten aus dem vorliegenden Fall 

stammte aus der Analregion und enthielt Weichteilgewebe ohne Lymphknoten. In vo-

rangegangenen Gewebeproben fanden sich bei diesem Patienten fortgeschrittene 

Condylomata accuminata. Histologisch war ein oberflächlich ulzeriertes Gewebestück 

zu erkennen, das teilweise Erosionen aufwies. Unterhalb der Ulzeration fand sich eine 

sehr ausgedehnte, perivaskulär akzentuierte Infiltration durch Lymphozyten und Plas-

mazellen (Abb. 19). An der Basis der Ulzeration wiesen die Gefäße eine gewisse 

Endothelschwellung auf. Immunhistochemisch zeigten die CD5- und CD20-Färbungen 

eine gewisse Strukturierung der lymphoiden Infiltrate, wobei vor allem die 

perivaskulären Lymphozytenpopulationen CD5-positiven T-Lymphozyten entsprachen. 

Die zahlreichen Plasmazellen zeigten eine polytypische Immunglobulin-Leichtketten-

Expression. Aufgrund der Diagnose der Condylomata accuminata, die am Rande des 

Präparats in Form einer deutlichen papillären Epithelhyperplasie zu erkennen waren, 

drängte sich der Verdacht auf den Primäraffekt einer Treponemen-Infektion auf. In der 

Warthin Starry-Färbung konnten allerdings keine Treponemen-ähnlichen Bakterien be-

obachtet werden. 

Von 34 sequenzierten Klonen entsprachen bei der phylogenetischen Analyse in-

nerhalb der Beta-Proteobacteria vier Klone der Familie der Comamonadaceae         

(Tabelle 2). In der Klasse der Actinobacteria gehörten neun Sequenzen zur Ordnung der 

Mikrokokken. Davon war eine homolog zur Arthrobacter-Spezies, sechs zur Kocuria-
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Spezies, eine zu Janibacter und eine zu Knoellia. Insgesamt zehn Sequenzen entspra-

chen der Klasse der Firmicutes. Davon gehörten vier zu verschiedenen Bacillus-

Spezies, eine zu Staphylococcus epidermidis, zwei zu Streptococcus und drei Sequenzen 

waren nicht kultivierte Firmicutes. Desweiteren fanden sich drei homologe Sequenzen 

zu Planctomycetes und zwei Homologien zu nicht kultivierten Spezies aus der Klasse 

der Acidobacteria. Eine Sequenz konnte phylogenetisch nicht weiter eingeordnet wer-

den, da sie gleich hohe Verwandtschaftsgrade mit Alpha-, Beta- und Gamma-

Proteobacteria zeigte. Diese Sequenz besaß die höchste Übereinstimmung mit dem 

uncultured bacterium clone PR51. 

Die zusätzlichen Kontrolluntersuchungen zum gezielten Nachweis mittels spezi-

esspezifischer Primer lieferten keinen Hinweis für Bartonella henselae, Chlamydia 

trachomatis, Toxoplasma gondii, Yersienien, Enterobakterien oder atypische Mykobak-

terien. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 19: Fall 11, Unspezifische Ulzeration eines Weichteilgewebes der Analregion mit lymphoplasmazellulären 

Infiltraten (HE, 1:100) 
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3.12 Fall 12: 

Bei den vergrößerten zervikalen Lymphknoten eines 18-jährigen männlichen Pa-

tienten handelte es sich im Fall 12 um eine reaktive Lymphknotenerkrankung im Sinne 

einer eitrigen Lymphadenitis. Die Struktur des Lymphknotens war prinzipiell erhalten. 

Neben einer ausgeprägten Sinushistiozytose waren auch zahlreiche neutrophile seg-

mentkernige Granulozyten zu erkennen. Die Follikel zeigten eine regelrechte Schich-

tengliederung bei Vorhandensein einer deutlichen lymphofollikulären Hyperplasie 

(Abb. 20). In den T-Zell-Arealen fand sich eine deutliche Aktivierung von B- und T-

Lymphozyten. Die immunhistochemischen Färbungen bestätigten eine regelrechte Ver-

teilung der B- und T-Zellareale. In der CD30-Färbung konnten intra- und perifollikulär 

zahlreiche einkernige Blasten nachgewiesen werden, die zum Teil prominente 

Nukleolen enthielten. CD15 markierte die zahlreichen neutrophilen segmentkernigen 

Granulozyten. Die Proliferation war innerhalb der Follikel regelhaft und in den Thy-

mus-abhängigen Arealen leicht erhöht. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Im Fall 12 ergab die Amplifikation des 16S-rRNA-Gens aus der DNA des 

Lymphknotens 14 verschiedene Muster im Vergleich des Restriktionsfragment-

Abb. 20: Fall 12, Eitrige Lymphadenitis mit großen, landkartenartig angeordneten Follikeln, die eine regelmäßige 

Schichtengliederung aufweisen. (HE, 1:50) 
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längenpolymorphismus. Davon entsprachen bei der phylogenetischen Analyse sechs 

Sequenzen der Spezies Paracoccus yeeii aus der Klasse der Alpha-Proteobacteria. Eine 

weitere Sequenz konnte ebenfalls mit einer Homologie zu Pedomicrobium den Alpha-

Proteobacteria zugeordnet werden. Zudem gehörten sechs Sequenzen Propioni-

bacterium aus der Klasse der Actinobacteria an. Eine weitere Sequenz zeigte einen 

gleich hohen Verwandtschaftsgrad zu Alpha- und Beta-Proteobacteria und konnte so-

mit keiner Klasse eindeutig zugeordnet werden. Die höchste Übereinstimmung besaß 

diese Sequenz mit dem uncultured bacterium clone 3B03.   

Die Kontrolluntersuchung mittels speziesspezifischer Primer ergab einen positi-

ven Nachweis für Bartonella henselae. 

 

3.13 Fall 13: 

Im Fall 13 handelte es sich um einen axillären Lymphknoten eines 26-jährigen 

männlichen Patienten. Die prinzipiell erhaltene Lymphknotenarchitektur wies eine deut-

liche follikuläre Hyperplasie mit floriden Keimzentren auf. Es bestand weiterhin eine 

erhebliche sinusoidale B-Zellreaktion einer Perilymphadenitis mit einzelnen Epitheloid-

zellclustern in der Pulpa. Auffällig war eine extrafollikuläre Hyperplasie (bunte Pulpa-

hyperplasie) mit einer Vermehrung unreifer Plasmoblasten und vielen Plasmazellvorläu-

fern, sowie einigen eosinophilen Granulozyten. In diesem Bereich bestand eine deutli-

che Aktivierung des T-Zellkompartiments mit einer Vermehrung epitheloider Venolen. 

In der immunhistologischen Untersuchung fand sich eine Vermehrung CD30-positiver 

aktivierter B-Zellen und Plasmazellvorläufer. Die Lokalisation von CD15 und CD30 

war im Lymphknoten unterschiedlich. Die CD30-positivern Zellformen exprimierten 

zum großen Teil auch CD20. Insgesamt bestand bei dieser chronischen bzw. subakuten 

Lymphadenitis eine gewisse Ähnlichkeit zur Piringer’schen Lymphadenitis und es be-

stand deshalb der Verdacht auf eine floride Phase einer Toxoplasmen-Infektion.  

Von insgesamt 30 sequenzierten Klonen fanden sich zwei Übereinstimmungen 

in der Klasse der Alpha-Proteobacteria. Eine Sequenz davon war homolog zu 

Roseomonas gilardii aus der Ordnung der Acetobacteraceae und die andere zu einer 

Paracoccus-Spezies. In der Klasse der Beta-Proteobacteria waren zwei Sequenzen 

homolog zur Ordnung der Burkholderiales. Die eine Sequenz entsprach dabei einer 
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Spezies von Janthinobacterium aus der Familie der Oxalobacteraceae und die andere 

Sequenz einem nicht kultivierten Vertreter von Comamonadaceae. Weiterhin ergaben 

sich zwei Übereinstimmungen in der Klasse der Acidobacteria. Unter den 

Actinobacteria fanden sich acht Homologien zu Propionibacterium und eine zu 

Micrococcus. Zwei weitere Sequenzen gehörten der Klasse der Bacteroidetes an. Eine 

davon zeigte trotz Zugehörigkeit zu den Bacteroidetes eine auffällige Häufung von 

Übereinstimmungen mit verschiedenen Spezies der Gamma-Proteobacteria. Bei den 

Firmicutes fand sich eine Homologie zu Anoxybacillus, eine zu Staphylococcus und 

zwei weitere zu nicht kultivierten Bakterien. Eine weitere Sequenz zeigte eine Überein-

stimmung mit einer nicht kultivierten Leptotrichia-Spezies aus der Klasse der 

Fusobacteria. Bei vier Sequenzen fand sich eine Homologie zur Klasse der 

Planctomycetes. Bei vier weiteren Klonen ergab sich keine Homologie zu einer bekann-

ten Spezies. Drei davon besaßen die höchste Übereinstimmung mit uncultured 

bacterium clone RL387_aao89h04 und uncultured bacterium clone P5D18. Der andere 

Klon zeigte Homologien zu Alpha-, Gamma- und vorwiegend Delta-Proteobacteria und 

konnte folglich nicht eindeutig zugeordnet werden. Die höchste Übereinstimmung gab 

es aber mit uncultured bacterium clone 300E2-D11 und uncultured bacterium clone 

CCSD_RK730_B19.  

Die zusätzlichen Kontrolluntersuchungen zum gezielten Nachweis mittels spezi-

esspezifischer Primer lieferten keinen Hinweis für Bartonella henselae, Chlamydia 

trachomatis, Toxoplasma gondii, Yersienien, Enterobakterien oder atypische Mykobak-

terien. 

 

3.14 Fall 14: 

Die zervikale Lymphknotenbiopsie einer 20-jährigen Patientin im Fall 14 zeigte 

sich histologisch mit einer erhaltenen Parenchymarchitektur bei deutlicher Pulpahyper-

plasie und ausgeprägter Sinuslymphozytose. Der Nachweis zahlreicher blastärer Zell-

formen ergab keine morphologischen Charakteristika von Hodgkin-Zellen oder Stern-

berg-Reed’schen Riesenzellen. Die follikulären Strukturen wiesen eine erhaltene 

Schichtengliederung und scharf abgrenzbare Mantelzonen auf. Es bestand eine mäßige 

Plasmozytose. In den immunhistochemischen Untersuchungen konnte man eine regel-
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hafte Kompartimentierung CD20-positiver B- und CD5-positiver T-Lymphozyten fin-

den. Die Färbung mit CD23 stellte kompakte Netzwerke follikulärer dendritischer Zel-

len dar. Die Färbung für Cyclin D1 fiel negativ aus. In der Immunglobulin-

Leichtketten-Analyse wiesen die enthaltenen Plasmazellen eine polytypische Expressi-

on auf. Die Proliferation war überwiegend an die Keimzentren gebunden und regelhaft 

hoch. Außerhalb der Follikel fand sich nur eine geringe proliferative Aktivität. Zusam-

menfassend handelte es sich in diesem Fall um reaktive Veränderungen des Lymphkno-

tenparenchyms. Für ein Lymphom bestand kein Verdacht. 

In der phylogenetischen Analyse wurden 28 sequenzierte Klone untersucht. Da-

von waren 19 Klone homolog zu uncultured cyanobacterium clone M4-11. Weiterhin 

ergab sich eine Übereinstimmung mit Janthinobacterium aus der Klasse der Beta-

Proteobacteria. Acht Klone entsprachen Propionibacterium.  

In den Kontrolluntersuchungen mittels speziesspezifischer Primer ergab sich ein positi-

ver Nachweis für Chlamydia trachomatis. 

 

3.15 Fall 15: 

Fall 15 war ein Lymphknoten im Abstromgebiet der Arteria mammaria interna 

eines 78-jährigen männlichen Patienten. Der Lymphknoten wies histologisch eine aus-

geprägte Sinushistiozytose und einige Staubgranulome auf. Es bestand kein Maligni-

tätsverdacht. 

In diesem Fall entsprach von 19 untersuchten Sequenzen eine der Familie der 

Comamonadaceae aus der Klasse der Beta-Proteobacteria. Drei Sequenzen konnten 

den Gamma-Proteobacteria zugeordnet werden. Davon waren zwei Sequenzen zu 

Stenotrophomonas maltophila homolog. Neun weitere Sequenzen gehörten zu den 

Actinobacteria, wovon eine zu Arthrobacter aus der Ordnung der Mikrokokken und 

sechs zur Streptomyces-Spezies homolog waren. Unter den Bacteroidetes fand sich eine 

Übereinstimmung mit einer Prevotella-Spezies. Ein weiterer Klon gehörte zu den 

Planctomycetes. Vier Klone konnten phylogenetisch keiner bekannten Klasse zugeord-

net werden. Diese zeigten die höchste Übereinstimmung mit uncultured bacterium 

clone RL387_aao89h04 und uncultured bacterium clone P5D18. 
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4 Diskussion 
______________________________________________________________________ 

 

Entzündliche Lymphknotenveränderungen stellen einen häufigen histologischen 

Befund mit vielen verschiedenen möglichen Ursachen dar. Solche Ursachen können 

Infekte (z.B. Tuberkulose, Katzenkratzkrankheit, Lymphgranuloma inguinale, Bru-

cellose, Toxoplasmose, Aktinomykose, EBV-Infektion, HIV, usw.), Autoimmunerkran-

kungen (z.B. Sarkoidose usw.), Begleitreaktionen (z.B. bei malignen und benignen 

Lymphomen, Metastasen, dermatopathische Lymphadenopathie usw.) sein. Die Ab-

grenzung von Lymphadenitiden unterschiedlicher Genese untereinander ist klinisch und 

histopathologisch häufig schwierig. Folglich bleibt das kausale Agens für die beobach-

tete Lymphknotenveränderung nicht selten ungeklärt [67, 68]. Bisherige Studien zeigen, 

dass 18 - 49 % der Lymphadenitiden infektiös bedingt sind, 12 - 17 % maligne Ursa-

chen haben und 17 - 40 % ungeklärt bleiben [68]. In den ungeklärten Fällen kann eine 

infektiöse Ätiologie jedoch nicht ausgeschlossen werden. Herkömmliche Diagnosever-

fahren, wie die Anlage von Kulturen, erbringen oft keinen spezifischen Befund. Der 

Grund hierfür ist, dass schätzungsweise über 90 % aller Organismen, die in der Natur 

gefunden werden, typischerweise mit Standardmethoden nicht kultiviert und somit nur 

mit molekularen Methoden charakterisiert werden können [1, 43, 47, 66].  

Der histopathologisch-feingewebliche Befund ist häufig unspezifisch im Sinne 

einer einschmelzenden Entzündung mit histiozytärer Randinfiltration oder auch einer 

granulomatösen Entzündung, zum Teil mit verkäsender Nekrose. Solche Veränderungen 

finden sich zum Beispiel bei einer Tuberkulose, Katzenkratzkrankheit, Toxoplasmose 

und Tularämie, aber auch bei Infektionen mit Histoplasma capsulatum und 

Coccidioïdes immitis. Dabei variiert das histologische Bild auch in Abhängigkeit von 

der Abwehrlage des Patienten. Letzten Endes erlauben die morphologischen Befunde 

alleine meist nur gut begründete Vermutungen. Der endgültige Erregernachweis bleibt 

oft der mikrobiologischen Diagnostik vorbehalten. Daher hat die kulturelle Anzucht 

wesentlichen Anteil an der Erforschung bakterieller Erkrankungen [46]. Auch für die 

Antigenbestimmung, Antibiotika-Empfindlichkeitsbestimmungen und experimentelle 

Modelle in vivo und in vitro ist die Kultivierung bei der Untersuchung bakterieller Er-

krankungen ein unersetzbares Verfahren. Fortschritte in der genetischen Analytik (z.B. 
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PCR) und die Entdeckung der hochkonservierten Regionen des 16S-rRNA-Gens, das 

universell in allen Bakterien präsent ist, haben es möglich gemacht, auch bislang nicht 

identifizierte und nicht kultivierte Bakterien zu charakterisieren [20]. Die Einführung 

der PCR bedeutete einen Quantensprung für die, durch die Abhängigkeit von der kultu-

rellen Anzucht, sehr eingeschränkte Erfassbarkeit der mikrobiellen Diversität [46, 47]. 

Molekulare, kulturunabhängige Verfahren werden heute favorisiert [46], da die direkte 

Untersuchung aus Gewebeproben möglich ist [66]. Zudem ist die Untersuchung nicht 

an das Vorhandensein lebender Bakterien gebunden [46]. Unkultivierbare Bakterien 

können detektiert [9] und seltene Isolate in anderen Laboratorien reproduziert werden 

[26]. Weiterhin bieten genotypische Merkmale im Vergleich zu phänotypischen Merk-

malen verlässliche und quantifizierbare Informationen zur Identifikation infektiöser 

Erreger und verursachen bei der Charakterisierung weniger häufig Fehlschlüsse [66]. 

PCR-basierte Analysen zeigen darüber hinaus ein realistischeres Bild von der Zusam-

mensetzung mikrobieller Gemeinschaften als traditionelle Methoden [32]. Die Identifi-

kation von Bakterien durch die Anlage von Kulturen kann eine komplette Charakterisie-

rung der gesamten Diversität in einem komplexen mikrobiologischen Umfeld nicht ga-

rantieren [1]. Aus diesem Grund hat sich die Betrachtung der mikrobiellen Diversität in 

den letzten Jahrzehnten stark verändert [47]. 

Schon über zwei Jahrzehnte ist es her, seitdem ribosomale RNA zur Charakteri-

sierung von Umweltproben herangezogen wurde. Zunächst wurde das 5S-rRNA-Gen 

mit einer Länge von 120 Nukleotiden verwendet. Für die Information bei der Analyse 

zur phylogenetischen Identifikation sind allerdings rRNA-Moleküle mit mehr als 1000 

Basenpaaren besser geeignet [5]. Deshalb wurde schon bald nach größeren rRNA-

Molekülen gesucht [5]. Das 16S-rRNA-Gen, mit einer Größe von 1500 bp und das 23S-

rRNA-Gen, mit einer Größe von 3000 bp kamen hierfür in Frage [5]. Eine weitere Mög-

lichkeit ist der Internal Transcribed Spacer (ITS). Diese Region, zwischen dem 16S-

rRNA-Gen und dem 23S-rRNA-Gen, wird zwar transkribiert, es kodiert aber nicht für 

ein funktionelles Protein. Dieser Abschnitt der DNA ist deshalb nicht so hochkonser-

viert wie die Gene [41]. Unter den molekularen Techniken ist die 16S-rRNA-Analyse 

die geeignetste Methode zur genotypischen Klassifizierung von Bakterien [20]. Denn 

sie kann Bakterien identifizieren, bei denen eine phänotypische Charakterisierung schei-

tert [26].  
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Die 16S-rRNA ist eine strukturelle Komponente der bakteriellen Ribosomen, 

welche die Translation von Messenger-RNA in Aminosäuresequenzen zur Proteinbio-

synthese durchführen. Im Laufe der Evolution ist diese 16S-rRNA hochkonserviert ge-

blieben [1]. Das 16S-rRNA-Gen umfasst 1500 Basenpaare [5] und ist in allen Bakterien 

vorhanden. Über 10 % der Basen dieses Gens sind konserviert [9]. Bei der phylogeneti-

schen Analyse dienen die hochkonservierten Regionen des 16S-rRNA-Gens als Bin-

dungsstelle für universelle eubakterielle Primer [24, 32, 46]. Die übrigen Basen stellen 

speziesspezifische variable Regionen dar [26]. Die verschiedenen Bakterien unterschei-

den sich in der exakten Nukleotidsequenz der variablen Regionen des 16S-rRNA-Gens 

[1]. Folglich erlaubt die Sequenzierung der hypervariablen Regionen innerhalb des 

hochkonservierten 16S-rRNA-Gens die detaillierte und präzise Bestimmung isolierter 

Bakterien, d.h. die Charakterisierung auf Spezies- und Subspezieslevel [24, 69].  

Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist, dass durch die hohe Sensitivität auch 

mit geringen Mengen an DNA bzw. Bakterien speziesspezifische Sequenzen direkt aus 

Gewebeproben amplifiziert werden können [46]. Sowohl bekannte, als auch unbekannte 

Bakterien [20], schwer kultivierbare Erreger, wie z.B. intrazelluläre Bakterien 

(Ehrlichia ewingii), und latente Erreger (z.B. bei der chronischen Lyme-Arthritis), bei 

der die Kultur versagt, werden mit dieser Technik erkannt [7, 46]. Zusätzlich macht der 

Vergleich mit einer Sequenz-Datenbank für die phylogenetische Identifikation die Cha-

rakterisierung von Erregern möglich, die bislang noch nicht kultiviert wurden. Als Bei-

spiele aus den vergangenen 15 Jahren für die Entdeckung ursächlicher Erreger aus 

Biopsiematerial durch diese Methode sind Bartonella henselae als Erreger der bazillä-

ren Angiomatose, Tropheryma whippeli als Erreger des M. Whipple und Helicobacter 

pylori als Verursacher des Ulcus duodeni zu nennen [46, 66]. Weiterhin war mit dieser 

Methode eine Subtypisierung von Borrelia burgdorferi in drei geographisch unter-

schiedliche Genotypen mit unterschiedlich pathogenem Potential möglich [46]. Inzwi-

schen wird die PCR-Amplifikation des bakteriellen 16S-rRNA-Gens heute routinemä-

ßig in der Diagnose von Endophthalmitis, Meningitis, Endokarditis, Gelenkinfektionen, 

Osteomyelitis und Salpingitis eingesetzt [30].  

Die Untersuchung wird sehr erfolgreich an frischem Biopsiematerial durchge-

führt. Probleme ergeben sich aber nach wie vor bei formalinfixierten und paraffineinge-

betteten Geweben. Denn die DNA wird bei der Fixierung häufig fragmentiert [57]. Dies 
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kann zu falsch negativen Ergebnissen führen [70]. Studien belegen, dass die Sensitivität 

bei der Untersuchung von Lymphknotenpräparaten höher ist, wenn die Gewebe nur ein-

gefroren und nicht fixiert waren [70]. Im Falle der eingangs erwähnten reaktiven (ent-

zündlichen) Lymphadenitiden, die in der Regel in einem Routineverfahren eingebettet 

und nach Standardmethoden gefärbt wurden, steht normalerweise keine Gefriermaterial 

zur Verfügung. Wir haben uns daher in der vorliegenden Studie mit der Adaptierung der 

16S-rRNA-Analyse auf die Anwendung an paraffineingebettetem Gewebe beschäftigt. 

In dieser Studie haben wir mit der beschriebenen molekularbiologischen 

Screeningmethode 15 Fälle von unspezifischen Lymphadenitiden unterschiedlicher Lo-

kalisationen bezüglich ihrer mikrobiologischen Diversität untersucht. Ziel war eine um-

fassende Charakterisierung des, in den jeweiligen formalinfixierten und paraffineinge-

betteten Lymphknotengeweben enthaltenen Erregerspektrums, sowie der Versuch einer 

Korrelation des erhaltenen Erregerspektrums mit den histologischen Befunden, um die 

Anwendbarkeit dieser Methode in der Routinediagnostik zu untersuchen. Die ange-

wandte Screeningmethode wird als SHARP-Screening bezeichnet, ein Akronym, das 

für 16S-rRNA-Heterogenitätsanalyse durch RFLP und Phylogenetik steht [1]. SHARP-

Screening basiert auf der Analyse der unterschiedlichen Allele der bakteriellen 16S-

ribosomalen RNA-Gene. Dabei werden nahezu alle, in der Gewebeprobe enthaltenen 

16S-rRNA-Gensequenzen detektiert und die entsprechenden Bakterien durch die Analy-

se der präzisen Basensequenzen identifiziert [1]. Zwei komplementäre Schritte sind 

dazu nötig: Zunächst wird eine Genbank aller bakteriellen 16S-rRNA-Gene, die in den 

jeweiligen analysierten Geweben enthalten waren, erstellt. Danach erfolgt die Analyse 

des Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus (RFLP) zur Selektion der jeweiligen 

unterschiedlichen Phylotypen der enthaltenen 16S-rRNA-Gene. Schließlich werden die 

16S-rRNA-Gene sequenziert und durch den Vergleich mit bekannten bakteriellen Se-

quenzen identifiziert [1]. SHARP-Screening hat sich im Vergleich zu allen anderen ver-

fügbaren Methoden (Kultur, bakterioskopische Färbungen, Immunhistochemie, Immun-

fluoreszenz, PCR) als nützliche und geeignete Methode erwiesen, um die gesamte bak-

teriologische Diversität auch in formalinfixierten und paraffineingebetteten Geweben zu 

erfassen [1]. 
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Von den 15, in der vorliegenden Studie untersuchten Fällen bestand aufgrund 

des histologischen Befundes in elf der Verdacht auf eine bakterielle Genese der Lym-

phadenitis. Vier davon (Fall 1, 5, 7, 10) zeigten mit einer erhaltenen Lymphknotenarchi-

tektur, einer fibrosierten und ödematös verbreiterten Lymphknotenkapsel, vereinzelten 

Mikroabszessen, segmentkernigen neutrophilen Granulozyten, einer Sinushistiozytose 

und dem Fehlen einer ausgeprägten monozytoiden B-Zell-Reaktion, histologisch cha-

rakteristische Merkmale einer Katzenkratzkrankheit [34, 39, 79, 84]. Das verursachende 

Bakterium Bartonella henselae wurde im SHARP-Screening in keinem der vier Fälle 

nachgewiesen. Alleine im Fall 5 ergab eine zusätzliche Kontrolluntersuchung mit 

Bartonella-spezifischen Primern ein positives Ergebnis für Bartonella henselae.  

Die fehlende Detektion von Bartonella henselae in den Fällen 1, 5, 7 und 10, bei 

denen der histologisch mikroskopische Befund einen Hinweis auf das Vorliegen einer 

Katzenkratzkrankheit gab, könnte verschiedene Gründe haben. Zum einen kann die 

histopathologische Begutachtung nur einen Hinweis auf eine möglicherweise vorlie-

gende Katzenkratzkrankheit geben [70]. Aus dem histologischen Befund kann nicht 

sicher auf das Vorhandensein von Bartonellen als Ursache der Lymphadenitis geschlos-

sen werden.  

Die im Rahmen des SHARP-Screenings verwendeten Primer 27f und 1492r für 

die Ausgangs-PCR und 27f-b und 1406r-b für die nested PCR sind universelle 

eubakterielle Primer. Sie werden für die Detektion sämtlicher Prokaryonten herangezo-

gen. In unserer Studie wurden diese beiden Primerpaare ausgewählt, um die gesamte 

mikrobielle Diversität innerhalb der entzündeten Lymphknotengewebe zu erfassen. 

Rolain et al. verwendeten 2006 in ihrer Studie zur Untersuchung der bakteriellen 

Diversität in Lymphknoten von Patienten mit Verdacht auf Katzenkratzkrankheit die 

selben Primer. Sie konnten im Gegensatz zu unseren Ergebnissen in 51,7 % von 236 

Fällen Bartonella henselae in der 16S-rRNA-basierten Analyse nachweisen [68]. Der 

Unterschied zu unserer Studie bestand darin, dass sich alle untersuchten Lymphknoten 

in Transportmedium befanden oder tiefgefroren waren und sich somit nicht die Proble-

matik beschädigter DNA aufgrund von Fixation und Paraffineinbettung ergab. Es sollte 

die Aufgabe zukünftiger Studien sein, die Detektionsrate des SHARP-Screenings an 

frischem, tiefgefrorenem und fixiertem Lymphknotengewebe im direkten Vergleich zu 

untersuchen.  
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Rolain et al. beschrieben weiterhin, dass die Sensitivität der 16S-rRNA-Analyse 

zur Detektion von Bartonellen geringer war als bei der Verwendung Bartonella-

spezifischer Primer [68]. Das gleiche Ergebnis veranschaulicht die Studie von De 

Hertogh et al. aus dem Jahre 2006. Darin wurden anhand von 54 Proben aus 30 Biop-

sien Mikrodissektionen vorgenommen und eine 16S-rRNA-Analyse zur Untersuchung 

der bakteriellen Diversität in M. Crohn beteiligten Organen des Abdomens durchge-

führt. Unter den Geweben befanden sich auch fixierte Lymphknoten. Eine Kernaussage 

dieser Studie bezüglich der 16S-rRNA-basierten Heterogenitätsanalyse war, dass typi-

sche Erreger wie Listeria monocytogenes, Mycobacterium paratuberculosis oder ver-

schiedene Spezies von Yersinia nur selten entdeckt wurden. Andere Bakterien waren so 

häufig, dass die erwarteten Bakterien dabei anteilsmäßig unterrepräsentiert waren. Eine 

Möglichkeit der Abhilfe dieses Problems ist laut dieser Studie die Verwendung spezies-

spezifischer Primer, falls nach bestimmten Erregern gesucht wird [24]. In unserer Studie 

war das Ziel allerdings die Untersuchung der mikrobiellen Diversität innerhalb der 

Lymphknoten, weshalb Bartonella-spezifische Primer nur bei Kontrolluntersuchungen 

verwendet wurden.  

Die von uns verwendeten universellen Primer 27f und 1492r erhielten ihre Be-

zeichnung entsprechend der Positionen im 16S-rRNA-Gen von Escherichia coli, an de-

nen sie binden. 27f bindet im Bereich der Basenpositionen 8 - 27, und 1492r im Bereich 

1492 - 1507 [32]. Damit kann in der PCR-Reaktion nahezu das vollständige 16S-rRNA-

Gen an einem Stück amplifiziert werden, was bei der Erregeridentifikation durch Se-

quenzanalyse mit der NCBI-Datenbank zu genaueren Ergebnissen führt. So konnte in 

unserer Studie (Tabelle 2: Fall 5), genauso wie erstmals durch Greenberg et al., durch 

die Amplifikation des 16S-RNA-Gens in seiner ganzen Länge, Gluconacetobacter 

sacchari im Zusammenhang mit der septischen Granulomatose detektiert werden [37]. 

Allerdings setzt dieses Vorgehen das Vorhandensein intakter 16S-rRNA-Gene voraus. 

Aufgrund der Fragmentationsgefahr der DNA bei der Fixierung und Paraffineinbettung 

wurde für den Erfolg in der Diagnostik der Katzenkratzkrankheit deshalb schon in frü-

heren Studien eine kurze Dauer der Fixierung und die Verwendung von Primern emp-

fohlen, mit denen nur kleine Abschnitte des 16S-rRNA-Gens (298 bp, 480 bp) von 

Bartonella henselae amplifiziert werden [7, 24, 57, 66, 70]. 
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Ein weiteres Problem ist, dass Bartonellen durch einen genotypischen Erreger-

nachweis gerade in nekrotischen Geweben schwer zu erfassen sind [68]. In einer von 

Ridder et al. im Jahre 2002 veröffentlichten Studie konnten bei nachweislich 

Bartonella-infizierten Patienten in der Warthin Starry-Färbung meist keine Bartonellen 

festgestellt werden und wenn, dann nur in sehr frühen Stadien der Erkrankung [67]. Die 

Studie zeigte, dass Bartonella henselae aus exstirpierten Lymphknoten nur innerhalb 

der ersten sechs Wochen der Erkrankung detektiert werden konnten. In unseren Fällen 

lagen keine Informationen über den Zeitpunkt möglicher Expositionen bzw. Dauer der 

Erkrankung vor. Deshalb könnte, trotz eventuell bestehender Katzenkratzkrankheit, bei 

der Biopsie der Lymphknoten der Zeitpunkt der Nachweisbarkeit von Bartonellen 

schon überschritten gewesen sein. 

Zusammenfassend kann man also sagen, dass die Verwendung universeller Pri-

mer, der von speziesspezifischen Primern, in der Detektion von Bartonellen gerade in 

nekrotischen und fixierten Geweben unterlegen ist. Da aber nur in einem der vier Ver-

dachtsfälle auch mit Bartonellen-spezifischen Primern ein positives Ergebnis erzielt 

wurde, bleibt die histologisch begründete Verdachtsdiagnose einer Katzenkratzkrank-

heit fraglich. Mit Hilfe von SHARP-Screening wurden allerdings in allen Fällen Bakte-

rien detektiert, die ebenfalls eine Lymphadenitis verursachen und zu einem ähnlichen 

histologischen Bild führen können: 

 

Im entzündlichen Gewebe eines inguinalen Lymphknotens in Fall 1 waren zahl-

reiche Mikroabszesse zu erkennen, die neutrophile Granulozyten enthielten. Bei dem 

dringenden Verdacht auf eine bakterielle Genese der Lymphadenitis konnte im SHARP-

Screening bei drei Sequenzen (14,3 %) Janthinobacterium aus der Familie der 

Oxalobacteraceae (Burkholderia) nachgewiesen werden. Zudem ergab die Sequenzana-

lyse weiterhin Staphylokokken, Streptokokken und bei zwei Sequenzen (9,5 %) Coryne-

bacterium pseudogenitalium. In 19 % der Sequenzen fand sich eine nicht kultivierte 

Cyanobacterium-Spezies, die im Zusammenhang mit kolorektalen Adenokarzinomen 

entdeckt wurde. Und schließlich wurden nicht kultivierte Bakterien detektiert, die in der 

Literatur im Rahmen von gastrointestinalen Beschwerden mit Übelkeit und Erbrechen 

auftraten (uncultured bacterium clone RL387_aao89h04) [53]. Anhand des gefundenen 

Erregerspektrums im Fall 1 bekommt man einen Einblick, in wie weit SHARP-
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Screening dazu in der Lage ist, die Komplexität der mikrobiellen Diversität einer Mik-

roumgebung, wie in einem Lymphknoten, zu erfassen. Die gefundenen Bakterien kön-

nen die Entzündung in dem Gewebe letztendlich ausgelöst oder zumindest getriggert 

haben. Die zusätzlichen Kontrolluntersuchungen mittels speziesspezifischer Primer 

ergaben keinen Hinweis auf die verursachenden Erreger einer Katzenkratzkrankheit 

oder eines Lymphgranuloma venerum. Es ist also davon auszugehen, dass weder 

Bartonella henselae noch Chlamydia trachomatis im Lymphknoten vorhanden waren 

und zur Lymphadenitis geführt haben. Folglich wurde in diesem Fall der histologisch 

begründete Verdacht auf eine Katzenkratzkrankheit bzw. ein Lymphgranuloma 

venerum durch SHARP-Screening wiederlegt, wobei eine mangelnde Sensitivität der 

Methode durch die Kontrolluntersuchungen ausgeschlossen wurde.  

 

Bei den Fällen 2 und 3 handelte es sich um reaktive Veränderungen mit der 

histopathologischen Vermutung auf das Vorliegen einer viralen Genese der Lymphade-

nitis. Im Fall 2 sprachen hierfür die aktivierten hochendothelialen Gefäße und die klei-

nen aktivierten Lymphozyten. Es konnten zahlreiche CD4- und CD8-positive T-Zellen 

nachgewiesen werden. Die Proliferation lag im Bereich der T-Zell-Areale bei 20 - 30 %. 

Im Fall 3 betrug die Proliferation interfollikulär 30 - 40 %. Hier ließen sich vermehrt 

CD8-positive T-Lymphozyten nachweisen. Zudem fehlten eine signifikante plasmazel-

luläre Entwicklung und Mantelzonen innerhalb der lymphofollikulären hyperplastischen 

Areale. Dennoch wurde im SHARP-Screening in beiden Fällen bakterielle DNA nach-

gewiesen. Im Fall 2 ergab die Sequenzanalyse in 25,5 % aller Sequenzen Propioni-

bacterium acnes, in 11,8 % Bacillus sp. JAMB-602 und in 9,8 % der Fälle Staphylo-

coccus hominis. Fall 3 enthielt zu 50 % Propionibacterium acnes. Eine pathogene Rolle 

spielt Propionibacterium acnes beispielsweise bei Hautinfektionen, osteoartikulären 

Infektionen und bei Endokarditiden. Im Rahmen von Lymphknotenerkrankungen 

kommt dieser Erreger vor allem bei Sarkoidosepatienten in Form granulomatösen Ver-

änderungen im peripheren Lungengewebe und mediastinalen Lymphknoten vor [19, 48, 

87]. Auch innerhalb von Abszessen wurde Propionibacterium acnes schon in beteilig-

ten Lymphknoten nachgewiesen [19]. Dennoch muss bei dem fehlenden histologischen 

Verdacht auf eine bakterielle Beteiligung der Lymphadenitis, bei diesem Erreger auch 

an eine mögliche Kontamination während des SHARP-Screenings gedacht werden.   
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Die Hauptquellen möglicher Verunreinigungen und Störfaktoren stellen Gewebeverun-

reinigungen bei der Biopsieentnahme, kontaminierte Reagenzien und das Vorhanden-

sein bakterieller DNA in sterilen Kompartimenten des Körpers dar [46]. Auf den ersten 

und letzten Punkt konnte in unserer Studie kein Einfluss genommen werden, da die 

Lymphknotengewebe zu Beginn der Studie bereits in fixierter Form vorlagen. Durch die 

hohe Sensitivität der in dieser Studie verwendeten Methode und der Fähigkeit, geringste 

Mengen an DNA zu detektieren, ist eine strenge Kontaminationsprävention für das Er-

gebnis entscheidend [5, 7, 46, 66]. Deshalb war es bei allen folgenden Schritten wichtig, 

im Umgang mit den Gewebeproben und Reagenzien gewisse Vorkehrungen zu treffen. 

So wurden alle Arbeitsschritte unter der sterilen Bank durchgeführt, Labortmäntel ge-

tragen, puderfreie Handschuhe regelmäßig gewechselt und nicht wieder verwendbare 

Abfallbehältnisse eingesetzt. Alle verwendeten Gefäße und Einwegmaterialien (z.B. 

Eppendorf-Gefäße, PCR-Caps, Pipettenspitzen, usw.) wurden vor Gebrauch sterilisiert, 

Flüssigkeiten und Medien autoklaviert und Reagenzien (z.B. Taq-Polymerase, Primer, 

Desoxynukleotide, usw.) für jeden Arbeitsplatz separat bereitgestellt.  

Trotz rigoroser technischer Vorkehrungen sind falsch-positive Ergebnisse den-

noch immer möglich [46]. In unserer Studie wurde Propionibacterium acnes in allen 15 

Fällen nachgewiesen (siehe Tabelle 2). Aber nur in zwei Fällen machte der Anteil von 

Propionibacterium acnes mehr als 50 % aller Sequenzen aus. In zehn Fällen lag der 

Anteil unter 30 % und davon in vier Fällen unter 11 %. Die Frage, ob es sich beim 

Nachweis von Propionibacterium acnes um Kontamination oder um ubiquitär vorkom-

mende DNA in Lymphknoten mit oder ohne Krankheitswert handelt, kann nicht mit 

letzter Sicherheit geklärt werden. Hier wären weitere Untersuchungen mit SHARP-

Screening an größeren Fallzahlen aufschlussreich.      

 Ein anderer klassischer Hautkeim, der bei einem positiven Nachweis häufig als 

Verunreinigung gesehen wird, ist Staphylococcus epidermidis. In unserer Studie stimm-

ten von insgesamt 400 Sequenzen nur vier mit der DNA dieses Bakteriums überein. 

Wenn unsere Kontaminationsmaßnahmen nicht ausreichend effizient gewesen wären, 

hätten unter den Ergebnissen, neben Propionibacterium acnes, auch andere typische 

Hautkeime häufiger vorkommen müssen. Dennoch macht Propionibacterium acnes im 

Fall 3 bei insgesamt 20 untersuchten Sequenzen einen Anteil von 50 % aus. Bei den 

restlichen Sequenzen handelte es sich um eine Paracoccus-Spezies, Corynebacterium, 



Diskussion 

 53 
 

 

Micrococcus, Chloroflexi, Veillonella und Staphylococcus (siehe Tabelle 2). Entspre-

chend dem mangelnden Hinweis auf eine bakterielle Genese der Lymphadenitis im his-

tologischen Befund, wurden diese Bakterien im SHARP-Screening nur vereinzelt und 

nicht in größerer Anzahl nachgewiesen. Da die Sensitivität der Methode sehr hoch ist, 

muss die gefundene DNA nicht automatisch pathogenetisch bedeutsam sein. Im Fall 3 

liegt demnach eine Korrelation zwischen Histologie und SHARP-Screening vor.  

 Anders ist es im Fall 2. Trotz dem histologischen Verdacht auf eine virale Gene-

se der Lymphadenitis, ohne Anzeichen für eine bakterielle Beteiligung, wurden in    

23,5 % der Sequenzen Comamonadaceae nachgewiesen (Tabelle 2). Dieser Erreger trat 

in unseren anderen Fällen im Rahmen von entzündlichen Ödemen, Mikroabszessen, 

Nekrosen und granulomatösen eitrigen Veränderungen im Lymphknotengewebe auf. 

Eine solche Morphologie besaß das Gewebe im Fall 2 nicht. Bei insgesamt 51 Sequen-

zen fanden sich wie im Fall 3 zudem eine Paracoccus-Spezies, Corynebacterium, 

Propionibacterium acnes (25,5 %), Micrococcus und Staphylococcus aureus. Zusätzlich 

ergaben sich Übereinstimmungen mit Novosphingomonas, Nocardia, Nocardioides, 

Cyanobacteria und Bacillus sp. JAMB-602. Dieses Spektrum an verschiedenen Erregern 

und die Anzahl verschiedener Bandenmuster im RFLP-Verdau (51) scheinen mit dem 

histologischen Befund nicht übereinzustimmen. Vor allem der hohe Anteil von 

Comamonadaceae lässt eine bakterielle Mitbeteiligung am Entzündungsvorgang vermu-

ten.  

Durch die Ergebnisse im SHARP-Screening könnte als tatsächliche Ursache der 

Lymphadenitis eine bakterielle Genese in Frage kommen. Es fanden sich immerhin 

auch Primärfollikel und zahlreiche Plasmazellen in den Marksträngen. Andererseits 

setzt der Nachweis bakterieller DNA nicht automatisch das Vorhandensein lebender 

Bakterien im Lymphknotengewebe voraus [24]. So kann es auch vorkommen, dass im 

SHARP-Screening DNA von Bakterien detektiert wird, die vom Immunsystem bereits 

zerstört wurden und pathophysiologisch keine Bedeutung mehr für eine lokale Entzün-

dungsreaktion des Lymphknotens besitzen. Dies ist zum Beispiel der Fall, wenn Mak-

rophagen nach Phagozytose von Erregern zur Antigenpräsentation in den Lymphknoten 

abwandern und deren Inhalt bei der DNA-Extraktion miterfasst wird.  Es bleibt weiteren 

Studien überlassen, mit Hilfe von SHARP-Screening eine größere Anzahl von vermute-

ten virusverursachten Lymphadenitiden auf bakterielle DNA zu untersuchen. Dabei 
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sollte auch geprüft werden, ob Comamonadaceae enthalten ist und welche histologische 

Morphologie die Gewebe aufweisen. 

 

Im Fall 4 ließen die unbekannte Ätiologie einer großflächigen Nekrose, als auch 

der fehlende Erregernachweis in den mikrobiologischen Untersuchungen die Ursache 

der Lymphknotenentzündung ungeklärt. Die reaktive Plasmozytose ergab in den 

Klonalitätsuntersuchungen der Immunglobulin-Schwerkettenloki als auch bei der 

Gamma-Kette des T-Zellrezeptors keinen Hinweis auf das Vorliegen einer klonalen 

Lymphozytenpopulation. Die granulomatöse Reaktion, sowie die Riesenzellen vom 

Langhans-Typ und nicht zuletzt der Nachweis fädiger und kokkoider Bakterien in der 

Warthin-Starry-Färbung (Abb. 15b/c) machten eine bakterielle Genese jedoch wahr-

scheinlich. In 73,7 % der untersuchten Sequenzen wurden die beiden unkultivierten 

Bakterien clone RL387_aao89h04 und clone P5D18 identifiziert. Die Quellen dieser 

beiden Bakterien sind laut NCBI-Datenbank zum einen humane Darmflora (clone 

RL387_aao89h04) und zum anderen endotracheales Aspirat (clone P5D18) [31, 53]. 

Über die Pathogenität dieser beiden Bakterien ist nichts bekannt. Da in diesem Fall aber 

ein septisches Geschehen beschrieben wurde, können diese Bakterien durchaus eine 

Rolle im Rahmen der Lymphadenitis gespielt und zur Entzündung geführt oder sie 

getriggert haben. Eine weitere Sequenz war homolog zu Rhodococcus aus der Familie 

der Nocardia (Corynebacteria). Die häufigste und im Verwandtschaftsbaum am 

nähesten gelegene Spezies war dabei Rhodococcus erythropolis. Nocardia-Infektionen 

stellen zumeist opportunistische Infektionen bei immunsupprimierten Patienten dar 

[50]. Gerade bei Erwachsenen sind die primär kutane Nokardiosis und das „nocardial 

lymphocutaneous syndrome“ häufiger als bei Kindern beschrieben, die eher von 

zervikofazialen Nocardia-Infektionen mit Otitis und Lymphadenitis betroffen sind [50]. 

Lymphknotenschwellungen im Rahmen von Hautdefekten sind häufig die Folge von 

bakteriellen Superinfektionen durch Sporothrix schenckii, Nocardia brasiliensis, 

Mycobacterium marinum, Leishmania (Viannia) panamensis/guyanensis und 

Francisella tularensis. Eine offene eitrige Sekretion spricht dabei eher für eine Infektion 

mit Nocardia und Francisella [25]. So wurden bereits in früheren Studien Fälle von, 

zum Teil nekrotisierenden Lymphadenitiden, durch verschiedene Nocardia-Spezies wie 

N. asteroides und N. brasiliensis beschrieben [10, 25, 50, 63]. Rhodococcus 
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erythropolis ist beispielsweise im Rahmen einer HIV-Infektion, in Form von multiplen 

subkutanen Knoten detektiert worden [82]. Die Lymphknotenschwellung im Zusam-

menhang mit einer septischen Nekrose in unserem Fall kann deshalb durchaus die Folge 

einer Infektion mit Rhodococcus erythropolis gewesen sein.  

Schließlich fand sich bei einer Sequenz die Übereinstimmung mit verschiedenen 

Corynebacteria-Spezies. Die häufigsten und im Verwandtschaftsbaum am nähesten 

gelegenen Spezies waren bei diesem Klon Corynebacterium diphteriae und 

Corynebacterium pseudotuberculosis. Gerade Corynebacterium pseudotuberculosis 

wurde bereits im Zusammenhang mit Lymphadenitiden beschrieben. So finden sich bei 

einer Infektion mit diesem Erreger die gleichen histopathologischen Veränderungen im 

Lymphknotengewebe, wie in unserem Fall. Es handelt sich dabei um granulomatöse 

Veränderungen mit eingestreuten Nekrosen und dem Nachweis von bazillären Erregern 

in den bakterioskopischen Färbungen [11, 42, 49, 61]. Eine Infektion mit diesem Erre-

ger tritt häufig im Umgang mit Tieren, wie z.B. Schafen, auf. Das im SHARP-

Screening nachgewiesene Corynebacterium pseudotuberculosis sollte in unserem Fall, 

neben Rhodococcus erythropolis, als möglicherweise verursachendes Bakterium der 

Lymphadenitis mit ausgedehnter Nekrose im Bereich der linken Hüfte einer 62-jährigen 

Patientin betrachtet werden.  

In den zusätzlichen Untersuchungen mittels speziesspezifischer Primer fand 

sich, im Gegensatz zu den Ergebnissen im SHARP-Screening mit 97 %-iger Überein-

stimmung DNA von Yersinia enterocolitica. Im Rahmen von intestinalen Infektionen 

verursacht dieser Erreger Enteritiden, terminale Ileitis, Pseudoappendizitis und 

mesenteriale Lymphadenitiden. Vor allem bei älteren Menschen ist eine Infektion mit 

Yersinia enterocolitica häufig nicht mehr selbstlimitierend. Es kann zur septischen 

Streuung mit Abszessen in zahlreichen Organen, wie Leber und Milz, oder einer 

Lymphadenopathie mit generalisierter Lymphadenitis kommen [14, 45, 77]. Wie schon 

weiter oben erwähnt, berichteten Rolain et al. bereits 2006 über die Problematik, dass 

erwartete Erreger wie Yersinia enterocolitica zugunsten anderer, häufiger vorkommen-

der Bakterien unterrepräsentiert bleiben [68]. Auch in unserem Fall waren andere Bak-

terien, wie die beiden unkultivierten Bakterien clone RL387_aao89h04 und clone 

P5D18, mit 73,7 % deutlich häufiger vertreten. Das Problem von präferentieller Ampli-

fikation und die generelle Nachweisbarkeit von Yersinia enterocolitica in fixierten 
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Lymphknotengeweben, mit Hilfe von SHARP-Screening, könnte Gegenstand zukünfti-

ger Studien sein. 

 

Fall 5 stellte eine granulomatös nekrotisierende Lymphadenitis der Leistenregi-

on dar. Im histopathologischen Befund bestand der Verdacht auf eine Katzenkratz-

krankheit. Das verursachende Bakterium Bartonella henselae konnte im SHARP-

Screening allerdings nicht nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu wurde in den zu-

sätzlichen Untersuchungen, mittels speziesspezifischen Primern, DNA von Bartonella 

henselae detektiert. Die zahlreichen kokkoiden Bakterien, die in der Warthin-Starry-

Färbung zur Darstellung gebracht wurden, und die Nekrosen, sowie die palisadenartige 

epitheloide Histiozytose ließen jedoch auch an das Vorliegen einer septischen 

Granulomatose (CGD) denken [37]. Diese Erkrankung stellt eine wichtige Differential-

diagnose der Katzenkratzkrankheit dar, da sie ihr histopathologisch ähnlich ist [67, 70]. 

Bei der septischen Granulomatose liegt ein genetischer Defekt der NADPH-Oxidase in 

den neutrophilen Granulozyten vor, der zu einer Immunschwäche und einer bakteriellen 

Besiedelung des Körpers mit Bildung von Granulomen und Lymphadenitiden führt. Im 

Rahmen dieses Infektgeschehens spielen gerade Vertreter aus der Ordnung der 

Burkholderia typischerweise eine Rolle [37]. Neben Burkholderia (35,5 %), 

Propionibacterium acnes und Escherichia coli konnte im SHARP-Screening allerdings 

auch ein Klon mit der Homologie zu Gluconacetobacter sacchari detektiert werden. 

Diese Spezies aus der Klasse der Alpha-Proteobacteria wird normalerweise in der Es-

sigherstellung und Weinfermentation industriell genutzt. Greenberg et al. beschrieben 

2006 den ersten Fall einer invasiven Erkrankung beim Menschen durch 

Acetobacteraceae im Rahmen einer septischen Granulomatose [37]. Unsere Ergebnisse 

des SHARP-Screenings in diesem Fall konnten den histopathologischen Verdacht auf 

eine Katzenkratzkrankheit zwar nicht bestätigen. Allerdings gibt der Nachweis von 

DNA von Gluconacetobacter sacchari den Hinweis darauf, dass die Lymphknotenent-

zündung eventuell auch durch andere Bakterien als Bartonella henselae verursacht wor-

den sein kann. Gluconacetobacter sacchari würde also zu einem histologisch ähnlichen 

Bild führen. Allerdings wurde dieser Erreger in der histopathologischen Begutachtung 

differentialdiagnostisch nicht einbezogen.   
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Im Fall 6 lag eine granulomatös eitrige Lymphadenitis mit eingestreuten Nekro-

sen vor. Die inguinale Weichteilumgebung enthielt weitere stark vergrößerte und parti-

ell aufgebrochene Lymphknoten und Nekrosen. Der histologisch begründete Verdacht 

auf eine infektiöse Genese im Sinne eines Lymphgranuloma venerum konnte im 

SHARP-Screening nicht bestätigt werden. In den zusätzlichen Untersuchungen mittels 

speziesspezifischer Primer wurde allerdings DNA von Chlamydia trachomatis nachge-

wiesen. Auch die Immunserologie ergab positive Werte für Chlamydia trachomatis-

spezifisches IgA und IgG. Diese Diskrepanz kann unterschiedlich bewertet werden. 

Zum einen gibt der Nachweis von IgA-Antikörpern zwar den Hinweis auf eine noch 

vorhandene Infektion, er ist letztendlich aber nicht beweisend. In unserem Fall konnte 

deshalb, bei Fehlen klinischer Angaben, anhand des IgA-Titers alleine keine sichere 

Aussage zum Stadium der Infektion getroffen werden. Positive Antikörper könnten zum 

Beispiel auch im Rahmen einer Immunreaktion auf ein Autoantigen entstanden sein und 

zu einer positiven Chlamydien-Serologie geführt haben. Zudem hat bei der Diagnose 

einer Chlamydia trachomatis-Infektion die Serologie eine geringere Sensitivität als der 

molekulargenetische Nachweis [74]. In den Studien von Wilkinson et al. 1998 und Siala 

et al. 2009, zum PCR-gestützten Nachweis von Chlamydia trachomatis in Gelenkflüs-

sigkeit bei reaktiver Arthritis und undifferenzierter Oligoarthritis, wurden ebenfalls in   

7 % bzw. 9,4 % der PCR-negativen Fälle Antikörper gegen Chlamydia trachomatis 

nachgewiesen. Wegen der geringen Anzahl untersuchter Patienten (32 bzw. 34) konnte 

laut dieser Studien aber keine statistische Korrelation zwischen dem Vorhandensein von 

Antikörpern und dem Nachweis von DNA angegeben werden [86]. Deshalb lässt sich 

erst recht in unserem Einzelfall, trotz negativem PCR-Ergebnis, keine Aussage über die 

generelle Nachweisbarkeit von Chlamydia trachomatis mit Hilfe von SHARP-

Screening in fixiertem Lymphknotengewebe treffen.  

Da Chlamydia trachomatis ein streng intrazellulär lebendes Bakterium ist, er-

scheint es nicht ungewöhnlich, dass in der Ziehl-Neelsen-, Gram-, Warthin Starry-, 

Grocott- und PAS-Färbung des Lymphknotengewebes keine Erreger gefunden werden 

konnten. In der Regel gelingt der Chlamydia trachomatis-Nachweis nur anhand von 

Zellen des ursprünglichen Infektionsortes, die z.B. im Rahmen eines Harnröhrenab-

strichs gewonnen werden. Der positive DNA-Nachweis im Lymphknotengewebe setzt 

folglich das Vorhandensein Chlamydia-haltiger Zellen im Lymphknoten voraus, wie 
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z.B. Makrophagen oder Riesenzellen. Wenn dies hier der Fall gewesen wäre, bliebe 

immer noch unklar, ob zum Zeitpunkt der Infektion die DNA von Chlamydia 

trachomatis noch ausreichend intakt war. Im Gegensatz zur PCR mittels speziesspezifi-

scher Primer, setzt SHARP-Screening durch Verwendung der beiden universellen Pri-

mer 27f und 1492r ein intaktes 16S-rRNA-Gen in seiner vollen Länge voraus.  

Zudem wurden die Zellen bei der DNA-Extraktion einer Lyse unterzogen, wel-

che die Integrität vollständiger Gene zusätzlich gefährdet. Aufgrund der paraffineinge-

betteten Lymphknotengewebe mussten die Gewebe-Pellets in unserer Studie vor dem 

Verdau außerdem mit 100 %-igem Ethanol gewaschen werden. Wilkinson et al. und 

Siala et al. schlugen in ihren Studien zum Schutz der DNA bei der Extraktion deshalb 

bewusst vor, auf die Verwendung von Alkohol zu verzichten [74, 86]. Siala et al. konn-

te in 59 % der untersuchten Fälle Chlamydia trachomatis nachweisen. Um die Sensitivi-

tät zu erhöhen, wurde allerdings neben dem 16S-rRNA-Gen noch nach Chlamydia-

Plasmid-DNA und dem omp 1-Gen gescreent. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass 

das 16S-rRNA-Gen nur in 35 % der Fälle nachgewiesen werden konnte, im Vergleich 

zu 56 % beim Chlamydia-Plasmid. Der Grund hierfür kann an der fünfmal höheren An-

zahl von Kopien im Genom dieses Bakteriums im Vergleich zum 16S-rRNA-Gen liegen 

[74, 86]. Eine hohe Sensitivität der Nachweismethode ist aufgrund des intrazellulären 

Wachstums und der geringen Anzahl von Bakterienzellen bei der Diagnose einer 

Chlamydia trachomatis-Infektion essentiell. Deshalb wird in diesen Studien in erster 

Linie der Nachweis der Chlamydia-Plasmid-DNA empfohlen.  

Schließlich könnte in unserem Fall die DNA-Menge aus den genannten Gründen 

die Nachweisgrenze des SHARP-Screenings auch unterschritten haben, weshalb keine 

Sequenz mit einer Homologie zu Chlamydia trachomatis gefunden wurde. Bei der Se-

quenzanalyse im Fall 6 wurden allerdings in 21,4 % der gefundenen DNA 

Comamonadaceae identifiziert. Wie auch in unseren anderen Fällen wurde dieser Erre-

ger hier wieder im Rahmen einer eitrigen Lymphadenitis mit eingestreuten Nekrosen 

detektiert. Bei 42,9 % der Klone handelte es sich um Propionibacterium acnes. Sowohl 

Comamonadaceae, als auch Propionibacterium acnes und die weniger häufig gefunde-

nen Erreger (Bacillus JAMB-602, Streptococcus pneumoniae, Leifsonia xyli, uncultured 

bacterium clone RL387_aao89h04 und uncultured bacterium clone P5D18) besitzen 

das pathogene Potential, über die Haut oder von inneren Organen aus eine Lymphadeni-
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tis auszulösen. Deshalb ist es bei negativem Chlamydia trachomatis-Nachweis im 

SHARP-Screening nicht ausgeschlossen, dass diese Erreger eine Entzündung mit Aus-

bildung ausgedehnter Nekrosen im Bereich der Inguinalregion mit mehreren vergrößer-

ten Lymphknoten verursacht haben. 

 

Bei der histiozytär eitrigen Lymphadenitis im Fall 7 konnte im SHARP-

Screening bei einer Sequenz die Übereinstimmung mit Aerococcus festgestellt werden. 

Dabei waren Aerococcus viridans und Aerococcus urinae in der Sequenzanalyse die 

Spezies mit dem höchsten Verwandtschaftsgrad. Aerococcus ist in der Raumluft von 

Krankenhäusern zu finden und besiedelt die Haut sowie den oberen Respirationstrakt 

[80]. Infektionen durch dieses Bakterium scheinen vorwiegend aufgrund von Gewebe-

schädigungen, als nosokomiale Infektionen im Zusammenhang mit verlängerten Kran-

kenhausaufenthalten, antibiotischer Behandlung und invasiven Maßnahmen zu entste-

hen [80]. In früheren Studien wurde Aerococcus ursächlich als Erreger von bakterieller 

Meningitis, Endokarditis, Bakteriämie und anderen Infektionen, wie Infektion des Harn-

trakts, septische Arthritis und Wundinfektionen beschrieben [71, 80]. Santos et al. konn-

ten 2003 in ihrer Studie Aerococcus urinae als verursachendes Bakterium für eine regi-

onale Lymphadenitis identifizieren. Dabei wurde in der histologischen Beschreibung 

der Lymphknotenpräparate auf die Ähnlichkeiten mit anderen Infektionen, wie Tuber-

kulose, Granuloma inguinale, primärer Syphilis und anderen Ursachen für reaktive 

Lymphadenitiden hingewiesen [71]. In unserem Fall lag eine eitrige Lymphadenitis mit 

histiozytären Granulomen vor, die teilweise von neutrophilen segmentkernigen 

Granulozyten durchsetzt waren. Der Befund sprach für eine bakterielle Genese, wobei 

differentialdiagnostisch eine Katzenkratzkrankheit in Frage kam. Da im SHARP-

Screening Bartonella henselae allerdings nicht detektiert wurde, schließt das eine mög-

liche Aerococcus-Infektion als Ursache für die Lymphadenitis nicht aus. Denn die anae-

robe Umgebung innerhalb eines Lymphknotens ist auch für das fakultativ aerobe 

Aerococcus geeignet [71]. Auch die Beteiligung anderer Bakterien am Entzündungsge-

schehen ist nicht ausgeschlossen. So konnte im SHARP-Screening, wie im Fall 4, bei-

spielsweise DNA von Rhodococcus aus der Familie der Nocardia nachgewiesen wer-

den. 
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Im Fall 8 handelte es sich um ein Lymphknotenpräparat aus der Axilla bei rezi-

divierender Lymphknotenschwellung an dieser Stelle. Die erhöhte Proliferationsaktivi-

tät in den Keimzentren und der histologische Nachweis aktivierter B-Zellen und Plas-

mazellvorläufer ließen insgesamt den Schluss auf ein infektiöses Geschehen zu. Passend 

dazu konnte im SHARP-Screening bei 25 % der analysierten Sequenzen Comamo-

nadaceae identifiziert werden. Die genaue Analyse der mikrobiellen Diversität ergab 

unter den restlichen Sequenzen jedoch ein breites Spektrum an Bakterien, von denen 

33,3 % den Actinobacteria und 25 % den Firmicutes zugeordnet werden konnten. Ne-

ben den anteilsmäßig überwiegenden Comamonadaceae kommen folglich auch die an-

deren gefundenen Bakterien, wie Corynebacterium pseudogenitalium, Aeromicrobium, 

Propionibacterium, Arthrobacter, Knoellia sp., Staphylococcus, Streptococcus, 

Clostridia, uncultured bacterium clone P5D18 und uncultured bacterium clone rRNA 

089 dafür in Frage, die Lymphadenitis im Zusammenspiel getriggert zu haben.  

Man sollte vorsichtig sein, den Begriff symbiotische Mikroflora automatisch mit 

Probenverunreinigung und dem Einwandern opportunistischer Krankheitserreger in 

Verbindung zu bringen. So werden gerade Staphylokokken und Propionibakterien häu-

fig als Verunreinigung ohne ursächliche Bedeutung einer Entzündung gesehen [68]. Die 

Symbiose verschiedener Keime spielt aber, unabhängig von ihrem pathogenen Potenti-

al, in der Genese einer Entzündung vielleicht eine viel bedeutendere Rolle als bisher 

angenommen. Denn vieles ist über das räumliche und zeitliche Zusammenspiel bakteri-

eller Gemeinschaften noch unverstanden [66]. Das Verstehen Lernen solcher komplexer 

Prozesse setzt allerdings die Kenntnis der ganzen mikrobiellen Diversität voraus. In 

unserem Fall konnte SHARP-Screening auch ein sehr umfangreiches Spektrum an Bak-

terien detektieren, wo die histologische und mikrobielle Untersuchung keine Hinweise 

auf Erreger gaben.  

In den zusätzlichen Untersuchungen mit speziesspezifischen Primern wurde 

DNA von Chlamydia trachomatis nachgewiesen. Da es sich allerdings um einen zervi-

kalen Lymphknoten einer 78jähigen Patientin handelte, sprechen sowohl das Alter als 

auch die Lokalisation eher gegen ein Lymphgranuloma venerum mit Chlamydia 

trachomatis als verursachenden Erreger der Lymphadenitis [3]. 
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Fall 9 wurde als Kontrollfall ausgewählt. Bei diesem zervikalen Lymphknoten, 

mit der klinischen Angabe einer Lymphadenitis colli, handelte es sich histologisch um 

eine Lymphoproliferation mit dem Verdacht auf ein T-Zell-Lymphom vom nicht weiter 

spezifizierten Typ (PTCL NOS). Bei nahezu vollständig zerstörter Struktur des Lymph-

knotengewebes mit zahlreichen Apoptosen, zeichnete sich eine CD8-positive T-

Zellpopulation ab. Es wurden nur wenige Granulozyten nachgewiesen. Die Kontrollun-

tersuchungen mittels speziesspezifischer Primer konnte keine DNA von Bartonella 

henselae, Chlamydia trachomatis, Toxoplasma gondii, Yersienien, Enterobakterien oder 

atypischen Mykobakterien detektieren. Eine virale Genese wurde in Bezug auf CMV 

und EBV durch eine negative Cytomegalie-Serologie bzw. einer negativen LMP-

Färbung und in situ-Hybridisierung EBV-kodierter RNA (EBER) ebenso ausgeschlos-

sen. Im SHARP-Screening wurden insgesamt 24 Klone identifiziert. Davon ließen sich 

25 % der Klasse der Firmicutes und 41,7 % den Actinobacteria zuordnen. Auch wenn 

histologisch kein Hinweis auf eine infektiöse Genese der Lymphadenitis bestand, 

schließt das keineswegs das Vorhandensein bakterieller DNA im Lymphknotengewebe 

aus.  

Auch bei dem Verdacht auf ein T-Zell-Lymphom ist eine, zuvor oder nebenbei 

abgelaufene Entzündung durch Bakterien möglich. Zumal hier auch eine Immunsupp-

ression vorgelegen haben kann. 20,8 % aller Sequenzen wurden als Streptomyces identi-

fiziert (Tabelle 2). Streptomyces gehören zusammen mit Nocardia zu den 

Actinomycetales und wurden früher aufgrund ihrer Hyphenbildung zu den Pilzen ge-

zählt [27]. Sie sind für ihre Produktion von Antibiotika bekannt und werden nur selten 

als Ursache für eine Infektion in Zusammenhang gebracht. In einem solchen Fall han-

delt es sich klinisch dann in der Regel um eine chronisch eitrige Infektion der Haut und 

des Unterhautgewebes. Allerdings wurden S. violaceoruber, S. coelicolor und S. albus 

auch schon aus Karies, Tonsillen, Blut, Haut und Sputum isoliert [27]. Weiterhin wur-

den S. candidus aus purulentem Exsudat einer frakturierten Patella, S. horton aus Eiter, 

S. willmorei aus Leberabszessen und S. gedaensis aus Sputum und Abszessen extrahiert 

[27]. Ebenso sind Fälle von Sepsis, Lungeninfiltration, Perikarditis, Hirnabszessen (S. 

griseus), abdominellen Abszessen (S. somaliensis) und Endokarditis durch 

Streptomyces-Spezies beschrieben worden. Schließlich konnten Holtz et. al. bereits 

1985 Nocardia und Streptomyces in Lymphknoten von AIDS-Patienten nachweisen 
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[44]. In den meisten Fällen werden Streptomyces allerdings nicht als primär verursa-

chendes Agens mit Sicherheit identifiziert. Deshalb wurde die Rolle von Streptomyces 

bei Infektionen unterschiedlicher Lokalisationen auch früher schon kontrovers disku-

tiert. Fest steht, dass diese Bakterien das pathogene Potential zur invasiven Infektion 

besitzen [27]. Gerade bei immunsupprimierten Patienten scheinen Streptomyces und 

Nocardia eine häufige Rolle bei Lymphadenitiden zu spielen [28]. Mit dem Verdacht 

auf ein T-Zell-Lymphom könnte in unserem Fall ebenso eine Immunsuppression vorge-

legen haben. Da keine Informationen über den klinischen und therapeutischen Status 

des Patienten bekannt waren, ist eine Streptomyces-Infektion als Ursache für diese 

Lymphadenitis colli nicht ausgeschlossen.   

Unter den Firmicutes waren fünf Sequenzen homolog zu verschiedenen 

Clostridium-Spezies. Drei weitere Sequenzen entsprachen nicht kultivierten Firmicutes. 

In wie weit solche Bakterien bei Lymphomen regelmäßig in Lymphknoten zu finden 

sind, sollte in weiteren Studien an größeren Fallzahlen untersucht werden. Dabei könnte 

auch auf die Fragestellung eingegangen werden, ob die Sensitivität des SHARP-

Screenings eventuell zu hoch ist und Bakterien-DNA detektiert wird, die pathogenetisch 

kein Korrelat besitzt. So behaupten manche Autoren, dass ein 16S-rRNA-Genfragment 

das Vorhandensein des entsprechenden Bakteriums voraussetzt [20]. De Hertogh und 

Fenollar sind dagegen der Meinung, dass der Nachweis bakterieller DNA kein Beweis 

für lebende Bakterien ist [24, 30]. Streptomyces pneumoniae-DNA wurde beispielswei-

se ohne Anhalt für eine aktuelle Infektion sieben Jahre nach einer Endokarditis an einer 

Herzklappe detektiert [30]. Auch in unserem Fall konnte SHARP-Screening neben 

Streptomyces auch Sphingomonas, Pseudomonas, Delta-Proteobacteria, Propionibac-

teria und Mikrokokken detektieren. Da die Struktur des Lymphknotens nicht mehr er-

halten war, bleibt letztendlich ungeklärt, in wie weit lebende Bakterien im Gewebe ent-

halten waren und zur Entzündung geführt haben können. 

 

Im Fall 10 enthielt das Lymphknotengewebe deutlich entzündliche Ödeme, Mik-

roabszesse und zahlreiche neutrophile Granulozyten. Im SHARP-Screening konnten bei 

diesem histologischen Befund in 61,9 % der untersuchten Sequenzen wieder Vertreter 

aus der Ordnung der Burkholderia identifiziert werden. Über die Hälfte davon gehörte 

den Comamonadaceae an. Diese Bakterien sind häufig auf Oberflächen von Kranken-
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hauszubehör, sowie in menschlichem Urin und Sputum zu finden [6]. Auch wenn 

Comamonadaceae eine geringe klinische Bedeutung besitzen, wurden Spezies wie           

C. testosteroni und C. acidovorans ursächlich mit dem Auftreten von bakterieller Me-

ningitis, Endokarditis, Peritonitis, zentralvenöser Katheterinfektion und Bakteriämie 

beschrieben [6, 18, 22, 51, 54]. Gul et al. berichteten 2007 über eine durch                   

C. testosteroni verursachte Bakteriämie bei akuter Appendizitis. Gerade bei Erkrankun-

gen des Abdomens spielt dieser Erreger häufig eine Rolle [38].  

Weiterhin entsprachen zwei von den 21 Sequenzen im Fall 10 der Spezies 

Paracoccus yeeii aus der Klasse der Alpha-Proteobacteria. Daneshvar et al. beschrieben 

2003 diese Spezies als erste im Zusammenhang mit Infektionen beim Menschen [23]. 

Da die Pathogenität von Paracoccus yeeii gering ist, wird dieser Erreger vermutlich 

häufig nicht als infektiöse Ursache erkannt [33]. Er erhält über Hautdefekte von hospita-

lisierten Patienten Zugang zum menschlichen Körper und kann z.B. in Blutkulturen 

detektiert werden. Funke et. al. konnten 2004 den ersten dokumentierten Fall einer 

Paracoccus yeeii-Infektion allein mit Hilfe einer 16S-rRNA-Analyse verifizieren. Auch 

in unserem Fall wurden zwei Klone durch SHARP-Screening der Paracoccus yeeii-

Spezies eindeutig zugeordnet. Sowohl Paracoccus yeeii als auch Comamonadaceae 

können im Fall 10 die bakteriell bedingte Lymphadenitis getriggert oder verursacht ha-

ben. Denn trotz des histopathologischen Verdachts auf das Vorliegen einer Katzen-

kratzkrankheit, konnte Bartonella henselae-DNA weder im SHARP-Screening noch in 

den Zusatzuntersuchungen mittels speziesspezifischer Primer nachgewiesen werden. 

 

 Im Fall 11 bestand bei dem Weichteilgewebe aus der Analregion eines 31-

jährigen Mannes aufgrund ausgeprägter Condylomata accuminata der dringende Ver-

dacht auf den Primäraffekt einer Syphilis. Die Warthin-Starry-Färbung ließ allerdings 

keine Treponema pallidum-ähnlichen Bakterien im Gewebe erkennen. Dennoch mach-

ten die lymphozytären und plasmazellulären Infiltrate eine bakterielle Beteiligung wahr-

scheinlich. Vor allem perivaskulär waren CD5-positive T-Lymphozyten und Plasmazel-

len zu erkennen, die eine polytypische Immunglobulin-Expression aufwiesen. Aus dem 

SHARP-Screening ging keine Sequenz mit einer Homologie zu Treponema pallidum 

hervor. Unsere Ergebnisse wurden von den zusätzlichen Untersuchungen mittels spezi-

esspezifischer Primer bestätigt. Denn auch hier fiel der Treponemen-spezifische Nach-
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weis negativ aus. Im SHARP-Screening konnte allerdings ein breites Spektrum an Bak-

terien detektiert werden, die für eine reaktiv entzündliche Veränderung in dem Gewebe 

verantwortlich gemacht werden könnten. So wurden auch in diesem Fall vier Sequenzen 

mit einer Homologie zu Comamonadaceae aus der Ordnung der Burkholderia identifi-

ziert. Weiterhin fand sich DNA von verschiedenen Spezies von Corynebacterium, 

Bacillus, Staphylococcus, Streptococcus und weiteren unkultivierten Spezies aus der 

Klasse der Firmicutes (Tabelle 2). Der Nachweis einer Homologie zu Staphylococcus 

epidermidis sollte nicht nur als Kontamination gesehen werden. Zum einen wurde die-

ses Bakterium in unseren anderen Fällen kaum nachgewiesen. Zum anderen berichteten 

Ben-Ami et al. 2003 in ihrer Studie bereits über die phänotypische Variabilität von 

Staphylococcus epidermidis. Darin wird die Fähigkeit dieses Bakteriums erklärt, sich 

ändernden Umweltbedingungen anzupassen und damit das Überleben und die Virulenz 

als pathogener Keim zu verbessern [13]. In der Folge führen die phänotypische Variabi-

lität und das Versagen herkömmlicher Nachweisverfahren zur falschen Interpretation 

einer polymikrobiellen Kontamination einer klinischen Probe. Wie in unserem Fall, 

kann erst die molekulargenetische Diagnostik mittels SHARP-Screening einen genauen 

Einblick und einen Hinweis auf das tatsächlich verursachende Bakterium geben.  

Insgesamt neun Sequenzen machten mit ihrer Homologie zur Unterordnung der 

Micrococcinae, aus der Klasse der Actinobacteria, einen Anteil von 26,5 % der gefun-

denen Klone aus. Davon entsprachen wiederum sechs Sequenzen dem Genus Kocuria. 

Ursprünglich gehörten Kocuria dem Genus Micrococcus an. Dieses wurde allerdings 

anhand phylogenetischer Analysen in die Genera Kocuria, Micrococcus, Nesterenkonia, 

Kytococcus und Dermacoccus aufgeteilt und den beiden Familien Micrococcaceae und 

Dermacoccaceae zugeordnet. Diese gehören wiederum der Subordnung der 

Micrococcineae an [76]. Bakterien des ursprünglichen Genus der Micrococcen werden 

als Teil der natürlichen Flora der Haut, Schleimhäute und des Oropharynx, in klinischen 

Proben häufig als Kontamination gesehen. Dennoch werden Micrococcen immer häufi-

ger nicht nur als pathogene Keime im Rahmen von opportunistischen Infektionen bei 

immundefizienten Patienten beschrieben [2, 62, 64]. Sie wurden auch schon ursächlich 

im Zusammenhang mit Meningitis, intrakraniellen Abszessen, Arthritis, Endokarditis, 

Pneumonie und Sepsis nachgewiesen [52, 56, 72, 73, 81, 83, 85]. Verschiedene 

Kocuria-Spezies, wie z.B. K. rosea und K. kristinae, verursachen akute Cholezystitis 
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und Infektionen von zentralen venösen Venenkathetern mit Bakteriämie und Sepsis als 

Folge [4, 12, 55, 64]. Schließlich werden Kocuria aufgrund phänotypischer Ähnlichkei-

ten häufig zum Beispiel mit Koagulase-negativen Staphylokokken verwechselt, was die 

molekulargenetische Diagnostik mittels 16S-rRNA-Analyse notwendig macht [13]. Ins-

gesamt sollte die Bedeutung eines Nachweises von Kocuria spp. in klinischen Proben 

nicht unterschätzt werden, da sich in der Literatur zunehmend Berichte von infektiösen 

Erkrankungen durch diese Erreger finden [4, 55]. Die Übereinstimmung von insgesamt 

neun Klonen mit den Micrococcineae sollte in unserem Fall die Aufmerksamkeit von 

Treponema pallidum, als einzig verursachenden Erreger eines ausgedehnten Abszesses 

mit Nekrosen, auch auf andere potentiell verursachende Bakterien lenken. Im SHARP-

Screening, als auch in den Untersuchungen mittels speziesspezifischer Primer wurde 

keine DNA von Treponema pallidum detektiert. Letztlich könnte man die Vermutung 

anstellen, dass der akute Abszess im Weichteilgewebe durch die, im SHARP-Screening 

nachgewiesenen Erreger bedingt war. 

 

Die eitrige Lymphadenitis im Fall 12 enthielt histologisch eine ausgeprägte 

Sinushistiozytose und zahlreiche neutrophile Granulozyten. Die erhaltene Lymphkno-

tenstruktur wies eine lymphofollikuläre Hyperplasie auf. Ebenso wie im Fall 10, gibt 

Paracoccus yeeii hier, mit einem Anteil von 42,9 %  im SHARP-Screening, einen mög-

lichen Hinweis auf den verursachenden Erreger einer bakteriellen Genese der Lympha-

denitis. Daneshvar et al. deklarierten dieses Bakterium in ihrer Studie 2003 als neue 

Paracoccus-Spezies, weil es die erste, jemals aus klinischem Material gewonnene Spe-

zies war [23]. Trotz der geringen Pathogenität von Paracoccus, konnten Funke et al. in 

ihrer Studie 2004 diese neue Spezies als verursachenden Erreger einer Infektion identi-

fizieren [33]. Laut dieser Studie ist es wahrscheinlich, dass Paracoccus yeeii häufig 

unentdeckt bleibt. Dies liegt laut Funke daran, dass das makroskopische Erscheinungs-

bild bei der Kultivierung, wie bei Kocuria, dem von Koagulase-negativen Staphylokok-

ken ähnelt. Das kann zur falschen Erregeridentifiaktion führen. Vor allem dann, wenn 

das vermutete Koagulase-negative Staphylokokkus-Bakterium in der Bestimmung der 

Antibiotikempfindlichkeit eine, zur Behandlung ausreichende Sensibilität zeigt und so-

mit keine weitere Erregeridentifikation durchgeführt wird. Folglich hat in der Studie nur 



Diskussion 

 66 
 

 

die molekulargenetische Untersuchung des 16S-rRNA-Gens den schnellen und eindeu-

tigen Nachweis von Paracoccus yeeii erbracht [33].  

Auch in unserem Fall gab SHARP-Screening den einzigen Hinweis auf eine 

mögliche Paracoccus yeeii-Infektion. Daneben fanden sich unter den restlichen Se-

quenzen nur Übereinstimmungen mit Propionibacterium acnes. Es stellt sich die Frage, 

ob SHARP-Screening die Fehlerquelle beseitigen kann, durch das Angewiesensein auf 

die Kultivierung, falsche Erreger zu identifizieren. Hier müssten in zukünftigen Studien, 

Fälle von Koagulase-negativ getesteten Staphylokokken aus klinischen Proben, mit 

SHARP-Screening auf das Vorhandensein von Paracoccus yeeii untersucht werden.  

Schließlich wurde in den zusätzlichen PCR-Reaktionen mittels speziesspezifi-

scher Primer, DNA von Bartonella henselae nachgewiesen. Es bestand weder der 

histopathologisch begründete Verdacht auf eine Katzenkratzkrankheit, noch wurde 

Bartonella henselae im SHARP-Screening detektiert. Eine Beteiligung dieses Erregers 

bleibt bei einer nur 93 %-igen Übereinstimmung in den Kontrolluntersuchungen folg-

lich zweifelhaft.  

 

Im Fall 13 lag bei dem äxillären Lymphknoten eines 26-jährigen Patienten das 

histologische Bild einer Piringer’schen Lymphadenitis vor. Dabei bestand der Verdacht 

auf eine floride Phase einer Toxoplasmose. Der Befund stützte sich auf das Vorhanden-

sein einzelner Epitheloidzellcluster und einigen eosinophilen Granulozyten in der inter-

follikulären Pulpa. Zudem enthielt das Gewebe dieser chronischen bzw. subakuten 

Lymphadenitis eine deutliche follikuläre Hyperplasie, floride Keimzentren und eine 

erhebliche sinusoidale B-Zellreaktion. Extrafollikulär zeigte sich eine bunte Pulpa-

hyperplasie mit unreifen Plasmoblasten, Plasmazellvorläufern und einer Aktivierung 

des T-Zellkompartiments. Die Piringer Kuchinka-Lymphadenitis hat eine hohe Spezifi-

tät für eine Toxoplasmose.  

Toxoplasma gondii ist ein Protozoon und kann mit Hilfe der, in unserer Studie 

verwendeten, universellen eubakteriellen Primer im SHARP-Screening nicht nachge-

wiesen werden. Hierzu wären Primer für die Suche nach dem 16S-ähnlichen RNA-

Molekül nötig, das in Protozoen enthalten ist [15, 65]. Im Rahmen der zusätzlichen 

Kontrolluntersuchungen mittels speziesspezifischer Primer konnte allerdings ebenso 

wenig DNA von Toxoplasma gondii nachgewiesen werden. Die Anwesenheit dieses 
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Parasiten und seine Rolle bei der Entstehung der vorliegenden Lymphadenitis bleiben 

folglich zweifelhaft. Die follikuläre Hyperplasie und die ausgeprägte sinusoidale B-

Zellreaktion schließen jedoch eine bakterielle Beteiligung am Entzündungsvorgang 

nicht aus. So wurde im SHARP-Screening ein breites Spektrum an Bakterien detektiert, 

die ebenso die Ursache einer chronischen Lymphadenitis darstellen können. Hierzu ge-

hörten zwei Vertreter aus der Ordnung der Burkholderia, eine Paracoccus-Spezies, eine 

Micrococcus-Spezies, acht Übereinstimmungen mit Propionibacterium acnes und ne-

ben einer Staphylococcus-Spezies zwei weitere Vertreter aus der Klasse der Firmicutes 

(Tabelle 2).           

 Weiterhin fand sich bei zwei Sequenzen die Übereinstimmung mit der Klasse 

der Bacteroidetes und bei einer weiteren Sequenz die Homologie zu Leptotrichia aus 

der Klasse der Fusobacteria. Als Teil der menschlichen Flora der Mundschleimhaut 

finden sich Bacteroidetes und Fusobacteria aber auch häufig im Zusammenhang mit 

Infektionen und eitrigen Entzündungen des Mund-Rachen-Raumes [16, 17, 78]. Im 

Rahmen solcher Infektionen kommt es gerade bei Jugendlichen und jungen Erwachse-

nen zu Tonsilitis, Parotitis, Abszessen und zervikalen Lymphadenitiden [40]. Aufgrund 

der retrospektiven Untersuchung des Lymphknotengewebes lagen keine Informationen 

über eine eventuelle orofaziale Infektion bei unserem Patienten vor. Dennoch erscheint 

es nicht ungewöhnlich, dass in dem axillären Lymphknoten des 26-jährigen Patienten, 

im SHARP-Screening diese Erreger nachgewiesen wurden. 

Schließlich gab es innerhalb der Klasse der Alpha-Proteobacteria auch eine 

Übereinstimmung mit der Acetobacter-Spezies Roseomonas gilardii rosea. Diese Spe-

zies wurde in der Literatur bisher in einigen wenigen Studien im Zusammenhang mit 

malignen hämatologischen Erkrankungen beschrieben. So konnten Elshibly et al. 2005 

Roseomonas gilardii im Fall einer Bakteriämie, bei einem Patienten mit Non-Hodgkin-

Lymphom der B-Zellreihe, nur mit Hilfe einer 16S-rRNA-Analyse nachweisen [29]. In 

weiteren Studien konnte anhand der 16S-rRNA-Analyse Roseomonas gilardii vor allem 

bei Kindern in Fällen von akuter myeloischer Leukämie detektiert werden [21, 60]. In 

unserem Fall bestand bei dem 26-jährigen Patienten das histologische Bild einer 

Piringer’schen Lymphadenitis. Es stellt sich die Frage, ob Roseomonas gilardii auch mit 

anderen (z.B. hämatologischen?) Erkrankungen im Zusammenhang steht und eine chro-

nische oder subakute Entzündung triggern kann. Entsprechend der Aussage der wenigen 
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bisherigen Studien zu diesem Thema, ist die konventionelle phänotypische Identifikati-

on von Roseomonas-Spezies schwierig. Sie kann jedoch durch die molekulargenetische 

16S-rRNA-Analyse deutlich verbessert werden [21, 29, 60]. SHARP-Screening gibt in 

unserem Fall einen wichtigen Hinweis auf eine bakterielle Mitbeteiligung der Lympha-

denitis durch Roseomonas gilardii.  

 

In der zervikalen Lymphknotenbiopsie einer 20-jährigen Patientin im Fall 14 

handelte es sich um eine reaktive Veränderung des Lymphknotenparenchyms. Histolo-

gisch zeigten sich eine ausgeprägte Sinuslymphozytose, eine deutliche Pulpahyperplasie 

und eine regelhaft hohe Proliferation in den Keimzentren. Trotz zahlreicher blastärer 

Zellformen konnte ein Lymphom ausgeschlossen werden. Im SHARP-Screening zeich-

nete sich eine Cyanobacterium-Spezies mit 67,9 % der untersuchten Sequenzen als 

deutliche Mehrheit ab. Weiterhin ergab die 16S-rRNA-Analyse unter den 28 sequen-

zierten Klonen eine Übereinstimmung mit Janthinobacterium aus der Ordnung der 

Burkholderia und acht Übereinstimmungen mit Propionibacterium acnes. Das Paren-

chym enthielt keine Ödeme, Mikroabszesse oder granulomatös eitriges Gewebe, wie in 

den anderen Fällen, in denen Burkholderia nachgewiesen wurde. Dennoch gibt der 

Nachweis von Janthinobacterium einen Hinweis auf eine mögliche bakterielle Genese 

der Lymphadenitis.  

 In den Kontrolluntersuchungen mit Hilfe speziesspezifischer Primer war der 

Nachweis von Chlamydia trachomatis-DNA positiv. Allerdings besaß im SHARP-

Screening keine der untersuchten Sequenzen, wie auch in den Fällen 6 und 8, eine 

Übereinstimmung mit Chlamydia trachomatis. Auch in der histologischen Betrachtung 

des Lymphknotengewebes bestand kein Verdacht auf ein Lymphgranuloma venerum. 

Anhand der wenigen Fälle in dieser Studie kann nicht geklärt werden, wie aussagekräf-

tig ein negativer Nachweis für Chlamydia trachomatis im SHARP-Screening ist. Die 

intrazelluläre Lebensweise dieser Bakterien stellt sicherlich besondere Herausforderun-

gen an die 16S-rRNA-Analyse mittels universeller eubakterieller Primer. Eine 

Chlamydia trachomatis-Besiedelung oder Infektion ist bei einer 20-jährigen Patientin 

nicht auszuschließen.  

 Das Ergebnis des SHARP-Screenings konnte in diesem Fall die Diagnose eines 

Lymphgranuloma venerum zwar nicht direkt stützen. Laut einer Studie von McCoy aus 
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dem Jahre 2006 geben die zahlreich gefundenen Cyanobakterien jedoch einen Hinweis 

auf die Anwesenheit von Chlamydia trachomatis. Denn Genomsequenzierungen konn-

ten zeigen, dass Chlamydia trachomatis selbst nicht in der Lage ist, die lebensnotwen-

dige Meso-Diaminopimelinsäure (m-DAP), eine Vorläufersubstanz in der Synthese von 

Peptidoglykanen, Koenzymen und Aminosäuren, wie Tryptophan und Lysin, zu bilden 

[59]. Zur Vollständigkeit des Syntheseweges fehlt den Bakterien eine gewisse Amino-

transferase (CT390), welche allerdings in Cyanobakterien kürzlich entdeckt wurde [59]. 

Chlamydia trachomatis besitzt die Eigenschaft, sich die fehlende Aminotransferase über 

die Anwesenheit von Cyanobakterien zu erwerben. Das würde bedeuten, dass 

Chlamydia trachomatis in bestimmter Weise an das Vorhandensein von Cyanobakterien 

gebunden ist. Auch wenn SHARP-Screening Chlamydia trachomatis nicht direkt nach-

weisen konnte, gibt uncultured cyanobacterium clone M4-11 mit 67,9 % der untersuch-

ten Sequenzen einen möglichen Hinweis auf die Anwesenheit von Chlamydia 

trachomatis. SHARP-Screening wäre eine geeignete Methode, um in zukünftigen Stu-

dien diese Hypothese an größeren Fallzahlen auf ihre Richtigkeit zu überprüfen. 

 

 Im Fall 15 wies das Lymphknotengewebe eine deutliche Sinushistiozytose auf. 

Der Lymphknoten lag im Abstromgebiet der Arteria mammaria interna. Auch wenn im 

histologischen Befund kein Verdacht auf eine bakterielle Beteiligung gestellt wurde, 

kann die ausgeprägte Histiozytose durchaus bakteriell bedingt gewesen sein. Im 

SHARP-Screening wurde ein breites Spektrum an Bakterien aus verschiedenen Klassen 

detektiert. Der Nachweis von Comamonadaceae, Propionibacterium, Arthrobacter und 

Prevotella gibt zumindest einen Hinweis auf ein bakteriell verursachendes Agens. Deut-

lich auffällig war jedoch der Anteil von Streptomyces mit 31,6 % der untersuchten Se-

quenzen (Tabelle 2). Unter allen 15 Fällen wurde Streptomyces sonst nur im Fall 9 de-

tektiert. Die beiden Fälle verbindet der initiale Verdacht auf ein Malignom. Im Fall 9 

wurde histologisch ein T-Zell-Lymphom vom nicht weiter spezifizierten Typ vermutet. 

Über das Vorliegen einer chronisch eitrigen Infektion der Haut war in diesem Fall 

nichts bekannt. Diese Erkrankungen sind allerdings keine Voraussetzungen für eine 

Streptomyces-Infektion. So wurden verschiedene Streptomyces-Spezies bereits aus den 

unterschiedlichsten Lokalisationen isoliert, zu denen auch Abszesse, Lungeninfiltratio-

nen, Perikarditiden und Hautbiopsien zählen [27]. In der Literatur wird gerade bei Im-
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munsupprimierten, wie AIDS-Patienten, ein gehäuftes Auftreten von Streptomyces und 

Nocardia in Lymphadenitiden beobachtet [28, 44]. Da es sich in diesem Fall um einen 

78-jährigen Patienten mit fraglicher Tumorerkrankung, eventuell auch anderer Lokalisa-

tion handelte, ist eine Immunsuppression mit Neutropenie nicht gänzlich auszuschlie-

ßen. Mit Hilfe von SHARP-Screening wurde in den beiden einzigen Fällen, mit dem 

Verdacht auf ein Malignom, Streptomyces nachgewiesen.  

 Unter den 19 untersuchten Sequenzen fanden sich auch zwei Homologien zu 

Stenotrophomonas maltophila. Dieser Vertreter aus der Klasse der Gamma-

Proteobacteria hat sich in den letzten Jahren durch die Entwicklung multiresistenter 

Stämme zu einem wichtigen nosokomialen Keim entwickelt [8, 35]. Eine Infektion mit 

Stenotrophomonas maltophila betrifft besonders bei stark immunsupprimierten und 

Mukoviszidosepatienten den Atemtrakt und kann in manchen Fällen zu Lungenblutun-

gen führen. Weiterhin kann es zu septischer Arthritis, Spondylodiszitis und seltener 

posttraumatisch, postoperativ oder bei chronischem Ulcusleiden auch zu Hautbeteili-

gung kommen [8, 35, 75]. In einer Studie von Marques da Silva et al. 2006 wurde mit-

tels universeller eubakterieller Primer eine 16S-rRNA-Analyse von Gefäßwänden aus 

Aortenaneurysmata durchgeführt. In dem gefundenen bakteriellen Spektrum gehörte 

Stenotrophomonas maltophila zu den häufigsten nachgewiesenen Bakterien [58]. Wei-

terhin fanden sich auch Propionibacterium acnes, Comamonadaceae, sowie andere 

Vertreter der Burkholderia und Prevotella aus der Klasse der Fusobacteria. Dasselbe 

Erregerspektrum wurde in vergleichbarer anteilsmäßiger Zusammensetzung in unserem 

Lymphknoten detektiert (Tabelle 2). Über klinische Angaben des Patienten war leider 

nichts bekannt. 

 Insgesamt wurden im Fall 15, mit dem Nachweis von Streptomyces und 

Stenotrophomonas maltophila zwei Erreger gefunden, die typischerweise bei immun-

supprimierten Patienten und im Zusammenhang mit Malignomen vorkommen. Das ho-

he Alter des Patienten und der initiale Verdacht auf ein tumoröses Geschehen prästernal 

lassen eine Immunsuppression möglich erscheinen. Mit Hilfe von SHARP-Screening 

könnte in künftigen Studien die bakterielle Diversität bei Immunsuppression und Mali-

gnomen weiter untersucht werden. Denn dieses Verfahren ist in der Lage, auch initial 

schwer nachweisbare Erreger, wie Streptomyces und Stenotrophomonas, zu detektieren 

und die gesamte bakterielle Diversität im Lymphknoten zu erfassen. 
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 Zusammenfassend hat sich SHARP-Screening in unserer Studie als geeignete 

Methode herausgestellt, das Erregerspektrum in formalinfixierten und paraffineingebet-

teten Lymphknoten zu erfassen. Im Vergleich zur Studie von Adam et al. 2008, in der 

die mikrobiologische Diversität pulmonaler MALT-Typ-Lymphome mit Hilfe von 

SHARP-Screening untersucht wurde, stammten die Lymphknoten in dieser Studie aus 

verschiedenen Regionen des Körpers. Das Ziel war die Erfassung des bakteriellen 

Spektrums in entzündeten Lymphknotengeweben ungeklärter Ursache unterschiedlicher 

Lokalisationen. In allen 15 Fällen konnte bakterielle DNA nachgewiesen werden, so 

dass eine Genbank von insgesamt 400 Sequenzen entstand. Durch die molekulargeneti-

sche Identifikation ergab sich für jeden Fall einzeln betrachtet ein Spektrum verschiede-

ner Bakterien, das im Vergleich mit den histologischen Befunden und Verdachtsdiagno-

sen interpretiert werden musste. Dabei hat SHARP-Screening zum Beispiel mit dem 

Nachweis von Gluconacetobacter sacchari, als potentieller Erreger einer septischen 

Granulomatose einen interessanten Einblick in die mikrobiologische Flora und eine al-

ternative Differentialdiagnose zur histologisch vermuteten Katzenkratzkrankheit aufge-

zeigt [37]. Weiterhin ergaben sich in nekrotischen und eitrigen Geweben Erreger, wie 

Rhodococcus erythropolis, Corynebacterium pseudotuberculosis, Aerococcus urinae 

und Kocuria. Ein immer wieder auftretender Erreger bei dem gleichen histologischen 

Bild war Comamonadaceae bzw. Janthinobacterium, beide aus der Ordnung der 

Burkholderia. Zu diesem histologischen Befund zählten Ödeme, Nekrosen, 

granulomatöse eitrige Veränderungen und eine ausgeprägte Sinushistiozytose im 

Lymphknotengewebe. SHARP-Screening wies in zwei Fällen auch Paracoccus yeeii 

nach, eine Spezies, die mit klassischen Methoden häufig übersehen wird, in Lymphkno-

ten jedoch eine pathogene Rolle spielen kann [23, 33]. In drei Fällen könnte aufgrund 

des histologischen Befundes eine Immunsuppression oder sogar ein Malignom vorgele-

gen haben. Im SHARP-Screening wurden nur in diesen Fällen Streptomyces, 

Roseomonas gilardii rosea und Stenotrophomonas maltophila nachgewiesen. In der 

Literatur kommen diese Erreger häufig bei immunsupprimierten Patienten und malignen 

hämatologischen Erkrankungen vor [8, 21, 28, 29, 35, 44, 60]. Bei dem Verdacht auf 

ein Lymphgranuloma venerum wurde eine Cyanobacterium-Spezies detektiert, die es 

Chlamydia trachomatis erst möglich macht, den eigenen Aminosäurestoffwechsel zu 

betreiben [59].  
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 Durch die Ergebnisse dieser Studie sind neue Fragestellungen entstanden, die 

mit Hilfe von SHARP-Screening untersucht werden können. Da mit dieser Methode die 

molekulargenetische Untersuchung formalin-fixierter Lymphknoten möglich ist, besitzt 

sie einen deutlichen Vorteil gegenüber herkömmlichen Methoden. Dennoch gibt es auch 

Nachteile und Verbesserungsmöglichkeiten zur Optimierung der Ergebnisse. Zum einen 

birgt die hohe Sensitivität zur Erfassung geringster DNA-Mengen auch gleichzeitig eine 

Gefahr. Denn im Vergleich zu mikrobiologischen Nachweisverfahren, besteht während 

der verschiedenen Arbeitsschritte, eine noch größere Kontaminationsgefahr. Bereits bei 

der Biopsie ist auf eine besonders sterile Gewebsentnahme zu achten. Weiterhin darf 

während der DNA-Gewinnung aus dem Paraffinblock und vor allem vor und nach den 

PCR-Reaktionen keine DNA-Kontamination entstehen. Die DNA eines einzigen Bakte-

riums würde während der PCR millionenfach vervielfältigt werden. Wenn es sich dabei 

nicht um einen typischen Hautkeim handelt, wäre nach der phylogenetischen Auswer-

tung eine Unterscheidung zwischen Kontamination und tatsächlichen Erregern schwie-

rig. Es gibt zahlreiche zusätzliche Maßnahmen zur Kontaminationsprävention, die einer 

Verunreinigung erfolgreich vorbeugen können und in unserer Studie nicht alle umge-

setzt wurden (siehe Fall 2/3). 

 Die ersten PCR-Reaktionen waren in den einzelnen Fällen unterschiedlich er-

folgreich. Dafür gibt es verschiedene Gründe. Fulvinsäure, Huminsäure und 

Exopolysaccharide sind Beispiele für Inhibitoren, die im PCR-Ansatz enthalten sein 

können und nur schwer zu entfernen sind [36]. Für die Ursachensuche einer erfolglosen 

PCR existieren Möglichkeiten, die Anwesenheit von Inhibitoren nachzuweisen. So hät-

ten zusätzliche PCR-Ansätze einbezogen werden können, die Primer für das humane ß-

Globulin, den 215 bp-langen humanen Marker D3S3332 oder das 242 bp-lange HLA-

Fragment-DQA-Gen enthalten [20, 24, 30, 68]. Diese Ansätze sollten mit extrahierter 

DNA aus menschlichem Gewebe immer ein positives Ergebnis erzielen, falls die Amp-

lifikation nicht durch Inhibitoren gehemmt wird. In unserer Studie wurde auf diese 

Kontrollansätze in den PCR-Reaktionen verzichtet. Allerdings wurden bei den erfolglo-

sen Fällen Verdünnungsreihen der extrahierten DNA hergestellt (siehe Kapitel 2.2.4). 

Dadurch konnte eine signifikante Verringerung der hemmenden Wirkung der enthalte-

nen Inhibitoren erreicht werden. Die DNA-Menge reichte für ein positives Ergebnis in 

der PCR dennoch aus [7].  
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 Für die Erstellung der Genbank der bakteriellen 16S-rRNA-Gene wurde im Vor-

feld vereinbart, von jedem der 15 Fälle 48 Klone mit dem richtigen Insert aus der 

Colony-PCR auszuwählen und im RFLP-Verdau zu vergleichen. Aufgrund der unter-

schiedlichen Erfolge in der Ausgangs-PCR, nested-PCR und der Transformation in E. 

coli, mussten die einzelnen Schritte in manchen Fällen mehrmals wiederholt werden, bis 

genügend Klone vorhanden waren. Schließlich wurden teilweise sogar mehr als 48 Klo-

ne für die Analyse der Bandenmuster des Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus 

herangezogen. Dieses Vorgehen verursacht einen Fehler, der zu Problemen beim Ver-

gleich der absoluten Häufigkeiten der einzelnen Bakterien der Fälle untereinander führt. 

Allerdings ändert sich dadurch nicht der relative Anteil am Gesamtspektrum und die 

quantitative Aussagekraft der Ergebnisse bleibt erhalten. 

 Desweiteren wurde bereits auf den Nachteil der Verwendung der universellen  

eubakteriellen Primer 27f und 1492r für die Ausgangs-PCR und 27f-b und 1406r-b für 

die nested PCR hingewiesen. Diese Primer ermöglichen zwar die Amplifikation des 

16S-rRNA-Gens in seiner ganzen Länge und damit eine eindeutigere Erregeridentifika-

tion. Da die DNA in fixierten Lymphknotengeweben allerdings mit Alkohol extrahiert 

wird, ist die Wahrscheinlichkeit fragmentierter und nicht vollständiger Gene größer, als 

bei frischem oder tiefgefrorenem Material [7, 24, 57, 66, 70]. In einer zukünftigen Stu-

die könnte eine vergleichende Analyse des Erregerspektrums mit der Verwendung von 

Primern durchgeführt werden, welche zum einen die gesamte Länge des 16S-rRNA-

Gens erfassen, und zum anderen mit Hilfe von Primern, welche nur kleine Abschnitte 

des Gens amplifizieren (z.B. 27f / 907r, 539f / 1099r, 926f / 1525r). Für die Detektion 

geringer DNA-Mengen existiert weiterhin die Möglichkeit, in einer semi-nested-PCR 

das 16S-rRNA-Gen in Teilen zu amplifizieren und hinterher zum gesamten Gen zu-

sammenzusetzen [24]. 

Im Moment besteht noch das Problem, dass keiner der derzeitig verfügbaren 

Primer wirklich universell ist und garantieren kann, alle Prokaryonten zu amplifizieren. 

Trotz der hochkonservierten Abschnitte des 16S-rRNA-Gens, ist das Primer-Mismatch 

eine bekannte Problematik bei der Verwendung universeller eubakterieller Primer [9, 

32]. Die Folge ist, dass auch im Rahmen des SHARP-Screenings die mikrobiologische 

Diversität in einer so komplexen Mikroumgebung, wie in einem Lymphknoten nicht zu 

100 % erfasst werden kann. Auch wenn es den perfekten universellen Primer noch nicht 
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gibt, kann keine andere Methode das bakterielle Erregerspektrum bisher so genau erfas-

sen, wie es im SHARP-Screening möglich ist. 

 Zu Beginn wurde schon auf die Schwierigkeit bezüglich präferentieller Amplifi-

kation hingewiesen. De Hertogh et al. beschrieben diese Problematik in ihrer Studie 

2006. Bei der 16S-rRNA-basierten Heterogenitätsanalyse ergab sich das Problem, dass 

typische Erreger wie Listeria monocytogenes, Mycobacterium paratuberculosis oder 

verschiedene Spezies von Yersinia nur selten entdeckt wurden. Andere Bakterien waren 

so häufig, dass die erwarteten Erreger dabei anteilsmäßig unterrepräsentiert waren [24]. 

Auch in unserer Studie konnte bei dem mehrfachen histologischen Verdacht auf eine 

Katzenkratzkrankheit in keinem Fall Bartonella henselae im SHARP-Screening nach-

gewiesen werden. Die verschiedenen Ursachen wurden bereits besprochen. Da in jedem 

dieser Fälle allerdings auch zahlreiche andere Bakterien detektiert wurden, muss die 

Möglichkeit einer präferentiellen Amplifikation berücksichtigt werden. Ein Grund hier-

für könnte eine geringe Anzahl von Kopien spezifischer Sequenzen von Bartonella 

henselae sein oder wie bei Chlamydia trachomatis, das intrazelluläre Wachstum (siehe 

Fall 6). Inhibitoren im PCR-Ansatz würden diesen Effekt noch verstärken [36]. Eine 

Möglichkeit der Abhilfe dieses Problems ist laut De Hertogh et al. die Verwendung 

speziesspezifischer Primer, was in unserer Studie keine Alternative darstellte [24]. 

Schon 1992 gab es eine Empfehlung von Tsai und Olsen, geringe Konzentrationen von 

Mikroorganismen durch adäquate DNA-Extraktion und Amplifikation zu detektieren. 

Dieses Thema wurde von Frank et al. und Gonzalez et al. in den vergangenen Jahren 

noch einmal aufgegriffen und weiterverfolgt. Die Wahl der Annealing-Temperatur, der 

Template-Konzentration und der Zyklusanzahl sollen einen signifikanten Effekt auf die 

Fehler bei selektiver Amplifikation haben. Weiterhin beeinflussen die Genomgröße, die 

Anzahl der 16S-rRNA-Genkopien und der G/C-Gehalt die PCR-Produkt-Ratios. Das 

Primer-Annealing ist von der Pufferzusammensetzung, der Primerkonzentration, der 

Mg
2+

-Konzentration und der Annealing-Temperatur abhängig. So soll bei der Verwen-

dung des Primers 27f  eine niedrige Annealing-Temperatur zur signifikanten Senkung 

präferentieller Amplifikation führen. Die Zyklusanzahl kann dabei trotzdem hoch sein, 

ohne dass die Spezifität der Amplifikation sinkt [32, 36]. Weiterhin gibt es die Mög-

lichkeit einer vorausgehenden speziellen PCR-Reaktion. Dabei handelt es sich um eine 

Amplifikation des, nach der DNA-Extraktion gesamten enthaltenen Genoms (WGA: 
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Whole Genome Amplification). Unter Verwendung der Φ29 DNA-Polymerase und 

„random hexamer primers“ wird dadurch die initiale Anzahl der Gen-Kopien in einer 

isothermen Reaktion erhöht und Inhibitoren der PCR-Reaktion zusätzlich aufgelöst. An 

diesen Schritt würde sich die normale Ausgangs-PCR anschließen [36]. 

 Die Amplifikation der extrahierten DNA aus den Lymphknoten während der 

Ausgangs- und nested-PCR enthält ein weiteres Risiko. Denn zwischen den DNA-

Fragmenten kann es zum Austausch von Teilen des 16S-rRNA-Gens kommen. Die Fol-

ge dieser chimären DNA-Produkte wären Sequenzen verschiedener Bakterien, die bei 

der phylogenetischen Analyse nicht existierende Spezies ergeben [26]. So stellt sich die 

Frage, ob die nachgewiesenen nicht kultivierten Bakterien clone P5D18-494, clone 

RL387_aao89h04 und clone rRNA 089 neue Erreger mit pathogener Bedeutung darstel-

len, oder aber die Folge chimärer DNA-Bildung während der Amplifikation sind. Die 

Fälle 11, 12 und 13 enthielten zudem jeweils eine Sequenz, die gleich hohe Ver-

wandtschaftsgrade zu mehreren Klassen aus Alpha-, Beta-, Gamma- und Delta-

Proteobacteria besaßen. Diese Sequenzen konnten folglich nicht eindeutig zugeordnet 

werden und besaßen die höchste Übereinstimmung mit weiteren unkultivierten Bakteri-

en. Zur Vermeidung dieses Problems könnten in zukünftigen Studien spezielle Pro-

gramme, wie Bellerophon und Chimera-Check verwendet werden, um chimäre DNA-

Produkte zu analysieren und herauszufiltern.  

 Die Selektion der richtigen Klone nach der Transformation mit Hilfe des blue-

white-Screenings hat zur Folge, dass zum Teil Klone mit dem falschen Insert ausge-

wählt werden. In diesem Screening wird X-Gal dazu verwendet, um bei Klonen das 

Vorhandensein der ß-Galaktosidase zu prüfen. ß-Galaktosidase wird durch das lacZ-

Gen kodiert und spaltet X-Gal in Galaktose und 5-bromo-4-chloro-3-hydroxyindol. 

Dieses wird zu 5,5'-dibromo-4,4'-dichloro-indigo oxidiert, einem unlöslichen blauen 

Farbstoff. IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranosid) wird ebenfalls dem Agar zuge-

setzt. Es ist ein Aktivator der ß-Galaktosidase, d.h. es triggert die Transkription des lac-

Operon, indem es den lac-Repressor bindet und inhibiert. E. coli produzieren keine ß-

Galaktosidase, da ihnen das lacZ-Gen fehlt. Beim Klonieren wird in die E. coli-

Bakterien ein Plasmid eingeschleust, das das lacZ-Gen enthält. Befindet sich nun im 

lacZ-Gen des Plasmids ein Insert, wird das Gen unterbrochen und ß-Galaktosidase kann 

nicht gebildet werden. Bakterien mit einem Plasmid ohne Insert besitzen ein intaktes 
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lacZ-Gen und können ß-Galaktosidase exprimieren. Es entsteht der blaue Farbstoff. 

Allerdings ist die Trennung zwischen weißen und blauen Klonen nach der Transforma-

tion nicht immer eindeutig. So kann es sein, dass bei zu kurzer Inkubationszeit die Klo-

ne ohne Insert noch nicht den blauen Farbstoff gebildet haben und weiß aussehen. Diese 

würden dann fälschlicherweise für die Colony-PCR selektiert werden, obwohl der blaue 

Farbstoff wenige Stunden später zu erkennen wäre. Weiterhin existieren sogenannte 

„Bulls eyes“, die beispielsweise durch Mischkolonien entstehen und eine hellblaue Far-

be besitzen. Bei solchen Klonen kann man sich über das richtige Insert nicht sicher sein. 

Die Folge wären bei der Colony-PCR dann PCR-Produkte mit Doppelbanden, die sich 

für den RFLP-Verdau nur bedingt eignen.  

 

 Schließlich kann aus dieser Studie das Fazit gezogen werden, dass sich Histolo-

gie und SHARP-Screening gegenseitig gut ergänzen. Im klinischen Alltag könnte 

SHARP-Screening eindeutige Hinweise auf den verursachenden Erreger einer Erkran-

kung geben, wo herkömmliche Methoden, wie die Anlage von Kulturen versagen. Bei 

einem histologisch begründeten Verdacht auf eine bakterielle Infektion, ohne dass ein 

Erreger als Ursache identifiziert wurde, könnte durch das Screening der gesamten bakte-

riellen Diversität ein bestimmter Erreger ausgemacht werden. Durch die Erfassung der 

ganzen mikrobiologischen Flora ist es auch möglich, im Vergleich zum Screening mit 

speziesspezifischen Primern, neue Krankheitserreger zu entdecken und dann gezielt zu 

behandeln. Bisher haben es die bakterielle Kultivierung und phänotypische Charakteri-

sierung  längst nicht geschafft, alle humanpathogenen Keime zu identifizieren. Moderne 

und schnelle Methoden sollten bei der Erforschung neuer Infektionskrankheiten helfen 

und im klinischen Alltag Einzug halten. 
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5 Zusammenfassung 
______________________________________________________________________ 

 

 In der vorliegenden Studie haben wir mit Hilfe von SHARP-Screening, einer 

16S-rRNA-basierten Heterogenitäts- und phylogenetischen Analyse, die mikrobielle 

Diversität in entzündlichen Lymphadenitiden ohne vorherige Kenntnis der jeweiligen 

Erreger an einer Serie von 15 Lymphknoten untersucht. Die Methode wurde erstmals 

auf diese Fragestellung angewandt. Sie konnte für die Verwendung von paraffineinge-

bettetem Gewebe adaptiert werden, so dass auch Gewebeproben analysiert werden 

konnten, von denen kein Gefriermaterial zur Verfügung stand und die in Routineverfah-

ren eingebettet und nach Standardmethoden gefärbt wurden. SHARP-Screening bein-

haltet zwei komplementäre Schritte: Zuerst erfolgte die Erstellung einer Genbank aller 

bakteriellen Gene aus der gesamten extrahierten DNA des analysierten Gewebes durch 

gezielte Amplifikation des 16S-rRNA-Gens mittels universeller eubakterieller Primer. 

Als zweiter Schritt wurde nach der Transformation mittels Analyse des 

Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus die Selektion der jeweiligen unterschiedli-

chen Phylotypen der enthaltenen 16S-rRNA-Gene durchgeführt (insgesamt 400). Nach 

der Sequenzierung wurden die 16S-rRNA-Gene durch den Vergleich mit bekannten 

bakteriellen Sequenzen mit Hilfe des „Basic-Local-Alignment-Search-Tool“ (BLAST) 

identifiziert. 

 SHARP-Screening hat sich als geeignete Methode zur Analyse der gesamten, in 

einer Gewebeprobe enthaltenen bakteriellen Flora erwiesen. Dabei wurden zum Teil 

andere Erreger gefunden, als aus dem histologischen Bild vermutet wurden. So konnte 

zum Beispiel mit dem Nachweis von Gluconacetobacter sacchari, als potentieller Erre-

ger einer septischen Granulomatose, eine alternative Differentialdiagnose zur histolo-

gisch vermuteten Katzenkratzkrankheit aufgezeigt werden. Darüber hinaus konnten 

auch gleichartige histologische Bilder bei dem gleichen identifizierten Erreger beobach-

tet werden. Zum Beispiel konnten im Zusammenhang mit dem Auftreten von Ödemen, 

Nekrosen, granulomatös eitrigen Veränderungen und einer ausgeprägten Sinus-

histiozytose im Lymphknotengewebe immer wieder Comamonadaceae bzw. 

Janthinobacterium nachgewiesen werden. Oft zeigte sich nicht ein einzelner Erreger der 

Lymphadenitis, sondern ein ganzes Spektrum, wobei aus dem Vorhandensein der 16S-
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rRNA nicht auf das Vorhandensein vitaler Erreger geschlossen werden kann. Dennoch 

erlaubt die Häufigkeit der entsprechenden Klone eine semiquantitative Abschätzung der 

Bedeutung des jeweiligen Erregers. So wies SHARP-Screening auch Homologien zu 

Paracoccus yeeii nach. Eine Spezies, die mit klassischen Methoden häufig übersehen 

wird, die in Lymphknoten jedoch eine pathogene Rolle spielen kann. Im Zusammen-

hang mit dem histologischen Verdacht auf ein Malignom wurden in einigen Fällen 

Streptomyces, Roseomonas gilardii rosea und Stenotrophomonas maltophila nachge-

wiesen, die auch in der Literatur häufig bei immunsupprimierten Patienten vorkommen. 

Bei dem Verdacht auf ein Lymphgranuloma venerum wurde eine Cyanobacterium-

Spezies detektiert, die es nach Literaturangaben Chlamydia trachomatis erst möglich 

macht, den eigenen Aminosäurestoffwechsel zu betreiben. 

 Insgesamt dürften vom SHARP-Screening noch weitere tiefgreifende Erkennt-

nisse der bakteriellen Diversität und kausaler Erregerassoziationen in Erkrankungen des 

lymphatischen Systems zu erwarten sein. 
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7 Anhang 
______________________________________________________________________ 

 

Materialien: 

 Waage:   Chyo MP – 3000 / Chyo Balance Corp. 

 Zentrifuge:  biofuge pico / Haraeus / Eppendorf centrifuge 5415R 

 Geltrafo:  CONSORT, Microcomputer Electrophoresis power supply 

(300 – 340 V, 500 mA) 

 Gelelektrophoresekammer (Biorad mit Halterung) 

 Gel-Doku:  Gel Doc 2000, Bio-Rad 

 Software:  Multianalyst / Intas GDS 

 Inkubator/Rüttler: Innova
TM

 4300, incubator shaker,     

   New Brunswick scientific GmbH 

 PCR-Maschine:  T3 Thermocycler Biometra
®
, 

Eppendorf: Mastercycler personal / Mastercycler gradient 

 Thermo Scientific 0,2 ml thermo Strip: 

Cat. # AB – 0266  

0,2 ml thin-walled 8 tube and domed cap strips 

 Sequenzier-Maschine: ABI PRISM / 3130xl Genetic Analyzer 

 10 x Puffer:   Qiagen
®
 PCR Buffer, 10x,  

Mat. No.: 1005479, containing 15 mM MgCl2 

 dNTPs:  SIGMA
®
 Deoxynucleotide Set  

DNTP 100 – 1 KT, 107K6135 

0,25 ml each of 100 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP 

 Taq-Polymerase: Qiagen
® 

Taq DNA Polymerase 

Mat. No.: 1005476, 5 units/µl 

 Sequenzier-Mix S: Big Dye
®
 Terminator v. 3.1 Cycle 

Sequencing RR - 100 

 Primer: 

o 27f:  5'-GAC/GTTTGATCCTGGCTCA-3' 

Sigma Genosys, Sigma Aldrich 
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Tm = 58,8 °C, MW = 5505 

o 1492r:  5'-TACGG(C/T)TACCTTGTTACGACTT-3' 

Sigma Genosys, Sigma Aldrich 

Tm = 59,1 °C, MW = 6684 

o 27f-b:  5'-AG(A/G)GTT(C/T)GAT(C/T)(A/C)TGGCTCAG-3' 

Sigma Genosys, Sigma Aldrich 

Tm = 59,3 °C, MW = 6208 

o 1406r-b: 5'-ACGGGCGGTGTGT(A/G)C-3' 

Sigma Genosys, Sigma Aldrich 

Tm = 61,9 °C, MW = 4657 

o SP6:  5'-GATTTAGGTGACACTATAGAATAC-3' 

Sigma Genosys, Sigma Aldrich 

Tm = 52,2 °C, MW = 7400 

o SP6 long: 5'-ATTTAGGTGACACTATAGAAT-3' 

Sigma Genosys, Sigma Aldrich 

Tm = 48,6 °C, MW = 6468, 

für die Sequenzier-PCR: 

MWG-Biotech AG, 37-5015-3/3 

o T7:  5'-GAATTGTAATACGACTCACTATAG-3' 

(5'-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3') 

Sigma Genosys, Sigma Aldrich 

Tm = 53,2 °C, MW 7360, 

für die Sequenzier-PCR: 

MWG-Biotech AG, 46-4101-1/2 

 Escherichia coli-DNA (DH5α1)  

 TAE-Puffer:  50 x TAE 

o Tris:   242 g  363 g 

o Eisessig:  57,5 ml 85,65 ml 

o 0,5 M EDTA:  100 ml  150 ml 

(pH 8,0) 

+ dest. H2O  1,0 l            1,5 l 

=>  autoklavieren 
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 Ethidiumbromid-Lösung:  200 µl EtBr + 800 ml H2O 

 Gene Ruler 1kb DNA Ladder: Fermentas Genruler
TM

 

0,5 µg/µl, 50 µg, # SM 0311 

 Gene Ruler 100 bp DNA Ladder: Fermentas Genruler
TM

 

0,5 µg/µl, 50 µg, # SM 0241 

 Stopp-Puffer = 6x Loading Dye: Fermentas 6 x Loading Dye Solution 1 ml,       

# R 0611 

     oder selbst herstellen: 0,25 % Bromphenolblau  25 mg                          

0,25 % Xylencyanol   25 mg                       

25 %  ficoll (Type 400) 2,5 g         

10 ml  bidestilliertes H2O  

 Ligation: 

o 2 x Ligation Buffer:   Promega Madison, WI U.S.A. 

608 – 274 – 4330, C671A 

2 x Rapid Ligation Buffer, 200 µl 

o T4 DNA Ligase:  Promega Madison, WI U.S.A. 

608 – 274 – 4330, M180A 

T4 DNA Ligase, 100 u, 3 u/µl 

o pGEM – T Easy:  Promega Madison, WI U.S.A. 

608 – 274 – 4330, A137A 

pGEM
®
 - T Easy, 1,2 µg, 50 ng/µl  

 Eco R I:  New England Bio Labs
®
 Inc.,  

# R0101S, 20,000 U/ml, Amt: 0,5 ml,  

Schnittstelle: 

 

 HAE III:  New England Bio Labs
®
 Inc.,  

# R0108S, 10,000 U/ml, Amt: 0,3 ml 

Schnittstelle: 

 

 MSP I:   New England Bio Labs
®
 Inc.,  

5'-…G A A T T C…-3' 

3-'…C T T A A G…-5' 

5'-…G G C C…-3' 

3-'…C C G G…-5' 
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# R0106S, 20,000 U/ml, Amt: 0,25 ml 

Schnittstelle: 

 

 Enzym-Puffer 2: New England Bio Labs
®
 Inc. 

NE Buffer 2, # B7002S, 10 x concentrate, Amt: 1,5 ml 

 Eco R I Buffer: New England Bio Labs
®
 Inc. 

NE Buffer for Eco R I, # B0101S, 10 x concentrate,        

Amt:  1,5 ml 

 IPTG:    1 M 

 Cleanmix DNA Purification System:  

Cleanmix 50 extractions 

Code: TA 050 CLN 

o Cleanmix - Binding Solution:    25 ml 

o Cleanmix - High Capacity Purification Resin: 5 ml 

o Washing Solution:      50 ml 

o Cleanmix Filters:                                 50 pieces 

o TBE Conditioning Solution:    2,5 ml 

        zur DNA-Extraktion aus Paraffin zusätzlich benötigt: 

o Proteinase K (20mg/mg) 

o Proteinase K-Verdau-Puffer                                                

(150 mM NaCl, 50 mM TRIS, pH 7,5,                                            

50 mM EDTA, 1 % Triton X100) 

 QIA - prep
®
 Spin Miniprep Kit (50): 

Cat. No.: 27104 

o QIA Prep
® 

Spin Columns 50:   Mat. No.: 1018398 

o Buffer PE (ethanol added):     Mat. No.: 1015211                                                           

Wash Buffer, 6 ml concentrate 

o Buffer EB:       Mat. No.: 1014602 

Filtron Buffer, 15 ml 

o Buffer PB:      Mat. No.: 1015093    

Binding Buffer, 30 ml 

5'-…C C G G…-3' 

3-'…G G C C…-5' 
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o Puffer P2:       Mat. No.: 1014940           

Lysis buffer, 20 ml 

 QIA quick
®
 Gel Extraction Kit (250): 

Cat. No.: 28706 

o QIA quick
® 

Spin Columns 50: Mat. No.: 1018215 

o Buffer QG (orange):     Mat. No.: 1014876 

 Sulubilization buffer 250 ml with pH indicator 

o Buffer PB:      Mat. No.: 1015089 

 Binding buffer 150 ml 

o Buffer EB:      Mat. No.: 1014608 

 Elution buffer 15 ml 

o Buffer PE:      Mat. No.: 1015208 

 Wash buffer concentrate 50 ml 

 Plasmid Präp:  QIAGEN
®

 

o Buffer P1 (RNase added):    Mat. No.: 1014865    

 Resuspension buffer 280 ml 

o Buffer P2:      Mat. No.: 1014948  

 Lysis buffer 500 ml 

o Buffer P3:      Mat. No.: 1014964 

 Neutralization buffer 500 ml 

 Agar:   8g Pepton + 4g Hefe + 4g NaCl                                                    

                         + 12g Difco
TM

 Agar Granulated + 800 ml H2O 

=> autoklavieren und anschließend    

 800 µl Ampicillin, 400 µl IPDG und 1,28 ml X-Gal 

 hinzufügen und ausplattieren 

 Agarose:  peq GOLD Universal Agarose 500g, Bestell Nr.: 2073234 

peQLAB 

 LB-Medium:  4g Pepton + 2g Hefe + 2g NaCl + 400ml H2O 

   => autoklavieren 

 Sephadex:  GE Healthcare, illustra™, Sephadex™ G-50 

Fine DNA-Grade 
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Fälle: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

α-Proteobacteria Acetobacter 1 1

Paracoccus 1 1 2 6 1

Pedomicrobium 1

Sphingomonas 3 1 2

β-Proteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae 12 9 3 6 7 4 1 1

Oxalobactereaceae 3 2 4 1 1

others/uncultured 2

γ-Proteobacteria Escherichia 2

Pseudomonas 1 2

Stenotrophomonas 1 2

others/uncultured 1 1

δ-Proteobacteria others/ uncultured 1

Acidobacteria others/uncultured 2 2

Actinobacteria Corynebacterium Nocardia 2 1 1

others/uncultured 3 2 2 1 1 1 4 2

Propionibacterineae Nocardioides 4 1 1

Propionibacterium 5 13 10 2 13 6 7 3 4 1 2 6 8 8 2

Micrococcus 1 1 1 3 1 9 1 1

Streptomyces 5 6

Bacteroidetes Prevotella 1

others/uncultured 2

Chloroflexi others/uncultured 3

Cyanobacteria others/uncultured 4 2 1 1

Firmicutes Aerococcus 1

Bacillus 6 1 4 1

Clostridia Veillonella 1

others/uncultured 1 5

Lactobacillus 1

Staphylococcus 1 5 1 3 1 1

Streptococcus 2 1 1 1 2

others/uncultured 1 3 3 2

Fusobacteria Leptotrichia 1

Planctomycetes Planctomycetales 3 4 1

uncultured 3 1 14 1 1 2 3 1 1 1 4 4

Summe 363 Sequenzen 21 51 20 19 31 14 13 24 24 21 34 14 30 19

Tabelle 2: Übersicht über die in den jeweiligen Fällen nachgewiesenen bakteriellen 16S-rRNA-Phylotypen mit Identifikation des 

betreffenden Erregers und Anzahl der identifizierten identischen Erreger 

19

28
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