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1. Einleitung
1.1. Mykobakterien

Das Genus Mycobacterium ist durch eine grofle Vielfalt an Spezies représentiert. Die
Gattung bildet eine heterogene Gruppe beziiglich ihres Auftretens in klinischem Material,
der Umwelt, komplexer phenotypischen bzw. genetischer Daten und ihrer Assoziation mit
Krankheiten [Shinnick et al. 1994, Wallace et al. 1994]. Der generische Name
Mycobacterium (griech. myces = Pilz) leitet sich vom pilzartigen Wachstum auf der

Oberfldche von Flissigkulturen ab [Lehmann et al. 1896].

1.1.1. Morphologisch-chemische Eigenschaften
Die sdurefesten, obligat aeroben Stidbchen des Genus Mycobacterium sind weder

beweglich noch sporenbildend, sie haben keine Kapseln und variieren bzgl. ihrer Grosse
zwischen 0,2 — 0,6 x 1-10 pm. Im Kulturmedium zeigen die Bakterien Formen von
kokkoid bis filamentds, gekriimmt oder gerade. Die Koloniemorphologie variiert unter den
einzelnen Spezies; imponiert M. tuberculosis mit rauhen Kolonien, bei denen sich die
Bacilli zopfartig zusammenfligen, bildet M. avium complex (M. avium, M. intracellulare)
weiche transparente Kolonien und auch rauhe Koloniemuster. M. kansasii nimmt eine
Zwischenposition unter den eben genannten Beispielen ein. Die optimalen
Wachstumsbedingungen in vitro sind bzgl. der Umgebungstemperatur unterschiedlich und
variieren zwischen 28 °C und 45 °C. Die meisten Spezies wachsen jedoch bei 35-37 °C
und bei Zugabe einfacher Substrate wie Aminosduren als Stickstoffquelle und Glyzerol als
Kohlenstoffquelle zuziiglich Mineralsalzen. Eine mit 5-10% CO, angereicherte
Athmosphare fordert das Wachstum bei allen Mykobakterien [Beam et al. 1968]. M. leprae
ist als einzige Spezies auBlerhalb lebender Zellen noch nicht kultivierbar gewesen. Die
Wachstumsraten fiir Mykobakterien sind langsam und die Teilungsrate betrdgt 2 bis 20
Stunden. Deshalb sind Kolonien erst nach zwei Tagen bis acht Wochen Inkubationszeit,
abhéngig von den verschiedenen Spezies erkennbar. Hinsichtlich der Wachstums-
geschwingigkeit und der Pigmentierung sind neben den Mitgliedern von M. tuberculosis
complex (M. tuberculosis, M. bovis, M. microti und M. africanum), welche langsam
wachsend und nicht pigmentiert sind, die anderen Mykobakterien in vier Gruppen

eingeteilt worden [Runyon 1959]:



photochromogene Mykobakterien (Bildung von gelbem Pigment bei Licht)
scotochromogene Mykobakterien (Bildung von gelbem Pigment im Dunkeln)
nicht-chromogene Mykobakterien und

schnell wachsene Mykobakterien.

Diese Einteilung ist weniger von taxonomischer als von klinisch-historischer Bedeutung.

Die Mykobakterien werden aufgrund ihrer Saurefestigkeit, der Prisenz von Mykolsduren
und des hohen Gehalts an G+C in ihrer DNA als Mykobakterien klassifiziert. Diese
Kriterien gelten derzeit als minimaler Standard fir die Zuordnung einer Spezies zum
Genus Mycobacterium [Levy-Frebault et al. 1992].

Der hohe Lipidgehalt der Zellwand widersteht den blichen Anilinfirbungen.
Mykobakterien sind durch die Gramfirbmethode kaum erkennbar anfdrbbar, gelten aber
als grampostiv.

Die lipidreiche Zellwand (bis 60 % der Trockensubstanz) wird von innen nach aulen durch

drei Strukturelemente aufgebaut [Mc Neil et al. 1996]:

e Peptidoglykane , mykobakterielles Murein, welche N-glycolyl Muraminsiure, statt des
in anderen Genera vorkommende N-acetylanalogums, enthalten. Sie sind fiir Rigiditéit
und Form verantwortlich. Uber ein Disaccharid kovalent verbunden sind
Peptidoglykane mit

e Arabinogalaktan, einem komplexen Polysaccharid. Ebenfalls kovalent gebunden folgen
die

e Mykolsduren. Diese 60 - 90 C-Atome langen, gesittigten Fettsduren machen etwa die
Hilfte der Lipide aus. Sie finden sich ausser in der Zellwand von Mykobakterien nur

noch bei Nocardien und Corynebakterien

Aus dem Aufbau der Zellwand ergeben sich charakteristische Eigenschaften:

e hohe Resistenz gegen Umwelteinfliisse
(1) intrazelluldren Abbau nach Phagozytose, (ii)Austrocknung: Die Bakterien kénnen
(z.B. nach Aushusten) monatelang im Staub {iberleben. (iii) Niedrige Temperaturen.
Unter Aufbewahrung bei —70 °C bleiben Mykobakterien monatelang vermehrungsfihig.
Thermische Energie hingegen (>65°C, 30min) tétet sie sicher ab. (iv) Antibiotika

o Saurefestigkeit. Werden Mykobakterien mit Farbstoffen wie Karbolfuchsin oder

Auramin angefdrbt, geben sie diese auch nach Behandlung mit einem Siure-



Alkoholgemisch nicht wieder ab. Saurefestigkeit ist nicht spezifisch fiir Mykobakterien
und findet sich partiell auch z.B. bei Gordonia, Nocardien, Rhodococcus und
Tsukamurella. Schnell wachsende Arten kénnen weniger als 10% sédurefest sein.

e Langsame Reproduktion. Die Verdopplungszeit liegt zwischen 12 bis etwa 24 Stunden
fir die langsam wachsenen Mykobakterien [Murray 1998].

1.1.2. Epidemiologie
Tuberkulose. Ungefahr 32% (1,86 Milliarden Menschen) der Weltpopulation sind mit

M. tuberculosis  dem Krankheitserreger infiziert [Kunitz et al. 2007]. Jedes Jahr
entwickeln ca. 5-10 % dieser infizierten Personen eine aktive Tuberkulose und fast
2 Millionen von diesen werden an der Erkrankung sterben [Dye C. et al. 1999, Kunitz et al.
2007]. Wiahrend die Inzidenzraten der Tuberkulose in Westeuropa einschliellich
Deutschland seit etwa der industriellen Revolution kontinuierlich sinken [Bericht Robert
Koch Institut Berlin 2004] (ausgenommen der beiden Welkriege), ist in den USA diese
Entwicklung in den spiten 80iger Jahren eine Plateauphase libergegangen, um seit 1989
wieder anzusteigen [Bloom et al. 1992, Rieder et al. 1995, CDC 2007].
Hauptendemiegebiete sind Siidostasien und die Sub-Sahara Region, unterdessen nehmen
auch die Meldungen von Tuberkulose Fillen aus den neuen unabhingigen Staaten der
ehemaligen Sowietunion erheblich zu [Keshavjee et al. 1999, Dye et al. 1999, Kunitz et al.
2007, Loddenkemper et al. 2007].

Als Ursachen fiir den Anstieg der weltweiten Tuberkulose-Inzidenz werden u. a.
soziofkonomische Faktoren wie Armut und Obdachlosigkeit [Haddad et al. 2005], die
Zunahme von intravends injizierenden Drogenabhéngigen und die zunehmende Migration
zwischen Staaten mit hoher und niedriger Tuberkulose-Inzidenz. verantwortlich gemacht
[Bloom et al. 1992, Kunitz et al. 2007]. Als die wichtigste Ursache fiir die Zunahme der
Tuberkulose gilt jedoch die HIV-Epidemie und die resultierende Immunschwéche bei
HIV-Patienten [Dooley et al. 1992, Enarson et al. 1996, De Cock et al. 1999, Dye et al.
1999, WHO 2006]. Eine Infektion mit dem HI-Virus gilt als grofter Risikofaktor fiir M.
tuberculosis-Infizierte eine manifeste Tuberkulose zu entwickeln [Markowitz et al. 1997,
CDC 2007].

Ein besonders schwerwiegendes Problem stellt die Zunahme medikamentenresistenter

Tuberkulosestdmme dar [Cox et al. 2006, Kunitz et al. 2007, Loddenkemper et al. 2007].
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Infektionen durch Nicht-Tuberkulose Mykobakterien.

Die Nicht-Tuberkulésen Mykobakterien (NTM) bzw sog. ,,atypischen® Mykobakterien
beinhalten die mykobakteriellen Spezies, welche keine Mitglieder des M. tuberculosis
complex sind. Mit Abnahme der Inzidenz der Tuberkulose, wurde Infektionen durch NTM
zunehmend mehr Aufmerksamkeit geschenkt . Aufgrund ihrer Relevanz in der Klinik und
damit ihrer Rolle als ernstzunehmende Krankheitserreger, erhélt die Untersuchung der
NTM in Bezug auf ihre Epidemiologie, Pathogenitit, Taxonomie und Molekulargenetik
einen zunehmend wachsenden Stellenwert [Wolinsky 1979, Davidson 1981, Falkinham
1996, David et al. 2007].

Fin entscheidender Einschnitt beziiglich der Inzidenz von NTM war der Einbruch der
AIDS Epidemie. Seit ersten Berichten iiber die Erkrankung durch NTM in AIDS Patienten
1982 [Zakowski 1982], haben sowohl die Inzidenz als auch die Privalenz der
Mykobakteriosen kontinuierlich zugenommen [Pitchenik et al. 1988, O'Brian 1989,
Schonfeld et al. 1999, David et al. 2007].

Vor dem Beginn der AIDS-Epidemie dufSerte sich die NTM hauptséchlich als pulmonale
Erkrankung, als cervikale Lymphadenitis oder beschrinkte sich auf granulomatdse
Erkrankungen der Haut. Nur selten fanden sich disseminierte Verldufe. Die bedeutsamsten
pathogenen Erreger sind M. kansasii, M. avium und M. intracellulare, seltene nicht
pulmonale Infektionen durch M. scrofulaceum oder M. marinum wurden als cervikale
Lymphadenitis bei Kindern beschrieben bzw. manifestierten sich an der Haut [Zeligman et
al. 1972, Wolinski 1979, David et al. 2007].

Das Auftreten der AIDS-Epidemie hatte starke Auswirkungen auf das Bild der
»atypischen“ Mykobakteriosen [Selik et al. 1987, Young et al. 1988, Benson 1994,
Horsburgh 1996, David et al. 2007]. Das Gewicht der Erkrankung verlagerte sich auf die
disseminierte Form, wie sie hauptsichlich, im Gegensatz zu immunkompetenten, bei
immungeschwiéchten Patienten vorkommt. M. avium complex (MAC) ist die hdufigste
nicht-tuberkuldse Mykobakterienspezies, welche mit Erkrankungen beim Menschen mit
AIDS assoziiert ist [Inderlied C. B. 1993, David et al. 2007]. MAC beinhaltet zwei klar
definierte Spezies M. avium und M. intracellulare mit insgesamt 28 Seroagglutina-
tionstypen, wobei aus taxonomischer Sicht von einer dritten Spezies ausgegangen wird
[Wayne et al. 1991, Turenne et al. 2007]. Als ,,Komplex* werden hierbei zwei oder
mehrere Spezies verstanden, deren Unterschied von geringer oder keiner klinischen
Relevanz sind oder Spezies zusammengefasst, die phenotypisch nicht oder kaum

unterscheidbar sind.
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Die Haufigkeit der M. avium- und M. intarcellulare-Isolate ist unterschiedlich in AIDS-
und nicht mit AIDS erkrankten Patienten. Ungeféhr 90 % der M. avium-Isolate von AIDS-
Patienten wurden mittels DNA-Sonden als M. avium identifiziert, weiterhin wurden jedoch
ca. 40% der M. avium complex-Isolate von nicht mit AIDS erkrankten Patienten als M.
intracellulare abgegrenzt [Drake et al. 1988, Guthertz et al. 1989]. Dadurch ldsst sich der
verhéltnisméfBige Riickgang von Infektionen durch die vorher hiufiger vorkommenden
Spezies wie z. B. M. kansasii und M. intracellulare erkldren [Young et al. 1986]. Die
Inzidenz letzterer ist jedoch nicht zuriickgegangen, sondern wird nur durch die groBe
Anzahl der AIDS-assoziierten M. avium-Infektionen iiberlagert [Falkinham 1996].

Sowohl bei Patienten mit aber auch ohne AIDS werden dabei von den 28 Seroagglutina-
tionstypen vor allem die Serovare 8, 4, 1 und 9 von M. avium gefunden [Tsang et al. 1992].
M. kansasii steht an zweiter Stelle der Haufigkeit, allerdings kann die Verteilung der
verschiedenen Spezies regional sehr unterschiedlich sein [Schonfeld et al. 1996]. Es
wurden weiterhin auch viele andere Spezies fiir wichtige Infektionen durch Mykobakterien
in AIDS Patienten verantwortlich gemacht [Wayne et al. 1992]. Dariiber hinaus werden
fortwihrend neue Spezies beschrieben und mit Erkrankung am Menschen assoziiert [Butler
et al. 1993, Springer et al. 1993 und 1995, Tortoli et al. 1996, Schroder et al. 1997, Reischl
et al. 1998, Torkko et al. 2000, Roth et al. 2001, Tortoli et al. 2001, Tortoli et al. 2003].
Aufgrund der Auswirkungen der nicht-tuberkulésen Mykobakteriosen auf die Morbiditit
und Mortalitdt von AIDS-Patienten und der allgemeinen Zunahme der Erkrankung durch
NTM, wird die Erforschung von deren Epidemiologie, Taxonomie und Molekulargenetik
und die Suche nach schnellen Identifizierungsméglichkeiten zunehmend gefordert

[Falkinham 1996, Mauch et al. 1999, Katoch et al. 2003].

1.1.3. Klinische Aspekte
Mykobakterien sind weiterhin eine wichtige Ursache von Morbiditit und Mortalitit, vor

allem in L&ndern mit limitierten medizinischen Versorgungsmoglichkeiten und bei
immunsupprimierten Patienten. In Entwicklungsléndern werden nicht-tuberkuldose Myko-
bakteriosen im Gegensatz zur Tuberkulose selten gefunden. Sie sind jedoch ganz im
Gegenteil dazu in den Industrielinden hiufiger nachgewiesen. Sowohl die Inzidenz als
auch die Prévalenz der Erkrankungen durch nicht-tuberkulése Mykobakteriosen sind in
den letzten Jahren stetig angestiegen [Schonfeld 1999, Katoch et al. 2003]. Zur Zeit sind
uber 130 mykobakterielle Spezies identifiziert worden, 42 neue Spezies allein seit 1990;

davon werden 24 langsam wachsende und 8 schnell wachsende Mykobakterien mit
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Erkrankung am Menschen assoziiert [Wallace 1994, Tortoli et al. 2003, Turenne et al.
2004, DSMZ 2007]. Trotz der gro3en Zahl an mykobakteriellen Spezies, ist die Majoritéit
klinischer Isolate von nicht-tuberkulosen Mykobakterien, wie z..B M. gordonae oder
einigen schnell wachsenden Mykobakterien, nicht pathogen oder von zweifelhafter
klinischer Relevanz [De Beenhouwer et al. 1995, Falkingham 1996]. Fiir mehr als 95 %
aller Infektionen am Menschen sind nur sieben Spezies oder Gruppen verantwortlich:
M. tuberculosis, M. leprae, M. avium-intracellulare, M. kansasii, M. fortuitum, M.
chelonae und M. abscessus [Murray 1998], hinzukommen M. malmoense, M. xenopi und
etwas seltener M. marinum.
Die haufigsten Erscheinungsformen nicht-tuberkulGser Mykobakteriosen stellen Lungen-
erkrankungen, Lymphadenitiden, disseminierte Erkrankungen und Weichteilinfektionen
dar. Bei pulmonaler Manifestation sind verschiedene Gruppen voneinander abzugrenzen
[Schonfeld 1996]:
e Patienten mit vorbestehender Lungenkrankheit wie z.B. Pneumokoniose oder chro-
nischer Bronchitis u.a. [Wolinski 1992, David et al. 2007]
e systemischer Abwehrschwiche (AIDS, Diabetes mellitus, therapeutische Immun-
suppression, Kollagenosen) oder auch
e Patienten ohne erkennbare resistenzmindernde Grundkrankheit, z.B. hohes Alter
[Kennedy et al. 1994].
Dem disseminierten Befall liegt fast immer eine Immunschwéiche zugrunde, hier ist an
erster Stelle AIDS zu nennen. Als Eintrittspforte kommen hier die Lungen, der
Gastrointestinaltrakt oder die Haut oder alle drei Organe in Frage [Falkinham 1996, David
et al. 2007].

M. avium complex (MAC)
M. avium complex (MAC) verursacht bei immunkompetenten Patienten hauptsichlich
pulmonale Infektionen, welche sich klinisch &hnlich wie eine blande Form einer
Tuberkulose présentieren [Inderlied et al. 1993]. Disseminierte Erkrankungen sind bei
AIDS-Patienten progredient und durch intermittierendes Fieber, Gewichtsverlust und
Schwiche charakterisiert. Bei nicht HIV-Infizierten ist die disseminierte Form eine Raritét,
hématologische Neoplasien, angeborende Immundefekte, zytostatische Chemotherapie
oder andere immunsuppressive Therapien sind dann meist die Ursache fir die

zugrundeliegende Abwehrschwiche [Horsburgh et al. 1985]. Bei Kindern zwischen ein
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und fiinf Jahren werden granulomatése Lymphadenitiden in etwa zwei Dritteln durch

M. avium complex verursacht [Colville 1993].

M. kansasii

Die Breite der Klinik beziiglich Infektionen durch M. kamsasii gleicht denen durch
M. avium, eine hohere Inzidenz pulmonaler Manifestation findet sich in zentralen
Bereichen der USA, Lymphandenitiden und Hautprozesse durch M. kansasii sind jedoch
seltener [Wolinski 1992].

Weitere Mykobakterienspezies

Aus der photochromogenen Gruppe ist M. marinum als typischer Erreger fiir
Hautinfektionen und Osteomyelitiden bekannt [Collins et al. 1985]. Von Infektionen durch
M. simiae und M. asiaticum wurde nur in Finzelféllen berichtet [Blacklock et al. 1983,
Woods et al. 1987]. Uber die relativ neu identifizierte Spezies M. infermedium kann

klinisch noch nichts genaueres gesagt werden [Meier et al. 1993].

Als Vertreter der skotochromogenen Gruppe verursacht M. xenopi fast ausschlieBlich
pulmonale Erkrankungen [Wayne et al. 1992], M. scrofulaceum steht als Erreger von
kindlichen Lymphadenitiden hinter M. avium an zweiter Stelle [Inderlied 1993].

M. szulgai-Infektionen konnen zur Lungenerkrankung bei fast ausschlieBlich méannlichen
Patienten im mittleren Alter filhren [Maloney et al. 1987]. M. interjectum wurde z. B. von
einem Patienten mit chronischer Lymphadenitis isoliert [Springer et al. 1993]. Eine der
neueren identifizierten Spezies M. heckeshornense verursachte eine schwere bilaterale

kavernse Lungenerkrankung bei einer immunkompetenten jungen Frau [Roth et al. 2001].

Sowohl pulmonale Mykobakteriosen als auch Lymphadenitiden, welche durch die
nonphotochromogene Spezies M. malmoense ausgelost werden, werden vornehmlich aus
Grofbritannien berichtet und entwickelten sich hiufig auf dem Boden einer chronischen
Bronchitis [Jenkins et al. 1985, France et al. 1987, Research Comittee British Thoracic
Society 2003]. Infektionen durch M. haemophilum betreffen sehr hiufig Aids-Patienten
oder Organtransplantatempfénger, klinisch imponieren fast ausschlieflich disseminierte
Hautgranulome, nur selten fiihrt die Infektion zur cervikalen Lymphadenitis [Wayne et al.
1992, Strauss et al. 1994]. M. shimoidei war in einigen Berichten fiir eine pulmonale

Mykobakteriose verantwortlich gemacht worden [Riisch-Gerdes 1985, Schonfeld et al.
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1994]. Disseminierte Infektionen durch M. genavense sind von denen durch M. avium
complex klinisch nicht zu unterscheiden [Boéttger et al. 1992, Falkinham 1996]. Die eng
verwandten Spezies M. celatum und M. branderi sowie M. conspicuum gehoren zu den
neuer identifizierten nonchromogenen Spezies, deren Verbreitung und Pathogenitét noch

nicht eindeutig gekldrt sind [Brander et al. 1992, Butler et al. 1993, Springer et al. 1995].

Schnell wachsende Mykobakterien gewinnen beziiglich ihrer Pathogenitit beim Menschen
zunehmend an Bedeutung. Fiir fast alle Erkrankungen, welche durch schnell wachsende
Mykobakterien hervorgerufen werden, sind drei Spezies verantwortlich: M. fortuitum,
M. chelonae und M. abscessus [Wallace 1994]. Die Erkrankungstypen beinhalten Haut-
und Weichteilinfektionen, welche durch Verletzungen entstehen, Osteomyelitiden,
disseminierte Infektionen, chronische pulmonale Prozesse, Otitis media u.a. [Wallace et al.
1983]. Als weitere potentiell pathogene Spezies unter den schnell wachsenden
Mykobakterien ist M. smegmatis zu nennen, welche fast ausnahmslos zu posttrauma-
tischen Weichteilinfektionen fiihrt, als Raritit wurde jedoch eine Infektion mit einer

pulmonalen Manifestation beschrieben [Wallace et al. 1988, Schreiber et al. 2001].

Die kombinierte Chemotherapie der nicht-tuberkulésen Mykobakteriosen gilt wie bei der
Tuberkulose als Therapiebasis, die Behandlungsmdoglichkeiten variieren jedoch erheblich
unter den einzelnen Spezies (Tab. 2). M. kansasii ist z. B wesentlich leichter zu behandeln
als M. avium complex, schnell wachsene Mykobakterien sind sehr schwer therapierbar und
sind gegen alle Erstrangmittel resistent. Neben den klassischen Antituberkulotika stellen
zunehmend neuere Makrolide, Chinolone oder Tetracykline eine interessante Alternative

dar [Schonfeld 1996].
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Klassifikation von pathogenen Mykobakterien am Menschen
(modifiziert nach [Murray 1998])

Mikrorganismus

M.tuberculosis complex

M. tb

M. leprae

M. africanum

M. bovis

M. ulcerans
Runyon Gruppe 1

M. kansasii
M. marinum
M. simiae

M. asiaticum
M. intermedium
Runyon Gruppe I1

M. szulgai
M.scrofulaceum
M. heckeshornense
M. xenopi

M. lentiflavum

M. interjectum

Pathogenitit

obligat
obligat
obligat
obligat

photochrom.

hiufig
héufig
nicht haufig

selten
selten
scotochrom.

nicht haufig
nicht hiufig
nicht hiufig
nicht hiufig
selten
selten

Mikrorganismus

Runyon Gruppe II11

M. avium
M. intracellulare
M. genavense
M. haemophilum
M. malmoense
M. shimoidei

M. celatum

M. branderi
Runyon Gruppe IV
M. fortuitum

M. chelonae
M. abscessus

M. mucogenicum
M. peregrinum
M. smegmatis

(MAC)

Pathogenitiit

nicht chrom.

Haufig
hiufig

nicht haufig
nicht hiufig
selten
selten

selten
selten
schnell wachsend

hiufig
hiufig
haufig

nicht hdufig
selten
selten
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Tab. 2
Therapeutische Einteilung ubiquitirer Mykobakterien nach Bailey
(modifiziert nach Bailey)
Klasse 1 Klasse 2
(therapeutisch unkompliziert) (therapeutisch kompliziert)
M. kansasii M. avium complex
M. xenopi M. celatum
M.szulgai M. scrofulaceum
M. marinum M. simiae
M. fortuitum
M. chelonae
M. abscessus
M. peregrinum

1.2. Konventionelle Diagnostik von Mykobakterien

1.2.1. Mikroskopie
Da die Anziichtung von pathogenen Mykobakterien auf herkémmlichen Kulturmedien

einige Wochen dauern kann, hat die Mikroskopie zur Erlangung einer vorliufigen
Diagnosestellung und der Einschétzung des Krankheitswertes groBe Bedeutung [Grange
1996]. Die mikroskopische Untersuchung auf séurefeste Stdbchen kann vor oder nach der
dekontaminierenden Aufarbeitung erfolgen. Die Préparate werden nach der Ziehl-Neelsen-
Methode angeférbt oder bevorzugt jedoch mit der [DIN Teil 32, 1980-2007; Kent et al.
1985] Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Der einerseits teureren Methode wird von
einigen Autoren geringere Spezifitit nachgesagt, sie zeigt andererseits positive Ergebnisse
bei niedrigerer Keimzahl [Grange 1996]. Andere nicht mykobakterielle Mikroorganismen,
welche Saurefestigkeit aufweisen (z.B. Kryptosporidien und Nocardien), kénnen morpho-
logisch von Mykobakterien abgegrenzt werden, die morphologische Differenzierung
zwischen M. tuberculosis und nicht tuberkuldsen Mykobakterien hingegen ist nicht sicher
moglich [Salfinger und Kafader 1992].

Eine negative mikroskopische Untersuchung besagt nicht, dass keine Mykobakterien in
dem Material vorhanden sind, da erst ab einer Konzentration von 10** Bakterien pro ml
Untersuchungsmaterial ein séurefestes Stibchen pro Gesichtsfeld zu erkennen ist [DIN

Teil 9 und 32, 1980-2007; Hahn et al. 2005].
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1.2.2. Kultur
Die definitive Diagnose der Mykobakteriose erfolgt durch die Kultur. Obwohl die meisten

Mykobakterien auf einfachen synthetischen Kulturmedien wachsen, werden zur

Primérisolation komplexere Medien empfohlen, welche idealerweise folgende Bedingun-

gen erfiillen sollten [Kent et al. 1985; DIN Teil 3, 1980-2007]:

o Kkleinste Mengen von Mykobakterien sollte ein schnelles und komfortables Wachstum
gewihrleistet sein

e vorldufige Identifizierung anhand von Pigmentbildung und Koloniemorphologie

e Inhibition des Wachstums von Kontaminanten

e Okonomische und einfache Herstellung

e Ermoglichung zur Antibiotika-Empfindlichkeits-Testung.

Kulturmedien

Solide Kulturmedien beruhen entweder auf Ei- oder Agarbasis. Sie enthalten Malachitgriin
zur Unterdriickung von kontaminierenden Bakterien.

Néhrbéden auf Ei-Basis

Sie umfassen neben Vollei oder Eigelb Kartoffelmehl, Elektrolyte und Glycerol (z.B.
Lowenstein-Jensen-Medium). Dariiber hinaus neutralisieren Phospholipide und Proteine
Stoffe, die fiir Mykobakterien toxisch sind. Erkennbare Kulturen erscheinen im
Durchschnitt nach 18-24 Tagen.

Néhrboden auf Agarbasis

Auf den transparenten Nahrmedien kénnen Kolonien ca. nach 10 bis 12 Tagen beobachtet
werden. Noch frither gelingt der Nachweis der Bakterien auf dem Agar unter dem
Mikroskop [Welch et al. 1993, Idigoras et al. 1995]. Weiterhin sind Ndhrmedien wie die
Middlebrook 7H-Serie sehr gut fiir das Auszdhlen von Kolonie-bildenden-Einheiten (KBE)
und fiir Empfindlichkeitspriifungen geeignet.

Fliissige Medien:

Die Einfihrung von Flissigkulturmedien hat die Fahigkeit, das Wachstum von
Mykobakterien nachzuweisen, entschieden verbessert [Pfyffer et al. 1997].

Das BACTEC AFB! System ist die Weiterentwicklung der radiometrischen Detektion von
Mykobakterien [Middlebrook et al. 1977]. Das MGIT™-Fliissigmedium besteht aus
"modifiziertem Middlebrook 7H9", das Casein-Pepton und Glycerol enthélt und wird mit

! Becton Dickinson Diagnoste Instruments, Sparks, Md.
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OADC (Dextrose, Katalase, bovines Serumalbumin und Olsiure) angereichert [Becton
Dickinson 1997]. Die Fliissigkulturen-Technik erlaubt die Erkennung des Wachstums von
nicht-tuberkulésen Mykobakterien in vielen Fillen schon nach weniger als sieben Tagen.
Der durchschnittliche Zeitraum zum Nachweis positiver Kulturen von M. tuberculosis liegt
bei 9 bis 14 Tagen. Gelingt es einerseits, iiber die Flissigkultur-Methode mehr positive
Kulturen aus klinischem Material zu gewinnen als bei den festen Ndhrmedien, so gehdren
die fehlende Moglichkeit, die Koloniemorphologie zu beobachten, die héheren Kosten und
das Uberwachsen der Kultur durch Kontaminanten zu den Nachteilen des Systems [Nolte
et al. 1995]. Sowohl beim BACTEC™- als auch bei dem MGIT™-System wird die Kultur
im Anschluss an den Wachstumsnachweis mikroskopisch auf sdurefeste Stdbchen

untersucht.

1.2.3. Biochemische und chemotaxonomische Verfahren
Nachdem das Mykobakterien-Isolat zundchst auf der Basis von Wachstumskriterien einer

vorlaufigen Untergruppe zugeordnet werden kann (Wachstumsrate, Pigmentierung,
Photoreaktivitit und Temperaturbedingungen), schlieen sich in der Routinediagnostik
konventionelle biochemische Tests zur Identifizierung auf Spezies- oder Komplexniveau
an. Tabelle3 gibt eine Ubersicht iiber gebriuchliche biochemische Tests fir
unterschiedliche Mykobakterien-Gruppen. Detaillierte Beschreibungen der einzelnen
Methode finden sich in den Publikationen des Deutsches Institut fiir Normung (DIN),
Normenausschuss Medizin (NAMed) DIN 58943 [DIN Teil 32, 1980-2007] und in Public
health mycrobacteriology [Kent et al. 1985].

Vorteile der biochemischen Tests sind deren relativ kostenglinstige Anwendung, sie sind
standardisiert und gut etabliert. Andererseits filhren die Methoden nur langsam zum
gewlnschten Ergebnis (3-6 Wochen), dabei konnen nicht alle Spezies voneinander
unterschieden werden (z.B. M. avium / intracellulare ; M. xenopi | M. celatum).

Der BACTEC NAP Test wird zur Abgrenzung von M. tuberculosis complex von anderen
Mykobakterien eingesetzt. Die Chloramphenicol-Vorstufe Nitroacetylaminohydroxy-
proprionphenon (NAP) hemmt das Wachstum des M. tuberculosis-Komplex, nicht aber
von anderen Mykobakterien. Ergebnisse werden nach vier Tagen erzielt. Als Nachteil sei
hier jedoch die fehlende Differenzierung zwischen den einzelnen Spezies von
M. tuberculosis-Komplex erwéhnt.

Der BACTEC NAP Test sollte immer durch einen konventionellen biochemischen Test

oder durch die Identifizierung mittels DNA-Sonde bestétigt werden.
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Tab. 3

Biochemische Standardtests zur Identifizierung von Mykobakterien, eingeteilt in
Gruppen [modifiziert nach Nolte 1995]

Erregergruppe Biochemische Methoden

M. tuberculosis complex Niacin Akkumulation, Nitratreduktion, hitzelabiler
(68°C) Katalasetest, Pyrazinamidase

Nonphotochromogene Gruppe Nitratreduktion, Telluritreduktion, semiquantitative
und hitzelabile (68°C) Katalase, Tween 80 Hydrolyse,
Urease

Photochromogene Gruppe Nitratreduktion, Tween 80 Hydrolyse,
semiquantitative Katalase, Pyrazinamidase

Skotochromogene Gruppe Nitratreduktion, Tween 80 Hydrolyse, Urease, 5 %
NaCl Toleranz

Schnell wachsende Arylsulfatase (Wayne Methode), Nitratreduktion,

Mykobakterien Eisenoxidproduktion, NaCl Toleranz

Numerische Taxonomie

Bei diesem System werden die jeweiligen Eigenschaften der einzelnen Erreger
dokumentiert, um dann je nach Anzahl gemeinsamer Eigenschaften, die Erreger in
Gruppen zusammenfassen zu kénnen [Sneath et al. 1973]. Dabei gehdren im allgemeinen
Mykobakterien mit identischen Ergebnissen >85% derselben Spezies, <75 %
unterschiedlichen Spezies an [Wayne et al. 1986]. Allerdings werden hierbei nur
Ahnlichkeiten auf phanotypischer Ebene ermittelt, welche nicht notwendigerweise den
genetischen Verwandtheitsgrad widerspiegeln. Die Differenzierung von z. B. M. avium
und M. intracellulare auf molekulargenetischem Niveau, im Gegensatz zu fehlender
Unterscheidung der beiden Spezies in der numerischen Taxonomie verdeutlicht das

Problem [Shinnick et al. 1994].

1.24. High Performance Liquid Chromatography
Die Methode ist schnell und zur chemotaxonomischen Klassifikation von Mykobakterien

geeignet, sie benétigt auBerdem im Vergleich zu biochemischen Tests weniger
Erregermaterial. Sie basiert auf der Bestimmung des unterschiedlichen Gehalts an
Mykolsduren in Mykobakterien. Nach Aufarbeitung der Bakterien und Kopplung der
Mykolsduren mit UV-Licht absorbierenden Estern werden diese in fliissiger Phase unter

Druck tiiber eine Gelsdule geleitet. Die fraktionierten Anteile werden spektrometrisch
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gemessen, die entstandenen spezifischen Peak-Muster computergestiitzt mit einer
Mykobakterien-Bibliothek® verglichen.

Durch den technisch hohen Aufwand, eine mithsame Handhabung sowie die kostspielige
Apparatur und Software, wird die HPLC allerdings nur von einer kleinen Anzahl Labors
mit entsprechenden Kapazitéten durchgefiihrt, ihre Anwendung in der Routinediagnostik
bleibt somit dahingestellt [Nolte und Metchock 1994, Miller J. L. et al. 1997, Butler und
Guthertz 2001].

1.3. Molekulargenetische Methoden zum Nachweis von
Mykobakterien

Durch die stetige Zunahme der Inzidenz der Erkrankungen ausgeldst durch NTM — wobei
immer wieder neu beschriebene Spezies mit potentiell klinischer Relevanz auftreten — und
der daraus folgenden Notwendigkeit einer prézisen Diagnose auf Spezieslevel, wichst
auch der Bedarf an Methoden, welche zeitgemal3 schnelle und prazise Ergebnisse liefern
[Falkinham 1996]. Die Identifikation von Mykobakterien auf phénotypischer Ebene ist
zeitaufwendig, schwierig in der Diagnose einzelner eng verwandter Spezies und teilweise
wenig reproduzierbar [Springer et al. 1996]. Dariiber hinaus sind konventionelle Methoden
im Vergleich zu molekulargenetischen Verfahren kostenintensiver [Cook et al. 2002].
Folglich konzentrierte man sich in den letzten Jahren besonders auf die Entwicklung
molekulargenetischer Arbeitsverfahren, mit dem Ziel, schnellere und genauere Resultate
hinsichtlich der mykobakteriellen Diagnostik zu erbringen [Kirschner et al. 1993, Telenti
et al. 1993, Kox et al. 1995, Taylor et al. 1997, Miiller et al. 1998, Roth et al. 1998,
Sanguinetti et al. 1998, Kim et al. 1999, Kirschner et al. 2000, Turenne et al. 2001, Mijs et
al. 2002, Ruiz et al. 2002, Harmsen et al. 2003, Aragon et al. 2006].

1.3.1. Genamplifikation
Durch die Entwicklung und Einfiihrung der in-vitro Genamplifikationsmethode kdnnen nur

kleinste Mengen genetischen Materials vermehrt und damit einer weiteren Analyse
zuginglich gemacht werden. In Bezug auf den direkten Nachweis von Mykobakterien aus
klinischen Proben mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) ergibt sich ein
wesentlicher Vorteil: Nimmt der kulturelle Nachweis von Mykobakterien mehrere Wochen

in Anspruch, so liegt hier ein endgiiltiges Ergebnis innerhalb von 2-3 Tagen vor. Das

? bestehend aus 45 Mykobakterienspecies; kostenlos erhiltlich beim CDC
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Prinzip dieser Technik beruht auf der Amplifikation eines durch synthetisch hergestellte
Oligonukleotide (sog. Primer) definierten DNA-Abschnitts, welcher durch wiederholte
Denaturationszyklen, Primer-Annealing wund anschlieBende Extension durch die
hitzeresistente Tag-Polymerase in wenigen Stunden tausendfach vervielféltigt wird [Saiki
et al. 1988]. Nach Amplifikation auf gewiinschter taxonomischer Ebene (z.B. ,broad-
range®, Genus), wird das PCR-Produkt iiber nachfolgende Sequenzanalyse, Hybridisierung

oder tiber die Lange bestimmter Restriktionsfragmente identifiziert.

1.3.2. Die Sequenzierung des 16S-rDNA-Gens
Das 16S-rDNA-(RNA)-Gen ist zurzeit das am verbreitesten genutzte Gen zur Identifi-

zierung von Mykobakterien. Die direkte Sequenzierung amplifizierter DNA des 16S-
rDNA-Gens ist gut untersucht und wird als Goldstandard fiir die Identifizierung von
Mykobakterien angesehen [Bottger 1989; Boddinghaus et al. 1990; Rogall et al. 1990;
Kirschner et al. 1993; Kirschner, Meier, Bottger 1993; Torrko et al. 1998; Kirschner et al.
2000]. Die 16S rDNA Sequenz ist insofern ein attraktives Ziel fiir die genotypische
Identifikation, als sie neben hochkonservierten Bereichen, welche den molekular-
genetischen Nachweis von Mikroorganismen eher auf Ordnungs- oder Gattungsebene
erlauben, auch hypervariable Bereiche besitzt [Woese 1987]. Letztere sind besonders fiir
die Identifizierung auf Speziesebene, ebenso wie fiir die Erkennung neuer bisher
unbeschriebener Spezies, geeignet [Rogall et al. 1990, Kirschner et al. 1993, Torrko et al.
1997]. Das Verfahren der Nukleinsduresequenzanalyse beinhaltet DNA-Extration, die
Polymerasekettenreaktion vermittelte Amplifikation des 16S-rDNA-Genfragments,
Sequenzbestimmung und Datenanalyse und erlaubt, im Gegensatz zu biochemischen
Verfahren, eine Identifizierung innerhalb von 1-2 Arbeitstagen statt Wochen [Kirschner et
al. 1993, Holberg-Peterson et al. 1999, Patel et al. 2000]. Dariiber hinaus erdffnete die
Untersuchung der 16S- RNA Sequenz auch neue Blickfelder beziiglich der Phylogenie des
Genus Mycobacterium. So entspricht das Runyonsche Schema der Gruppenbildung
langsam wachsender Mykobakterien keiner natiirlichen Ordnung, vielmehr besitzt das
phénotypische Merkmal der Wachstumsgeschwindigkeit phylogenetische Qualitit [Rogall
et al. 1990, Stahl et al. 1990].

Leider ist die beschriebene Methode nicht nur mit hohen Kosten verbunden, es fehlt auch
héufig an klinischer Relevanz bzgl. vieler im Routinelabor identifizierter Spezies.

Ein weiteres Problem stellt die relativ niedrige Polymorphologie innerhalb der 16S-rDNA-

Gensequenz dar. So haben einige klinisch relevante Spezies vollig identische Sequenzen,
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andere zeigen sehr hohe Ahnlichkeit in ihren Sequenzen [Kim et al. 1999, Roth et al.
1997]. Dariiber hinaus ist eine Verbesserung der Software und ein einfacher Zugang zu
qualititskontrollierten und zuverldssigen Datenbanken fiir eine korrekte Datenanalyse

unerlésslich [Bottger 1996, Maidak et al. 1996, Turenne et al. 2001].

1.3.3. Andere Methoden anhand alternativer Zielsequenzen
Aufgrund einiger Nachteile im Hinblick auf die Methode durch Sequenzierung des 16S-

rDNA-Gens, rickt die Entwicklung einfacherer Sequenzanalyseverfahren in den
Vordergrund. Hierzu z&hlt die Hybridisierung durch Gensonden, das LineProbeAssay
und das GenoTypeAssay3 oder die Amalyse durch Restriktions Fragment Lingen
Polymorphismus.

Hybridisierung durch Gen-Sonden ist ein schnell und hdufig angewandtes Verfahren [De
Beenhouver et al. 1995, Kox et al. 1995 und 1997, Labombardi et al. 1997, Sanguinetti et
al. 1998, Alcaide et al. 2000]. Es beruht auf der spezifischen Bindung von
Nukleinsduresequenz-Finzelstringen mit gentechnologisch hergestellten und mit Biotin
markierten komplementdren DNS-Stringen. Fiir die Detektion der Mykobakterien durch
Sonden ist die 16S rDNA Sequenz als Genabschnitt gut geeignet [De Beenhouver et al.
1995, Kox et al. 1995 und 1997, Alcaide et al. 2000,]. Diese Methode deckt jedoch nur
einen relativ kleinen Bereich an mykobakteriellen Spezies ab [De Beenhouver et al. 1995,
Kox et al. 1995 und 1997] und zeigt teilweise Kreuzreaktionen unter den einzelnen Spezies
[Emler et al. 1995].

Zur molekulargenetischen Identifizierung von Mykobakterien stellt das LineProbeAssays
(LiPA) eine Alternative zu den DNA Sonden-Tests dar [Miller et al. 2000, Johansen et al.
2002, Mijs et al. 2002]. LiPAssays verwenden im Gegensatz zum AccuProbe Verfahren
nicht die 16S-rDNA-Sequenz als Genabschnitt, sondern hybridisieren anhand des
amplifizierten 16S-23S rDNA-Spacers. Das LiPA st jedoch mit einem hdheren
Arbeitsaufwand verbunden [Ruiz et al. 2002].

Die aktuellste Entwicklung bzgl. der Identifizierung durch Hybridisierung stellt das
kommerziell als Kit erhiltliche GenoType Assay® dar. Die Isolation der Spezies basiert
auch hier auf der Genamplifikation des 16S-23S-rDNA-Spacers mit anschliefender
Hybridisierung der mit Biotin markierten DNA-Amplifikate. Der Vorteil dieses Verfahrens
gegeniiber GeneProbe DNA-Sonden und LiPAssays, liegt in der Moglichkeit, einen

3 HAIN Lifescience

* Hain Diagnostika, Nehren, Germany
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grofleren Bereich an mykobakteriellen Spezies in einem einzigen Test zu identifizieren
[Richter et al. 2006]. Dariiber hinaus erméglicht die Methode die Detektion verschiedener
mykobakterieller Spezies aus einem einzigen klinischen Isolat. Es sind mittlerweile 23
(Genotype Produktreihe CM) plus 14 (Genotype Produktreihe AS) NTM durch die
Sondentechnik in Form von Strips (Genotype Produktreihe, HAIN 2007) kommerziell
erhéltlich.

Bei der Analyse durch Restriktions Fragment Lingen Polymorphismus wird ein Gen
oder ein Gensegment amplifiziert, dessen Produkt durch Endonukleasen verdaut und
schlieBlich durch Gelelektrophorese sichtbar gemacht und analysiert wird. Es sind hierzu
verschiedene genetische Ziele, wie z.B. das rpoB [Kim et al. 1999, Kim et al. 2001, Kontos
et al. 2002], dnaJ [Takewaki et al. 1993], gyrB [Kasai et al. 2000], recA [Blackwood et al.
2000], 16S-23S-rDNA Spacer [Lappayawichit et al. 1996, Roth et al. 1998] und heat-shock
proteine 65 gen (hsp65) [Steingrube et al. 1995, Swanson et al. 1996, Steingrube et al.
1997, Kim et al. 2005] untersucht worden.

Von den genannten Gensequenzen ist bis jetzt das hsp65 Gen am besten erforscht, und die
Daten wurden durch Aufnahme neuer, vor allem schnell wachsender Spezies in den letzten
Jahren verbessert (z.B. M. chelonae und M. abscesseus) [Devallois et al. 1997, Ringuet et
al. 1999, Kim et al. 2005]. Die auf dem Asp65 Gen basierende PCR-RFLP Analyse ist
allerdings auch mit einigen Schwierigkeiten verbunden. So treten teilweise neue
Bandenmuster in der Gelelektrophorese auf, welche vorher noch nicht beschrieben wurden
oder die Unterschiede zwischen den einzelnen BandgroBen sind zu gering fiir eine
zuverldssige Unterscheidung [Wilson et al. 1998, Forbes et al. 1999, Richter et al. 1999].
Zudem haben alle aktuellen molekularen Herangehensweisen, Mykobakterien zu
differenzieren einen gemeinsamen Nachteil: Die benutzten Primer sind nicht spezifisch.
Die folglich unerwiinschte Amplifikation von anderen gram-positiven Bakterien-
Kontaminanten wie Korynebakterien stellen im klinischen Bereich hiufig eine weitere

Schwierigkeit dar.

1.4. Fragestellung
Wegen der hier beschriebenen Identifizierungsproblematik durch die ungenauen
biochemischen und chemotaxonomischen Verfahren, der relativ hohen Kosten und

Aufwand der Sequenzierung des 16s-rDNA-Gens bei relativ niedriger Polymorphologie
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innerhalb der 16S-rDNA-Gensequenz, der unzureichenden Asp65 Gen basierenden PCR-
RFLP Analyse, war das Ziel dieser Arbeit, den 16S-23S Internal Transcribed Spacer auf
eine groflere Anzahl von mykobakteriellen Spezies zu untersuchen und gleichzeitig deren
Tauglichkeit fir die Entwicklung eines PCR-RFLP-basierten Identifikations-Schemas
[Lappaywichit et al. 1996, Sanguinetti et al. 1998] mit entsprechend einfacher und
kostengiinstiger Methodik zu priifen.

Wir setzten uns drei unmittelbare Ziele:

1. Die Entwicklung und Evaluation neuer Primer fiir eine genusspezifische Amplifikation.
2. Die Aufstellung eines weitestgehend zuverlassigen diagnostischen Algorithmus zur

Identifikation eines breiten Spektrums an mykobakteriellen Spezies.

3. Fir die Diagnose der PCR-RFLP-basierten Identifikation sollen maximal drei Endo-

nukleasen benutzt werden.

Es wurden 678 mykobakterielle Stimme innerhalb 48 Spezies zur Unterscheidung auf
Inter-Spezies-Ebene und Grad der Abweichung einzelner Muster auf Intraspezies-Ebene

mit einem neuen auf RFLP basierendem Ansatz untersucht.
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2. Material / Methoden

2.1. Bakterienstammsammlung

Fiir die Arbeit wurden insgesamt 811 Bakterienstimme verwendet. In Tabelle 4 ist die
umfangreich angelegte Stammsammlung aufgelistet. Es wurden 122 Spezies innerhalb 37
Gattungen untersucht, davon 286 Referenzstimme und 525 klinische Isolate. Sechs
klinische Nokardien-Isolate wurden nur bis zu ihrem Genus identifiziert. Nicht
mykobakterielle Spezies wurden hauptsdchlich aus der Gattung Aktinomyceten aus-
gewdhlt, da sie nahe Verwandte der Mykobakterien darstellen.

Die Zahl der untersuchten Mykobakterien belduft sich auf 678 Staimme (179 Referenz-
stimme und 499 klinische Isolate), davon 48 definierte Spezies und 5 M. spp. Letztere
konnten weder durch biochemischen Nachweis noch iiber bekannte 16S-rDNA-Sequenzen

zugeordnet werden [Springer et al. 1996].

Tab. 4. Referenzstimme und klinische Isolate der verwendeten Bakterien dieser Arbeit

Genus Spezies Anzahl der Referenzstimme © Anzahl der
klinischen
Stimme Isolate
Actinomadura madurae 1 DSM43067T
pelletieri 1 DSM43383T
Actinomyces israelii 3 DSM43320T, S293 1
meyeri 1 1
naeslundii 2 DSM43013T 1
neuii 1 DSMS8577T
Viscosus 2 DSMA43327T 1
Amycolatopsis orientalis 2  DSM 40040 T, 43387
Arcanobacterium haemolyticum 3 DSM 20595 T, S333 1
pyogenes 1 DSM20630T
Prevotella buccae 1 1
disiens 1 1
Bacteroides fragilis 1 DSM2I151T
Cellulomonas cellulans 1 DSM43879T
turbata 2 DSM 20577 T, S330
Clostridium glycolicum 1 1
perfringens 1 1
Corynebacterium diphtheriae 2 DSM44123T 1
Jeikeium 2 DSMT7171T 1
pseudodiphthericum 1 1
renale 1 DSM 20688 T
striatum 2 DSM20668T 1



(noch Tabelle 4)

Corynebacterium

Dermatophilus
Dietzia
Escherichia
Enterococcus
Fusobacterium

Gordonia

Haemophilus
Lactobacillus

Listeria

Mycobacterium

urealyticum
Xerosis
congolensis
maris

coli

faecalis
nucleatum
aichensis
amarae
bronchialis
hirsuta
hydrophobica
rubropertinctus
Sputi

terrae
influenzae
rhamnosus
vanovii
monocytogenes
abscessus

asiaticum
aurum

avium
bohemicum
celatum

chelonae

chlorophenolicum

conspicuum
duvalii

JSarcinogenes

Mavescens

Jfortuitum

gastri
genavense
gordonae
haemophilum
hassiacum
hodleri

interjectum
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DSM 7109 T

DSM 20743 T, 20170

DSM 44180 T
DSM 43672 T

DSM 1103, 5923, ATCC 9637

DSM 2570
DSM 20482 T
DSM 43978 T

DSM 43392 T, 43391

DSM 43247 T
DSM 44140 T
DSM 44015 T

DSM 43197 T, 10347
DSM 43896 T, 43979
DSM 43249 T, 46040, 43342, 43568, 43569

ATCC 49247
S331

S302

S303, 305, 306

DSM 44196 T, 43492, 43493, S322-324

DSM 44056, 44292, 44297
DSM 43999 T, S283

DSM 44156 T, DSM 44133 T

DSM 44277

DSM 44243 T, S274, 275

DSM 43804 T, 43217, 43276, 43483, 43484,
43487, 43488-43490, 46626, S268

DSM 43826 T
DSM 44136 T
DSM 44244 T

DSM 43637 T, M9, 15, 16, 39, 52, 57, 191, 217,
269,274,275, 281, 285, 612, 687, 785, N710,

715,725

DSM 43991 T, S318, 523-527

DSM 46621 T, 44220 T, M203, 368, 390, N723
S113, S485, 487-493

DSM 43505 T, 43506, S227-229

DSM 44160 T

DSM 44199 T
DSM 44183 T
DSM 44064 T

109

12

11

11
47



(noch Tabelle 4)

Mycobacterium

Nocardia

intermedium
intracellulare
kansasii
lentiflavum
malmoense

marinum

mucogenicum
neoaurum
nonchromogenicum
obuense
parafortuitum
peregrinum

phlei

porcinum
rhodesiae

scrofulaceum

senegalense

shimoidei
simiae
smegmatis

sp.

sp. (gastri)®

sp. (malmoense)
sp. (scrofulaceum)
sp. (xenopi)
szulgai

terrae

triplex

triviale
tuberculosis
ulcerans
vaccae

xenopi

asteroides

brasiliensis
brevicatena
carnea
corynebacterioides

Sfarcinica

27

11
10

L T

DSM 44049 T 3
DSM 43223 T, S138, 347 31
DSM 44162 T 51
DSM 44195 T, 44194, S136, 360 1
DSM44163 T, S217 9

DSM 44344 T, 43518, 43519, 43824, 44345, 5287 10

DSM 44124 T

DSM 44074 T

DSM 44164 T, S264-266

DSM 44075 T

DSM 43528 T, 43526, 43527, S528

DSM 43271 T, M418-420, S254, 486, 494-496

DSM 43239 T, 43214, 44018 2
DSM 44242 T

DSM 44223 T

DSM 43992 T, 43226, 43512, 43513, S343, 244 5

DSM 43656 T, 43658,, M266, 555, N714, 717-
718,721,728, S114

DSM 44152 T, S234 1
DSM 44165 T, S137, 140, 141, 146, 148, 149 8
DSM 43756 T, 43299

M511, 516

DSM 43221, 43507, S230-233, R230-233,
5222, 279

S245,313-314, 316, R39

S369, 504

DSM 44166 T, S97

DSM 43227 T, S280-281, 353

5139

DSM 44153 T

DSM 44156 89
ATCC 19423 T, S219 1
DSM 43292 T, 43229, 43514, S345

DSM 43995 T 58

DSM43757 T, 43003-43005, 43208, 43244, 2
43289, S308, 328, ATCC 23824

DSM 43758 T, 43009

DSM 43024 T

DSM 43397 T, 40840

DSM 20151 T

DSM 43665 T, 43666, S304, 327

— = N DN e N
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(noch Tabelle 4)

Nocardia nova 1 ATCC 33726
otitidiscaviarum 3 DSM 43242 T, 43010, 43398
pseudobrasiliensis 1 DSM44290T
seriolae 1 DSM44129T
sp. 6

Nocardioides albus 1 DSM43109T

Nocardiopsis dassonvillei 1 DSM43111T

Peptostreptococcus anaerobius 1  DSM 2949

Pseudomonas aeruginosa 1 DSM 1117

Pseudonocardia autotrophica 2 DSM535T,43082

Rhodococcus equi 2 DSM 20307 T, S307
rhodochrous 1 DSM43241T
ruber 1 DSM43338T

Rothia dentocariosa 3 DSM 43762 T, 8325, 326

Saccharomonospora  glauca 1 DSM43769T
viridis 1 DSM43017T

Saccharopolyspora rectivirgula 1 DSM43747T

Saccharothrix aerocolonigenes 1 DSM 40034 T

Skermania piniformis 1 DSM43998 T

Staphylococcus aureus 2 DSM 2569, 1104

Streptococcus pneumoniae 2  ATCC 6303

Streptomyces albus 1 DSM40313T
somaliensis 1 DSM40738°T

Thermoactinomyces vulgaris 1 DSM43016T

Tsukamurella paurometabolum 3 DSM 20162 T, 44119, S329
pulmonis 1 DSM44142°T
tyrosinosolvens 1 DSM44234°T

Turicella otitidis 1 DSM8821T

Geamt 811 525

“ ATCC, American Type Culture Collection, Rockville, Md.; DSM, Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, Germany; M and N, strain collection,
Department of Microbiology, The Medical School, University of Newcastle, Newcastle upon Tyne,
UK R, strain collection, Institut fiir Mikrobiologie und Hygiene, Universitéitsklinikum Regensburg,
Regensburg, Deutschland; S, strain collection, Institut fir Mikrobiologie und Immunologie,
Krankenhaus Zehlendorf, Berlin, Germany.

Vorldufig benannt als M. sp. auf der Basis von pheno- und genotypischen Merkmalen (im Text

genauer beschrieben)
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2.1.1. Identifikation der klinischen Isolate durch

2.1.1.1. Kultur und konventionelle Methoden

Fur die Anzucht der Mykobakterien aus klinischen Patientenproben dienten entweder
Lowenstein-Jensen-Nédhrmedien, BACTEC-12B-Kulturflaschen oder BACTEC-13A-
Kulturflaschen als Ndhrmedien.

Sowohl die Referenzstimme als auch auf Agar- oder im Fliissigmedium angewachsene
Patientenstimme wurden auf Middlebrook 7H11-Agar unter aeroben Bedingungen bei
37 °C subkultiviert. Zur vorldufigen Identifizierung der Gattung und einem Teil der
Spezies wurden die Mykobakterien mittels konventioneller biochemischer Verfahren mit

dem Ziel der Bestimmung charakteristischer phenotypischer Merkmale untersucht [Kent et

al. 1985].

2.1.1.2 Sequenzierung des 16S-rDNA-Gens sowie 165-23S Gen-Spacers
Praktisch alle Referenzstdmme und alle klinischen Isolate — mit der Ausnahme von

M. avium, M. tuberculosis, 23 M. gordonae und 14 M. xenopi Isolaten — wurden in der
variablen Region A und B des 16S rDNA Gens sequenziert [Kirschner et al. 1993,
Shinnick et al. 1994, Roth et al. 1998]. Zur besseren Verstindlichkeit wurde die fast
komplette 1.5 kbp 16S rDNA in einigen wenigen Stdmmen mit einzigartigen oder
unharmonischen RFLP Mustern (jeweils ein klinisches Isolat von. M. kansasii, M. phlei
und M. triviale und die Referenzstimme M. flavescens S526 und S318 und
M. parafortuitum DSM 43526) und solche mit ungeklérter Taxonomie (M511, $245, S279,
S369 und S504) sequenziert, dessen Methode anderswo genau beschrieben wurde
[Schroder et al. 1997]. Um die Sequenzdaten bzgl. des 16S-23S-rDNA-Spacers noch zu
erweitern, wurde eine Anzahl von Stdmmen auch innerhalb dieser Region sequenziert
[Roth et al. 1998]. Einige DSM Referenzstimme, deren Klassifikation sich anlehnend an
die RFLP-Muster als falsch erwies, wurden nach partieller Sequenzierung und der Analyse
von Fettsduren mittels Gas Chromatography und der Analyse von Mycolsduren durch
High-Performance Liquid Chromatography neu klassifiziert [Miller et al. 1997, Miiller et
al. 1998].



2.2. Material

2.2.1. Nihrmedien
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BACTEC-12B-Kulturflaschen

Middlebrook 7H12# 4402018, Becton
Dickinson Diagnostic Instruments

BACTEC-13A-Kulturflaschen

Middlebrook 7H12# 4402004, Becton
Dickinson Diagnostic Instruments

Lowenstein-Jensen-Nihrbdden

BB1™ [ gwenstein-Jensen Medium+PACT
# 4320502,

Becton Dickinson Diagnostic Instruments

Middlebrook 7H11-Agar

Bacto-Mycobacteria 7H11-Agar:

21 g TH11 Agarbasis, # Difco 0838-19-9),
5 ml Glycerin, # Merck 104094

900 ml Aqua dest.

Middlebrook OADC, # BBL431186

2.2.2. Reagenzien

Agarosegel 1,8%

9 g Nusieve, Biozym Diagnostik GmbH, Hess.
Oldendorf, Deutschland, # 50092
ad 500 ml TBE (1x), Ethidiumbromid (0,001%)

Small Agarosegel 4%

Biozym, # 50092? Oldendorf, Deutschland
ad 500ml TBE (1x), Ethidiumbromid (0,001%)

Aqua ad inject.

(Proteinase K und PCR-Reagenzien)

100 ml: Delta select,# 789105 Deutschland

Aqua ad inject.

(ibrigen Reagenzien und Puffer)

1 Liter, Delta-Pharma, # 18702K

Auftragspuffer fiir die Elektrophorese

50 mg Bromphenolblau (0,05%)
3,7g EDTA

46,7 ml Glycerol, (Merck # 4094) (50%)
ad 100 ml Aqua bidest

Bovines Serum Albumin (BSA)

Albumin, Bovine, Sigma, # A-6003

Chloroform

Merck, #2431.1000

Elektrophoresepuffer (TBE) (10x)

pH= 8.0

108 g Tris-Base (Pharmacia, # 17-1321-01)
55 g Borsdure (Pharmacia, # 80-1128-86)
40ml EDTA 0,5 M (Pharmacia, # 80-1128-85)

ad 1000 ml Aqua dest.
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Ethanol 70% 73 ml abs. Ethanol, Merck, # 818760;
ad 27 ml Aqua ad inject.

Ethidiumbromid Merck, # 11615

Glasbeads Sigma, # G4649

(in Tris-Puffer)

20-30 ml fiinfmal waschen in A. dest., anschl.
zweimal waschen mit Tris 10 mM

resuspendieren in Tris 10 mM

Leiter GibcoBRL 100bp DNA Ladder, # 15628-019
(100 bp)
Leiter Eigene Herstellung

(gebrauchs-fertig)

Fir den Einsatz im Agarosegel 5 ul pro Tasche
nehmen (0,5 pg). Ansatz:

350 ul TBE (1x, ohne EB®)

100 pl Loadingbuffer

50 ulLeiter

Loading buffer Eigene Herstellung
(LB) Bromphenolblau 50 mg (Sigma, # B-0126)
Glycerol 46,7 ml
EDTA 3.7¢g
mit NaOH alkal. (pH 8,3 pH-Meter),
dest. (Milli) ad 100 ml.
Phenol Biometra, Amresco, # 220945
pH 8 bidestilliert, gesittigt in 0,1 Volumenteil Tris

(pH 8)

Syber Green I, 1000-fach

Biozym Diagnostic GmbH

Tris 10 mM
pH 8.3

0,888 g Tris-HCL (Sigma, # T-6666)

Triton -X-100 (1%)

10 ml Triton -X-100 (100%)
ad 1000 ml Aqua ad inject.

Triton -X-100 (100%)

Sigma, # T6878

Tween 80

Merck, # 822187

Verdiinnungsmedium

0,25 mg BSA®
0,025 ml Tween 80
ad 100 ml Aqua dest.

% Ethidiumbromid

6 Bovines Serum Albumin
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2.2.3. PCR-Reaktionsansatz (Master-Mix)

dNTP's (500x) Je ein Volumenanteil:
. dATP (Amersham Biosciences, # 27-2050-01)
1 ]
00 mMje NTP dCTP (Amersham Biosciences, # 27-2060-01)
dGTP (Amersham Biosciences, # 27-2070-01)
dUTP (Amersham Biosciences, # 27-2040-01)

Master-Mix # 1,5 mM MgCl,
10 mM Tris
50 mM KCl
7€ 200 uM dNTPs
je 12 pM Primer
1 U Taq-Polymerase, Pharmacia, Freiburg, Deutschland

0,2 U UNG
Tag DNA Polymerase 5 U/ ul, Pharmacia, Freiburg, Deutschland, # 27-0799
Uracil-DNA-Glykosylase 1 U/ pl, Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe,

Deutschland, # 18054-015

(A)  Herstellung des Mastermix
Auf Eiswasser wurde in einer Sicherheitswerkbank der Mastermix vorritig hergestellt.
Dazu werden 16,580 ml Aqua dest. (Delta select) mit 2,5 PCR Puffer, 10x (15 mM MgCl,,
100 mM Tris, 500 mM KCl), 25 pl Triton X 1% und 195 pl BSA 13% [Forbes et al. 1996]
gemischt, aliquotiert (11x 1640,5 ul in 2 ml Sarstedt Rohrchen) und eingefroren. Die
dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP, dUTP) wurden zu gleichen Volumenanteilen gemischt
[Verdiinnung um den Faktor 4 (25 mM)]. Vor Gebrauch wurden die dNTP’s aufgetaut und
1:20 — durch Zugabe von 646 pl Aqua dest. (Delta select) — verdiinnt. Vor der PCR wurden
zu dem 1640,5 pl Mastermix 340 pl des verdiinnten dNTP-Gemisches (Endkonzentration:
0,2 mM) pipettiert. Letzteres wurde mit einem Tropfen Ol iiberlagert.
Zu jedem Ansatz des Mixes (46,6 pul) werden kurz vor der Amplifikation 75 ng von
jedem Primer , 1 U der Thermus Aquaticus DNA Polymerase, und 0,2 pl der UNG’
zugesetzt. Der Mix ist ca. 2-4 Wochen bei +4 °C haltbar.

7 Uracil-DNA-Glycosylase
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2.2.4. Pipetten, Spritzen und Rohrchen

Combitips (0,5ml, 1,25ml, 2,5 ml)

Eppendorf # 0030048.393/.210/.016

Lock-Safe Eppis, (1,5ml)

Eppendorf, # 0030120.086

Mastertips 480

Eppendorf, # 0030001.320

Mikro-Schraubgefifle, (1,5/2ml)

Sarstedt, # 72.692.105/72.693.105

Multikanalpipette (50-300ul)

Labsystems, # 4510030

Multipetten(0,5-10pu1, 10-100ul, 100-
1000ul)

Eppendorf, # 4910000.085/.042/.069

PCR Tubes in caps, (0,2 ml)

Robbins Scientific, # 16-01137CL

Varipette

Multipette-Eppendorf, # 4780

Zentrifugen-Ro6hrchen, (14 ml)

Falcon, Becton Dickinson, # 4-2095-5

Zentrifugen-Roéhrchen, (4 ml)

Greiner, # 115261

2.2.5. Gerite und Filme

Brutschrank Heraeus 002

Elektrophorese-Kammer Biometra Agargel Maxi

Transilluminator Vilber Courmat TF20C

Thermoblock Eppendorf Thermostat 3400
Polaroidkamera Polaroid 667

Thermocycler Perkin Elmer, GeneAmp PCR System 9600
Ultraschallbad Bandelin Sonorex RK 156

Zentrifuge Eppendorf Mikro-Kiihlzentrifuge 5402,

Heraeus Christ Minifuge

Verwendete Enzyme und deren Puffer zur Verdauung der PCR-Produkte

s. Kap. 2.5.2
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2.3. DNA-Gewinnung

DNA wurde als Substrat der PCR aus Bakterienkultursuspensionen benétigt. Die DNA der
Bakterien wurde dazu von Zellmaterial einer im Durchmesser 1-2 mm grof3en Bakterien-
kolonie einer Subkultur auf Middlebrook 7H11-Agar gewonnen.

1 ml Bakteriensuspension wurde 10 Minuten mit 10900 Umdrehungen zentrifugiert und
das daraus resulierende Pellet mit vier Tropfen DynaBeads iiberlagert. Danach wurde der
Uberstand abgesaugt und durch 10mM Tris ersetzt (Waschritt, zweimal durchgefiihrt).

Die Trismenge wurde dann bis auf 100 ul abgesaugt. Die Probe wurde jeweils einige
Sekunden im Vortexgerdt geriittelt und nachfolgend in ein Ultraschallgerdt (15 min)
eingebracht. Nach Uberschichtung mit zwei Tropfen Ol wurde der Ansatz 15 Minuten auf
95 °C erhitzt. Die extrahierte DNA konnte maximal eine Woche bei + 4 °C gelagert
werden. Falls sie bis zu diesem Zeitpunkt nicht fir die PCR verbraucht wurde, musste sie

bei —80 °C eingefroren werden.

24. Amplifikation des 16S-23S rDNA Spacers

24.1. Primer
Fiir die Amplifikation eines Teils des 16S-23S-rDNA-Spacers wurden folgende Primer

verwendet:

Spl: 5'-ACC TCC TTT CTA AGG AGC ACC-37
(AAGGA entspricht dem Beginn der Spacersequenz)
Sp2: 5-GAT GCT CGCAAC CAC TAT CCA-3’

(Positionen 210 bis 190 der M. tuberculosis Spacersequenz, EMBL accession number

L15623)

2.4.2. Polymerasekettenreaktion
Die Amplifikation wurde mit einem 50 pl Reaktionsmix durchgefiihrt: er enthilt 46,6 pl

des Mastermixes (16,580 ml Aqua dest. (Delta select), 2,5 PCR Puffer, 10x (15 mM
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MgCl,, 100 mM Tris, 500 mM KCI), 25 pl Triton X 1% und 195 pl BSA 13% sowie die
dNTP's (dATP, dCTP, dGTP, dUTP),) Jeder Mix wird mit einem Tropfen Ol iiberlagert.
Kurz vor der Amplifikation kommen 75 ng von jedem Primer , 1 U der Thermus Aquaticus
DNA Polymerase, 0,2 pl der UNG® und 5p1 DNA hinzu.

Als Positivkontrolle wurden jedesmal in einem der Ansidtze 5 pul DNA-Fliissigkeit
pipettiert.

Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz ohne DNA mitgefiihrt. Direkt aus dem Eiswasser
kommend werden die Proben einige Sekunden zentrifugiert und in den Thermocycler
PolyChain II oder GenAmp 9600 (fiir Tubestrips, kein Ol erforderlich) gestellt. Die
Thermocycler-Programmierung durchléuft folgende Schritte:

1. Initiale Denaturierung fiir 5 min bei 96 °C

2. Es folgen 38 Zyklen:

e 1 min Denaturierung bei 94 °C

60 sec Annealing bei 62 °C

60 sec Extension bei 72 °C.

Réiumliche Trennung:

In Anlehnung an die Empfehlungen der DGHM MiQ 1 wurde fiir die Durchfithrung der
PCR eine rdumliche Trennung der Arbeiten vor der Amplifikation und Arbeiten nach der
Amplifikation zur Vermeidung von Kontamination eingehalten und generell
aerosolgeschiitzte Pipettenspitzen (Biozym, 692066, 692150, 692079) verwendet [Roth et
al. 1997].

2.5. Restriktions-Fragment-Lingen-Polymorphismus

2.5.1. Verwendete Enzyme
Das RFLP Schema wurde basierend auf den kompletten 16S-23S rDNA Spacer-Sequenzen

entwickelt. Dazu wurden alle Sequenzen mit Hilfe der DNASIS Software (Hitachi) auf
Schnittstellen mit ca. 80 Restriktionsenzymen untersucht. Die gesammelten Schnittstellen
wurden tabellarisch ausgewertet. Entstandene Schnittmuster wurden experimentell
uberpriift und folgende geeignete Enzyme ausgewahit:

Hae III Sigma, Diesenhofen, Deutschland

§ Uracil-DNA-Glykosilase
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Cfol Sigma, Diesenhofen, Deutschland

Taq I Sigma, Diesenhofen, Deutschland

Msp I Sigma, Diesenhofen, Deutschland

Ddel Promega, Madison, Wis.

Avall Amersham, Braunschweig, Deutschland.
Hinf I’ Amersham, Braunschweig, Deutschland.

2.5.2. Verdauung der PCR-Produkte mittels Endonukleasen
Es wurden je 8,8 ul des PCR Produktes mit 0,2 pl (2 units) der jeweiligen Enzyme und

1 ul des dazugehdrenden Puffers (SH-Puffer, 10x, Sigma, Nr.: B 3657 / SL-Puffer, 10x,
Sigma, Nr.: B3782 / D-Puffer, 10x, Promega, Nr.: RO04A / SM Puffer, 10x, Sigma, Nr.: B
3158) versetzt. Fiir die enzymatische Verdauung wurden die Ansitze bei 37 °C fiir einen

Stunde in einen Brutschrank inkubiert. Das Enzym Taq benétigte 62 °C zur Verdauung,

2.6. Nachweis der Amplifikate durch Gelelektrophorese

2.6.1. Nachweis der PCR-Produkte
Der Nachweis der PCR Produkte wurde mittels Elektrophorese in einem Agarosegel

durchgefiihrt. Fiir die Auftrennung der PCR-Produkte wurde 1,8% Agarose verwendet. Die
Agarose wurde in der Mikrowelle in 1XxTBE Puffer vollstindig geldst und mit Ethidium-
bromid im Verhdltnis 1/1000 versetzt. Nach kurzer Abkiihlung wurde sie in der
Elektrophoresekammer gegossen. 8 ul der PCR-Produkte wurden vor dem Auftragen mit
2 pl Loading Buffer versetzt und anschlieffiend in die Geltaschen pipettiert. Als Laufpuffer
wurde 1XxTBE und als Molekulargewichtsniarker eine 100bp Leiter (GibcoBRL 100bp
DNA Ladder, 15628-019) verwendet. Die PCR-Produkte wurden im Gel ca. 30 Minuten
bei 80V (Spannungsquelle: LKB-Bromma 2197 Power Supply) aufgetrennt. Auf einem
Transilluminator wurde das Gel iiber UV-Licht der Wellenlidnge von 254 nm beurteilt und

mit einem Polaroidbild (Polaroid, 667) dokumentiert.

2.6.2. Nachweis der verdauten PCR-Produkte
Der Nachweis der verdauten PCR-Produkte bzw. der BandengréBen der verdauten PCR-

Produkte wurde mittels Elektrophorese in 4%-igem Small Agarosegel durchgefiihrt. Die
Agarose wurde in der Mikrowelle in 1XxTBE Puffer vollstindig geldst und mit

® Fiir die Restriktion durch Hinf I wurde dUTP im PCR Ansatz durch dTTP ersetzt
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Ethidiumbromid im Verhéltnis 1/500 versetzt. Nach kurzer Abkiihlung wurde sie in die
Elektrophoresekammer (Biometra Agargel Maxi) gegossen. 8 ul der verdauten PCR-
Produkte wurden vor dem Auftragen mit 2 pl Loading Buffer versetzt und anschlieend in
die Geltaschen pipettiert. Als Laufpuffer wurde 1xXTBE verwendet. Die verdauten PCR-
Produkte wurden im Gel ca. 2-3 Stunden bei 65 V (Spannungsquelle: LKB-Bromma 2197
Power Supply) aufgetrennt. Auf einem Transilluminator (Vilber Courmat TF20C) wurde
das Gel tiber UV-Licht der Wellenldnge von 254 nm dargestellt. Die Bandengrofien
wurden visuell beurteilt, zum GréBenvergleich liefen daher Kontrollen wie eine 100bp
Leiter (GibcoBRL 100bp DNA Ladder, 15628-019) und die Type strains von M. avium, M.

intracellulare und M. kansasii mit. Die Dokumentation erfolgte durch Polaroidaufhahmen.

2.7. Aufnahme von Nukleotidsequenz accession numbers

Die 16S RNA Gensequenzen der M. spp. Stamme S245 (MCRO 33; scofulaceum), S318
(M. flavescens), und S 369 (M. xenopi) wurden in der Gen-Daten-Bank unter den
Accessionnumbers AF 152559, AF 174289 , AF174290 gespeichert. Die Kulturen mit den
Nummern S245, S279, S369, S318 und S522 wurden in der Stammsammlung der
deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, Deutschland

unter den Nummern 444227, 44429, 44428, 44430 und 44431 gespeichert.
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3. Ergebnisse

3.1. Qualititskontrolle

3.1.1.  Positivkontrollen
Die Positivkontrollen konnten alle erfolgreich amplifiziert werden.

3.1.2. Negativkontrollen
Die Negativkontrollen lieferten ohne Ausnahme negative Resultate.

3.2 Spezifitit der Primer fiir den 16S-23S-rDNA Spacer

Alle in Tabelle 4 aufgefiihrten Bakterien wurden mit den Primern Spl (5"-ACC TCC TTT
CTA AGG AGC ACC-3") und Sp2 (5'-GAT GCT CGC AAC CAC TAT CCA-3 ") auf eine
mogliche Amplifikation im 16S-23S-rDNA Spacer Abschnitt getestet. Mit Ausnahme von
Gordonia terrae war kein Bakterium, welches nicht der Gattung Mycobacterium
angehorte, amplifizierbar. Alle Mykobakterien hingegen lieflen sich ohne Ausnahme
amplifizieren. Die Gr68e der Amplifikate variierte zwischen 200 Basenpaaren (bp) fiir die
Spezies M. xenopi bis zu 330 bp (M. neoaurum). M. nonchromogenicum, M. terrae, M.
triviale und alle schnell wachsenden Mykobakterien zeigten iiber 250 bp grosse

Fragmente.

3.3. Spezifitit der RFLP-Muster

Alle Amplifikate wurden zundchst mit HaelIl auf spezifische Schnittmuster getestet.
Dieses Enzym wurde fiir die erste Schnittrunde ausgewdhlt, da es — zusammen mit der
Kenntnis {iber die AmplifikatgroBen — die meisten unterschiedlichen RFLP-Muster
ergeben wiirde. Von 58 erkennbaren Haelll Mustern, waren durch ihre Einzigartigkeit 49
(84%) Muster schon bezeichnend und ausreichend fiir die Identifkation auf Speziesebene.
Die Haelll spezies-spezifischen Muster sind in Abb. 1 und 2 hervorgehoben. Die Haelll
Muster der langsam wachsenen Mykobakterien, M. JSortuitum und M. peregrinum sind in
der Abb. 3 und 4 dargestellt.

Mit Ausnahme der in Abb. 3, Spalte 3 und 4,6 und 7,13 und 16, 18 und 19, oder 24 und 25
sichtbaren minimalen Bandenunterschiede von 3 bis 9 Basenpaaren, erzeugte die

Restrikition mit Haelll hauptsichlich zwei bis drei DNA-Fragmente, deren Bandengréfen



39



40

Abb. 1
PCR Haelll Fragmente Ciol Ddel Tagl Spezies und Nr. der
Produkt [Spalte Nr. in Abb. 3] RFLP Genotyp Stamme
205 — 130,70 1017 0 e, M. xenopi (59)
212  —95,75,42 T B e, M. kansasii lll ")
— 168, 51 77— 144,75 v, M. asiaticum (3)
=113, 57,81 | [8] = 0 e M. tuberculosis (90)
137,52, 33 1117 A o M. interjectum )
— 138, 85 1217 0 e, M. intermedium (4)
—1 95, 85, 42 [6] — A A(Avall) ... M. kansasii IV (9)
- A A M. avium (111)
— 92, 85, 42 (71 — C o, M. bohemicum (2)
L0 A M. intracellulare | (19)
C e, M. scrofulaceum la (10)
217-220 — 127,93 O] -0 A M. intracellulare lla (14)
C o, M. scrofulaceum b (1N
SA M. sp. (scrofulaceum)  (5)
—{92,75,52 [B] = 0 e M. infracellulare lib )
— 85, 74, 42 [3] —[ C M. malmoense an
O M. sp. (malmoense) (2)
- 85,71,64 [2] — A — A M. kansasii lla (5)
B M. szulgai (8)
—180, 79, 63 ] 7 D e M. sp. (xenopi) 2)
—1 149, 71 T4l 7 A M. kansasii llb (10)
0(Mspl)y .. M. simiae (15)
A M. genavense (11)
225 85, 80, 42 [4 — 0 A M. lentiflavum (5)
o A M. triplex 2)
231 —146, 85 [13] ™ A e M. gastri (5)
237 —152, 85 [16] =™ A e M. kansasii VI (4)
230 —151,79 (151 7 B e M. shimoidei (3)
211 ~—|Norestriction|[18] = 0 ...occorvirieeeeeeee e M. gordonae (48)
220 No restriction [19] 0 — A M. kansasii | (23)
o —[ 0 e M. marinumiulcerans  (16/3)
A A(Hinft) ... M. kansasii VIM. leprae (1/0)
224 —1Norestriction|[20] — A E o M. celatum (15)
231 —iNorestriction|{[21] = B oo M. sp. (gastri) (10)
234-237 — No restriction [22] — 0 —~—{ Do, M. conspicuum (1)
A i, M. haemophilum (3)
305 — No restriction 212,86 e, M. triviale | 1)
180,80,40 .covvrveeee M. triviale 1l O

310 —1175, 90, 48 |[25] —[ 236, 40, 30 — 180,127 .. M. nonchromogenicum | (3)
236, 70 — 180,127 .. M. nonchromogenicum Il (1)

318 —97,80,44 |[23]— I O M. terrae | )]
314 — 170, 94, 50 |[24] 244,70 — 254,60 .... M. terraell (2)
I [ M. terrae lli (5)

190,60,55 — 0 ... M. terrae IV )



41

Abb. 1. Algorithmus der RFLP Muster von 28 langsam wachsenen mykobakteriellen Spezies und 4
Mycobacterium sp. mit unklarem taxonomischen Status aus PCR-amplifizierten 16S-23S rDNA
Spacer Sequenzen (547 Stimme). PCR Produkte und Restriktionsfragmente sind in
MolekulargréBen in Basepaaren aufgefiihrt. Haelll spezies-spezifische Muster sind durch
Umrahmung in Késtchen hervorgehoben. Cfol Muster A-D: A 126-144, 91-96 (Verdauungs-
grofenunterschiede in Abhingigkeit von der GroBe des PCR-Produkts); B 129-1146,83; C
126,63,30; D 160,62; Ddel Muster A-E: A 120, 90; B 120, 80; C 120, 70; D 120, 100; E 214; Taql
Muster A: 155, 70; 0: keine Restriktion. Die Wildtypen wurden zum Genotyp I zugeordnet, wenn
mehr als ein Muster in einer Spezies vorkam. Genotypen Ia und Ib oder Ila und IIb deuten auf
groBe genetische Ahnlichkeit innerhalb eines Typen, gleichzeitig kommen jedoch auch neue RFLP
Genotypen durch Verlust oder Erwerb einer Haelll Schnittstelle zustande, was wiederum durch die
allelische Mikroheterogenitit zu erkldren ist. M. leprae und M. kansasii III RELP Muster wurden
aus der Nukleotid Sequenz Annahme-Nr.: X56657 (EMBL) erschlossen und die M. kansasii
Genotyp III Muster aus der Nukleotid Sequenz Annahme —Nr. Sequenz in der Publikation von
Alcaide et al. [Alcaide et al. 1997]. Fiir eine detaillierte Beschreibung der Avall, Hinfl, und Mspl
Muster von M. sp. siehe Text.
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Abb. 2
PCR Haelll Fragmente Cfol Taqgl Spezies und Nr. der
Produkt [Spalten Nr. in Abb. 4] RFLP Genotyp Stamme
2286, 31 M. abscessus (9)
257 — No restriction — No No restriction M. chelonae | (3)
restriction [~ 136, 121 M. chelonae |l (10)
121,104,31 M. chelonae | )
279, 257 —170, 148, 109 [B] — 257,200,799 ..coovvvven. M. fortuitum | (2)
280 —172, 108 [5] No restriction .................... M. fortuitum (4)
280, 200,80 ....ccoeevne M. fortuitum 11l 0]
298, 257 —148, 109, 80 [2] — 257,165,133 ....c.cccovn. M. fortuitum |V )
257 ~ 148, 109 [1] “[ No restriction .................... M. fortuitum V (6)
174,72 e, M. senegalense (10)
298, 280 —170, 110, 78 [4] — 199,165, 133,81 ............ M. fortuitum V| (2)
300, 281 —191, 172, 109 [6] 205, 167, 133,76 ............ M. fortuitum Vil )
281,167,133 ..o M. fortuitum VIl (2)
282 —1110, 86, 49, 33 [77 — Norestriction .................... M. fortuitum IX (1)
296 —1108, 80 (8] — 155,141 . M. fortuitum X 6)
305, 270 —/1173, 115, 97 [9] — 305,189,81 ..o, M. peregrinum | 11
275 —1175, 100 [10]— 191,84 .., M. peregrinum (5)
288 —173, 115 [11]— 204,84 ... M. peregrinum Il (1)
276 —1160, 86 — 194,71, e, M. smegmatis (2)
305 ~—1103, 85 ~ No restriction .................... M. flavescens | )
300 —[ 203, 97 — No restriction .................... M. flavescens |l (4)
192, 109, 97, 91 T 297,210,70 e M. flavescens I 2)
285 —1187, 91 — 181,107 M. hassiacum (1)
290 —1130, 110, 50 ~ No restriction .......c........... M. sp. (M511, M516)(2)
295 ~ No restriction — 214,70 M. duvalii N
297 —1208, 89 195,102 M. chiorophenolicum(1)
300 T90, 110 168, 132 —[ (Avall) ........ M. porcinum (1)
.................... M. farcinogenes (20)
305 _I: 125, 90, 60, 30 ~— Norestriction .................... M. obuense (M
189, 107 221,63 . M. phiei | (4)
221,85 M. phiei ll )
315 121, 115, 47, 35 ~— No restriction ................... M. rhodesiae M
308 —1179, 46, 50, 33 — Norestriction ................... M. vaccae (4)
310 ‘[ 115, 50, 30 — No restriction .................... M. parafortuitum | (1)
115, 90, 45, 30 ~ No restriction ................... M. parafortuitum Il (3)
320 —1230, 90 — No restriction .................... M. hodleri 1)
330 —205, 130, 125, 60 ~— 240, 230, 100 ......ccoenn...... M. mucogenicum (1)
330, 310 =110, 105, 90, 50, 45 —= 310, 210, 130 .ccveeen. M. neoaurum )
330, 320 —125, 110, 105, 80 — Norestriction.................... M. aurum (2)

Abb. 2. Algorithmus der RFLP Muster von 21 schnell wachsenen Mykobakterien und einem
Schnellwachser (M. sp.) mit unklarer Taxonomie aus PCR-amplifizierten 16S-23S rDNA Spacer

Sequenzen. Details werden in der Erliuterung zu Abb. 1 gegeben.
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leicht durch die Inspektion mit dem bloBen Auge des Gels beurteilt werden konnten. Da
keine Primer-Dimer'® Formationen festgestellt wurden, konnten auch kleine Fragmente
(bis 30 bp) fiir die Klassifikation der RFLP-Muster genutzt werden. Die ibriggebliebenen
neun Haelll Muster, welche keine endgiiltige Bestimmung der Spezies ergaben,
bendtigten eine weitere Analyse mit zusitzlichen Endonukleasen.

Daher wurde bei allen Testorganismen eine Digestion mit Cfol durchgefiihrt. Obwohl die
Cfol Muster fir die definitive Identifikation der meisten Spezies nicht mehr bendtigt
wurden — vor allem nicht fiir die schnell wachsenden Mykobakterien —, ist als praktische
Routine die umgehende gleichzeitige Restriktion durch beide Enzyme empfehlenswert, da
die Verlésslichkeit der Ergebnisse durch ein Enzym zunimmt, wenn es durch eine zweite,
durch Endonukleasen durchgefiihrte Analyse bestitigt wird. Dementsprechend sind alle
Speziesmuster, welche durch die Verdauung durch HaelII und Cfol entstanden sind, in
Abbildung 1 und 2 dargestellt. Aus dem erstellten Algorithmus fiir langsam wachsende
Mykobakterien (Abb. 1) wird ersichtlich, dass eine prizise Schétzung der Fragmente nach
Restriktion mit Cfol im Allgemeinen nicht notwendig ist. Das besondere Charakteristikum
fur dieses Enzym beschrénkte sich eher auf die Frage, ob ein Amplifikat geschnitten wurde
oder nicht.

Einige Spezies wie M. avium, M. chelonae, M .kansasii und M. simiae bendtigten aufgrund
ihrer hohen Sequenzsimilaritit mit ihren engsten Verwandten eine weitere Analyse durch
Ddel, Taql oder Avall fir ihre genaue Identifikation. Dieses wird auf Abb. 1,2 und 3
veranschaulicht. Vier dieser Cluster (Abb. 3, Spalten 2,7,9 und 22) wurden allein durch das
Enzym Ddel aufgelost. Weitere drei wurden durch Tagq I differenziert (Abb. 3, Spalten 3
und 19), wobei Tagl nicht zur Unterscheidung von M. genavense, M. lentiflavum und M.
triplex beitrug. Wenn es notig ist, konnen diese drei Spezies, welche eine sehr hohe
Spacer-Sequenzsimilaritit von 95 % haben, durch die Verdauung mit Mspl getrennt
werden: M. simiae und M. lentiflavum Spezies wurden einmal geschnitten (139 und 86bp)
und M. genavense und M. triplex wurden zweimal geschnitten (114, 86 und 25; und 86,79
und 60bp). Die Endonukleasen Aval und HinfI konnten in Ausnahmefillen hilfreich sein,
vor allem fiir weitere wissenschaftliche Fragestellungen sowie fiir die Archivierung von
Referenzstdimmen. Fiir die Beurteilung von M. kansasii im Vergleich zu M. leprae kann

HinfT, fir die Unterscheidung von M. porcinum und M. Jarcinogenes Aval eingesetzt

1% Primer-Dimer sind das Produkt von nicht spezifischen Annealing- und Elogationsprozessen, welche sobald und vor
allem aufireten kénnen, wenn sie bei Raumtemperatur zusammengemischt werden.

Roche Molecular Biochemicals Technical Note No. LC 1/99
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werden. Ein Isolat dieses speziefischen M. kansasii Genotyps und der M. porcinum type
strains wurden getestet: M. kansasii wurde in die Fragmente von 116bp und 105bp geteilt,
M. porcinum in Fragmente der GroBe von 215bp und 85bp geschnitten. Weder
M. farcinogenes, noch M. leprae Stimme wurden geschnitten. Diese Ergebisse korrelieren
mit denen der Datenbanksequenzen. SchlieBlich ist noch das Enzym Aval in Abb. 1 zu
finden: Fiir M. avium, M. kansasii IV und M. bohemicum steht aufgrund deren hoher
Ahnlichkeit in ihren Haelll Mustern, 4val fur den optionellen Gebrauch zur Verfligung.
M. avium wurde durch Aval verdaut (144und 75bp), M. kansasii IV und M. bohemicum
nicht. M. marinum und M. ulcerans besitzen identische Spacer Sequenz [Alcaide et al.

1997, Roth et al. 1998] und konnten daher nicht mit dieser Methode differenziert werden.

34, Reklassifizierung von vier Referenzstimmen

Mittels der RFLP-Methode des 16S-23S-Spacer-Amplifikats wurden vier Referenzstdmme,
welche félschlicherweise als M. fortuitum (DSM 43276 und 46626), Nocardia farcinica
(DSM 43231), und M. thermoresistibile (DSM 43644) registriert waren, als M. chelonae
(urspriinglich DSM 43276 und 46626), M. senegalense (urspriinglich DSM 43231) und
M. phlei diagnostiziert. Die particlle 16S-rDNA-Sequenzierung und die Analyse von Fett-
und Mycolsduren ergaben eine véllige Ubereinstimmung mit diesen Erkenntnissen.
Darauthin wurden diese Stimme neu klassifiziert (die Namen in Tabelle 4 sind solche nach

der Reklassifizierung).

3.5. Taxonomisch unklare Stimme

3.5.1.  Schnell wachsende Mykobakterien
Zwei schnell wachsene Stdmme, welche als M. sp. (Referenzstimme M511 und M5 16)

bezeichnet wurden, hatten im Vergleich zu anderen schnell wachsenden Mykobakterien im
16S-23S-Spacer einzigartige Muster. Daten zur Bestimmung des exakten Phenotyps lagen
nicht vor, die komplette 165-rDNA-Sequenzanalyse  enthiillte jedoch  drei
Austauschtripletts im Vergleich zu M. smegmatis: ACA -> ATA, TAG> TGG und
TTA-> TGA in den Positionen 137,162 und 1075 der Referenzsequenz (EMBL X52922).

Dies kénnte auf eine neue Spezies hinweisen.
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Langsam wachsende Mykobakterien

Es wurden vier Gruppen, welche langsam wachsende Stimme mit unklarem taxo-

nomischem Status umfassen, gebildet und vorldufig als M. sp. benannt (s. Tabelle 4, die

Namen der am néchsten verwandten Spezies sind provisorisch in Klammern gesetzt).

Obwohl diese Nomenklatur keine bestimmte taxonomische Stellung aufweist, deuten

phenotypische und genotypische Daten zusammen mit dem im Folgenden ausfiihrlich

beschriebenen Ergebnis eines einzigartigen Spacer-RFLP-Musters auf eine Separation

dieser Gruppen von etablierten Spezies:

@

Mycobacterium sp. (gastri). Zehn Referenzstimme, welche urspriinglich entweder
als M. kansasii oder M. gastri eingeordnet wurden, vereinigten sich in einem RFLP
Genotyp (Abb. 3, Spalte 21). Ausser den Stimmen S230 bis S233, welche vorher
als M. gastri Spacer Genotyp Mga B charakterisiert worden sind [Roth et al.,
1998], wurden alle anderen dieser Stimme in der Spacer Region sequenziert.
Daraus ergab sich, dass die vier M. kansasii Stimme und zwei M. gastri Stdimme
(DSM 43221 und 43507) zum Spacer M. kansasii Genotyp IV zuzuschreiben sind
[Alcaide et al., 1997], (die Tabelle 5 zeigt Ergebnisse dieser Arbeit zusammen
mit schon verfiigbaren Daten). Aufgrund der 1-Nukleotid Substitution in der
Position 223 (ACT-> AAT), haben die Spacer Genotyp Sequenzen IV und Mga B
einen Ahnlichkeitswert von 99,9%, die Sequenzen Mga B und Mga A (M. gastri
Urstamm Sequenz) zeigen einen Ahnlichkeitswert von 98% (4-Nukleotid
Unterschiede). Eine vorsichtige, neue Einschitzung der biochemischen Tests haben
gezeigt, dass diese Stdmme nicht in der Lage waren Tween 80 zu hydrolysieren
(beide M. gastri und M. kansasii hydrolysieren jedoch Tween 80), wéhrend
eindeutig positive Tests fiir M. kansasii (Nitratreduktion, Katalase und
Photochromogenitit) nur schwach positive Tween Hydrolyse Ergebnisse zeigten.
Folglich wurden diese Stdmme als unbestimmt oder neu in der Taxonomie nahe der
Spezies M. gastri vermutet, wie auch durch ihre 16S-23S tDNA Sequenz bewiesen
wurde [Alcaide et al. 1997, Roth et al. 1998]. Im Gegensatz dazu hydrolysierten
alle M. kansasii Stimme Tween 80 und ihre Spacer Sequenzen zeigen ausreichende
Diversitét, um als drei typische Untergruppen aufzutauchen (Dendogramm nicht
gezeigt): Sequenzgenotypen (Sequevare) I zusammen mit 11, und III zusammen mit
Mka B und Mka C als seperate Gruppe, wihrend Typ V den hochsten Grad an
Ahnlichkeit mit M. kansasii Typ IV zeigt (90%). Die Auflésung der 16S-rDNA-
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Haelll PCR-RFLP Muster der langsam wachsenden Mykobakterien
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Abb. 3.
Gelelektrophorese und Haelll RFLP Muster der langsam wachsenden Mykobakterien der PCR-

amplifizierten 168-23S rDNA Spacersequenzen (das obere Feld zeigt die PCR Produkte ohne
Restriktion). Die molekularen BandengréBen sind in Abb. 1 angezeigt. Die Muster sind in der
Reihenfolge nach zunchmender GréBe des groBten Fragments angelegt. M, molekularer

GroBenmarker (100 bp Leiter). MAIS, M. avium-intracellulare-scrofulaceum.
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Haelll PCR-RFLP-Muster von M. fortuitum und M. peregrinum

M 1 2 3 4 5 6 78 910 11 12 W

200 bp -

200 bp -

Abb. 4.
Gelelektrophorese und Haelll RFLP Muster von M. fortuitum (Spalten 1-8) und M. peregrinum

(Spalten 9-11) der PCR-amplifizierten 16S-23S rDNA Spacersequenzen (das obere Feld zeigt die
PCR Produkte ohne Restriktion). Die Muster sind in der Erlduterung zu Abb. 2 beschrieben.
M: molekularer Bandenmarker (100-bp Leiter)
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Sequenzen innerhalb dieser Einheiten war gering (Tabelle 5). Es wurden kleine
Varianten in der variablen Region B gefunden und folglich bestitigt, wie auch von
Richter et al. beschrieben [Richter et al. 1999]. Die ,full-lentgh 16S-rDNA
Sequenzierung™ eines bestimmten Stammes, dessen AccuProbe Ergebnis negativ
war (Stamm S522 mit dem Spacer Typ Mka C), machte es unwahrscheinlich, es
hier mit einer unbekannten, neuen Spezies zu tun zu haben, da er vollige Gleichheit
mit der M. kansasii Urtyp Sequenz stromabwirts der variablen Region B zeigt (s.
Tabelle 5).

Mycobacterium sp. (malmoense). Zwei klinische skotochromogene Isolate, welche
phénotypisch M. malmoense gleichen, zeigten eine 16S-rDNA Sequenz mit neun
Substitutionen im Vergleich zu der von M. malmoense: CCC CGA->CCA CTT,
GGG>GTG, ACG>ATG, TGG>TAG, CCT TGT=>CCCCGT und TCG>TTG
in den Positionen 141, 159, 220, 601, 1062 und 1403 der Referenz Sequenz (EMBL
X52930). Diese Stémme kénnten Subspezies von M. malmoense reprasentieren und
interessanterweise tauchten sie als unverkennbare RFLP Genotypen nahe derer von
M. malmoense auf.

M. sp. (scrofulaceum). Fiinf klinische Isolate zeigten, phinotypisch eng verwandt
mit M. scrofulaceum (einziger physiologischer Unterschied war das mangelnde
Wachstum bei 25 °C), einen RFLP Genotyp der M. scrofulaceum sehr dhnlich war
aber unterscheidbar (s. Abb. 5). In passender Korrelation hierzu, besa3en diese eine
charakteristische 16S rDNA Sequenz. Diese Sequenz war identisch mit der MCRO
33 Sequenz, welche zuvor publiziert wurde [Springer et al. 1996] und typischer-
weise die gleiche Identitét mit M. scrofulaceum in der variablen Region A und die
gleiche Identitdt mit M. simiae in Region B aufweist (Deletion von 12 Nukleo-
tiden).

M. sp. (xenopi). Zwei Stimme, S369 und S504, die aus Sputum von Pneumonie-
Patienten isoliert wurden, zeigten identische komplette 16S rDNA Sequenzen, mit
hochster Ahnlichkeit zu der des M. xenopi Urtyps (97%). Die fehlende
Arylsulfatase-Aktivitdt (2 Wochen) und negative Nikotinamidase und Pyrazin-
amidase waren die Griinde der Unstimmigkeiten mit M. xenopi. Die RFLP
Ergebnisse waren ein wenig anders als die von M. xenopi und stellten ein eigenes

Haelll Muster dar (s. Abb. 3)
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3.6. Intraspezies Stabilitit von Spacersequenzen

Intraspezies Spacer Sequenz Polymorphismus scheint héufiger bei schnell wachsenden
Mykobakterien als bei langsam wachsenden Mykobakterien vorzukommen. Tatsichlich
besitzen viele der schnell wachsenden Mykobakterien, von denen viele Stimme innerhalb
einer Spezies untersucht wurden, mehr als ein RFLP Muster. Wie schon von der bekannten
Variabilitat in der 16S rDNA zu erwarten, war M. fortuitum mit einer erheblichen
Variabilitit assoziiert, welche zu acht verschiedenen Haelll Mustern fiihrte (Abb. 1). Alle
teilten die 108-110 bp Bande und manche von ihnen wiesen aufgrund ihrer Interoperon
Variabilitit typische PCR Produkte mit zwei unterschiedlichen GroBen auf Diese
Merkmale zusammen mit den Cfo I Ergebnissen, lieferten die korrekten Ergebnisse in allen
Fallen. M. fortuitum subsp. Acetamidolyticum (DSM 44220) wurde zum RFLP Genotyp II
zugeteilt, und ein Stamm mit einer 16S Signatur von M. fortuitum biovariant 3 wurde zum
RFLP Genotyp VII zugewiesen.

Das Auftreten von RFLP Genotypen, die anders als die Genotypen des Urtyps von M.
Sflavescens und M. parafortuitum Referenzstimmen sind (Abb. 2), wurde mit dem bis jetzt
unbekannten Sequenz-Polymorphismus des 16s RNA Gens assoziiert. M. flavescens 11
(5526) und III (S318) hatten identische 16S Sequenzen, aber unterschieden sich mit 23
Nukleotiden von der Urtypsequenz, welches die Frage zur »opezies-Integritit” dieser
Referenzstdmme aufwirft. M. parafortuitum RFLP Genotyp II (DSM 43526) zeigte sechs
Basen Substitutionen im Vergleich zur Typestrain (Urtyp) 16S rDNA Sequenz: flinf
Unterschiede in der ,,Signatur Sequenz der variablen Region A (AAT AGG ATC GGC
TTC ATG GTC) und ein ,, mismatch® (GAA->GGA) in der Position 882 der
Referenzsequenz (EMBL X93183). ,,Full-length“ 16S rDNA Sequenzen von M. phlei und
M. triviale RFLP Genotypen II (jeweils ein Stamm) zeigte vollig gleiche Identitit von
100% mit den jeweiligen Typestrain Sequenzen.

Von den langsam wachsenden Mykobakterien wurden nur M. kansasii, der M. terrae
Komplex und, zu einem geringeren Grade, M. intracellulare und M. scrofulaceum durch
eine genetische Heterogenitit charakterisiert, welche zu mehr als einem RFLP Muster
innerhalb einer Spezies filihrten. Fiir viele langsam wachsende Spezies, wie z.B. M.-avium
complex, M. simiae, M. gordonae (letzter gefithrt bei EMBL accession numbers 142258
bis 42261) und M. xenopi wurden Intraspezies-Sequenz-Variationen beschrieben

[Frothingham et al. 1993, Roth et al. 1998]. Davon abgesehen hatten die allelischen



50

Heterogenititen keine nachteilige Auswirkung auf den klar arrangierten RFLP
Algorithmus. Trotzdem wurde eine bestimmte Auswahl von Stimmen sequenziert, um das
Aufireten von Sequenzdiversititen besser einschitzen zu kénnen. Wir suchten Spezies aus,
bei denen eine Diversitit aufgrund Sequenzvariationen in der 16S rDNA und auch im hsp
65 Gen erwartet werden konnte. Die Ergebnisse sind zusammen mit publizierten
Sequenzen in Abb. 5 gruppiert aufgefiihrt. Die Reproduktivitit und folglich der Grad
der Stabilitdt der Spacer Sequenzen wurde bestitigt, da diese Sequenzen vollige
Ubereinstimmung mit publizierten Daten ergaben [Frothingham et al. 1993, Frothingham
et al. 1994]; auch wenn einige neue Sequevare gefunden wurden (MAC J-L und Mgo E
und F in Abb. 5). Von 81 untersuchten M. avium Stimmen fielen 44 auf die Mav A und 37
auf die Mav B Sequevare. Die Spacer Sequenzen von sechs M. celatum-Isolaten waren alle
identisch. Die Positionen der Restriktionsstellen, welche spezies-spezifische oder
subspezifische RFLP Genotypen erzeugen, befinden sich in den konservativen Stamm-loop
Regionen. Im Falle M. intracellulare zum Beispiel erhalten diese bestimmte
Sequenzmotive, welche in subspezifischen Gruppen — verwandt mit entweder Min oder
Mac Sequevaren —, gefunden wurden und der Reihe nach zu Formationen von zwei RFLP-
Genotypen fiihrten. Diese Cluster enthalten eine gréBere Zahl an Sequevaren, welche
durch eine hohe Rate an Substitutionen in den variablen Regionen gekennziechnet ist, wie
zum Beispiel bei Antiterminationselementen (Position 130-160) oder innerhalb der Helices
2,5 und 6 (Abb.5). Die letzten zwei liegen auBerhalb des 16S-23S Spacerteils, welches
durch die Primer Sp1 und Sp2 amplifiziert wurden. Eine einzige sporadische Mutation mit
der Erzeugung einer neuen Restriktionsstelle innerhalb der Helix 2 wurde nur einmal
beobachtet (Mac K mit RFLP Genotyp M. intracellulare 1Ib [Abb. 5]). Obwohl das
Auftreten von Substitutionen in der Stammregion selten erwartet wird, haben wir
Substitutionen bei der Transition von Helix 3 zu der Stammsequenz gefunden (Position 76
[Abb. 5]). So wurden M. kansasii und M. scrofulaceum in zwei RFLP Genotypen
aufgesplittet, welche demselben Mutationsereignis zuzuschreiben sind.

Schlieflich stellt die grofie Zahl der Stimme, welche innerhalb einer Spezies studiert
wurden mit Assoziation zu nur einem RFLP Muster — trotz Sequenz Heterogenititen —, wie

2.B. bei M. gordonae oder M. xenopi, einen festen Beweis dar, dass der Grad der Stabilitit

der RFLP Muster sehr hoch ist.
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Abb. 5. Sequenzstabilitdit und Mikroheterogenitit der 16S-23S rDNA Spacer Sequenzen in
konservativen und variablen Regionen mit Relevanz fiir die Spaltungstétigkeit von Haelll (GGCC)
und Cfo I (GCGC). Sequenzen, welche in dieser Arbeit nicht gefunden wurden, jedoch anderswo
publiziert wurden, sind enthalten [Good et al. 1985, Frothingham et al. 1993, De Smet et al. 1995].
Die jeweiligen Sequevar Bezeichnungen sind in eckigen Klammern aufgefiihrt und die Anzahl der
Stémme mit runden Klammern versehen. Sequevare, welche zusammen auf einer Zeile stehen
zeigen Basen Substitutionen. Diese sind in anderen Regionen des Spacers lokalisiert und hier nicht
abgebildet. Von Mav A bis E und Min A bis C wurden nur Mav A oder B und Min A gefunden.

Innerhalb sieben untersuchten M. gordonae Isolaten wurde kein Mgo B Sequevar gefunden.
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3.7. Abgrenzung der Spezies Gordona terrae von Mykobakterien
durch die Endonuklease Hae III

Mit Ausnahme von Gordona terrae, wurde kein weiteres Bakterium auBerhalb der Gattung
Mykobakterien durch die ausgewdhlten Primer amplifiziert. G. ferrae zeigt jedoch ein
eigenes, spezifisches Hae III Muster. Da Hae 111 als erstes Enzym fiir die Durchfithrung
des RFLP ausgewdhlt wurde, konnte man G. terrae sofort nach der Amplifikation im
ersten Restriktionsschnitt sicher identifizieren. Von den fiinf G. terrae Stimmen zeigten
drei ein PCR-Produkt von 315-bp und zwei eines von 330-bp. Das Haelll Muster der
ersten drei ergab Schnittstellen bei 200, 170 und 130bp, der weiteren zwel, Schnittstellen
bei 185und 160bp.



54

4, Diskussion

4.1. Notwendigkeit einer breiten Auswahl von Isolaten fiir die
Realibilitéit von Primern und des Algorithmus

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer neuen molekularen Methode zur
Identifizierung von Mykobakterien, die einerseits in der Lage ist, alle Taxone zuverléssig
und mit hoher Genauigkeit bis zum Spezieslevel zu identifizieren. Andererseits sollte sie
einfach zu handhaben sein, mit der Absicht in Routinelaboratorien angewendet werden zu
konnen. Deshalb war es wichtig, ein moglichst breites Spektrum an Spezies in die Arbeit
aufzunehmen. Es sind eine Vielzahl von Referenzstimmen und klinischen Isolaten
innerhalb einer Spezies untersucht worden. Dies war erstens notwendig, um die
Zuverlédssigkeit der neu gewéhlten Primer zu bestimmen, deren genetischer Ort tendenziell
héufigere Sequenzrearrangements aufgrund einer hheren Evulotionsrate aufweist [Giirtler
et al. 1996, Roth et al. 1998]. Zweitens, je mehr klinische Isolate untersucht werden, um so
sicherer ldsst sich ein giiltiger Algorithmus erstellen: das Auftreten von unterschiedlichen
RFLP Mustern durch Sequenzpolymorphismus innerhalb einer Spezies kann besser

analysiert und eventuell neu auftretene Muster in Subgruppen aufgeteilt werden.

4.2. Die Auswahl der Primer

Bei der Auswahl der Primer war es wichtig, durch die einmalige PCR-Amplifikation aller
zu testenden Isolate nur positive PCR-Ergebnisse bei Amplifikation von Mykobakterien zu
erhalten, damit eine Genusspezifitét fiir diese Gattung zu erreichen und im selben Schritt

zwischen schnell und langsam wachsenden Mykobakterien unterscheiden zu kénnen.

4.2.1. Genusspezifitit
Es ist mit der Auswahl der Primer Sp1/2 gelungen, die Gattung Mykobakterien nach PCR

und damit noch vor der Restriktion, sicher von anderen nicht mykobakteriellen Spezies
abzugrenzen und damit eine Genusspezifitit zu erlangen. Einzige Ausnahme stellt
allerdings Gordona terrae dar, welche sich jedoch nach dem im direkten Anschluss der
PCR folgenden Schritt (Restriktion mit Hae III) durch ihr eigenes speziefisches Hae II]

Muster sicher erfassen ldsst.
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4.2.2.  Die Unterscheidung zwischen schnell wachsenden und
langsam wachsenden Mykobaterien

Neben der Genusspezifitit der gezeigten Primer, waren die Gréfenunterschiede der PCR
Amplifikate duBlerst niitzlich, da sie dadurch auf einfachste Weise die Unterscheidung zwi-
schen langsam wachsenden und schnell wachsenden Mykobakterien vor Restriktion auf
den ersten Blick ermdglichen. Zur Erklirung dazu sei erwahnt, daf3 die langsam wachsen-
den Mykobakterien immer BandengroBen unter, die schnell wachsenden iiber 250 bp zei-
gen. Dartiber hinaus ist dieses neue, wertvolle Charakteristikum hilfreich, um gemischte
Kulturen zweifelsfrei zu erkennen. Wenn zum Beispiel eine Kultur ein relevantes pathoge-
nes Mycobacterium wie M. malmoense enthilt, kann es bei gleichzeitigem Uberwachsen
von M. fortuitum oder M. terrae erkannt werden, da, unabhingig von gemischten Mustern,

M. fortuitum und M. terrae weit groBere PCR-Produkte als 220bp besitzen (s. Abb. 1 u. 2).

4.3. Intraspeziesstabilitit der RFLP-Muster von langsam
wachsenden Mykobakterien im Vergleich zum hsp65 Gen

Methode
Beziiglich der Intraspeziesstabilitit der RELP-Muster ist die Spacer-basierende Methode,

was die expandierenden Gruppen der Stimme innerhalb der langsam wachsenen Spezies
(wie z. B. M. tuberculosis, M. gordonae, M. avium oder M. xenopi) anbetrifft, erfolgreich
gewesen (s. Abb. 1): Diese Keime werden hiufig in Routinelaboratorien gefunden und es
ist zufriedenstellend, dass, abgesehen von wenigen Ausnahmen, alle Stimme innerhalb
einer Spezies mit nur einem RFLP Muster assoziiert sind. Ganz anders stellten sich die
Ergebnisse der 4sp65 Gen RFLP-Methode dar, bei der eine grofere Zahl an RFLP-Mustern
innerhalb einer Spezies auftreten (z.B. sechs Muster fiir M. gordonae), [Devallois et al.
1997, Taylor et al. 1997]. Die Erkennung von gut differenzierbaren M. kansasii Sub-
gruppen (Tab. 5), welche durch einzigartige Spacer RFLP-Genotypen genau definiert
werden konnten, korreliert mit vorhergegangenen Publikationen [Alcaide et al. 1997,
Picardeau et al. 1997, Richter et al. 1999]. Im Vergleich dazu kann die hsp65 Gen RFLP-
Methode die klinisch relevanten Subspezies M. kansasii IT und Mka C von dem nicht
pathogenen M. gastri nicht unterscheiden (Tab. 5). Als einer von wenigen Nachteile des
16S-23S Spacers ist die komplette Sequenzidentitit von M. marinum und M. ulcerans zZu
nennen. Dies ist jedoch aus klinischer Sicht ein zu vernachlédssigendes Problem insofern,
als diese Spezies unter véllig unterschiedlichen epidemiologischen Bedingungen auftreten

[Frothingham et al. 1996].
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4.4. Intraspeziesstabilitit der RFLP Muster von schnell wachsenden
Mykobakterien

Die Sequenzvariabilitit unter den schnell wachsenden Mykobakterien war erheblich (Abb.
2). Es wurden zwar viele schnell wachsende auf speziesspezifischer Ebene erkannt (Abb.
2), es ist aber zu erwarten, dass weitere RFLP-Muster gefunden werden, sobald mehr
Stamme analysiert werden. Dies kénnte besonders auf den M. terrae- M. nonchromo-
genicum-complex oder auf schnell wachsende Spezies wie M. neoaurum zutreffen, welche
zwar spezies-spezifische Ergebnisse liefern, jedoch konnte die geringe Anzahl der
untersuchten Stimme die tatsichliche genetische Heterogenitét unterschitzen. Daraus
erschliefit sich, da die Daten fiir die meisten schnell wachsenden Mykobakterien noch
nicht ausreichend sind und einer weiteren Untersuchung bediirfen.

Ahnliche Beobachtungen wurden unter Einsatz des hsp65 Gens als genetisches Ziel
gemacht [Ringuet et al. 1999]. Es wire interessant, die biologische Signifikanz der Spacer
RFLP-Genotypen im Vergleich mit den Urtypen (type strains) zu validieren. Da die
Sequenzierungsdaten fiir schnell wachsende Mykobakterien immer noch sehr unvoll-
stdndig sind [Ringuet et al. 1999, Springer et al. 1996], liegt es nahe, nach weiteren RFLP
Muster Genotypen von eventuell unbekannten infrasubspezifischen 16S rDNA Genotypen
zu suchen. Hinweisend dafiir sind die RFLP-Muster von M. Sflavescens und M.
parafortuitum (Abb. 2), wobei hier dringend weitere Untersuchungen dieser Spezies
notwendig sind, denn die Referenzstimme wurden in dieser Arbeit nicht durch
biochemische Verfahren gegengetestet. Neben phylogenetischer und auch taxonomischer
Bedeutung, kénnten solche RFLP-Subtypen sowohl klinisch, physiologisch als auch
epidemiologisch signifikante Subdivisionen widerspiegeln, wie es schon fiir M. chelonae
oder auch M. avium complex beschrieben wurde [Frothingham et al. 1993, Frothingham et
al. 1994, De Smet et al. 1995]. Einige zusitzliche RFLP-Genotypen innerhalb einer
Spezies zeigen eventuell keine phénotypischen Korrelationen bei den iiblichen
physiologischen Tests. Dies ldsst sich durch die héhere phylogenetische Auflésung der
16S-23S Spacer Sequenzen erkldren. Auch eine genotypische Korrelation bei der
Sequenzierung der kompletten 16S rDNA kann aus diesem Grund fehlen. Ein Beispiel

daftir ist 16S rDNA Sequenzierung von M. phlei und M. triviale RFLP Genotypen II.
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4.5. Vor- und Nachteile der Methode im Vergleich zum Asp65 Gen

Die starke Ahnlichkeit von M. avium, M. bohemicum und M. kansasii 11 weist ein
unerwiinschtes Defizit der hier angewandten Methode auf, zumal M. avium eines der am
héufigsten isolierten Mitglieder des Genus Mycobacterium darstellt. Bei vorsichtig
angewandter Gelelektrophorese durch fachkundiges Personal unseres Labors wurde die
oben genannte Spezies jedoch nicht verwechselt (Abb. 3, vgl. Spalten 6 und 7). Schlie3lich
ergab sich durch die Anwendung eines dritten Enzyms eine eindeutige Ubertragung der
jeweiligen Spezies in allen Féllen. Dariiber hinaus sei erwahnt, dass M. bohemicum und
M. kansasii RFLP Genotyp IV (Sequevar Mka B) in der Klinik kaum vorkommen [Alcaide
et al. 1997, Richter et al. 1999]. Von einem méglichen Versagen der Methode in diesem
Falle kann in den meisten Laboratorien, die Gensonden fiir M. tuberculosis und M. avium
benutzen, abgesehen werden. Wenn allerdings die RFLP-Methode als einziger Nachweis
zur Identifikation von Mykobakterien gilt, sollte den Untersuchern fiir die Unterscheidung
dieser Muster dieses Phinomen présent sein, indem sie die Gele linger laufen lassen, als es
fir M. avium als interner Standard empfohlen wird. In diesem Zusammenhang soll hiermit
verdeutlicht werden, dass fiir die vollsténdige Beurteilung von Zuverldssigkeit und die
Differenzierungsfihigkeit dieser Methode eine &uBerst umsichtige Inklusion der eng
verwandten Spezies absolut entscheidend ist. Dass es notwendig war, bei einigen Gruppen
zusdtzliche Enzyme zu verwenden, wurde nur bemerkt, da die Untersuchung eng
verwandter Mykobakterien ein weiteres Anliegen im Rahmen dieser Arbeit darstellte (z.B.
M. simiae  zusammen mit M. lentiflavum und M. triplex). Anscheinend ist die
Verschiedenartigkeit der Spacer-Sequenzen im Gegensatz zur hsp65 Gen nicht in allen
Gruppen auf Spezieslevel hoch genug, um eine Separation durch nur zwei
Verdauungsschritte zu gewdhren. Dennoch ist anzunehmen, dass dieser Nachteil durch die
insgesamt einfache Handhabung der Methode fiir die Mehrzahl der anderen Spezies sowie
den groBen Informationsgehalt, der aus der Verdauung mit Haelll resultiert, kompensiert
wird. Die RFLP Ergebnisse fiir die Spezies wie M. lentiflavum- M. triplex, M. bohemicum
(welche eng verwandt mit M. avium ist), M. interjectum-M.m intermedium, M. farcino-
genes oder M. obuense wurden bis jetzt noch nicht durch Untersuchungen mit dem hsp65
Gen berichtet [Telenti et al. 1993, Steingrube et al. 1995, Devallois et al. 1997, Steingrube
et al. 1997, Taylor et al. 1997, Troesch et al. 1999]. Diese Tatsache mag darauf hinweisen,

dass die hsp65 Gen Daten noch zu vervollstindigen sind.
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4.6. Die Bedeutung der RFLP-Methode in Bezug auf die
mykobakterielle Taxonomie

Eines der wichtigsten Ergebnisse aus dieser Arbeit ist die Tatsache, dass die gezeigte
Methode das Potential fiir den Gebrauch in der mykobakteriellen Taxonomie besitzt. Es ist
interessant, dass die Spezies, die nahe verwandt miteinander sind, sich in den gleichen oder
ghnlichen HaeIIl Mustern gruppieren. Beispiele dafiir liefern M. avium complex
zusammen mit M. bohemicum, M. simiae und Verwandte, M. fortuitum und M. senegalense
und &hnliche Hae 111 Muster wurden fiir M. terrae und M. nonchromogenicum gefunden.
Im Gegensatz dazu besitzt ein Taxon eindeutig ein klar erkennbares Hae III Muster,
welches eventuell eine neue Spezies reprisentieren kénnte (Mycobacterium sp. xenopi
genannt), was wiederum durch eine niedrige 16S rDNA Similaritit von nur 97% mit
M. xenopi angedeutet wird. Ein dhnlicher Fall ist fiir M. flavescens zu beobachten. Es
treten bei sechs M. flavescens Referenzstimmen Haelll Muster auf, die sich maf3geblich
vom Typestrain (Urtyp) Muster unterscheiden. Diese Tatsache weist auf eine genetische
Disintegritat dieser Gruppe hin, was auch spiter durch die Sequenzierung der 16S rDNA
bestatigt wurde. Bakterien, die provisorisch als Subspezies galten, zum Beispiel M. sp.
malmoense, traten im Gegensatz dazu als einzigartig identifizierbare Einheit auf und teilten
trotzdem das gleiche Haelll Muster mit den meisten nahen Verwandten. Unabhéngig von
der taxonomischen Validitit dieser Beobachtungen, spiegeln sie den hohen Grad des
konservativen Charakters der Spacer Sequenz wider und bekriftigen damit die vorher
diskutierte Meinung, dass die 16S-23S rDNA Spacer-Analyse eine Bereicherung fiir die
mykobakterielle Phylogenie darstellt [Frothingham et al. 1993, Frothingham et al. 1994,
Roth et al. 1998]. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass die Spacer-
Sequenzanalyse gut mit den 16S rDNA Sequenzdaten korreliert. Es wurden noch keine
gultigen Beschreibungen von neuen Spezies oder Subspezies ausgearbeitet, aber die
M. kansasii- M. gastri und M. flavescens Fille demonstrieren die Praktikabilitit der
Methode, neue Taxone zu identifizieren, bevor ein genaueres und arbeitsintensives
Forschen mit vergleichenden Sequenzen (oder solchen, die die numerische Taxonomie
involvieren) begonnen wird. Das Problem eines pigmentierten M. gastri-Stammes wurde
schon von Anz und Schréder 1970 beschrieben [Anz et al. 1970]. Spéter wurde diese
Diskussion wieder aufgenommen und als eine genetische Heterogenitit von M. kansasii

entdeckt [Alcaide et al. 1997, Richter et al. 1999]. Die teilweise etwas verwirrende
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Nomenklatur der verschiedenen Publikationen ist in Tabelle 5 aufgefiihrt. Es sei hierzu
bemerkt, dass die Spacer-basierenden Methoden allen anderen genetischen Ansétzen
Uberlegen scheinen, inklusive der 16S rDNA Methode, welche nicht in der Lage ist, zu den
Genotypen, die gefunden worden sind, analytisch vorzudringen. Ebenfalls weist die
AccuProbe Sondenmethode insofern Mingel auf, als sie eine M. kansasii Subgruppe nicht
identifizieren kann, wihrend die taxonomisch undeterminierte Subgruppe mit dem Spacer
Genotyp IV positive Ergebnisse erbringt. Die letztere Untersuchung hat allerdings keine
Auswirkung auf die Klinik, da diese Keime bis jetzt nur als Probe aus der Umwelt isoliert

wurden [Alcaide et al. 1997].
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5. Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es, eine neue molekulare Methode zu entwickeln, welche in nur einem

Schritt das Genus Mvcobacterium von anderen nahe verwandten Genus abgrenzt und in

wenigen weiteren Schritten alle Taxone weitgehend zuverldssig und genau auf
Spezieslevel identifiziert. Sie sollte dariiber hinaus schnell und einfach in der Handhabung
sein sowie keine hohen Kosten verursachen, so daf diese Methode sich zur Anwendung in

Routinelaboratorien eignet.

Das 16S-23S tDNA PCR-RFLP Verfahren stellt eine vielversprechende, neue Methode zur
zuverldssigen und einfachen Identifikation von Mykobakterien dar, die z.B. der weit
angewandten hsp65 Gen Methode aufgrund eindeutiger Vorteile iiberlegen ist:

Es ist gelungen, mit der Auswahl der Primer Sp1/2, die Gattung Mykobakterien nach PCR
und damit noch vor der Restriktion, sicher von anderen nicht mykobakteriellen Spezies

abzugrenzen und damit eine Genussperzifitit zu erlangen. Um die Zuverléssigkeit der neu

gewdhlten Primer zu bestimmen, wurde ein breites Spektrum an Spezies in die Arbeit
aufgenommen (Tab. 4). Es wurden insgesamt 678 mykobakterielle Stimme innerhalb 48
Spezies mit einer Vielzahl von Referenzstimmen und klinischen Isolaten zur
Unterscheidung auf Inter-Spezies-Ebene und auf Intraspezies-Ebene mit diesem neuen auf
16S-23S rDNA PCR RFLP basierendem Ansatz erfolgreich untersucht. Das Ziel wurde
erreicht, mit Hilfe von lediglich drei Endonukleasen Abweichung spezifischer Muster
einzelner mykobakteriellen Spezies zu differenzieren.

Neben dem typischen Bandenmuster der jeweiligen Spezies (Hauptziel der Dissertation),
stellen die GroBenunterschiede der Amplifikate einen weiteren Vorteil dar, insofern als alle
langsam wachsenden Mykobakterien immer BandengrdBen unter, die schnell wachsenden
tber 250 bp zeigten. Es ist dadurch moglich, diese beiden Mykobakteriengruppen sofort
nach Amplifikation zu unterscheiden. Dies ermdglicht zudem, im Einzelfall pathogene
langsam wachsende Mykobakterien, wie z.B. M. malmoense in einer Kultur zu erkennen,
auch wenn sie von schnell wachsenden, wie z.B. M. Sortuitum tberwuchert werden
(beispielhaft, s. Abb. 1 und 2).

Im Vergleich zu neuen technisch aufwendigen und kostenintensiven Methoden wie die
DNA Probe Arrays [Troesch et al. 1999], hat die hier entwickelte Methode den Vorteil,
dass sie einfach anzuwenden, insbesondere kostenglinstig ist und dabei ein breites

diagnostisches Spektrum an Mykobakterien erfasst. Die 16S-23S tDNA PCR-RFLP
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Methode eignet sich sehr gut fiir den Gebrauch in der mykobakteriellen Taxonomie.
Spezies, die nahe miteinander verwandt sind, gruppieren sich interessanterweise in den
gleichen oder &hnlichen Hae III Mustern. Im Gegensatz dazu besitzt ein hier untersuchtes
neu entdecktes Taxon eindeutig ein klar erkennbares Hae III Muster, welches eventuell
eine neue Spezies reprisentieren konnte (M. sp. xenopi genannt). Es wurden noch keine
giltigen Beschreibungen von neuen Spezies oder Subspezies ausgearbeitet, aber die
M. kansasii- M. gastri- und M. flavescens-Fille z.B. demonstrieren die Praktikabilitit der
Methode, neue Taxone zu identifizieren, bevor ein genaueres und arbeitsintensives
Forschen mit vergleichenden Sequenzen (oder solchen, die die numerische Taxonomie
involvieren) begonnen wird.

Abgesehen von der allelischen Diversitit, wurden zufriedenstellende Intraspezies-
Stabilititen von erkennbaren RFLP Mustern vorgefithrt: Bis auf wenige Ausnahmen

konnten expandierende Gruppen von Stimmen innerhalb der langsam wachsenden Spezies

(z.B. M. tuberculosis, M. gordonae, M. avium oder M. xenopi) mit je nur einem RFLP
Muster assoziiert werden. Bei der isp65 Gen Methode traten bis zu sechs unterschiedliche
RFLP-Muster innerhalb einer Spezies auf (M. gordonae).

Im Gegensatz hierzu war die Sequenzvariabilitit unter den schnell wachsenden

Mykobakterien grofier. Es werden zwar spezies-spezifische Ergebnisse geliefert, es ist
allerdings zu erwarten, dass mehr RFLP Muster gefunden werden, sobald mehr Stimme
analysiert werden. Das Entdecken von Korrelationen spezifischer genetischer Subspezies

zur Klinik, sollte ein Anreiz fiir weitere Forschung auf diesem Gebiet sein.
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