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ZUSAMMENFASSUNG
Entwicklung und Evaluierung einer qualitatskoniestien 16S rDNA-Datenbank zur
Identifizierung von Vertretern der Unterordnugcrococcineae (triv. Mikrokokken)
Lee, Sea-Hyun

Die Sequenzierung von amplifizierten Genomabsatmittderen Basenfolgen mit
Referenzsequenzen bekannter Organismen vergliceethew, spielt in der Identifizierung
von Bakterien eine immer bedeutendere Rolle. Irmimbse fur die Spezies der
reorganisierten bzw. neu etablierten Gattungen WigerordnungMicrococcineae, die
herkdbmmlich als ,Mikrokokken“ (triv.) bezeichnet vaen, sind gegenwartig verfugbare
semiautomatisierte Identifizierungssysteme durokle geringe Spezifitdt charakterisiert.
Anhand einer Klinischen ,Mikrokokken“-Stammsammlungurde die molekulare
Identifizierung basierend auf variablen Abschnitides 16S-rRNA-Gens mit zwei auf
phanotypischen Nachweismethoden beruhenden Ideetiingssystemen (APl STAPH,
VITEK 2) verglichen. Dabei dienten die neuermigeltund qualitatskontrollierten 16S-
rRNA-Gensequenzen von 21 ausgewahlten ReferenzTypstammen als Basis fur den
Aufbau einer Referenzdatenbank.

Die 16-rDNA-Sequenzanalyse identifizierte 38 deklidischen Isolate (51,4%) innerhalb
einer Sequenzubereinstimmung von mindestens 99%gekiend von den systemeigenen
Auswertungs- und ldentifizierungsschemata, konmie AIPI STAPH-System 31 klinische
Isolate (41,9%), das VITEK 2-System 60 klinischaldse (81,1%) eindeutig identifizieren.
Die 16S-rDNA-Sequenzanalyse und API-STAPH kamer8%y41,9%), Sequenzanalyse
und VITEK 2 zu 28 Ubereinstimmmenden Identifiziegen (37,8%). Insgesamt gab es fur
22 der 74 klinischen Isolate (29,7%) ein uUberemstendes Ergebnis aller drei
Nachweismethoden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte erfolgregne qualitatskontrollierte 16S-
rDNA-Datenbank zur Identifizierung von VertretererdUnterordnungMicrococcineae
etabliert werden. Im Gegensatz zu den in der Arlmitgesetzten phanotypischen
Nachweismethoden hat sich die 16S-rDNA-Sequenzseabls schnellere und exakte
Methode zur Identifizierung von ,Mikrokokken* bewdlund konnte Hinweise auf bisher

nicht beschriebene Vertreter déicrococcineae unter den klinischen Isolaten aufzeigen.
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1 Einleitung

1.1 Die Bedeutung genotypischer Methoden in der Mikbiologie

Die schnelle und genaue Identifizierung baktenidbelate ist ein wichtiger Bestandteil
des klinisch-mikrobiologischen Alltags. Lange Zbdsierte diese ldentifizierung auf
phanotypischen Methoden, welche oft sehr aufwendigen und auf verschiedenen
Untersuchungen, wie  beispielsweise  Koloniemorphelog Gram-Féarbung,
biochemischen Reaktionen, Pigmentproduktion odeh adrndhrungsanforderungen,
beruhten. Insbesondere bei langsamwachsenden gpduahsvollen Organismen kann
die traditionelle phanotypische Identifizierung wadrig und zeitintensiv sein. Zudem
beinhaltet die Beurteilung der Ergebnisse phanety@r Methoden haufig ein gewisses
MalR an Subjektivitat. Ahnlichkeiten zwischen veisdenen Spezies bzw.
intraspezifische Unterschiede kdnnen genauso vgbebiunbeschriebene Spezies zu
falschen Identifizierungen fuhren.

Dies fuhrte dazu, dass die genotypische Identifirig mittels molekularer Methoden,
wie beispielsweise die DNA-DNA-Hybridisation oderied Amplifikation von
Nukleinséuren, sich immer mehr als Alternative oBegdnzung zu phé&notypischen
Methoden durchsetzen und in der klinisch-mikrolgedohen Diagnostik an Bedeutung
gewinnen konnte, vor allem in Fallen, in denen pltyimische Moéglichkeiten begrenzt
sind, z.B. bei nicht, kaum oder nur sehr aufweralidultivierenden Mikroorganismen.
Als Beispiel kann hier die Identifizierung des Kees des Morbus Whipple,
Tropheryma whippelei, genannt werden. Aufgrund der Unfahigkeit dieseseders
unter herkdbmmlichen Bedingungen zu wachsen undFeddens serologischer Tests
basierte die Diagnose dieser Krankheit auf klinescisesichtspunkten und konnte nur
histologisch per Biopsie gesichert werden. Mittleite ist der Nachweis auch durch
Polymerase Chain Reaction (PCR) und anschlieRe3etpuenzanalyse des 16S-rRNA-
Gens maoglich [77].

Richtlinien ahnlich der Kochschen Postulate, dise Hfiterien zum Nachweis von
infektiosen und parasitaren Erregern basierencphanotypischen Nachweismethoden
weltweit Gultigkeit erlangten, sind fir molekularechniken, die bei der Identifizierung

von Erregern bestimmter Krankheitsbilder Verwendd@ingen, bereits vorgeschlagen



worden [34]. Molekulare Methoden fihren im Vergleizu den traditionellen
phanotypischen Methoden zu schnelleren und eirglrein Ergebnissen hinsichtlich

der Identifizierung bakterieller Isolate [93,42].

1.2 Die DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung besteht aus mehreren Arlobitgéen. Zuerst wird die
Nukleinsaure extrahiert. Dann wird ein definiertBNA-Abschnitt mittels PCR
amplifiziert, d.h. vervielféltigt. Es folgen die B&&mmung der Basenreihenfolge und die
Analyse.

Typischerweise eignen sich fir die genotypischatifizierung besonders konservierte
Abschnitte der DNA, die innerhalb von aussageklgéfii Regionen liegen. An diese
Abschnitte kénnen sich dann entsprechende Primedeh; so dass informative,
variable Regionen der DNA amplifiziert und sequenziverden. Anschlie3end kénnen
die gewonnenen Sequenzen mit ReferenzsequenzemnbekaMikroorganismen
verglichen werden.

Als Target genotypischer Diagnostik kommen versdéie genomische Strukturen in
Frage. DNA-Sequenzen, die Kodierungen fiir pathedesktoren beinhalten, DNA-
Sequenzen spezifischer Antigene, DNA-Plasmidseqrennd Gene ribosomaler RNA
(rRNA) sind haufig benutzte Targets. Fur die Urtkesdung zwischen
Staphylokokkenspezies wurden beispielsweise unmtderam die Sequenzabschnitte,
die fir das Heat Shock Protein 60 (hsp60), die Bxp#ase Dismutase A (sodA) und
die RNA Polymerase B (rpoB) kodieren, untersuchgbe& vor allem das RNA
Polymerase B-Gen fir die Differenzierung von Stéapkgkken geeignet zu sein scheint
[62].

Die rRNA-Gene, darunter auch die 16S-rDNA-Sequegelten aufgrund ihres
ubiquitaren Vorkommens in allen Zellen als sehrngyest flr diagnostische Zwecke, da
sie dadurch universell verwendbar sind und siclintnauf wenige Bakteriengruppen
beschrénken. Sie sind relativ einfach aufzuspined bestehen aus konservierten,
variablen und sehr variablen Regionen, so dassahmfen der gewunschten Spezifitat
entsprechend passende Regionen ausgesucht wernlamnko



Durch ihre geeignete Grof3e und strukturellen Metknieben sich insbesondere die
rRNA-Gene, die die kleine Untereinheit der Ribosankodieren, die sogenannten
Small-Subunit-rRNA (SSU-rRNA)-Gene, als nuitzlichksttel beim Nachweis und
Identifizieren von Mikroorganismen erwiesen und hauo der Klassifikation von
Prokaryoten und der Untersuchung phylogenetiscreidBungen unter denselbigen
eine grol3e Bedeutung erlangt [102]. Es handelt sichalle von Bakterien um das
16S-rRNA-Gen, das 23S-rRNA-Gen und die Intersp&egionen.

Die Sequenzanalyse des 16S-rRNA-Gens, d.h. dierRB&-Sequenzanalyse, ist im
Moment das am weitesten verbreitete Mittel hingicht der Untersuchung
phylogenetischer Beziehungen unter Bakterien und Vel zu deren Verstandnis
beigetragen. Mit ihrer Hilfe ist es méglich gewangdéneterogene Bakteriengruppen
aufzusplren und neu zu klassifizieren. Zusatzlictd viele neue Spezies entdeckt
worden. 16S-rDNA-Sequenzen erlauben die Klassibkatbisher unentdeckter und
unbeschriebener Spezies in hierarchisch aufgebBata@ und liefern Informationen
Uber ihre phylogenetischen Beziehungen.

In diesem Zusammenhang wird in Erganzung zur DNAAEHW/bridisierung die
rDNA-Sequenzierung auch als ,gold standard” in ldentifizierung und Klassifikation

von Bakterien bezeichnet [4].

1.3 Probleme der Sequenzdatenbanken

Die Auswertung der Ergebnisse der Sequenzanalyserbauf Vergleichen mit bereits
bestimmten Sequenzen bekannter MikroorganismeresezDeshalb bildet eine
umfassende Sammlung korrekter Sequenzen die Basdid richtige ldentifizierung

von Bakterien.

Dies hat zur Bildung verschiedener Datenbankenhggfiron denen einige offentlich,
d.h. freizuganglich sind, wie Dbeispielsweise ,GenBades National Center for
Biotechnology Information (NCBI) [14]. Die wachsend Bedeutung der

Sequenzanalyse in der Mikrobiologie fuhrt dazusdatéentliche Datenbanken schnell
an GroRe zunehmen. GenBank enthalt DNA-Sequenzen mehr als 205 000
benannten Organismen (Stand 03/2006) und erha#nbabkeintrdge in erster Linie
durch wissenschaftliche und kommerzielle Arbeitpgen sowie von grofReren

Sequenz-Projekten.



Offentliche Sequenzdatenbanken weisen viele Pradteauf und sind nicht immer fiir

die exakte Identifizierung Klinisch relevanter Mokirganismen geeignet [84]. Haufig

sind die Eintrage dieser Datenbanken aufgrund i@rgianisation nicht standardisiert,

da keine konkreten Richtlinien und Vorgaben definisind. So kann es zu

uneinheitlichen Langen der Sequenzenden kommeneWdilachteile sind fehlerhafte

Sequenzen, die oft durch veraltete, anfallige Serjeemethoden zu erklaren sind, da
viele Eintrage aus den frihen Neunzigern stammiee, eeraltete, falsche oder auch
bisher unveréffentlichte, nicht validierte Nomertklaund das Fehlen von Sequenzen
der Typstdmme klinisch wichtiger Mikroorganismenntl kommen unbeschriebene
oder mehrdeutige Eintrdge und das Vorkommen vorkériignnerhalb der Sequenzen
bzw. von vermeintlichen Licken, den sogenannterudRggaps. Die Eintrdge werden

nicht hinreichend udberprift und es fehlt im Allgene an einer notwenigen

Qualitatskontrolle [96]. Dadurch kann es zu irregitden und fehlerhaften Ergebnissen
kommen, auch wenn die Datenbank die Sequenz destgea Organismus beinhaltet.

Ubereinstimmungen von unter 100% sind keine Sedtienind koénnen sowohl als

Zeichen verminderter Qualitat hinsichtlich der Eawge als auch als Vorhandensein
zweier unterschiedlicher Spezies interpretiert ward

Ein weiteres Problem kann die unubersichtliche,arderunfreundliche Bedienung und

Prasentation dieser Datenbanken sein.

Neben den oOffentlichen Datenbanken existieren aDeltenbanken kommerzieller
Anbieter, die aufgrund der angesprochenen ProblEmeuganglicher Systeme eine
wichtige Alternative darstellen. Ein Beispiel isedMicroSeq 500 Bacterial-Datenbank
als Teil des MicroSeq 500 16S rDNA Bacterial Idicdition System der Firma Applied
Biosystems, welches alle notwendigen Materialiem Awmplifikation der ersten,

annaherungsweise 500 Basenpaare des 5°-Endes d®sRNB-Gens und der

anschlieBenden Sequenzierung beinhaltet. Die fér Skquenzanalyse erforderliche
Software ist ebenfalls Teil des Systems. Bei dentr&gen handelt es sich um
neubestimmte, einheitliche, d.h. in ihrer Langefaligs- und Endposition genormte,
Sequenzen von Isolaten aus der American Type ul@ollection (ATCC). Diese

Isolate konnen sowohl Typ- als auch Referenzstasene Typstamme werden in der



Regel als Prototyp einer Spezies betrachtet undsenibei Erstbeschreibung einer
Spezies definiert werden.

Das MicroSeq 500-System hat sich als schnellere gedauere Alternative zu
phanotypischen Nachweismethoden bewahrt, was ketgmise bei der Identifizierung
von Mykobakterien [70], coryneformen Bakterien [9t]er auch klinischen Isolaten,
die durch konventionelle Methoden nicht zu bestimmeren [31], gezeigt werden
konnte. Allerdings hat auch dieses System einigehiddle und Schwachstellen. Neben
den vergleichsweise hohen Kosten als kommerzie8gstem ist ein besonderer
Nachteil das Fehlen von Sequenzen Klinisch sigmifikr Bakterien [103], was zu
uneindeutigen Ergebnissen fuhrt und die Identifinig dieser Isolate erschwert. Eine
weitere Schwachstelle der MicroSeg-Datenbank es$sces flir jede Spezies nur einen
Eintrag gibt. So werden eine eventuelle Mikrohagerotat innerhalb einer Spezies oder
intraspezifische Variabilitaten in der SSU-rRNA-8eqgz, fur deren unterschatzte Zahl

es Hinweise gibt [19], nicht bertcksichtigt.

1.4 Das RIDOM-Projekt

Das Ribosomal Differentiation of Medical Microorgemms (RIDOM)-Projekt [44]
wurde als Hilfsmittel zur Identifizierung von Bakien und Alternative zu den bereits
existierenden Datenbanken entwickelt. Einen weisteth Teil dieses Projektes stellt
die diagnostikorientierte, freizugangliche Daterlbdar, deren Eintrage sich besonders
auf Kklinisch relevante, pathogene Organismen kaneeen. Um einen hohen
Qualitatsstandard zu halten, werden nur Stammebalkannten Stammsammlungen
beriicksichtigt. Ahnlich des MicroSeg-Ansatzes beltgt die Datenbank neubestimmte
Sequenzen einheitlicher Ladnge, Anfangs- und Endpasiwobei sich aufgrund des
Problems der intraspezifischen Variabilitdt die éddgtank allerdings nicht auf einen
einzelnen Eintrag pro Spezies beschrankt.

Fur die Sequenzanalyse mal3geblich ist beim RIDOMeRt die 16S-rDNA-Sequenz
zwischen und einschlie3lich den Basenpositionears#510 am 5°-Ende, entsprechend
den Positionen bdischerichia coli. Diese Region ist aufgrund struktureller Merkmale

ahnlich aussagekraftig hinsichtlich der Identifikatund Klassifikation von Bakterien



wie die vollstandige 16S-rDNA-Sequenz, aber wegamingerer Lange weniger
aufwendig, zeitintensiv und kostspielig zu bestimme

Wird bei Abfrage ein Ergebnis nicht bis auf Spearesau bestimmt, werden Hinweise
fur weitere Identifizierungsschritte gegeben, dvehl auf molekularen als auch auf
phanotypischen Techniken basieren koénnen. Obwohlthdypartielle 16S-rDNA-
Sequenzierung die Mehrzahl der Bakterien idenéfiziverden kann, verbleiben einige
Stamme, die nur durch weitere Diagnostik bestimmatden kénnen [43]. Genus- und
Speziesbeschreibungen Uber Morphologie, Physiglogidferentialdiagnostische
Kriterien, Pathogenitat und Verbreitung des Mikig@mismus sowie taxonomische
Informationen sind Teil der Datenbank und werden gmveiligen Suchergebnissen
hinzugefiigt, wobei die Aktualitait der Nomenklaturit mHilfe der Bacterial
Nomenclature up-to-date-Datenbank der Deutschennfbamy von Mikroorganismen
und Zellkulturen (DSMZ) gepruft wird. Daneben edstn Links zu anderen
Internetadressen und —diensten.

Der Datenbestand des RIDOM-Projektes ist hinsicities Umfangs und der Breite
der aufgefuihrten Organismen nicht mit umfassendaterbanken wie beispielsweise
GenBank zu vergleichen und wird weiter aufgebaunsidhtlich der eingetragenen
Bakteriengruppen stellt das Projekt eine Alterratwi anderen Datenbanken dar und
bietet eine umfassende Sequenzsammlung, was bswpiee fur die Gattungen

Mycobacterium [20] undNocardia [63] gezeigt werden konnte.

1.5 Vorstellung der verwendeten Bakterienspezies

Um die RIDOM-Datenbank zu erweitern, wurde fir Iemidlle Spezies der
UnterordnungMicrococcineae die 16S-rDNA-Sequenzierung durchgefihrt.

Den Kern dieser Gruppe bildet das GeMisrococcus, wie es im Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology, Volume 2 von 1986 [52]g#etellt worden ist. Von den
damaligen Spezies sind nach aktueller Nomenklaturnoch Micrococcus luteus als
Typspezies unadMicrococcus lylae in diesem Genus zu finden. Die anderen sieben
Spezies sind mittlerweile in funf verschiedene Gannter- bzw. eingeteilt worden:
Arthrobacter agilis, Dermacoccus nishinomiyaensis, Kocuria kristinae, Kocuria rosea,

Kocuria varians, Kytococcus sedentarius und Nesterenkonia halobia.



Entsprechend den heute bekannten verwandtschafiliBeziehungen wurden weitere
Spezies der GattungenArthrobacter, Brevibacterium, Cellulosimicrobium,
Dermabacter, Kytococcus, Microbacterium, Oerskovia und Rothia mit in die
vorliegende Arbeit einbezogen. Im einzelnen handsltich dabei unArthrobacter
cumminsii, Arthrobacter woluwensis, Brevibacterium casel, Brevibacterium epidermidis,
Brevibacterium ofitidis, Cellulosimicrobium cellulans, Dermabacter hominis,
Kytococcus schroeteri, Microbacterium resistens, Oerskovia turbata, Rothia
dentocariosa undRothia mucilaginosa.

Obwohl die genannten 21 Spezies 12 Genera angehdeebindet sie eine enge
phylogenetische Verwandtschaft, was, basierendUatiérsuchungen der 16S-rDNA-
Sequenzen und der Anwesenheit charakteristischesnspezifischer 16S-rDNA-
Nukleotide, bereits gezeigt werden konnte [89]. INder absteigenden Einteilung der
Gruppe derActinobacteria in Klassen, Unterklassen, Ordnungen, Unterordnmnge
Familien und Gattungen gehoren alle genannten @Genger Unterordnung
Micrococcineae an. Die FamilieMicrococcaceae umfasst dabei neben weiteren Genera
die GattungenMicrococcus, Arthrobacter, Kocuria, Nesterenkonia und Rothia. Das
GenusCédlulosimicrobium gehdrt zur Familid>romicromonosporaceae und Oerskovia
zur Familie Cellulomonadaceae. Kytococcus und Dermacoccus werden zur Familie
Dermacoccaceae [90] gezahlt. Desweiteren idBrevibacterium das Typgenus der
Brevibacteriaceae und Dermabacter wird zu den Dermabacteraceae gezabhit.
Schlie3lich beinhaltet die FamilidMicrobacteriaceae unter anderem das Genus

Microbacterium.

1.5.1 Taxonomische Entwicklung des Genudicrococcus

Der Bakteriologe Ferdinand Julius Cohn fiihrte 18@28 GenudMicrococcus ein und
fasste in diesem kleine, kugelférmige Bakterieranusien, die nach heutiger Einteilung
verschiedenen Genera, wie beispielsweiSaphylococcus, Micrococcus oder
Sreptococcus, zugeteilt sind. Seither wurde die Genusbeschngibmehrere Male
korrigiert, wobei besonders die Unterscheidung ekes den Taxalicrococcus und
Saphylococcus eine grof3e Rolle gespielt hat.

1965 teilte Anthony C. Baird-Parker die aerobentakese- und Gram-positiven

Kokken in zwei Gruppen ein. Stamme, die Glucosmé&ttieren, wurden in Gruppe 1



zusammengefasst und spater als Spezies des Gaphglococcus beschrieben. Die
Gruppe 2 beinhaltete Stamme, die Glucose oxidader @ar nicht verstoffwechseln,
und umfasste das Genwdicrococcus. Ein Jahr spéter erlangte eine Klassifikation
Bedeutung, die auf der DNA-Basenzusammensetzunghteef79]. Arten mit einem
C+G-Gehalt im Rahmen von 30.7-36.4 mol% wurden deenus Staphylococcus
zugeteilt, wahrend Stamme mit einem C+G-Wert zwesch6.3-73.3 mol% als dem
GenusMicrococcus zugehorig angesehen wurden. Diese Wertegrenzedewspater
angepasst, die Untersuchung der DNA-Basenzusamiaangeblieb aber bis heute ein
wichtiges Mittel in der Klassifikation von Organiem und hatte groRen Anteil an der
Gliederung des Genudicrococcus.

Lange Zeit wurden die Gener&aphylococcus und Micrococcus aufgrund von
morphologischen und phanotypischen Merkmalen mit @eneraStomatococcus und
Planococcus in der Familie Micrococcaceae zusammengefasst. Durch neuere
phylogenetische Untersuchungen konnte gezeigt wemigss diese vier Genera nicht
engverwandt sind und nicht einer Familie zugehosgin konnten. Wahrend
Staphylokokken zu der grof3dé3acillus-Lactobacillus-Sreptococcus-Gruppe gehoren,
ist das Genudicrococcus am nachsten mit dem GenAsthrobacter verwandt. Die
beiden letzteren Genera gehéren Familien der UribeomgMicrococcineae an, die der
Ordnung Acinomycetales zugeordnet wird [89]. Die Unterordnunigicrococcineae
beinhaltet momentan neben den bereits erwahnten ili&amMicrococcaceae,
Promicromonosporaceae, Cellulomonadaceae, Dermacoccaceae, Brevibacteriaceae,
Dermabacteraceae und Microbacteriaceae weitere Familien und umfasst alle im
Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Spezies. Abhiidii gibt einen Uberblick tber die
aktuellen verwandtschaftlichen Beziehungen zwiscliam GeneraMicrococcus,
Saphylococcus, Planococcus und Rothia (mittlerweile auch die ehemalige Spezies

Somatococcus mucilaginosus enthaltend)



Abb. 1 Verwandtschaftliche Beziehungen zwischen den Geéaraococcus, Saphylococcus,
Planococcus und Rothia

Domane Baﬁteria
| |
Stamm Firmicutes Actinobacteria
| |
Klasse ~Bacilli“ Actinobacteria
|
Unterklasse Actinobacteridae
|
Ordnung Bacillales Actinomycetales
|
Unterordnung Micrococcineae
|
Familie »Staphylococcaceae* Planococcaceae Micrococcaceae
| | T
Gattung Staphylococcus Planococcus Micrococcus Rothia

*Die in Anfilhrungszeichen gesetzten Taxa sind nuicht valide beschrieben.

Untersuchungen, basierend auf Analysen der 16S-ASHduenzen und der
chemotaxonomischen Eigenschaften, lieferten zudemvéise auf eine Heterogenitat
innerhalb des Genudicrococcus. Es zeigte sich, dass die Speaisrococcus luteus,
Micrococcus lylae und Micrococcus agilis enger mit dem Genuarthrobacter verwandt
waren als die anderen Spezies, die wiederum eiterdgene Gruppe bildeten, was
dazufuhrte, dass 1995 viele Spezies des damaligens®icrococcus neu positioniert
wurden.

Micrococcus agilis wurde als Arthrobacter agilis in das GenusArthrobacter
reklassifiziert [51]. Sechs weitere Spezies wurderier neue Genera eingeteilt [88].
Micrococcus kristinae, Micrococcus roseus und Micrococcus varians wurden als
Kocuria kristinae, Kocuria roseus und Kocuria varians im Genus Kocuria
zusammengefassilicrococcus halobius wurde in Nesterenkonia halobia umbenannt

und dem neu etablierten Genhlssterenkonia zugewiesenMicrococcus sedentarius



wurde alsKytococcus sedentarius die Typspezies des GenHstococcus. Schliel3lich
wurde Micrococcus nishinomiyaensis als Dermacoccus nishinomiyaensis in das Genus
Dermacoccus reklassifiziert.

Lediglich Micrococcus luteus und Micrococcus lylae blieben Spezies des Genus
Micrococcus, dem im Jahre 2000 eine dritte Spezies zugeteittde/[58]. Abbildung 2
gibt einen Uberblick tiber die verwandtschaftlictBaziehungen zwischen den aus dem
Genus Micrococcus hervorgegangenen und den anderen im Rahmen déebeit

vorgestellten Spezies.

Abb. 2 Verwandtschaftliche Beziehungen zwischen den ams@enusMicrococcus hervor-
gegangenen und den anderen im Rahmen dieser Adogéstellten Spezies

Unterordnung Familie (Auswahl) Gattung (Auswahl) Spezies (Auswahl)
Micrococcineae —— Brevibacteriaceae Brevibacterium —— Brevibacterium casei
t Brevibacterium epidermidis
Brevibacterium otitidis
— Cellulomonadaceae —— QOerskovia —— Oerskovia turbata
— Dermabacteraceae n — Dermabacter ——— Dermabacter hominis
— Dermacoccaceae ——— Dermacoccus Dermacoccus nishinomiyaensis
L Kytococcus Kytococcus schroeteri
L Kytococcus sedentarius
— Microbacteriaceae Microbacterium Microbacterium resistens
— Micrococcaceae ———— Arthrobacter — Arthrobacter agilis
— Arthrobacter cumminsii
— Arthrobacter woluwensis
—— Kocuria ———— Kocuria kristinae
— Kocuria rosea
— Kocuria varians
I Micrococcus — Micrococcus luteus
Micrococcus lylae
— Nesterenkonia Nesterenkonia halobia
L—— Rothia — Rothia dentocariosa
Rothia mucilaginosa
— Promicromonosporaceae —Cellulosimicrobium — Cellulosimicrobium cellulans

1.5.2 Anmerkungen zur taxonomischen Entwicklung weerer Spezies

Rothia dentocariosa wurde zuerst 1949 von Onishi afgtinomyces dentocariosus
beschrieben. Es folgte die Einordnung in das Gé&ngardia. 1967 fuhrten Georg und

Brown das GenuRothia mit der TypspezieRothia dentocariosa ein, um Organismen
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gerecht zu werden, die bis zu diesem Zeitpunkteru dokardien gezahlt wurden, sich
aber dennoch deutlich von diesen unterschieden.

Im Jahre 2000 wurde au@omatococcus mucilaginosus unter der neuen Bezeichnung
Rothia mucilaginosa diesem Genus zugewiesen [23]. Die urspringlicheeBanung
dieser Spezies lauté¥licrococcus mucilaginosus, deren Erstbeschreiber Migula im
Jahre 1900 war. 1982 benannten Bergan und KocudeniTypspezieStomatococcus
mucilaginosus ein neues GenuSomatococcus [15], das mit der Eingliederung dieser
Spezies in das Gen&sthia wieder verschwand.

Cellulosimicrobium cellulans wurde zuerst 1957 unter der Bezeichnudgcardia
cellulans von Metcalf und Brown erwdhnt. Es folgten mehr&terdffentlichungen
scheinbar neuer Spezies verschiedener Genera.fassn Stackebrandt, Seiler und
Schleifer unter anderem die SpezMacardia cellulans, Brevibacterium fermentans,
Brevibacterium liticum, Oerskovia xantineolytica und Cellulomonas cartae in der
neubeschriebenen Spezi€&llulomonas cartae zusammen [91]. 1988 wurde diese
Spezies von Stackebrandt und KeddieCahlulomonas cellulans umbenannt und 2001
folgte durch Schumann, Weiss und Stackebrandt dieklaRsifikation als
Cellulosimicrobium cellulans in das neue Genuellulosimicrobium [82].

Zusammen mit der erwahnten Neubeschreibung dess@&ahulomonas cartae wurde
von Stackebrandt, Seiler und Schleifer auch die adusenlegung der Genera
Cdlulomonas und Oerskovia propagiert, so das®erskovia turbata in Cellulomonas
turbata umbenannt wurde. Die Erstbeschreibung dieser Bperiter der Bezeichnung
Nocardia turbata stammt von Erikson aus dem Jahre 1954. 1970 fulitauser, M.P.
Lechevalier und H. Lechevalier das neue Geqesskovia mit der Typspezies
Oerskovia turbata ein [74], das, nach der Zusammenlegung mit dem u&en
Cdlulomonas, im Jahre 2002 neubewertet und wieder eingeflirte/[86].

1998 fuhrten taxonomische Studien von Takeuchi ldathno zum Zusammenschluss
der beiden GeneraAureobacterium und Microbacterium unter dem Namen
Microbacterium [92]. Im selben Jahr wurde eine ne\weeobacterium-Spezies entdeckt
[36], die nicht Teil dieser Studien war und deshalb Aureobacterium resistens
klassifiziert wurde. Im Jahre 2001 wurde diese #meainter der Bezeichnung
Microbacteriumresistens in das Genublicrobacterium aufgenommen [12].

11



Kytococcus schroeteri wurde 2002 das erste Mal beschrieben [11] undzelsite
Spezies nacKytococcus sedentarius in das Genu&ytococcus aufgenommen, das nach
der Aufteilung des damaligen Gendscrococcus entstand.

Das Genug\rthrobacter wurde 1947 von Conn und Dimmick eingefiihrt undchesibt
eine Gruppe Gram- und Katalase-positiver, aerodmyneformer Bakterien, darunter
auch Arthrobacter cumminsii und Arthrobacter woluwensis, die 1996 zuerst
beschrieben wurden [35].

Das GenusBrevibacterium umfasst eine Gruppe Gram-positiver, stdbchenfémig
Bakterien. Es wurde 1953 von Breed eingefuhBrevibacterium case und
Brevibacterium epidermidis wurden 1983 diesem Genus zugeordnet [22], 1996 kam
Brevibacterium otitidis dazu [69].

Dermabacter hominis wurde zuerst 1988 von Jones und Collins als Typepedes

neuen GenuBermabacter beschrieben [49].

1.5.3 Naturliches Vorkommen derMicrococcineae

Mikrokokken sind wie die Vertreter der aus dieseen@ hervorgegangenen Genera
Dermacoccus, Kocuria, Kytococcus und Nesterenkonia Bestandteil der aeroben
Mikroflora der Haut von Saugetieren, die als prietdrebensraum dieser Bakterien gilt.
Sie werden gewdhnlich als transiente Bewohner afggsund werden beim Menschen
besonders oft an den exponierten Korperteilen wasicht, Beine, Arme und Hande
gefunden. In einer Studie von Kloos und Musselwl#@] machten Mikrokokken,
worunter unter der damaligen Klassifikation auche dbobengenannten Genera
zusammengefasst sind, bis zu 20% der aeroben Baktaus, die in der Studie von
Hautpartien an Stirn, Backe, Armen und Beinen éblivurden, wobei di#licrococcus
luteus-Population mit 20-80% einen Grol3teil der dortiesdén Mikrokokken darstellte.
Micrococcus luteus war mit gewohnlich tber 90% die am haufigsten ¥ahsel- und
Nasenvorhofhaut isolierteMicrococcus-Spezies. Allerdings machten Mikrokokken
weniger als 1% der von diesen Stellen gewonnertsalus.

Daruiberhinaus sind die Vertreter ddicrococcineae in der Natur weitverbreitet und
konnen an Pflanzenteilen sowie in der unbelebternwklinwie Erde und Wasser
gefunden werden. Auch Milch- und Fleischproduktdled zu den Lebensrdumen

dieser Bakterien.
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Spezies der GattungenArthrobacter, Brevibacterium, Celullosimicrobium,
Dermabacter, Microbacterium, Oerskovia und Rothia sind ubiquitér verbreitet und sind
ebenfalls Bestandteil der aeroben Mikroflora denscélichen Haut. Arthrobakterien
finden sich besonders in Erde, sind aber weitvédiraBrevibakterien kdnnen &hnlich
den Mikrokokken aus Milch- und Fleischprodukteniexd werden und sind Bestandteil
der Hautflora.Cellulosimicrobium celulans und Oerskovia turbata finden sich unter
anderem in Erde, Abwasser und Proben verfaulenégetation. FuiMicrobacterium
resistens sind Fleischprodukte, Abwasser und Erde als Lefdense beschrieben. Es ist
weitverbreitet und wurde auch aus Insekten- uncrR#nproben isoliertRothia
dentocariosa undRothia mucilaginosa sind Bestandteil der Schleimhautflora des Mund-
und Rachenraumes und der oberen Atemwegamabacter hominis wurde im Rahmen

der Erstbeschreibung von menschlicher Haut isoliert

1.5.4 Pathogenitat und Krankheitsspektrum derMicrococcineae

Sowohl Mikrokokken und die Vertreter der aus dem n@e Micrococcus
hervorgegangenen Genddarmacoccus, Kocuria und Kytococcus als auch die anderen
in dieser Arbeit vorgestellten Spezies der Unterardy Micrococcineae sind
Bestandteil der Mikroflora der menschlichen Haud @cthleimhaut. Deshalb wurde ihr
Nachweis in klinischem Untersuchungsmaterial in dérgangenheit meist als
Kontamination gewertet. In den letzten Jahren ltdt die Zahl der Veroffentlichungen
bezuglich der Pathogenitat dieser Bakterien stanrg. Ein Grund dafir sind die
verbesserten Nachweismethoden, die zu einer gesrauddentifizierung und
Beschreibung der jeweiligen Spezies gefiihrt habBmige Spezies wurden
reklassifiziert, vorher nicht zuordbare Isolate d&lisischem Untersuchungsmaterial
konnten nunmehr zugeordnet werden [25,40]. Es iohtgezeigt, dass das pathogene
Potential dieser Bakterien lange Zeit unterschéitetien ist.

Ein weiterer Grund ist die steigende Zahl der imswgprimierten Patienten, deren
diagnostische Begleitung und Behandlung zunehmetehsiver und invasiver wird,
was zur wachsenden klinischen Bedeutung von oppistischen Pathogenen fihrt.
Tabelle 3 gibt einen Uberblick tber Infektionerg @in Rahmen von Fallberichten mit
den in dieser Arbeit vorgestellten Bakterien assdavorden sind.
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Tab. 3 Fallberichte und klinische Studien zu Infektionein kicrococcineae- Verdacht

Spezies
Arthrobacter agilis®
Arthrobacter cumminsii
Arthrobacter woluwensis
Brevibacterium casei
Brevibacterium epidermidis
Brevibacterium otitidis
Cellulosimicrobium cellulans
Dermabacter hominis

Dermacoccus

nishinomiyaensis®
Kocuria kristinae
Kocuria rosea

Kocuria varians
Kytococcus schroeteri
Kytococcus sedentarius

Microbacterium resistens
Micrococcus luteus

Micrococcus lylae

Nesterenkonia halobia®

Oerskovia turbata

Rothia dentocariosa

Beschriebene Infektionen  (Auswahl)
Harnwegsinfektion [37], Urosepsis, chronische Zervizitis
Endokarditis [16], Port-A-Cath-Infektion

Sepsis [17], Bakteridmie [78], Meningitis, Cholangitis, Peritonitis
Zentralvenenkatheterinfektion [60]

Endokarditis [26], Peritonitis [99]

Chronisches Zungenulkus [46]

Bakteriamie [39], zerebraler Abszess, Peritonitis [75]

Bakteriamie [9], akute Cholezystitis

Bakteriamie [3]

Cerebrospinal Fluid-Shuntinfektion

Endokarditis [54], Pneumonie [64]

Endokarditis [67], hamorrhagische Pneumonie, Keratolysis sulcata

Bakteriamie [36,66]

Bakteriamie [71], septische Arthritis [100], Meningitis [32], Endokarditis

[29]

Bakteriamie

Bakteriamie [55], Endokarditis [61], axillarer Abszess, Tosillitis, Sepsis,

Pneumonie

Sepsis [83], Endokarditis [5,53], Pneumonie, Endophtalmitis [59],

Peritonitis

) o Sepsis [73], Endokarditis [72], Peritonitis, Meningitis, Infektion des Plexus
Rothia mucilaginosa )
choroideus [41]

2Es wurden keine veroffentlichten Fallberichte oflevahnungen gefunden, die einen klinischen Zusarhemem
mit den jeweiligen Bakterien herstellen.

Neben den in der Tabelle aufgezéahlten Infektionbheagp eine Reihe von Publikationen,
in denen der Erreger bislang nur bis zum Genuslielegitifiziert werden konnte. So
sind Arthrobacter-Spezies unter anderem in Fallen von Endophtalf@iisund Sepsis
[30] isoliert worden. Osteomyelitis [65] und Bak#smie [57] wurderBrevibacterium-
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Spezies zugeschrieben und Mikrokokken konnten l@sspeise mit Pneumonie [1],
Endophtalmitis [18] und Endokarditis [21] in Zusaemhang gebracht werden.

1.5.5 Diagnostik und Therapie

Die Diagnostik der besprochenen Bakterien berubhnae vor gréf3tenteils auf einer
Vielzahl an morphologischen, physiologischen undcbemischen Merkmalen, auch
wenn die Bedeutung molekularer Nachweismethodeimmuh Die Ahnlichkeit dieser
phanotypischen Merkmale zwischen Mikrokokken undp8ylokokken macht eine
Differenzierung der beiden Genera mittels tradgitar Methoden unter Umstanden
schwierig, die allerdings von hoher Bedeutungust, die im Allgemeinen mit einem
geringen Arsenal an Virulenzfaktoren ausgestattdtimokokken von den regelméafiig
als Krankheitserreger in Erscheinung tretenden Hytagokken abzugrenzen. Beide
gehdren zur Gruppe Gram- und Katalase-positiver kkokund besitzen ahnliche
morphologische Strukturen. Wahrend der Nachweistems aus klinischem
Untersuchungsmaterial vorwiegend als Kontaminabider Kolonisation gewertet wird,
spielen Staphylokokken in der Infektiologie einélggre Rolle. Sie sind ursachlich fur
einen Grof3teil an Wundinfektionen, OsteomyelitiddPneumonien, Sepsis- und
Endokarditisfallen und stellen aufgrund ihres Ardiikaresistenzprofils ein grofRes
Problem als Erreger nosokomialer Infektionen daittldfweile ist eine Reihe von
Unterscheidungsmerkmalen bekannt, die auch die derm GenusMicrococcus
hervorgegangenen Genera miteinbezieht. Diese Grdgpesich neben aufwendigeren
Untersuchungen, wie Dbeispielsweise die Analyse dBNA- oder der
Zellwandzusammensetzung, durch ihre Resistenz ¢égen Furazolidon und
Lysostaphin sowie ihre Bacitracinempfindlichkeitnv&taphylokokken unterscheiden
[6,7]. Zudem sind Staphylokokken bis auf wenige Walenen Oxidase-negativ.
Innerhalb dieser Gruppe koénnen Mikrokokken, bei etersich Micrococcus lylae
aufgrund seiner Lysozymresistenz und des fehlenfashstums auf inorganischem
Nitrogenagar vorMicrococcus luteus unterscheiden lasst, durch ihre Unfahigkeit, aus
D-Glucose und [-D-Fructose aerob Saure zu prodargievom GenusKocuria
abgegrenzt werden. AulRerdem zeigen, im Gegensad#ikrtakokken,Kocuria varians

und Kocuria rosea Nitratreduktion undKocuria kristinae aerobe Saureproduktion aus
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Glucose sowie EsculinhydrolysBermacoccus nishinomiyaensis kann man anhand der
orangenen Kolonien und des fehlenden Wachstums 7&%6igem NaCl-Agar von
Mikrokokken unterscheiden, wahren#&ytococcus sedentarius und Kytococcus
schroeteri als pragende Merkmale Penicillin- und Methicilesistenz sowie
Argininhydrolyse aufweisen, sich aber unter anderdemsichtlich der Tween 80-
Hydrolysefahigkeit vonKytococcus schroeteri unterscheiden. Die halophile Spezies
Nesterenkonia halobia wéchst erst ab einem 5%igem NaCl-Gehalt auf kidghsth
Nahrmedien.

Spezies der GattungenArthrobacter, Brevibacterium, Cellulosimicrobium,
Dermabacter, Microbacterium und Oerskovia sind erst in den letzten Jahren als
bedeutende Krankheitserreger identifiziert word@8].[ Die Entwicklung molekularer
Nachweismethoden hat entscheidend dazu beigetragsa, dieser friiher unter dem
Begriff ,coryneforme Bakterien* zusammengefasstenrgadismen bis auf
Speziesniveau sicher zu identifizieren, da die phgmschen Merkmale nicht immer
ausreichend und zuverlassig fur eine Unterscheidiing. Es ist méglich geworden,
Spezies als Krankheitserreger zu beschreiben, aiikev als nicht pathogen galten.
Zudem sind eine Reihe neuer Spezies entdeckt worieden angewandten Techniken
gehdren neben den phanotypischen Nachweismethadgpidisweise die Analyse der
16S-rRNA-Gensequenz und Peptidoglykanstruktur, RWA-DNA-Hybridisation und
die Analyse zellularer Fettsauren. In vielen Fallsh eine Kombination dieser
Techniken, im englischen Sprachgebrauch auch alkyppasic approach” bezeichnet,

fur eine genaue ldentifizierung hilfreich.

Mikrokokken und die Vertreter der aus dem Gelisrococcus hervorgegangenen

Genera sind gegenlber den meisten Antibiotika erdfpéh [97,98]. Jedoch finden sich
speziesspezifische Resistenzen bzw. Resistenzprafdgeniber Antibiotika und

zellwandaktive Enzyme, die teilweise auch als Wdleeidungsmerkmal dienen.
Kocuria rosea, Kocuria kristinae und Nesterenkonia halobia sind Lysozym-resistent.

Fur Kytococcus sedentarius und Kytococcus schroeteri ist eine Resistenz gegenuber
Penicillin G und Methicillin beschrieben.

Das pathogene Potential der Spezies der GattuAgdmobacter, Brevibacterium,

Cellulosimicrobium, Dermabacter, Microbacterium, Oerskovia und Rothia wurde lange
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Zeit  unterschatzt und es fehlt an Richtlinien  fur inheitliche
Antibiotikaempfindlichkeitstest [25] hinsichtlicheser BakterienArthrobacter-Spezies
zeigen sich  empfindlich gegentber Penicillinen, 2dpsporinen  und
Glycopeptidantibiotika.Arthrobacter agilis ist dariiberhinaus empfindlich gegentber
Streptomycin, Chloramphenicol, Tetracyclinen, Ergthycin, Novobiocin und
Gentamicin und zeigt Lysozymresistenz. Viele Stanuee SpezieBrevibacterium
casel sind resistent gegenuber R-Lactamantibiotika, digxacin, Clindamycin und
Erythromycin undBrevibacterium otitidis zeigt Resistenzen gegentber Ampicillin,
Clindamycin, Oxacillin, Penicillin und Co-TrimoxalzoDermabacter hominis ist
empfindlich gegentber Cephalosporinen, Glycopeptiletika und Rifampicin, zeigt
aber eine eingeschrankte Reaktion auf Ciprofloxa€tindamycin, Erythromycin,
Gentamicin und Tetracycline. FRothia dentocariosa ist eine Resistenz gegentber Co-
Trimoxazol beschrieben, wahreRdthia mucilaginosa-Stamme Resistenzen gegenuber
Penicillin, Aminoglycosiden und Erythromycin sowigsozym und Lysostaphin zeigen
kdnnen.Microbacterium-Spezies sind gegeniber den meisten Antibiotikafiewclch,
zeigen aber Resistenzen gegenuber Penicillin GAmihoglycosiden. Dartberhinaus

ist Microbacterium resistens Vancomycin-resistent, was zu der Namensgebundefiihr
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1.6 Bearbeitete Fragestellung

Infektionen durch opportunistische Erreger, wie die der vorliegenden Arbeit
untersuchten Vertreter dificrococcineae, spielen in der Medizin eine immer gro3ere
Rolle. Durch die wachsende Zahl immunsupprimiefBatienten und verbesserte
Nachweismethoden konnten in den letzten Jahrere viganismen als potentielle
Krankheitserreger identifiziert werden, die vorlaés harmlos betrachtet wurden. Viele
dieser opportunistischen Pathogene sind ubiquiggbreitet und besiedeln auch die
Haut und Schleimhaut des Menschen, weshalb ihr Weaish in klinischem
Untersuchungsmaterial sowohl als Kontamination b#melonisation als auch als
klinisch signifikant bewertet werden kann. Fir dMbschétzung des pathogenen
Potentials und die gegebenenfalls nachfolgende aprerist deshalb eine exakte
Identifizierung nétig.

Molekulare Techniken haben viel zur exakten Idenéfung von Bakterien beigetragen
und sind mittlerweile eine wichtige Alternative uldgdnzung zu den traditionellen
phanotypischen Nachweismethoden, die auf biochémrmscund physiologischen
Reaktionen und Merkmalen der jeweiligen Mikroorgamen basieren. Sie haben
weiterhin auch fur die Untersuchung der Mikroorgamen-Phylogenie eine groRRe
Bedeutung erlangt und haben zum besseren Versgrdii verwandtschaftlichen
Beziehungen beigetragen. Viele Spezies sind reklasg worden und im Zuge der
molekularen Diagnostik wurden viele Arten neuenkdec

Eines der molekularen Verfahren ist die Sequenageion Genomabschnitten. Hierbei
wird die Basenfolge eines definierten Genomabstdmides zu identifizierenden
Mikroorganismus ermittelt und anschlieend mit Rafesequenzen bekannter
Organismen verglichen, wobei groRe Ubereinstimmoraef eine mogliche Identitét
hinweisen. Die 16S-rDNA-Sequenz ist einer der amufipten verwendeten
Genomabschnitte und kodiert das 16S-rRNA-Moleki¢ Emmt ubiquitar in allen
Zellen vor und eignet sich aufgrund ihrer strukilere Merkmale besonders fur die

Identifizierung von Mikroorganismen.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll die 16S-rDN&quenzierung mit zwei

kommerziellen Identifizierungssystemen, dem APl FHASystem und dem VITEK 2-

System, verglichen werden, die beide auf phanatipeis Merkmalen basieren. Einen
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wesentlichen Teil dieser Arbeit stellt die quabtntrollierte Ermittlung von 16S-
rDNA-Sequenzen der Unterordnuridicrococcineae dar, deren humanmedizinisch
wichtigste Gruppe das Genudicrococcus und die aus diesem hervorgegangenen
GeneraDermacoccus, Kocuria, Kytococcus und Nesterenkonia umfasst. Hinzu kommen
weitere verwandte Spezies verschiedener Generardidsterordnung. Viele dieser
Arten sind in den letzten Jahren als opportunisédeathogene beschrieben worden und
besitzen klinische Relevanz. Die hier ermittelteeqienzen dieser Bakteriengruppe
sollen als Referenzsequenzen fir 74 Klinische tsoldienen, die nach alter
Nomenklatur phanotypisch als Mikrokokken ident#izi worden sind. Anhand der
Sequenzanalyse und vergleichend mit den beiden levmetien, phanotypischen
Identifizierungssystemen sollen diese neubewertetd@n. Die Referenzsequenzen
sollen weiterhin die Datenbank des RIDOM-Projeldegeitern.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laboreinrichtungen und Geréate

ABI Prism 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied Byssems, Weiterstadt)
Eppendorf Concentrator 5301 (Eppendorf AG, Hamburg)

Gene Quant Il Photometer (Amersham Pharmacia Bipteeiburg)
Millipore Multiscreern] Separations Systems (Millipore, Billerica, USA)
Techne Dri-Block DB-2P (Techne AG, Jahnsdorf)

T1 Thermocycler (Whatman Biometra, Goéttingen) SafevVersion 4.16
Thermomixer comfort (Eppendorf AG, Hamburg)

VITEK® 2-Gerat

2.1.2 Enzyme, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

ABI Prism BigDye Terminator v3.0 Ready-Reaction feySequencing Kit
(Applied Biosystems, Weiterstadt)
AmpliTaq DNA Polymerase (5U/ul; Applied Biosysterifgeiterstadt)
APl STAPH-System V 4.0 (bioMérieux sa, Marcy I'EegiFrance)
-API STAPH-Kit
-Paraffinol
-Reagenzien (VP 1, VP 2, NIT 1, NIT 2, ZYM A, ZYB))
-Analytischer-Profil-Index API STAPH (3. Auflage)
Aqua dest.
Centri-Sep Columns (Princeton Separations, Adejphid, USA)
DNA-Marker: 1kb, 1000ug (1g/ul; Invitrogen Gmbh,d&uhe)
dNTPs: dATP, dGTP, dCTP, dTTP (je 10mM; Eppendd®, Alamburg)
Ethanol (96%)
Ethidiumbromidlésung (1 | Aqua dest. mit einem Teap Ethidiumbromid,
10mg/ml; Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen)

Formamid
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*  GeneAmp 10x PCR Puffer Il (200mM Tris-HCI, 500mM K@H 8,3) Applied
Biosystems, Weiterstadt)
» Lambda DNA-BstE Il Digest (C=500 yg/ml)
* LE Agarose
e Lysozym (C=20mg/ml)
e Magnesiumchlorid (25mM; Applied Biosystems, Weitack)
* NaCl-Lésung
* Probenpuffer: 6 fach konzentriert, fir 100ml: 25¢ Bromphenolblau, 34 ml
Glycerin, 66 ml Aqua dest.
e  QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden)
e TBE-Puffer: 10xTris/Boric Acid/EDTA Buffer verdinnmit Aqua dest. im
Verhaltnis 1:19
e TE-Puffer (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA,; pH 8.0)
e Tris-HCL
* VITEK® 2-System (bioMérieux sa, Marcy I'Etoile, France)
-VITEK 2 ID-GPC-Identifizierungskarte
-VITEK 2-DensiChek-Kit
-VITEK 2-Carrier

2.1.3 Synthetische Oligonukleotide

e Primer SSU-pro-27f5: 5-AGA GTT TGA TCM TGG CTCGA3" (5pmol/ul,
SIGMA-ARK GmbH, Steinheim)

e Primer SSU-pro-907r; 5-CCG TCA ATT CMT TTG AGTTA3" (5pmol/pul,
SIGMA-ARK GmbH, Steinheim)

e Primer SSU-pro-519r. 5-GWA TTA CCG CGG CKG CTG-3(5pmol/ pl,
SIGMA-ARK GmbH, Steinheim)

2.1.4 Nahrmedien

* Columbia-Schafblutagar

» Brain-Heart-Infusion(BHI)-Bouillon
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2.1.5 Bakterienstamme

Fur die Sequenzdatenbank wurden 21 Typ- bzw. Refetéamme verwendet. Tabelle 1

gibt diese Stamme zusammen mit der jeweiligen Stsemmmlungsbezeichnung wieder.

Die klinischen Stdmme entstammen der Stammsamndesgnstituts fir Medizinische

Mikrobiologie des Universitatsklinikums Munster usthd in Tabelle 2 zusammen mit

ihrer institutsinternen Kennzeichnung und der Ldaion ihrer Probenentnahme

zusammengefasst.

Tab. 1 Referenzstamme
Spezies

Arthrobacter agilis
Arthrobacter cumminsii
Arthrobacter woluwensis
Brevibacterium casei
Brevibacterium epidermidis
Brevibacterium otitidis
Cellulosimicrobium cellulans
Dermabacter hominis
Dermacoccus nishinomiyaensis
Kocuria kristinae

Kocuria rosea

Kocuria varians

Kytococcus schroeteri
Kytococcus sedentarius
Microbacterium resistens
Micrococcus luteus
Micrococcus lylae
Nesterenkonia halobia
Oerskovia turbata

Rothia dentocariosa

Rothia mucilaginosa

Stammsammlung

DSM 20550 (T)
DSM 10493 (T)
DSM 10495 (T)
DSM 20657 (T)
DSM 20660 (T)
DSM 10718 (T)
DSM 43879 (T)
DSM 7083 (T)
DSM 20448 (T)
DSM 20032 (T)
DSM 20447 (T)
DSM 20033 (T)
DSM 13884 (T)
DSM 20547 (T)
DSM 11986 (T)
DSM 20030 (T)
DSM 20315 (T)
DSM 20541 (T)
DSM 20577 (T)
DSM 43762 (T)
ATCC 25296 (T)

a

2DSM Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkahuy Braunschweig
ATCC American Type Culture Collection, Manassas, USA
(T) der verwendete Stamm ist der Typstamm der i8pez
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Tab. 2Klinische Stamme

. Kennzeichnung o
Position o Lokalisation
(institutsintern)

1 1 Leiste

2 3 Stirn

3 4 Leiste

4 5 Oberschenkel
5 6 Oberschenkel
6 7 Oberschenkel
7 10 Oberschenkel
8 12 Wange

9 13 Achsel

10 15 Achsel

11 17 Leiste

12 18 Oberschenkel
13 19 Achsel

14 23 Leiste

15 24 Leiste

16 26 Stirn

17 29 Achsel

18 37 Leiste

19 38 Unterarm
20 39 Unterarm
21 41 Unterarm
22 42 Leiste

23 48a Oberschenkel
24 48b Oberschenkel
25 54 Unterarm
26 57 Leiste

27 63 Oberschenkel
28 65 Unterarm
29 69 Unterarm
30 70 Unterarm
31 72 Leiste

32 73 Leiste

33 75 Oberschenkel
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34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
a7
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

82
87
88
91
95
106
110
119
123
125
127
146
147
149
150
151
153
154
155
157
159
171
172
173
175
177
179
193
198
199
200
201
205
206
211
212

Unterarm
Oberschenkel
Stirn
Unterarm
Stirn
Achsel
Stirn
Unterarm
Oberschenkel
Oberschenkel
Stirn
Stirn
Achsel
Leiste
Oberschenkel
Stirn
Unterarm
Unterarm
Leiste
Leiste
Oberschenkel
Leiste
Stirn
Unterarm
Unterarm
Stirn
Achsel
Unterarm
Stirn
Unterarm
Oberschenkel
Leiste
Oberschenkel
Gingiva
Oberschenkel

Stirn



70 213 Unterarm

71 214 Oberschenkel
72 217 Stirn
73 218 Leiste
74 219 Oberschenkel

2.2 Methoden

2.2.1 Vorbereitende Arbeitsschritte

2.2.1.1 Medien und Anzucht der Bakterien

Alle Bakterien wurden auf Blutagarplatten bei 3786gezogen. Einzige Ausnahme
bildet die Anzucht von Arthrobacter agilis, die @ner Brain-Heart-Infusion(BHI)-

Bouillon bei gleicher Temperatur erfolgte.

2.2.1.2 Extraktion chromosomaler DNA

Bei der Extraktion der chromosomalen DNA aus dekt®&#&n wurde das QlAamp
DNA Mini Kit verwendet.

Hierbei wurden zunachst 2-3 Osen der Bakterienkitd 80 pl TE-Puffer suspendiert
und anschlieBend 15 pl Lysozym dazugegeben. DipeBsson wurde dann mindestens
30 min

bei 37 °C inkubiert. Um das gebildete Kondenswask®r Losung zurtckzufiihren,
wurde das Ganze kurz zentrifugiert und -nach Zugedre25 pl Proteinkinase K und
200 pl AL-Puffer- 30 min bei 56 °C (Thermomixer Cimm) sowie 5 min bei 95 °C
(Techne Dri Block) inkubiert. AnschlieBend wurder d&uspension 200 pl Ethanol
hinzugefiigt und die entstandene Losung sofort gexbrDer Mix wurde dann auf die
QIAamp-Saule gegeben und 1 min bei 9000 rpm zegiaft. Nachdem der Untersatz
gewechselt wurde, wurde 500 pl AW1-Puffer hinzugefiind erneut 1 min bei 9000
rom zentrifugiert. Der Untersatz wurde dann ein imge Mal gewechselt und die

Suspension wurde nach Zugabe von 500 pl AW2-Pusfemin bei 13000 rpm
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zentrifugiert. Nach erneutem Wechseln des Unteesateurde 1 min bei 13000 rpm
zentrifugiert. Die S&ule wurde anschlieRend inreenes Gefal3 gesetzt und, nachdem
200 pl AE-Puffer (56 °C) zugegeben wurden, 5 min3&e°C inkubiert. AbschlielRend

wurde der Mix 1 min bei 9000 rpm zentrifugiert wheé Saule verworfen.

2.2.1.3 Photometrische Messung des DNA-Gehaltes

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte spefghotometrisch bei einer
Wellenlange vo\=260 nm mit dem Gene Quant Il Photometer. Hierb&iden 10 pl

des Extraktionsproduktes mit 90 ul Tris-HCL-Loswregdinnt. Als Kontrolle dienten
10 pl Lambda DNA BstE Il Digest, die ebenfalls @@ pul Tris-HCL verdiinnt wurden.
Die DNA-Konzentration ist der gemessenen Absorptwoportional und errechnete

sich folgendermal3en:

Cona= AgsoXx Faktor x Verdinnungsfaktor

Cona=DNA-Konzentration
Azs=Absorption beA=260 nm
Faktor= 50 pg/ml fir dsDNA

Verdunnungsfaktor=10

Als unterer Grenzwert wurde fir die gemessene Adigor 0,2 (AV) festgelegt. Zudem
wurde fur das Verhaltnis von gemessener AbsorpbenA=260 nm (Abs 1) zu
gemessener Absorption Pet280 nm (Abs 2) ein Grenzbereich von Abs 1/ Abs.2=1
2.1 definiert, da auf3erhalb liegende Werte auf afieeunreinigung, beispielsweise
durch Proteine, hinweisen kdnnen. In diesem Failv.bbei Unterschreitung des

gemessenen Absorptionswertes wurden die jeweiligdterienstamme erneut lysiert.
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2.2.2 Arbeitsschritte der Sequenzierung

2.2.2.1 16S-PCR

Die PCR (polymerase chain reaction, dtsch. Polyseekettenreaktion) ist ein Ver-
fahren, mit dem definierte DNA-Abschnitte ampliézi werden kénnen. Hierbei kommt
es zu einer exponentiellen Vervielfaltigung, beir desowohl beide Strange der
Ausgangs-DNA als auch spater deren Komplementptedalk Vorlage dienen. Somit
kommt es pro Zyklus zu einer Verdopplung des jegei DNA-Abschnittes.

Bei der 16S-PCR wird der DNA-Abschnitt amplifizieder das 16S-rRNA-Molekil

kodiert. Das 16S-rRNA-Molekil ist Bestandteil ddsosomalen Struktur und an der
Proteinbiosynthese beteiligt.

Die PCR wurde mit einem 50 pl Mastermixansatz dgeéihrt, bestehend aus

-35,75 pl Aqua dest.,

-1 pl ANTPs,

-3 ul Magnesiumchlorid,

-5 pl 10x PCR-Puffer,

-je 2 ul der beiden Primer (27f und 907r),
-0,25 ul Tag-Polymerase und

-1 pl DNA.

Um Fehlhybridisierungen zu vermeiden, wurde die Dp& ,hotstart” dazugegeben,
der als solcher im Thermocycler vorprogrammiert .wétierbei erhitzte der
Thermocycler den Mastermixansatz flr 5 min auf 94AGerhalb derer man den DNA-
Ansatz hinzufugte, um sicherzustellen, dass digrRelasekettenreaktion erst startet,
wenn die erforderliche Reaktionstemperatur erragthind der Primer spezifisch an die
DNA gebunden ist. Es folgten eine initiale Denawrng von 10 sec bei 96°C und
anschlieRend 27 Zyklen bestehend aus einem Desatmgsschritt (45 sec bei 94°C),
einem Hybridisierungsschritt (1 min bei 53°C) undeen Elongationsschritt (1 min 30
bei 72°C). Ein abschlieender Elongationschritt i@dhmin bei 72°C beendete den
Vorgang und die Reaktion wurde auf 4°C gekuhlt.
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Ein DNA-Ansatz lief stets als Doppelkontrolle. APositivkontrolle diente eine bereits
erfolgreich amplifizierte DNA (1b Genomaquivalente vorEscherichia coli 933,
HYMS 001), als Negativkontrolle 1 pul Aqua dest..

Fur folgende Bakterienstamme wurde aufgrund nichterwertender Ergebnisse bzw.
zu niedriger Werte hinsichtlich der nachfolgenderletktrophorese und PCR-
Produktkonzentrationsmessung die DNA-Menge auf &rpbht und dementsprechend
die Menge an Aqua dest. auf 31,75 pl reduziert:

-Micrococcus agilis
-Micrococcus halobius
-Cellulosimicrobium cellulans
-Rothia mucilaginosa (ehemalsstomatococcus mucilaginosus)
-Kytococcus schroeteri
-Micrococcus nishinomiyaensis
-Micrococcus sedentarius
-Klinischer Stamm (KS) 1
-KS 5

-KS 48 b

-KS 69

-KS 82

2.2.2.2 PCR-Produktaufreinigung

Zur Reinigung des PCR-Produktes wurde das Millipdtdtiscreen Separations System
verwendet.

Hierbei wurde zunéachst die Mikrotiterplatte bis alié zu benutzenden Kavitaten
abgeklebt. AnschlieRend wurde das PCR-Produkt miaAdest. auf 100 pl Volumen
aufgeflllt und in die Mikrotiterplatte Gberfuhrt,eleche dann auf den mitgelieferten
Manifold, einem Filtrationsgerat mittles Vakuumabgang, gestellt wurde. Im

nachsten Schritt wurde der Manifold geschlossen, Rteickregler geotffnet und die
Vakuumpumpe angestellt. Nachdem der Manifold gefffrvurde, wurde die

Mikrotiterplatte bis zum Aufbau den Vakuums fesgedrickt, wobei der Sog Uber den

Druckregler reguliert wurde, so dass ein kontidigker Druck von 20-25 mmHg
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entstand. Die Proben wurden so 3 min tber die Mamdurchgesaugt. Anschlie3end
wurde der Manifold wieder geschlossen, die Vakuumpe abgestellt und das Ventil
mit dem Druckregler geotffnet. Es folgte ein Wasthgt; bei dem 100 pl Aqua dest.
auf die Membran gegeben und der Filtrationsvorgangderholt wurden. Danach
wurden 50 pl Agqua dest. auf die Membran gegebendi@adProben 5 min auf dem
Schitteltisch bei hochster Geschwindigkeit eluiédbschliellend wurden die 50 pl

Lésungen in saubere Gefal3e Uberfuhrt.

2.2.2.3 DNA-Konzentrationsbestimmung mittels Photowter

Um einen Aussagewert Uber den DNA-Gehalt der aafggten PCR-Produkte zu
erhalten, wurde dieser analog der bereits erwdhDtéA-Konzentrationsbestimmung
mittels Photometer (siehe unter 2.2.1.3) bei éileHenlange voA=260 nm gemessen,

wobei 10 pl des aufgereinigten PCR-Produktes miil9@PLC verdinnt wurden.

2.2.2.4 GielRen des Gels

Bei der nachfolgende Gelelektrophorese wurden Asgayele verwendet.

Zur Herstellung dieses Gels wurden zunachst 105QEnggarose in 70 ml 0.5% TBE-
Puffer-Losung gegeben. Anschlieend wurde das Gemimit Hilfe eines
Magnetrihrers bei 200 rpm und 200°C aufgeheizt 3ddec sprudelnd gekocht, so
dass die Agarose sich l6ste. Nachdem die LosungnSstehengelassen wurde, um die
richtige Gielstemperatur zu erhalten, wurde mit édiéfines Gelschlittens und zweier

Laufkdmme ein Gel mit Taschen gegossen, welches 8@min stehengelassen wurde.

2.2.2.5 Gelelektrophorese

Nach Fertigstellung des Gels wurde dieses in elakt®phoresekammer gegeben und
so viel TBE-Puffer-Lésung hinzugeflgt, dass das &ebpp bedeckt wurde.
AnschlieRend wurden die DNA-Ansatze bestehend augifs 8 pl der gereinigten
PCR-Produkte und 2 ul Probenpuffer in die Geltasamegeben. Als Kontrolle diente
ein Markeransatz aus 9,5 pul Aqua dest., 2 pl Prolbiéer und 0,5 pl DNA-Marker
(1kb).
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Die Proben wurden bei einer Spannung von 110 \Whh laufengelassen.

2.2.2.6 Farben des Gels

Nach Durchlauf der Elektrophorese wurde das Gema® in Ethidiumbromidlésung
abgedeckt stehengelassen, da Ethidiumbromid lighfiadiich ist, kurz mit
demineralisiertem Wasser abgespult und anschlie@énanin in demineralisiertem
Wasser abgedeckt stehengelassen.

Unter UV-Licht wurden die Banden dargestellt untbfpafiert.

2.2.2.7 Sequenzierungs-PCR

Die gereinigten PCR-Produkte wurden mit dem ABIs®riBigDye Terminator v3.0
24RR Cycle Sequencing Kit erneut amplifiziert. Bkéser linearen Amplifizierung
wurde im Gegensatz zum oben beschriebenen PCRKerfaur ein Primer eingesetzt.
Die Didesoxynukleotide (ddNTPs) sind entsprechenén dunterschiedlichen
Nukleotiden mit verschiedenen Farbstoffen markiertl verursachen eine vorzeitige
Strangterminierung. Die Amplifikation wurde fur pdProbe mit jeweils einem forward
und einem reverse Primer durchgefuhrt. Zur Anwegdiamen die Primer 16S-27f und
16S-5109r.

Die Sequenzierungs-PCR wurde mit einem 10 ul Ansestehend aus

-0,5 ul Premix

-1,8 pl 5x Puffer

-2,0 pl Primer (5 pmol/ul)

-PCR-Produkt (100 ng DNA, je nach gemessener DNAZ€ntration)
-evtl. Aqua dest. (bei Unterschreiten von 10 ps#a)

durchgefuihrt. Bei niedriger DNA-Konzentration koards zu einem Uberschreiten von
10 pul Ansatz kommen. In diesem Fall wurde das deidiche Volumen des PCR-
Produktes (100 ng DNA) im Eppendorf Concentratodb&C (Richtwert 15 min/10 ul)

konzentriert, die Probe anschliessend mit 5,7 plidAdest. aufgefillt und den oben

genannten Mengen an Premix, Puffer und Primer lgefZigt.
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Die PCR erfolgte im Thermocycler in 24 Zyklen miteweils einem
Denaturierungsschritt von 10 sec bei 94°C, eineraridisierungsschritt von 5 sec bei
33°C und einem Elongationsschritt von 4 min beiG0AbschlieRend wurden die

Proben auf 10°C heruntergekuhlt.

2.2.2.8 Aufreinigung der Sequenzierproben

Im Anschluss an die Sequenzierungs-PCR wurdenrtatenen PCR-Produkte mittels
Centri-Sep Columns von nicht-inkorporierten ddNGéseinigt.

Zunachst wurde fur jede Probe eine Saule mit jen@l0 pl HPLC angesetzt, kurz
anzentrifugiert und dann fir 2 h ruhig stehengelasgnschlieRend wurden die Saulen
in die Waschtubes gestellt, so dass Uberschissigsifgkeit abtropfen konnte. Diese
Flissigkeit wurde verworfen und die Saulen in deas@itubes 2 min bei 3000 U/min
zentrifugiert. Im nachsten Schritt wurden die Wasbks entfernt und die Saulen auf
die Sample Collection Tubes gesetzt. Nachdem dapiebeierungs-PCR-Produkt
mittig auf die Saulen gegeben wurde, wurden did&raerneut 2 min bei 3000 U/ min
zentrifugiert. Abschlie3end wurden die Saulen vefaround das erhaltene Produkt im
Eppendorf Concentrator 15 min bei 45°C konzentriert

Vor der automatisierten Sequenzierung im ABI Pri3h®0 Avant Genetic Analyzer

wurden die Proben in jeweils 20 pul Formamid gelost.

2.2.2.9 Auswertung der Sequenzdaten

Fur die Sequenzanalyse war die 16S-rDNA-Region @dveis und einschliel3lich den
Basenpositionen 54 und 510, entsprechend den 183-fbsitionen beEscherichia
coli, malRgebend.

Zur Berechnung der paarweisen Sequenzabstéande lignamgnts wurde das Clustal
W-Programm [95] verwendet, welches Uber die Weld#t® European Bioinformatics
Institute (EBI) unter http://www.ebi.ac.uk/clustdiwireizuganglich ist. Um einen
Hinweis Uber die Qualitat der Sequenzen der Datdnba erhalten, wurden diese Uber
die Homepage des National Center for Biotechnolmggrmation mit Sequenzen aus
der GenBank-Datenbank [14] durch das Basic Locajnihent Search Tool (BLAST)
[2] verglichen (http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/). Asthliel3end wurden die Sequenzen
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der klinischen Stamme mit denen der erhaltenenrbatek kontrolliert. Die Datenbank
wurde als Teil des Ribosomal Differentiation of kiorganisms (RIDOM)-Projektes
[44] angelegt.

Das phylogenetische Dendrogramm wurde mit dem Brogr QAlign [80] erstellt,

welches zu diesem Zeitpunkt (08/2003) im Interneeérinttp://www.ridom.de/qalign/

feizugénglich war.

2.2.3 Biochemische Identifizierungssysteme von Bakien

Um eine Vergleichsmdglichkeit Uber die Qualitat uhid Aussagekraft der Ergebnisse
zu erhalten, wurden diese mit den Ergebnissen rwiexenmerziell verfugbarer

Identifizierungssysteme verglichen, die auf bioctssmen Testmethoden und einer
Datenbasis zur Auswertung beruhen. Es handeltetsabei zum einen um das API

STAPH-System und zum anderen um das VITEK 2-System.

2.2.3.1 APl STAPH

Beim APl STAPH-System der Firma bioMérieux handedtsich um ein System zur
Identifizierung von Vertretern der Gattung&aphylococccus und Micrococcus anhand
von standardisierten und miniaturisierten, bioclsetmen Tests und einer spezifischen
Datenbasis zur Auswertung der biochemischen Restio

Zunachst wurden zur Herstellung einer feuchten Kam® ml Aqua dest. in die
Inkubationswanne gegeben und dann ein Teststreifdie Wanne gelegt. Die fur den
Test bendtigten Bakterienkolonien wurden auf Blatagultiviert und in den API
STAPH-Mediumampullen suspendiert. Die Tribung despg@nsion wurde mit Hilfe
eines Densitometers auf 0,5 nach McFarland eingjesteschlielend wurden die
Rohrchen des Teststreifens mit der SuspensionlsPipette beimpft. Die Tests Urea
(URE, dtsch. Harnstoff) und Arginine Dihydrolase OJA) wurden jeweils mit 2
Tropfen Paraffindl Gberschichtet. Daraufhin wurdbe Teststreifen 24 Std. bei 37°C
inkubiert.

Die Ablesung der Reaktionsergebnisse des Testtseiérfolgte visuell anhand der
Ablesetabelle. Wie vorgegeben wurde fir den Nachvdgr folgenden Reaktionen

jeweils 1 Tropfen der folgenden Reagenzien zugagebe
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-Voges-Proskauer(VP)-Test: VP 1 und VP 2
-Nitratreduktions(NIT)-Test: NIT 1 und NIT 2
-Alkalische Phosphatase(PAL)-Test: Enzym (ZYM) AduEnzym B

Die Identifizierung erfolgte nach der visuellen Abling anhand des Analytischen-
Profil-Indexes fur APl STAPH (3. Auflage), wobeiediReaktionen in Form eines
numerischen Profils kodiert wurden. Dieses Profidwon zwei Indices begleitet, zum
einen dem Prozentwert der Identifizierung (%ID)r dee relative Wahrscheinlichkeit
des Profils verglichen mit allen Taxa der Datenbasizeigt und zum anderen dem T-
Index, der die relative Wahrscheinlichkeit des Bsohnerhalb eines Taxons ausdriickt.

Die erhaltenen Werte wurden anschlielend in folgdategorien eingeteilt:

-ausgezeichnete Identifizierung (%6H29.9 und T> 0.75)
-sehr gute Identifizierung (%1B 99.0 und T> 0.5)
-gute Identifzierung (%I>> 90.0 und T> 0.25)
-akzeptierte Identifizierung (%1B 80.0 und > 0)

Resultate unterhalb dieser Werte wurden als una&izepeingestuft.

2.2.3.2VITEK 2 ID-GPC

Beim VITEK 2-System, ebenfalls von der Firma bioMéx hergestellt, handelt es sich
um ein Verfahren zur automatischen Identifizierunghd Resistenz-Testung
grampositiver Keime. Wie auch das APl STAPH-Systemiert es auf biochemischen
Testmethoden und einer spezifischen DatenbasisAaswertung der Ergebnisse der
biochemischen Reaktionen.

Die auf Blutagar kultivierten Bakterienkolonien wlen in 3 ml einer sterilen

Kochsalzlésung (laut Anleitung 0,45-0,5 % NaCl, ptD-7,2) suspendiert und die
Dichte der Suspension mittels DensiChek auf 0,5hndicFarland eingestellt.

Anschlielend wurde das Suspensionsrohrchen milR&GPC-Karte in den Carrier

gestellt, welcher dann in das VITEK 2-Gerat UbertfiNurde.
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Die Identifizierung erfolgte automatisch anhand Week 2-Software (Version 3.01).
Auch hier wurden die Ergebnisse mittels des Provemnés der Identifizierung und des

T-Indexes sowie der obengenannten Kategorisierngggeben.
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde im Rahmen des Rioal Differentiation of
Microorganisms (RIDOM)-Projektes fur 21 Typ- undf&enzstamme verschiedener
Familien der UnterordnungMicrococcineae sowie 74, nach alter Nomenklatur
phanotypisch als Mikrokokken identifizierte, kliolee Isolate eine 5°-16S-rDNA-
Sequenzierung durchgeflhrt.

Anhand der Typ- und Referenzsequenzen wurde im Raloer vorliegenden Arbeit
eine Referenzsequenzdatenbank erstellt. Um einawdis auf die Qualitat der Typ-
und Referenzsequenzen zu erhalten, wurden dies&enienzen aus der GenBank-
Datenbank verglichen (Stand 08/2003).

Die Sequenzen der Kklinischen Isolate wurden arefgébhd anhand der
Referenzsequenzdatenbank kontrolliert und ausgetyevobei fir die Sequenzanalyse
die 16S-rDNA-Region zwischen und einschlie3lich dasenpositionen 54 und 510,
entsprechend den 16S-rDNA-PositionenBssherichia coli, malRgebend war.

Die Ergebnisse der Sequenzanalyse wurden mit demeier kommerziell verfligbarer
Identifizierungssysteme verglichen, die auf bioctssmen Testmethoden und einer
Datenbasis zur Auswertung beruhen. Es handeltehséchei um das APl STAPH- und
das VITEK 2-System.

3.1 Vergleich der Referenzsequenzen mit GenBankendgen

Um einen Hinweis auf die Qualitdt der Typ- und Refsequenzen zu erhalten,
wurden diese mit Sequenzen aus der GenBank-Datieneaglichen (Stand 08/2003).
Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse des Sequenzverglembbei nur die Suchergebnisse ab
99%iger Ubereinstimmung beriicksichtigt wurden. Bi€enze wurde spater auch fur
den Vergleich zwischen den Sequenzen der KlinischHenlate und den
Referenzsequenzen festgelegt und umfasst den molexeeich, innerhalb dessen in der
vorliegenden Arbeit von einer ldentifizierung ayfeRieslevel ausgegangen wurde.

11 der 21 Referenzsequenzen (52,4%) wurden in demB@nk-Datenbank mit
100%iger Ubereinstimmung nach aktueller Nomenkladentifiziert. Es handelt sich
hierbei um folgende SpeziedArthrobacter cumminsii, Arthrobacter woluwensis,

Brevibacterium otitidis, Celulosimicrobium cellulans, Kocuria kristinae, Kocuria
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varians, Kytococcus schroeteri, Micrococcus luteus, Micrococcus lylae, Oerskovia
turbata und Rothia dentocariosa. Weitere drei Spezies (14,3%Brevibacterium casel,
Brevibacterium epidermidis und Dermabacter hominis - wurden mit 99%iger
Ubereinstimmung nach aktueller Nomenklatur idexigfit. Insgesamt wurden sieben
Referenzsequenzen nach alter Nomenklatur richtiginet (33,3%). Mit 100%iger
Ubereinstimmung wurdewrthrobacter agilis als Micrococcus agilis, Nesterenkonia
halobia als Micrococcus halobius und Kocuria rosea als Kocuria erythromyxa
identifiziert (14,3%). Die ehemals dem Gemmsnococcus angehoérige Spezié&curia
erythromyxa [76] gehort mittlerweile der Speziéocuria rosea an [81]. Mit 99%iger
Ubereinstimmung  wurden Dermacoccus nishinomiyaensis als Micrococcus
nishinomiyaensis, = Kytococcus sedentarius als Micrococcus — sedentarius,
Microbacterium resistens als Aureobacterium resistens und Rothia mucilaginosa als
Somatococcus mucilaginosus richtig bestimmt (19,0%).

Oerskovia turbata wurde sowohl nach aktueller Nomenklatur als adsi€dlulomonas
turbata mit 100%iger Ubereinstimmung und aBellulomonas-Spezies mit 99%iger
Ubereinstimmung identifiziertBrevibacterium otitidis wurde zusatzlich zur exakten
Identifizierung mit 100%iger Ubereinstimmung &isevibacterium-Spezies bestimmt.
Zehn Suchergebnisse beinhalteten als zuséatzlichermation die jeweilige
Stammsammlungsbezeichnung. Neun dieser Stamme t&mmit den in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Stammen Ubereinheivalie fir Kocuria varians
angegebene Bezeichnung ATCC 15306 der American Tg@péure Collection
denselben Stamm beschreibt wie den in der vorl@égerbeit unter der Bezeichnung
DSM 20033 der Deutschen Sammlung fur Mikroorganismed Zellkulturen GmbH
verwendeten. Von diesen neun Stammen wurden seth9a8oiger Ubereinstimmung
richtig identifiziert. Kocuria varians (DSM 20033 und ATCC 15306Micrococcus
luteus (DSM 20030) undMicrococcus lylae (DSM 20315) wurden nach aktueller
Nomenklatur,Arthrobacter agilis (DSM 20550) algViicrococcus agilis, Nesterenkonia
halobia (DSM 20541) aldMlicrococcus halobius und Oerskovia turbata (DSM 20577)
als Cellulomonas turbata wurden nach alter Nomenklatur richtig bestimmteiDveitere
Stamme wurden unter gleicher Stammsammlungsbezeighn mit 99%iger
Ubereinstimmung identifiziertBrevibacterium epidermidis (DSM 20657), Kocuria
kristinae (DSM 20032) undKocuria varians (DSM 20033).
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Das Suchergebnis fu€elulosimicrobium cellulans (DSM 43879) beinhaltete die
Stammsammlungsbezeichnung in der GenBank-Eintragsau. Die Sequenzanalyse

erbrachte eine Ubereinstimmung von 100%.

Tab. 4 GenBank-Suchergebnisse

Stamm- ) ) ) Stamm-
) GenBank-Suchergebnisse mit Accession-
Spezies sammlungs- sammlungs-
Number )
nummer bezeichung
Arthrobacter agilis DSM 20550 Micrococcus agilis 100% X80748 DSM 2550
Arthrobacter cumminsii DSM 10493 Arthrobacter cumminsii 100% X93354

Arthrobacter woluwensis 100% X93353
Arthrobacter woluwensis DSM 10495
Arthrobacter woluwensis 100% AY112986

Brevibacterium casei 99% AF510045

Brevibacterium casei DSM 20657 Brevibacterium casei 99% X76564
Brevibacterium casei 99% AJ251418 DSM 20657
Brevibacterium epidermidis \DSM 20660 Brevibacterium epidermidis 99% X76565

Brevibacterium otitidis 100% AF133534
Brevibacterium otitidis DSM 10718 Brevibacterium sp. 100% D88212

Brevibacterium otitidis 99% X93593

Cellulosimicrobium cellulans |DSM 43879 Cellulosimicrobium cellulans 100% DSM 43879
Dermbacter hominis 99% X76728
Dermabacter hominis DSM 7083
Dermabacter hominis 99% AF343728
Dermacoccus
DSM 20448 Micrococcus nishinomiyaensis 99% X87757.1

nishinomiyaensis

Kocuria kristinae 100% AF501368

Kocuria kristinae DSM 20032 Kocuria kristinae 100% AJ316579

Kocuria kristinae 99% X80749 DSM 20032

Kocuria erythromyxa 100% Y11330 ATCC 187T
Kocuria rosea DSM 20447

Micrococcus roseus 99% X87756

Kocuria varians 100% AF542074 ATCC 15306
Kocuria varians DSM 20033

Micrococcus varians 99% X87754 DSM 20033
Kytococcus schroeteri DSM 13884 Kytococcus schroeteri 100% AJ297722.1
Kytococcus sedentarius DSM 20547 Micrococcus sedentarius 99% X87755
Microbacterium resistens DSM 11986 Aureobacterium resistens 99% Y14699

Micrococcus luteus 100% AJ536198 DSM 20030
Micrococcus luteus DSM 20030

Micrococcus luteus 99% AJ309917
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Micrococcus lylae

Nesterenkonia halobia

Oerskovia turbata

Rothia dentocariosa

Rothia mucilaginosa

DSM 20315 Microccus lylae 100% X80750 DSM 20315

DSM 20541 Micrococcus halobius 100% X80747 DSM 20541
Oerskovia turbata 100% X79454

DSM 20577 Cellulomonas turbata 100% X83806 DSM 20577

Cellulomonas sp. 99% AF237956
Rothia dentocariosa 100% AF543284
Rothia dentocariosa 100% AF543278

DSM 43762
Rothia dentocariosa 100% AF543277
Rothia dentocariosa 100% AF543276
ATCC 25296 Stomatococcus mucilaginosus 99% X95483.1

Abbildung 3 zeigt anhand eines Dendrogramms, basieauf den in dieser Arbeit

ermittelten  16S-rDNA-Sequenzen, die  phylogenetischePositionen  und

Verwandtschaftsverhaltnisse zwischen den verwendeéderenz- und Typstammen.

Abb. 3 Phylogenetisches Dendrogramm basierend auf denainmBn des RIDOM-Projektes
ermittelten 16S-rDNA-Sequenzen. Als Outgroup wulemabacter hominis verwendet. Die
Skala bezieht sich auf die jeweiligen Basenuntéesiehin Prozent.
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3.2 Sequenzanalyse der Klinischen Isolate anhanderd Referenz-

sequenzen
Die Sequenzen der Klinischen Isolate wurden anld@ndReferenzsequenzen analysiert
und ausgewertet.
Die klinischen Isolate entstammen der Stammsammidi@sginstitutes fir Medizinische
Mikrobiologie des Universitatsklinikums Mdunster. eSiwurden aus Haut- und
Schleimhautabstrichen gewonnen und nach alter Nklaein phé&notypisch als
Mikrokokken identifiziert. Die ldentifizierung al$/icrococcus-Spezies basierte auf
morphologischen Merkmalen nach Gramfarbung mit gno§rampositiven Kokken in
Tetraden oder in Traubenlagerung sowie aerobem SYWachvon katalasepositiven,
gewdhnlich runden, glatt begrenzten, pigmentieKelonien auf Furazolidonagar. Zur
Differenzierung gegenuber Staphylokokken wurde Rasistenzverhalten gegentber
Lysostaphin, Bacitracin und gegeniuber Lysozym getes
Fur die Identifizierung auf Spezieslevel wurde Rhdich der Sequenzanalyse der
klinischen Isolate die Grenze bei 99% festgelegt,atle im Rahmen dieser Arbeit
qualitatskontrolliert getesteten Typ- und Referégimsne mindestens eine 99%ige
Ubereinstimmung zu den GenBank-Datenbankeintragefwiesen. 38 der 74
klinischen Isolate (51,4%) wurden anhand der Reftessequenzen innerhalb dieses
Grenzbereiches identifiziert, wobei fir drei diesslate (4,1%) das Ergebnis bei 100%
lag. Fur 14 weitere Stamme (18,9%) lag das Sequehzeergebnis innerhalb einer
Grenze von 98%, so dass insgesamt 52 der 74 Kiemsdsolate (70,3%) in diesem
Bereich identifiziert werden konnten. Zwei Stamn2e7%) kamen hinzu, wenn man
eine 97%ige Ubereinstimmung zugrunde legte. Insges&d der 74 klinischen Isolate
(73,0%) konnten innerhalb eines Wertebereichs vérl@% identifiziert werden.
Insgesamt lag der Mittelwert bei 97,8%. Tabelle ibt geinen Uberblick tber die

Ergebnisse der Sequenzanalyse.

Von den 74 Kklinischen Isolaten wurden mit jeweilSichster Ahnlichkeit
(Ubereinstimmung 86,46-100%) insgesamt 38 der $p##iicrococcus luteus (51,4%),
16 der Spezie&Kocuria varians (21,6%) und 15 der Speziéocuria rosea (20,3%)
zugeordnet. Fur jeweils zwei Stamme (2,7%) hatterBeéquenzen der Spezikescuria
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kristinae und Dermabacter hominis den hochsten Ubereinstimmungswert. Ein Stamm
wurde der SpezidRothia mucilaginosa zugeordnet (1,4%).

36 der 38 der SpezieMlicrococcus luteus zugeordneten Isolate (94,7%) hatten
Ergebnisse oberhalb der festgelegten Grenze von 98%%ei fir zwei Stamme eine
Ubereinstimmung von 100% gefunden wurde (5,3%). Bigebnisse der beiden
ubrigen Stamme lagen oberhalb eines Ubereinstimewerges von 98%. Von den 16
der SpezieKocuria varians zugeordneten Stammen lag kein Ergebnis innerhinbs e
Grenzwertes von 99%. 12 dieser Stamme (75,0%) wumdeeinem Ergebnis oberhalb
von 98% zugeordnet, zwei weitere (12,5%) mit einérgebnis oberhalb von 97%.
Einer der 15 der Spezielocuria rosea zugeordneten Stamme wurde mit einer
Ubereinstimmung von mehr als 99% bestimmt. Die Wddr 14 tibrigen Stamme lagen
in einem Intervall zwischen 94,98 und 95,08Kacuria kristinae wurde fir einen
Stamm mit einer Ubereinstimmung von 100% identfizi ein weiterer hatte ein
Ergebnis von 86,46%. Die Werte der beiden Bdsmabacter hominis bestimmten
Stamme lagen bei 91,38%othia mucilaginosa wurde mit einer Ubereinstimmung von
94,53% zugeordnet.

Tab. 5 Ergebnisse der Sequenzanalyse der klinischen dsol@a=74) anhand der
Referenzsequenzen*
Ubereinstimmung

Isolatsbezeichnung Hochste Sequenzubereinstimmung

(in %)
1 Kocuria rosea D 20447 94,98
3 Micrococcus luteus D 20030 99,31
4 Micrococcus luteus D 20030 99,54
5 Micrococcus luteus D 20030 99,31
6 Micrococcus luteus D 20030 99,54
7 Micrococcus luteus D 20030 99,31
10 Micrococcus luteus D 20030 99,31
12 Micrococcus luteus D 20030 99,31
13 Micrococcus luteus D 20030 99,31
15 Micrococcus luteus D 20030 99,31
17 Micrococcus luteus D 20030 99,31
18 Micrococcus luteus D 20030 99,07
19 Micrococcus luteus D 20030 99,31
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23
24
26
29
37
38
39
41
42
48a
48b
54
57
63
65
69
70
72
73
75
82
87
88
91
95
106
110
119
123
125
127
146
147
149
150
151

Micrococcus luteus D 20030
Micrococcus luteus D 20030
Kocuria rosea D 20447
Kocuria rosea D 20447
Micrococcus luteus D 20030
Micrococcus luteus D 20030
Kocuria varians D 20033
Micrococcus luteus D 20030
Micrococcus luteus D 20030
Micrococcus luteus D 20030
Micrococcus luteus D 20030
Micrococcus luteus D 20030
Kocuria rosea D 20447
Micrococcus luteus D 20030
Kocuria rosea D 20447
Micrococcus luteus D 20030
Micrococcus luteus D 20030
Micrococcus luteus D 20030
Micrococcus luteus D 20030
Micrococcus luteus D 20030
Kocuria varians D 20033
Micrococcus luteus D 20030
Kocuria rosea D 20447
Kocuria rosea D 20447
Micrococcus luteus D 20030
Micrococcus luteus D 20030
Micrococcus luteus D 20030
Micrococcus luteus D 20030
Kocuria rosea D 20447
Kocuria rosea D 20447
Kocuria rosea D 20447
Kocuria varians D 20033
Kocuria rosea D 20447
Kocuria varians D 20033
Kocuria varians D 20033

Kocuria varians D 20033
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99,31
99,31
95,06
94,98
99,31
99,31
97,29
99,31
99,31
99,31
99,31
99,31
94,98
99,08
94,98
99,31
99,31
99,77
99,31
99,77
98,63
99,77
99,77
94,98
99,77
99,77
99,31
100,00
94,98
94,98
94,98
98,64
94,98
98,41
98,64
98,18



153 Kocuria varians D 20033 98,18

154 Kocuria kristinae D 20032 100,00
155 Kocuria varians D 20033 98,13
157 Kocuria rosea D 20447 94,98
159 Rothia mucilaginosa A 25296 94,53
171 Kocuria rosea D 20447 94,98
172 Kocuria varians D 20033 98,63
173 Kocuria varians D 20033 98,63
175 Kocuria varians D 20033 94,77
177 Micrococcus luteus D 20030 99,54
179 Micrococcus luteus D 20030 98,85
193 Micrococcus luteus D 20030 100,00
198 Micrococcus luteus D 20030 98,36
199 Kocuria varians D 20033 96,36
200 Micrococcus luteus D 20030 99,08
201 Micrococcus luteus D 20030 99,77
205 Kocuria kristinae D 20032 86,46
206 Kocuria varians D 20033 98,41
211 Kocuria varians D 20033 97,28
212 Kocuria varians D 20033 98,63
213 Kocuria varians D 20033 98,63
214 Kocuria rosea D 20447 94,98
217 Kocuria rosea D 20447 94,98
218 Dermabacter hominis D 7083 91,38
219 Dermabacter hominis D 7083 91,38

*Ubereinstimmung unterhalb des Grenzwertes von 89fett

3.3 Identifizierung der Kklinischen Isolate anhanddes APl STAPH-

Systems
Die klinischen Isolate wurden anhand des APl STARIdtems V 4.0 (bioMérieux sa,
Marcy I'Etoile, France) identifiziert. Es handelicks hierbei um ein System zur
Identifizierung von Vertretern der Gattunge®taphylococcus und Micrococcus,
basierend auf standardisierten und miniaturisiertéochemischen Tests und einer
spezifischen Datenbasis zur Auswertung der biockamen Reaktionen. Neben den
verschiedenerftaphylococcus-Spezies beinhaltet die Datenbank hinsichtlich ales
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dem GenudMicrococcus hervorgegangenen Gattungen nach aktueller Nonteinidée
SpeziesKocuria kristinae und als Spezies-Gruppierung zusammengefasst digieSp
Kocuria varians und Kocuria rosea. Als weitere Spezies-Gruppierung umfasst die
BezeichnungMicrococcus spp. nach aktueller Nomenklatur die SpeZdesmacoccus
nishinomiyaensis, Kytococcus sedentarius, Micrococcus luteus undMicrococcus lylae.

Fur die Identifizierung mit dem APl STAPH-System rden die biochemischen
Reaktionen in ein siebenstelliges, numerischesIRmoigewandelt, welches dann in der
Datenbank, dem sogenannten Analytischen Profildndachgeschlagen werden kann.
Die biochemischen Reaktionen sind in sieben Gruppeerteilt. Die Kombination der
biochemischen Reaktionen einer Gruppe codiertifig bestimmte Ziffer innerhalb des
siebenstelligen Profils. Zusammen ergeben die @ifider sieben Gruppen dann das
Profil. Das jeweilige Ergebnis drickt sich in zwhkidices aus, zum einen im
Prozentwert der Identifizierung und zum anderenTirimdex. Der Prozentwert der
Identifizierung (%ID) zeigt die relative Wahrschighkeit des Profils, verglichen mit
allen Taxa der Datenbasis, an. Der T-Index drugkirelative Wahrscheinlichkeit des
Profils innerhalb eines Taxons aus. Abhéngig vamlddices werden die Ergebnisse in

verschiedene Kategorien eingeteilt:

-ausgezeichnete Identifizierung (%H09.9 und T 0.75)
-sehr gute Identifizierung (%1B 99.0 und T>0.5)
-gute Identifizierung (%ID> 90.0 und T 0.25)
-akzeptierte Identifizierung (%1B 80.0 und T 0)

Ergebnisse unterhalb dieser Werte werden als uptdzel eingestuft. Wenn ein Profil
zwei oder mehr Taxa verschiedener Genera zugeomieeden kann, wird es als
Ergebnis mit ,geringer Selektivitat“ bewertet. ksin Profil sehr atypisch bzw. sehr
selten wird es als ,unzuverlassig” oder ,zweifethaingestuft. Kann ein Profil eher
einem Genus als einer Spezies zugeordnet werdigh,alaf die Bewertung des Profils
der Zusatz ,auf Genusebene”.
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Die Auswertung der Reaktionsergebnisse der APIsiresten erfolgte visuell anhand
der mitgelieferten Ablesetabelle. Tabelle 6 gibhesi Gesamtiberblick Uber die
Ergebnisse der APl STAPH-Identifizierung.

Fur 36 der 74 klinischen Isolate (48,6%) konnte B@cthemischen Reaktionen kein
eindeutiges Profil zugewiesen werden, da die Reakérgebnisse anhand der
Ablesetabelle mehrdeutig waren und nicht sichegewsrtet werden konnten. Bei 27
der 74 Stamme (36,5%) mussten zwei Profile in Bbtragezogen werden. Acht
Stamme (10,8%) konnten aufgrund der Mehrdeutigk&itReaktionsergebnisse und der
resultierenden vier Profile nicht eindeutig ideitért werden. Fur einen Stamm (1,6%)
kamen acht Profile in Betracht. 15 Stamme mit zeeidjem Profil wurden dabei
innerhalb der Wertegrenzen Ubereinstimmend idergiti, wobei zehn alMicrococcus
spp., vier alKocuria variang/Kocuria rosea und einer al¥ocuria kristinae bestimmt
wurden. Fir weitere sechs der 27 klinischen Ispldie anhand von zwei Profilen
bestimmt werden mussten, brachte die AuswertungPdefile ein Ubereinstimmendes
Identifizierungsergebnis, sofern man bei Profilgeringer Selektivitat* das Taxon mit
der hochsten Wahrscheinlichkeit bertcksichtigteerbi wurden funf Stdamme als
Kocuria variansg/Kocuria rosea und ein Stamm alslicrococcus spp. identifiziert. Der
Stamm mit der Kennzeichnung 219 wurde Uber beid@l®mals Saphylococcus lentus
identifiziert, die Ergebnisse wurden allerdings mitzweifelhaft® bzw.
.unakzeptable" bewertet. Die finf anderen Stamne¢ denen zwei Profile in Betracht
gezogen werden mussten, brachten mehrdeutige Hsgebnmvenn man bei mehreren
Vorschlagen fur ein Profil lediglich das Taxon ndiéer hochsten Wahrscheinlichkeit
bertcksichtigte. Der Stamm mit der Kennzeichnung5 1%urde sowohl als
Saphylococcus capitis als auch der Spezies-GruppieruKgcuria varians/Kocuria
rosea zugehorig identifiziert. Die Stdmme mit den Kenohaungen 159 und 175
wurden als Saphylococcus lugdunensis und Kocuria kristinae bestimmt. Fir den
Stamm 205 kam sowoltitaphylococcus epidermidis als auchKocuria kristinae als
Ergebnis in Betracht. Der Stamm 218 wurdeStghylococcus capitis und alsKocuria
kristinae identifiziert. Drei der acht Stamme (Kennzeichndng7, 154), fur die vier
Profile  bertcksichtigt werden mussten, brachten eiibereinstimmendes
Identifizierungsergebnis, sofern man bei Ergebmissei3erhalb der akzeptierten
Wertegrenzen das Resultat mit der hochsten Wahrdicdeit beriicksichtigte. Die
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Ergebnisse der Ubrigen Isolate mit mehr als zwsofilBn waren mehrdeutig, so dass
insgesamt elf Stdmme aufgrund mehrdeutiger APl S7R&Rofile bei nicht
Ubereinstimmenden Identifizierungsergebnissen migiter bestimmt werden konnten.
Fur 38 der 74 klinischen Isolate (51,4%) konnte #échemischen Reaktionen ein
eindeutiges Profil zugewiesen werden, von dene(319%) ein eindeutiges Ergebnis
lieferten. Die Identifizierung von sechs dieser ndt&e (8,1%) wurden als
.,ausgezeichnet* bewertet. 16 Stamme (21,6%) wurdender Kategorie ,sehr
gut” bestimmt, acht (10,8%) in der Kategorie ,gutir einen Stamm (1,4%) wurde das
Profil mit ,akzeptabel“ bewertet. Die Profile voreben Stammen (9,5%) zeigten eine
niedrige Selektivitat und lieferten mehrdeutige éfngisse. Insgesamt wurden 24
Stamme mit einem eindeutigen Ergebnis Blrococcus spp., sechs Stamme als
Kocuria varians/Kocuria rosea und ein Stamm alKocuria kristinae identifiziert. Alle
sechs der als ,ausgezeichnet” bewerteten Stammeewwals der Spezies-Gruppierung
Micrococcus spp. zugehorig identifiziert, die die Spezie®ermacoccus
nishinomiyaensis, Kytococcus sedentarius, Micrococcus luteus und Micrococcus lylae
umfasst. Mit ,sehr gut* wurden 11 Vertreter der 8ps-Gruppierungdylicrococcus spp.
und fanf Vertreter der Spezies-Gruppierufgcuria variang/Kocuria rosea bestimmt.
Sieben Stdmme wurden mit ,gut® aMicrococcus spp. identifiziert und einer mit
»gut” als derKocuria varians/Kocuria rosea-Gruppe zugehorig. Ein klinisches Isolat
wurde mit der Bewertung ,akzeptabel” &scuria kristinae bestimmt. Von den sieben
Profilen, dem zwei oder mehr Taxa verschiedenere@enugeordnet wurden und deren
Ergebnisse eine ,geringe Selektivitat" zeigten,tdratvier die Spezies-Gruppierung
Micrococcus spp. als wahrscheinlichstes Ergebnis, drei die i®pearuppierung
Kocuria varians/Kocuria rosea. Tabelle 7 gibt einen Uberblick tiber die Verteduder

Identifizierungsergebnisse.
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Isolatsbezeichnung

10

12

13

15

17
18

19

23
24

26

API-Code ®
6002002
6002006

6006002

6006006
0004002
0004006
0004104
0004106
0004104
0004006
0004104
0004106
0004004
0004004
0004006
0004004
0004104
0004004
0006004

0006104

0000004
0004004
6006110
6006114
6106110

6106114

6206110

6206114

6306110

6306114

Bewertung
gut

ausgezeichnet

geringe Selektivitat

sehr gut
sehr gut
sehr gut
sehr gut
gut
sehr gut
sehr gut
sehr gut
gut
ausgezeichnet
ausgezeichnet
sehr gut
ausgezeichnet
sehr gut
ausgezeichnet

gut
geringe Selektivitat

sehr gut
ausgezeichnet
gut
gut

gut

akzeptabel

gut

unzuverlassig

gut auf Genusebene

gut

46

Koc.varians/rosea 98% T=0.73
Koc.varians/rosea 99.9% T=0.94
Koc.varians/rosea 87% T=0.51
Staph.capitis 10.8% T=0.50
Koc.varians/rosea 99.9% T=0.71
M.spp 99.9% T=0.56
M.spp 99.8% T=0.73
M.spp 99.6% T=0.55
M.spp 98.8% T=0.40
M.spp 99.6% T=0.55
M.spp 99.8% T=0.73
M.spp 99.6% T=0.55
M.spp 98.8% T=0.40
M.spp 99.9% T=0.88
M.spp 99.9% T=0.88
M.spp 99.8% T=0.73
M.spp 99.9% T=0.88
M.spp 99.6% T=0.55
M.spp 99.9% T=0.88
M.spp 98.5% T=0.70
M.spp 89.5% T=0.37
Koc.varians/rosea 10.4% T=0.27
M.spp 99.8% T=1.00
M.spp 99.9% T=0.88
Staph.capitis 95.4% T=0.69
Koc.varians/rosea 97.6% T=0.37
Staph.capitis 97.9% T=0.79
Koc kristinae 78.2% T=0.28
Koc.varians/rosea 13.7% T=0.19
Staph.epidermidis 53.7% T=0.63
Staph.capitis 30.1% T=0.67
Staph.hominis 14.9% T=0.68
Koc kristinae 65.7% T=0.15
Staph.epidermidis 13.7% T=0.13
Koc.varians/rosea 8.7% T=0.04
Staph.capitis 7.6% T=0.17
Staph.hominis 3.8% T=0.18
Staph.epidermidis 47.9% T=0.69
Staph.capitis 45.2% T=0.77
Koc. kristinae 98% T=0.44

Tab. 6 Ergebnisse der Identifizierung der klinischen Isnhand des APl STAPH-Systems

Prozentwert der Identifizierung/ T-Index
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29

37

38

39

41

42

48a

48b

54

57

63

65

69

6006000

6006004
0004106
0004004
0004104

6006000

6006004

6006100

6006104
0004104
0000104
0004104
0210002

0210006

0210012

0210016

0002102

0002106

0002112

0002116

0004104
6002002
6002006
0004004

6006000

6006004

6006010

6006014
0004004

geringe Selektivitat

ausgezeichnet
gut
ausgezeichnet

sehr gut

geringe Selektivitat

ausgezeichnet

geringe Selektivitat

sehr gut

sehr gut
gut

sehr gut

unakzeptabel

geringe Selektivitat

gut

unakzeptabel

geringe Selektivitat

geringe Selektivitat

unakzeptabel
geringe Selektivitat

sehr gut
gut
ausgezeichnet

ausgezeichnet

geringe Selektivitat

ausgezeichnet

geringe Selektivitat

sehr gut

ausgezeichnet

a7

Koc.varians/rosea 90.7% T=0.57
Staph.capitis 08.6% T=0.54
Koc.varians/rosea 99.9% T=0.77
M.spp 98.8% T=0.40
M.spp 99.9% T=0.88
M.spp 99.6% T=0.55
Koc.varians/rosea 90.7% T=0.57
Staph.capitis 08.6% T=0.54
Koc.varians/rosea 99.9% T=0.77
Staph.capitis 73.5% T=0.69
Staph.caprae 17.3% T=0.48
Koc.varians/rosea 8.2% T=0.4
Koc.varians/rosea 99.9% T=0.60
M.spp 99.6% T=0.55
M.spp 98.5% T=0.67
M.spp 99.6% T=0.55
M.spp/Staph.hominis
M.spp 95.4% T=0.2
Koc.varians/rosea 4.5% T=0.03
Staph.hominis 81.9% T=0.39
Staph.warneri 16.6% T=0.13
M.spp
M.spp 51.4% T=0.19
Koc.varians/rosea 46.9% T=0.23
Koc.varians/rosea 61.3% T=0.43

M.spp 38.6% T=0.35

Koc.varians/rosea/Staph.hominis/capitis

Koc.varians/rosea 85.8% T=0.2
M.spp 14% T=0.02
M.spp 99.6% T=0.55
Koc.varians/rosea 98% T=0.73
Koc.varians/rosea 99.9% T=0.94
M.spp 99.9% T=0.88
Koc.varians/rosea 90.7% T=0.57
Staph.capitis 08.6% T=0.54
Koc.varians/rosea 99.9% T=0.77
Staph.capitis 61.5% T=0.54
Koc.varians/rosea 27.8% T=0.34
Staph.epidermidis 6.5% T=0.29
Staph.hominis 3.4% T=0.39
Koc.varians/rosea 99.9% T=0.54

M.spp 99.9% T=0.88



70

72
73
75

82

87

88

91
95
106
110

119

123

125

127

146

147

149

150

151

0004104
0004006
0004106
0000004
0004006

0004004

6000100

6000104

6004100

6004104
0004104
0004114
0204104

0204114

0002004

0006004
6006114
0004104
0004104
0000104
0200004
0204004
6006104

6006114

6006000

6006004

6006002

6006006
6004104
6006106
6006116

6004104

6204104

6310110

sehr gut
sehr gut
gut
sehr gut
sehr gut

ausgezeichnet

geringe Selektivitat

sehr gut

geringe Selektivitat

sehr gut

sehr gut
akzeptabel
akzeptabel

unakzeptabel

geringe Selektivitat

gut

gut
sehr gut
sehr gut

gut
sehr gut
sehr gut
sehr gut

gut
geringe Selektivitat
ausgezeichnet
geringe Selektivitat

sehr gut

sehr gut

sehr gut
gut

sehr gut

akzeptabel

gut
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M.spp 99.6% T=0.55
M.spp 99.8% T=0.73
M.spp 98.8% T=0.40
M.spp 99.8% T=1.00
M.spp 99.8% T=0.73
M.spp 99.9% T=0.88
Koc.varians/rosea 60.2% T=0.55
Staph.capitis 38.6% T=0.65
Koc.varians/rosea 99.6% T=0.75
Staph.capitis 73.4% T=0.57
Koc.varians/rosea 16.3% T=0.32
Staph.cohnii cohnii 7.7% T=0.3
Staph.caprae 2% T=0.19
Koc.varians/rosea 99.4% T=0.52
M.spp 99.6% T=0.55
M.spp 98.6% T=0.23
M.spp 99.5% T=0.23
M.spp/Koc.kristinae
M.spp 94.2% T=0.82
Koc.varians/rosea 05.7% T=0.67
M.spp 98.5% T=0.70
Koc.varians/rosea 97.6% T=0.37
M.spp 99.6% T=0.55
M.spp 99.6% T=0.55
M.spp 98.5% T=0.67
M.spp 99.8% T=0.67
M.spp 99.9% T=0.55
Koc.varians/rosea 99.9% T=0.60
Koc.varians/rosea 97.6% T=0.37
Koc.varians/rosea 90.7% T=0.57
Staph.capitis 08.6% T=0.54
Koc.varians/rosea 99.9% T=0.77
Koc.varians/rosea 87% T=0.51
Staph.capitis 10.8% T=0.5
Koc.varians/rosea 99.9% T=0.71
Koc.varians/rosea 99.4% T=0.52
Koc.varians/rosea 99.8% T=0.53
Koc.varians/rosea 97.5% T=0.3
Koc.varians/rosea 99.4% T=0.52
Koc.kristinae 60.1% T=0.2
Koc.varians/rosea 34.4% T=0.19

Koc kristinae 90.9% T=0.77



153

154

155

157

159

171

172

173

175

177
179

193

198

199

6310114
6004104
6310110
6310114

6314110

6314114

6004100

6004104

4006004

6312110

6312114

6006002

6006006
6004104

2004104

6316110

6316114
0004106
0004006
0004006
0004106
0004004

4006000

4006004

ausgezeichnet
sehr gut
gut

ausgezeichnet

unzuverlassig

ausgezeichnet

geringe Selektivitat

sehr gut

geringe Selektivitat

geringe Selektivitat

ausgezeichnet

geringe Selektivitat

sehr gut

sehr gut

geringe Selektivitat

unzuverlassig

sehr gut
gut

sehr gut

sehr gut
gut

ausgezeichnet

geringe Selektivitat

geringe Selektivitat
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Koc kristinae 99.9% T=1.00
Koc.varians/rosea 99.4% T=0.52
Koc kristinae 90.9% T=0.77
Koc kristinae 99.9% T=1.00
Koc. kristinae 36.5% T=0.52
Staph.cohnii cohnii 33% T=0.58
Staph.hominis 12.4% T=0.68
Staph.warneri 7.7% T=0.5
Staph.sciuri 4.8% T=0.46
Koc. kristinae 99.9% T=0.75
Staph.capitis 73.4% T=0.57
Koc.varians/rosea 16.3% T=0.32
Staph.cohnii cohnii 7.7% T=0.3
Staph.caprae 2% T=0.19
Koc.varians/rosea 99.4% T=0.52
Koc.varians/rosea 78.0% T=0.61
M.spp 21.9% T=0.47
Staph.lugdunensis 75.4% T=0.8
Staph.hominis 13.6% T=0.86
Koc.kristinae 6.8% T=0.57
Koc kristinae 99.9% T=0.80
Koc.varians/rosea 87% T=0.51
Staph.capitis 10.8% T=0.5
Koc.varians/rosea 99.9% T=0.71
Koc.varians/rosea 99.4% T=0.52
Koc.varians/rosea 60% T=0.35
M.spp 39.8% T=0.27
Staph.lugdunensis 60.8% T=0.68
Staph.hominis 21.2% T=0.79
Staph.sciuri 08.8% T=0.57
Staph.cohnii cohnii 03.4% T=0.49
Staph.aureus 01.6% T=0.41
Koc kristinae 99.5% T=0.55
M.spp 98.8% T=0.4
M.spp 99.8% T=0.73
M.spp 99.8% T=0.73
M.spp 98.8% T=0.4
M.spp 99.9% T=0.88
Koc.varians/rosea 66.7% T=0.41
M.spp 32.6% T=0.31
Koc.varians/rosea 78.0% T=0.61

M.spp 21.9% T=0.47



200

201

205

206

211

212

213
214

217

218

219

#Bei mehrdeutigen Profilen sind alle in Frage komneengrofile aufgelistet.
b Koc. varians/roseKocuria varians/Kocuria rosea

Staph.Staphylococcus
M. spp.Micrococcus-Spezies

Koc. kristinaeKocuria kristinae

0002004

0006004

6304110

6304114

2000004

6002000
6002004

2004104

6000104
0006004

0002004

6702000

6702004

6731610
6731614

geringe Selektivitat

gut

geringe Selektivitat

sehr gut
geringe Selektivitat

gut

ausgezeichnet

geringe Selektivitat

sehr gut

gut

geringe Selektivitat

akzeptabel

akzeptabel

unzuverlassig

unakzeptabel
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M.spp 94.2% T=0.82
Koc.varians/rosea 05.7% T=0.67
M.spp 98.5% T=0.70
Staph.epidermidis 49% T=0.59
Staph.capitis 30.8% T=0.64
Koc.kristinae 12.4% T=0.4
Koc. kristinae 99.9% T=0.63
M.spp 55.8% T=0.72
Koc.varians/rosea 44.1% T=0.75
Koc.varians/rosea 94.4% T=0.80
Koc.varians/rosea 99.9% T=1.00
Koc.varians/rosea 60% T=0.35
M.spp 39.8% T=0.27
Koc.varians/rosea 99.6% T=0.75
M.spp 98.5% T=0.70
M.spp 94.2% T=0.82
Koc.varians/rosea 05.7% T=0.67
Staph.capitis 53.6% T=0.61
Staph.auricularis 34.5% T=0.49
Koc. kristinae 63.8% T=0.19
Koc.varians/rosea 32.3% T=0.17
Staph.lentus 99.5% T=0.48

Staph.lentus



Tab. 7 Verteilung der APl STAPH-Identifizierungsergebnisse

Anzahl der

identifizierten

Anzahl der als

identifizierten

Anzahl der als

] Kocuria varians/
Micrococcus spp. )
Kocuria rosea

Anzahl der als
Kocuria kristinae

identifizierten

Isolate identifizierten
Isolate Isolate
Isolate
Ergebnisse mit
) . . 38 (51,4%) 24 (32,4%) 6 (8,1%) 1(1,4%)
eindeutigem Profil
davon mit:
ausgezeichnet 6 (8,1%) 6 (8,1%)
sehr gut 16 (21,6%) 11 (14,9%) 5 (6,8%)
gut 8 (10,8%) 7 (9,5%) 1 (1,4%)
akzeptabel 1 (1,4%) 1(1,4%)
geringe Selektivitat 7 (9,5%)
Ergebnisse mit
) . 36 (48,6%) 12 (16,2%) 10 (13,5%) 2 (2,7%)
mehrdeutigem Profil
davon identifiziert:
Ubereinstimmend
innerhalb der 15 (20,3%) 10 (13,5%) 4 (5,4%) 1 (1,4%)
Wertegrenzen®
Ubereinstimmend
auBerhalb der 10 (13,5%) 2 (2,7%) 6 (8,1%) 1 (1,4%)
Wertegrenzenb
nicht

o 11 (14,9%)
Ubereinstimmend

& Die Grenzen basieren beim APl STAPH-System autéwert (%ID> 80) und T-Index (B0).
b Bei einem oder mehreren Ergebnissen auRerhalb deelivenzen.

3.4 Identifizierung der klinischen Isolate anhand @&s VITEK 2-Systems

Beim VITEK 2-System (bioMérieux sa, Marcy I'Etoiletance) handelt es sich um ein
Verfahren zur automatischen Identifizierung undi&esztestung grampositiver Keime.
Wie auch das API STAPH-System basiert es auf biogehen Testmethoden und

einer spezifischen Datenbasis zur Auswertung degelifrisse der biochemischen

51



Reaktionen. Die Identifizierung erfolgt automatisdarch die VITEK 2-Software
(Version 3.01).

Neben verschiedenertaphylococcus-, Sreptococcus- und Enterococcus-Spezies
beinhaltet die Datenbank auch die in der vorliegandrbeit behandelten Spezies
Kocuria rosea, Kocuria varians undMicrococcus luteus.

Die Ergebnisse werden mittels T-Index angegeben albldangig von diesem in

folgende Kategorien eingeteilt:

-ausgezeichnete Identifizierung X10.75)
-sehr gute Identifizierung (% 0.5)
-gute Identifizierung (B 0.25)
-akzeptierte Identifizierung & 0)

Ahnlich wie beim APl STAPH-System werden bei zweileo mehr in Frage
kommenden Spezies die Ergebnisse als ,niedrig ®élelbeurteilt. Atypische
Reaktionsmuster, die nicht néher zugeteilt werdd€mnkn, werden mit ,nicht

identifizierbar* deklariert.

Bei der Identifizierung der 74 Klinischen Isolataurden insgesamt 50 Ergebnisse
(67,6%) mit ,ausgezeichnet®, funf (6,8%) mit ,seput®, drei (4,1%) mit ,gut” und
zwei (2,7%) mit ,akzeptierbar® bewertet, so dassS@mme (81,1%) einer Spezies
zugeteilt werden konnten. Fur 13 Stamme (17,6%jtee die Ergebnisse eine ,geringe
Selektivitat® und waren einer Spezies nicht eingpatizuordnen. Ein Stamm (1,4%)
konnte nicht identifiziert werden. Tabelle 8 gibnhen Gesamtuberblick Uber die
Ergebnisse der VITEK 2-ldentifizierung.

Von den 60 Stammen, die einer Spezies zugeordnetewekonnten, wurden 30
(50,0%) als Micrococcus luteus identifiziert, wobei die Ergebnisse 25mal mit
»=ausgezeichnet”, viermal mit ,sehr gut‘ und einnmmalt ,gut* bewertet wurden. 25
Stamme (41,7%) — 23 mit ,ausgezeichnet”, jeweifsmal mit ,sehr gut* und ,gut” -
wurden als Kocuria rosea bestimmt. Zwei Isolate wurden mit einem als
»=ausgezeichnet” bewerteten Ergebnis l&tsuria varians identifiziert. Ein Stamm mit
einem ,guten® Ergebnis wurde al&treptococcus acidominimus/(Streptococcus

pneumoniae) identifiziert. Streptococcus acidominimus/(Streptococcus pneumoniae)
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und Gemella spp./@reptococcus pneumoniae) wurden jeweils einmal mit einem
,akzeptierbaren* Resultat bestimmt. Tabelle 9 gilben Uberblick tiber die Verteilung
der VITEK 2-Ergebnisse.

Tab. 8 Ergebnisse der Identifzierung der klinischen isokthand des VITEK 2-Systems

Isolatsbezeichnung Vitekbewertung Vitekergebnis/ T-Index

1 geringe Selektivitat 0.42 Kocuria varians/0.33 Kocuria rosea
3 geringe Selektivitat 0.53 Kocuria rosea/0.52 Micrococcus luteus
4 ausgezeichnet 0.82 Kocuria rosea

5 geringe Selektivitat 0.78 Kocuria rosea/0.76 Micrococcus luteus
6 geringe Selektivitat 0.79 Micrococcus luteus/0.78 Kocuria rosea
7 sehr gut 0.72 Micrococcus luteus

10 ausgezeichnet 0.91 Micrococcus luteus

12 ausgezeichnet 0.96 Micrococcus luteus

13 geringe Selektivitat 0.79 Micrococcus luteus/0.78 Kocuria rosea
15 geringe Selektivitat 0.78 Kocuria rosea/0.76 Micrococcus luteus
17 ausgezeichnet 1.00 Micrococcus luteus

18 geringe Selektivitat 0.78 Kocuria rosea/0.76 Micrococcus luteus
19 ausgezeichnet 0.98 Micrococcus luteus

23 ausgezeichnet 0.94 Micrococcus luteus

24 ausgezeichnet 0.81 Micrococcus luteus

26 ausgezeichnet 0.85 Kocuria rosea

29 geringe Selektivitat 0.56 Kocuria rosea/0.52 Staphylococcus auricularis
37 geringe Selektivitat 0.61 Kocuria rosea/0.56 Micrococcus luteus
38 ausgezeichnet 1.00 Micrococcus luteus

39 ausgezeichnet 0.99 Micrococcus luteus

41 ausgezeichnet 0.98 Micrococcus luteus

42 ausgezeichnet 1.00 Micrococcus luteus
48a ausgezeichnet 0.82 Micrococcus luteus
48b ausgezeichnet 0.97 Micrococcus luteus

54 sehr gut 0.61 Micrococcus luteus

57 geringe Selektivitat 0.29 Staphylococcus warneri/0.19 Staphylococcus cohnii ssp cohnii
63 ausgezeichnet 0.96 Micrococcus luteus

65 ausgezeichnet 1.00 Kocuria rosea

69 ausgezeichnet 0.92 Micrococcus luteus

70 sehr gut 0.73 Micrococcus luteus

72 ausgezeichnet 0.98 Micrococcus luteus

73 geringe Selektivitat 0.61 Kocuria rosea/0.56 Micrococcus luteus
75 ausgezeichnet 1.00 Micrococcus luteus

82 ausgezeichnet 0.99 Kocuria rosea
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87
88
91
95
106
110
119
123
125
127
146
147
149
150
151
153
154
155
157
159
171
172
173

175

177
179
193
198
199
200
201
205
206
211
212
213
214
217
218
219

ausgezeichnet
ausgezeichnet
ausgezeichnet
ausgezeichnet
ausgezeichnet
ausgezeichnet
ausgezeichnet
ausgezeichnet
gut
geringe Selektivitat
ausgezeichnet
ausgezeichnet
ausgezeichnet
ausgezeichnet
ausgezeichnet
ausgezeichnet
akzeptierbar
ausgezeichnet
ausgezeichnet
gut
ausgezeichnet
ausgezeichnet

ausgezeichnet

geringe Selektivitat

ausgezeichnet
ausgezeichnet
ausgezeichnet
sehr gut
ausgezeichnet
gut
ausgezeichnet
ausgezeichnet
ausgezeichnet
ausgezeichnet
ausgezeichnet
ausgezeichnet
sehr gut
ausgezeichnet
akzeptierbar

nicht identifizierbar

0.41 Streptoc.acidominimus/(Streptococcus pneumoniae)

0.63 Gemella spp/0.60 Streptococcus acidominimus//(Streptococcus

0.22 Streptococcus acidominimus/(Streptococcus pneumoniae)
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0.98 Micrococcus luteus
0.96 Kocuria rosea
0.87 Kocuria varians
0.97 Micrococcus luteus
0.98 Micrococcus luteus
0.98 Micrococcus luteus
1.00 Micrococcus luteus
0.99 Kocuria rosea

0.33 Kocuria rosea

0.52 Kocuria varians/0.50 Kocuria rosea

0.99 Kocuria rosea
1.00 Kocuria rosea
0.99 Kocuria rosea
0.99 Kocuria rosea
0.99 Kocuria rosea

0.99 Kocuria rosea

0.07 Gemella spp/(Streptococcus pneumoniae)

0.99 Kocuria rosea

0.99 Kocuria rosea

0.87 Kocuria varians
0.99 Kocuria rosea

0.99 Kocuria rosea

pneumoniae)
0.55 Micrococcus luteus
0.92 Micrococcus luteus
0.97 Micrococcusluteus
0.97 Micrococcus luteus
0.71 Micrococcus luteus
0.99 Kocuria rosea
0.42 Micrococcus luteus
0.98 Micrococcus luteus
0.87 Kocuria rosea
0.99 Kocuria rosea
0.90 Kocuria rosea
0.99 Kocuria rosea
0.99 Kocuria rosea
0.65 Kocuria rosea

1.00 Kocuria rosea



Tab. 9 Verteilung der VITEK 2-Identifizierungsergebnisse

Anzahl der als
Anzahl der als Anzahl der als

Anzahl der Micrococcus ) . . Anzahl der
) o Kocuriarosea |Kocuria varians )
identifizierten luteus ) o ) o Ubrigen
) o identifizierten identifizierten
Isolate identifizierten Isolate
Isolate Isolate
Isolate
Eindeutige Ergebnisse 60 (81,1%) 30 (40,5%) 25 (33,8%) 2 (2,7%) 3 (4,1%)
davon mit:
ausgezeichnet 50 (67,6%) 25 (33,8%) 23 (31,1%) 2 (2,7%)
sehr gut 5 (6,8%) 4 (5,4%) 1(1,4%)
gut 3 (4,1%) 1 (1,4%) 1 (1,4%) 1 (1,4%)
akzeptabel 2 (2,7%) 2 (2,7%)

Ergebnisse mit geringer

- 13 (17,6%)
Selektivitat

Nicht identifizierbar 1 (1,4%)

3.5 Vergleich der RIDOM-Ergebnisse mit den beiden ilochemischen

Identifizierungssystemen
38 der 74 Kklinischen Isolate (51,4%) konnten anhaled 16S-rDNA-Sequenzen
innerhalb der festgelegten Grenzen von 99 bis 100Wereinstimmung im
Sequenzvergleich fir den Nachweis auf Speziesleesitifiziert werden. Zwei- bzw.
Mehrdeutigkeiten traten dabei nicht auf. Fur 36n8iée (48,6%) lagen die Ergebnisse
aullerhalb dieser Grenzen und wurden daher als sicier identifiziert bewertet. Das
APl STAPH-System identifizierte 31 Stamme (41,9%)deutig, von denen sechs
Stamme (8,1%) Ergebnisse mit der Bewertung ,ausgezet®, 16 (21,6%) mit ,sehr
gut“ und acht (10,8%) mit ,gut” erhielten. Das Bogé eines Stammes (1,6%) wurde
als ,akzeptabel® beurteilt. Sieben klinische Iselat9,5%) konnten aufgrund der
geringen Selektivitdt der Resultate und mehrereFrage kommender Spezies nicht
eindeutig identifiziert werden. Fur 36 der 74 ldichen Isolate (48,6%) konnte den
biochemischen Reaktionen kein eindeutiges Profigemesen werden, da die
Reaktionsergebnisse anhand der Ablesetabelle mélgderaren und nicht sicher
ausgewertet werden konnten. Von diesen 36 Stammieémmehrdeutigen Profilen

konnten 15 (20,3%) durch Ubereinstimmende Idergifimgsergebnisse bestimmt
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werden. Das VITEK 2-System identifizierte insges&@®tStamme (81,1%) eindeutig.
Davon wurden 50 Ergebnisse (67,6%) mit ,ausgezeithrfinf (6,8%) mit ,sehr

gut* und drei (4,1%) mit ,gut® bewertet. Zwei Staram(2,7%) lieferten
.akzeptierbare" Ergebnisse. Insgesamt 14 Stamm@%dBhatten Ergebnisse aulRerhalb
der festgelegten Wertegrenzen. Fur 13 klinischtaisq17,6%) besalen die Resultate
eine ,geringe Selektivitat* und konnten nicht eintlg ausgewertet werden. Ein Stamm
(1,4%) erhielt die Bewertung ,nicht identifizierbaiTabelle 10 gibt einen Uberblick
Uber die Ergebnisse der Sequenzanalyse und dererbeidiochemischen

Identifizierungssysteme im Vergleich.

Tab. 10 Vergleich der Ergebnisse der 16S-rDNA-Sequenzapralges APl STAPH- und des
VITEK 2-Systems

RIDOM API STAPH VITEK 2
Ergebnisse innerhalb der Wertegrenzen® 38 (51,4%) 46 (62,2%) 60 (81,1%)
Ergebnisse aul3erhalb der
Wertegrenzen® 36 (48,6%) 17 (23,0%) 13 (17,6%)
Nicht auswertbare Ergebnisseb 11 (14,7%) 1(1,4%)
Ubereinstimmende Ergebnisse 34 (46,0%)
davon:
innerhalb der jeweiligen Wertegrenze® 22 (29,7%)
auRerhalb der jeweiligen Wertegrenze® 4 (5,4%) 3 (4,1%) 2 (2,7%)
au3erhalb mehrerer Wertegrenzend 3 (4,1%)
Nicht Gibereinstimmende Ergebnisse® 40 (54,1%)
Insgesamt nicht akzeptierte Ergebnissef 52 (70,3%)

a

Die Grenzen basieren beim RIDOM-System auf der &€lbstimmung der Sequenzen in Prozent (9), beim
AP| STAPH-System auf Prozentwert (%#80) und T-Index (P0) und beim VITEK 2-System auf dem T-Index
(T >0).

Als nicht auswertbar gelten Ergebnisse ohne eiigksiErgebnisprofil bei uneinheitlicher Identiéring bzw. als
nicht identifizierbar deklarierte Ergebnisse.

Bei Berlicksichtigung des wahrscheinlichsten Ergelesisiir Resultate geringer Selektivitat.

Bei Uberschreiten von zwei oder mehr Wertegrenzzrdeei Identifizierungssysteme.

Beinhaltet die klinischen Isolate ohne eindeutigexfil.

Bei nicht Gibereinstimmenden bzw. aul3erhalb der Weteen liegenden Ergebnissen.

- o a o

Insgesamt gab es fir 34 Stamme (46,0%) ein Ubdéremendes Ergebnis. Fur 22
klinische Isolate (29,7%) lagen die ErgebnisseldS-rDNA-Sequenzanalyse als auch

der beiden biochemischen Identifizierungssystemenerimlb der jeweiligen
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Wertegrenzen, wobei alle 22 Stamme lisrococcus luteus bzw. im Falle des API
STAPH-Systems als der Spezies-GruppieruMjcrococcus spp., die neben
Micrococcus luteus die Spezies Dermacoccus nishinomiyaensis, Kytococcus
sedentarius und Micrococcus lylae umfasst, zugehorig identifiziert wurden. Die
Ergebnisse von neun Stammen (12,2%) Uberschriitean eder drei Wertebereiche,
davon vier (5,4%) hinsichtlich des RIDOM-, dreii{%) hinsichtlich des APl STAPH-
und zwei (2,7%) hinsichtlich des VITEK 2-Ergebnsseenn man bei Ergebnissen mit
.geringer Selektivitdt* das wahrscheinlichste Re&stubericksichtigte. Sieben dieser
Stamme wurden alglicrococcus luteus bzw. als der Spezies-Gruppieruligcr ococcus
spp. zugehorig identifiziert, zwei aksocuria rosea bzw. als der Spezies-Gruppierung
Kocuria varians/Kocuria rosea. APl STAPH-Ergebnisse mit mehrdeutigen Profiled un
nicht Gbereinstimmendem Identifizierungsergebnisden hierbei nicht bertcksichtigt
und als nicht auswertbar beurteilt. Insgesamt wu#fie Stamme (70,3%) aufgrund von
mehrdeutigen und aul3erhalb der Wertegrenzen liegendrgebnissen als nicht
eindeutig identifiziert gewertet. Tabelle 11 gibhen Uberblick tber die klinischen

Isolate mit mehrdeutigen Profilen und nicht akzeqpén Ergebnissen.

Tab. 11Klinische Isolate mit mehrdeutigen Profilen undmiakzeptierten Ergebnissen

AP| STAPH-Ergebnis/ ) . RIDOM-Sequenzanalyse/
Vitek 2-Ergebnis/ T-Index 2
Prozentwert und T-Index ? Prozentwert (%) 2

Isolatsbezeichnung
Koc.varians/rosea 98% T=0.73
Koc.varians/rosea 99.9% T=0.94
Koc.varians/rosea 87% T=0.51/ 0.42 Koc. varians/0.33 Koc. rosea Koc. rosea D 20447 (94,98)
Staph.capitis 10.8% T=0.50
Koc.varians/rosea 99.9% T=0.71
M.spp 99.9% T=0.56

3 0.53 Koc. rosea/0.52 M. luteus M. luteus D 20030 (99,31)
M.spp 99.8% T=0.73

4 M.spp 99.6% T=0.55 0.82 Koc. rosea M. luteus D 20030 (99,54)
5 M.spp 98.8% T=0.40 0.78 Koc. rosea/0.76 M. luteus M. luteus D 20030 (99,31)
6 M.spp 99.6% T=0.55 0.79 M. luteus/0.78 Koc. rosea M. luteus D 20030 (99,54)

M.spp 99.6% T=0.55
10 0.91 M. luteus M. luteus D 20030 (99,31)

M.spp 98.8% T=0.40
M.spp 99.9% T=0.88

13 0.79 M. luteus/0.78 Koc. rosea M. luteus D 20030 (99,31)
M.spp 99.8% T=0.73
M.spp 99.9% T=0.88

15 0.78 Koc. rosea/0.76 M. luteus M. luteus D 20030 (99,31)
M.spp 99.6% T=0.55

18 M.spp 98.5% T=0.70 0.78 Koc. rosea/0.76 M. luteus M. luteus D 20030 (99,07)
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19

26

29

37

38

39

42

48a

48b

M.spp 89.5% T=0.37/
Koc.varians/rosea 10.4% T=0.27
Staph.capitis 95.4% T=0.69
Koc.varians/rosea 97.6% T=0.37
Staph.capitis 97.9% T=0.79

Koc.kristinae 78.2% T=0.28/

Koc.varians/rosea 13.7% T=0.19

Staph.epidermidis 53.7% T=0.63/
Staph.capitis 30.1% T=0.67/
Staph.hominis 14.9% T=0.68

Koc.kristinae 65.7% T=0.15/
Staph.epidermidis 13.7% T=0.13/
Koc.varians/rosea 8.7% T=0.04/
Staph.capitis 7.6% T=0.17/
Staph.hominis 3.8% T=0.18

Staph.epidermidis 47.9% T=0.69/
Staph.capitis 45.2% T=0.77

Koc.kristinae 98% T=0.44
Koc.varians/rosea 90.7% T=0.57/
Staph.capitis 08.6% T=0.54
Koc.varians/rosea 99.9% T=0.77
M.spp 98.8% T=0.40
M.spp 99.9% T=0.88
M.spp 99.6% T=0.55
Koc.varians/rosea 90.7% T=0.57/
Staph.capitis 08.6% T=0.54
Koc.varians/rosea 99.9% T=0.77

Staph.capitis 73.5% T=0.69/
Staph.caprae 17.3% T=0.48/

Koc.varians/rosea 8.2% T=0.4
Koc.varians/rosea 99.9% T=0.60
M.spp 98.5% T=0.67
M.spp 99.6% T=0.55
M.spp/Staph.hominis

M.spp 95.4% T=0.2/
Koc.varians/rosea 4.5% T=0.03

Staph.hominis 81.9% T=0.39/
Staph.warneri 16.6% T=0.13

M.spp

M.spp 51.4% T=0.19/

Koc.varians/rosea 46.9% T=0.23

0.98 M. luteus

0.85 Koc. rosea

0.56 Koc. rosea/0.52 Staph. auricularis

0.61 Koc. rosea/0.56 M. luteus

1.00 M. luteus

0.99 M. luteus

1.00 M. luteus

0.82 M. luteus

0.97 M. luteus
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M. luteus D 20030 (99,31)

Koc. rosea D 20447 (95,06)

Koc. rosea D 20447 (94,98)

M. luteus D 20030 (99,31)

M. luteus D 20030 (99,31)

Koc. varians D 20033 (97,29)

M. luteus D 20030 (99,31)

M. luteus D 20030 (99,31)

M. luteus D 20030 (99,31)
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65

69

70

73

82

87

88

91

119

123

Koc.varians/rosea 61.3% T=0.43/
M.spp 38.6% T=0.35

Koc.varians/rosea 98% T=0.73 | 0.29 Staph.warneri/0.19 Staph.cohnii ssp
Koc.varians/rosea 99.9% T=0.94 cohnii
Koc.varians/rosea 90.7% T=0.57/

Staph.capitis 08.6% T=0.54
Koc.varians/rosea 99.9% T=0.77

Staph.capitis 61.5% T=0.54/ 1.00 Koc. rosea
Koc.varians/rosea 27.8% T=0.34/
Staph.epidermidis 6.5% T=0.29/
Staph.hominis 3.4% T=0.39
Koc.varians/rosea 99.9% T=0.54
M.spp 99.9% T=0.88
0.92 M. luteus
M.spp 99.6% T=0.55
M.spp 99.8% T=0.73
0.73 M. luteus
M.spp 98.8% T=0.40
M.spp 99.8% T=0.73 0.61 Koc. rosea/0.56 M. luteus
Koc.varians/rosea 60.2% T=0.55/
Staph.capitis 38.6% T=0.65

Koc.varians/rosea 99.6% T=0.75

Staph.capitis 73.4% T=0.57/ 0.99 Koc. rosea
Koc.varians/rosea 16.3% T=0.32/
Staph.cohnii cohnii 7.7% T=0.3/
Staph.caprae 2% T=0.19
Koc.varians/rosea 99.4% T=0.52
M.spp 99.6% T=0.55
M.spp 98.6% T=0.23
0.98 M. luteus
M.spp 99.5% T=0.23
M.spp/Koc kristinae
M.spp 94.2% T=0.82/
Koc.varians/rosea 05.7% T=0.67 0.96 Koc. rosea
M.spp 98.5% T=0.70
Koc.varians/rosea 97.6% T=0.37 0.87 Koc. varians
M.spp 99.8% T=0.67
1.00 M. luteus
M.spp 99.9% T=0.55
Koc.varians/rosea 99.9% T=0.60

0.99 Koc. rosea
Koc.var/ros 97.6% T=0.37
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Koc. rosea D 20447 (94,98)

Koc. rosea D 20447 (94,98)

M. luteus D 20030 (99,31)

M. luteus D 20030 (99,31)

M. luteus D 20030 (99,31)

Koc. varians D 20033 (98,63)

M. luteus D 20030 (99,77)

Koc. rosea D 20447 (99,77)

Koc. rosea D 20447 (94,98)

M. luteus D 20030 (100,00)

Koc. rosea D 20447 (94,98)



125

127

146

147

149

150

151

153

154

155

157

159

171

172

173

175

Koc.varians/rosea 90.7% T=0.57/
Staph.capitis 08.6% T=0.54

Koc.varians/rosea 99.9% T=0.77

Koc.varians/rosea 87% T=0.51/
Staph.capitis 10.8% T=0.5
Koc.varians/rosea 99.9% T=0.71
Koc.varians/rosea 99.4% T=0.52
Koc.varians/rosea 99.8% T=0.53
Koc.varians/rosea 97.5% T=0.3
Koc.varians/rosea 99.4% T=0.52
Koc kristinae 60.1% T=0.2/
Koc.varians/rosea 34.4% T=0.19
Koc.kristinae 90.9% T=0.77
Koc.kristinae 99.9% T=1.00
Koc.varians/rosea 99.4% T=0.52
Koc.kristinae 90.9% T=0.77
Koc.kristinae 99.9% T=1.00

Koc.kristinae 36.5% T=0.52/
Staph.cohnii cohnii 33% T=0.58/
Staph.hominis 12.4% T=0.68/
Staph.warneri 7.7% T=0.5/
Staph.sciuri 4.8% T=0.46

Koc.kristinae 99.9% T=0.75

Staph.capitis 73.4% T=0.57/
Koc.varians/rosea 16.3% T=0.32/
Staph.cohnii cohnii 7.7% T=0.3/
Staph.caprae 2% T=0.19

Koc.varians/rosea 99.4% T=0.52

Koc.varians/rosea 78.0% T=0.61/
M.spp 21.9% T=0.47

Staph.lugunensis 75.4% T=0.8/
Staph.hominis 13.6% T=0.86/
Koc.kristinae 6.8% T=0.57

Koc.kristinae 99.9% T=0.80

Koc.varians/rosea 87% T=0.51/
Staph.capitis 10.8% T=0.5

Koc.var/ros 99.9% T=0.71
Koc.var/ros 99.4% T=0.52

Koc.varians/rosea 60% T=0.35/
M.spp 39.8% T=0.27

Staph.lugdunensis 60.8%
T=0.68/ Staph.hominis 21.2%
T=0.79/ Staph.sciuri 08.8%

0.33 Koc. rosea

0.52 Koc. varians/0.50 Koc. rosea

0.99 Koc. rosea

1.00 Koc. rosea

0.99 Koc. rosea

0.99 Koc. rosea

0.99 Koc. rosea

0.99 Koc. rosea

0.07 Gemella spp/ (Streptococcus

pneumoniae)

0.99 Koc. rosea

0.99 Koc. rosea

0.41 Streptococcus acidominimus/

(Streptococcus pneumoniae)

0.87 Koc. varians

0.99 Koc. rosea

0.99 Koc. rosea

0.63 Gemella spp/0.60 Streptococcus

acidominimus/ (Streptococcus

pneumoniae)
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Koc. rosea D 20447 (94,98)

Koc. rosea D 20447 (94,98)

Koc. varians D 20033 (98,64)

Koc. rosea D 20447 (94,98)

Koc. varians D 20033 (98,41)

Koc. varians D 20033 (98,64)

Koc. varians D 20033 (98,18)

Koc. varians D 20033 (98,18)

Koc. kristinae D 20032 (100,00)

Koc. varians D 20033 (98,13)

Koc. rosea D 20447 (94,98)

Stomatococcus mucilaginosus A
25296 (94,53)

Koc. rosea D 20447 (94,98)

Koc. varians D 20033 (98,63)

Koc. varians D 20033 (98,63)

Koc. varians D 20033 (94,77)



179

193

198

199

200

205

206

211

212

213
214

217

218

219

aKoc. Kocuria

T=0.57/ Staph.cohnii cohnii
03.4% T=0.49/ Staph.aureus
01.6% T=0.41

Koc.kristinae 99.5% T=0.55
M.spp 99.8% T=0.73
M.spp 99.8% T=0.73

M.spp 98.8% T=0.4
M.spp 99.9% T=0.88

Koc.varians/rosea 66.7% T=0.41/

M.spp 32.6% T=0.31

Koc.varians/rosea 78.0% T=0.61/

M.spp 21.9% T=0.47

M.spp 94.2% T=0.82/
Koc.varians/rosea 05.7% T=0.67

Staph.epidermidis 49% T=0.59/
Staph.capitis 30.8% T=0.64/
Koc.kristinae 12.4% T=0.4

Koc.kristinae 99.9% T=0.63
M.spp 55.8% T=0.72/
Koc.var/ros 44.1% T=0.75
Koc.varians/rosea 94.4% T=0.80
Koc.varians/rosea 99.9% T=1.00
Koc.varians/rosea 60% T=0.35/
M.spp 39.8% T=0.27
Koc.varians/rosea 99.6% T=0.75
M.spp 98.5% T=0.70

M.spp 94.2% T=0.82/
Koc.varians/rosea 05.7% T=0.67

Staph.capitis 53.6% T=0.61/
Staph.auricularis 34.5% T=0.49

Koc.kristinae 63.8% T=0.19/

Koc.varians/rosea 32.3% T=0.17
Staph.lentus 99.5% T=0.48

Staph.lentus

Staph.Staphylococcus

M. Micrococcus

M. spp.Micrococcus-Spezies

0.55 M. luteus

0.97 M. luteus

0.97 M. luteus

0.71 M. luteus

0.99 Koc. rosea

0.42 M. luteus

0.87 Koc. rosea

0.99 Koc. rosea

0.90 Koc. rosea

0.99 Koc. rosea

0.99 Koc. rosea

0.65 Koc. rosea

1.00 Koc. rosea

0.22 Streptococcus acidominimus/

(Streptococcus pneumoniae)

Nicht identifizierbar

M. luteus D 20030 (98,85)

M. luteus D 20030 (100,00)

M. luteus D 20030 (98,36)

Koc. varians D 20033 (96,36)

M. luteus D 20030 (99,08)

Koc. kristinae D 20032 (86,46)

Koc. varians D 20033 (98,41)

Koc. varians D 20033 (97,28)

Koc. varians D 20033 (98,63)

Koc. varians D 20033 (98,63)

Koc. rosea D 20447 (94,98)

Koc. rosea D 20447 (94,98)

Dermabacter hominis D 7083
(91,38)

Dermabacter hominis D 7083
(91,38)

Vergleicht man die Ergebnisse der 16S-rDNA-Sequeslyae mit denen des API
STAPH-Systems, so finden sich 31 Stamme (41,9%®, idnerhalb der beiden

Wertegrenzen Ubereinstimmend identifiziert worderd swobei alle 31 Stdmme als
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Micrococcus luteus bzw. als der Spezies-Gruppieruijcrococcus spp. zugehorig
identifiziert wurden. Fiur weitere 16 Stamme (21,68#g9en die Ergebnisse fir eines
dieser beiden Identifizierungssysteme bei Ubernammsender Identifizierung aul3erhalb
der Wertegrenzen. Von diesen 16 Stammen wurders s#sKocuria varians bzw. als
der Spezies-GruppierungKocuria varians/Kocuria rosea angehorig, funf als
Micrococcus luteus bzw. Micrococcus spp., vier alsKocuria rosea bzw. Kocuria
varians/Kocuria rosea und ein Stamm alkocuria kristinae identifiziert. Neun Stamme
(12,2%) wurden Ubereinstimmend bestimmt, die Ergslenlagen aber sowohl bei
RIDOM als auch beim APl STAPH-System aul3erhalbfdstgesetzten Grenzen. Bei
18 klinischen Isolaten (24,3%) kam es zu nicht é@imstimmenden Ergebnissen, von
denen elf (14,9%) bei mehrdeutigen APl STAPH-Peofil uneinheitliche
Identifizierungsergebnisse lieferten und dahertréclswertbar waren.

Das APl STAPH-System zeigte bei zehn klinischetatem mit eindeutigem Profil ein
tolerierbares ldentifizierungsergebnis, die hingich des RIDOM-Systems Resultate
zwischen 94,98% und 98,85% und einen entsprechektitéelwert von 97,83% und
damit Ergebnisse aul3erhalb der Akzeptanzgrenzstief. Davon wurden funf Stamme
mit ,sehr gut” als der Spezies-Gruppierukgcuria varians/Kocuria rosea angehorig
identifiziert, die von RIDOM mit Werte zwischen 98% und 98,64% al&ocuria
varians bestimmt wurden. Zwei mit ,sehr gut® bzw. ,ausgebeet’ der Spezies-
GruppierungMicrococcus spp. zugehorig identifizierte Stamme wurden mit89&6
und 98,36% Ubereinstimmung aiicrococcus luteus bestimmt. ,Gut“ und mit einer
Sequenzibereinstimmung von 94,98% wurde ein Stalariaguria varians/Kocuria
rosea bzw. Kocuria rosea bestimmt. Daneben wurden zwei von APl STAPH als
Kocuria kristinae mit ,akzeptierbar® undMicrococcus spp. mit ,gut” identifizierte
Stdmme durch RIDOM akocuria varians undKocuria rosea bestimmt.

Ein Stamm, der bei zwei Profilen von APl STAPH iéestimmend alsKocuria
kristinae identifiziert wurde, wurde von RIDOM mit einer Wakheinlichkeit von
98,18% al¥Kocuria varians bestimmt. Die Identifizierung von vier Stammen miehr
als einem Profil bei Gbereinstimmendem Identifiuregsergebnis wurde durch RIDOM,
jedoch auf3erhalb der RIDOM-Wertegrenzen, bestatigt.

Die Identifizierung von sieben durch RIDOM innelhaler Wertegrenzen bestimmte

Stamme konnten durch API STAPH nicht bestétigt weravobei zwei Ergebnisse eine
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.geringe Selektivitat® zeigten, zwei aufgrund metutger Profile bei nicht

Ubereinstimmender Identifizierung durch APl STAPHchh ausgewertet werden
konnten und drei bei mehrdeutigen Profilen fur resténs ein Profil auRerhalb der
Wertegrenzen lagen.

Insgesamt wurden fur 43 Stdmme (58,1%) die Ergebnas nicht auswertbar oder
unakzeptabel bewertet. Tabelle 12 gibt einen Ukkbliber den Vergleich der
RIDOM- und der APl STAPH-Ergebnisse.

Tab. 12Vergleich der RIDOM- und APl STAPH-Ergebnisse

RIDOM API STAPH

Ubereinstimmende Ergebnisse 56 (75,7%)

davon:

innerhalb der Wertegrenzen® 31 (41,9%)
auB3erhalb der jeweiligen Wertegrenzeb 12 (16,2%) 4 (5,4%)
auRerhalb beider Wertegrenzen® 9 (12,2%)

Nicht Gibereinstimmende Ergebnisse 18 (24,3%)
Insgesamt nicht akzeptierte Ergebnissed 43 (58,1%)

2 Die Grenzen basieren beim RIDOM-System auf der €lbstimmung der Sequenzen in Prozent
(%S> 99), beim APl STAPH-System auf Prozentwert (%1B0) und T-Index (T0).

Bei Berlicksichtigung des wahrscheinlichsten Ergelesisir Resultate geringer Selektivitat, auch
im Falle mehrdeutiger Profile.

¢ Bei Uberschreiten der Wertegrenzen beider |deigifimgssysteme.

4 Bei nicht tibereinstimmenden bzw. auBerhalb der &deznzen liegenden Ergebnissen.

b

RIDOM und VITEK 2 hatten insgesamt 28 Ubereinstimde
Identifizierungsergebnisse (37,8%) innerhalb belWertegrenzen. 27 Stamme (36,5%)
wurden hierbei aldMlicrococcus luteus und ein Stamm (1,4%) alKocuria rosea
identifiziert. Flr acht al&ocuria rosea und zwei alsMlicrococcus luteus bestimmte
klinische Isolate (13,5%) mit Gbereinstimmenderniifezierung lagen die Ergebnisse
bei der RIDOM-Sequenzanalyse unter der festgele@mmze, wobei fuKocuria
rosea die Ubereinstimmungswerte zwischen 94,98% und@ds,and fiirMicrococcus
luteus bei 98,85% und 98,36% lagen. Zwei Stamme (2,7%dehabei Resultaten
geringer Selektivitat hinsichtlich VITEK 2 mit deRIDOM-Ergebnissen vereinbare
Identifizierungen, wenn man das wahrscheinlichsesuRat beriicksichtigte. Beide

wurden alsMicrococcus luteus bestimmt. Fir einen Stamm mit Ubereinstimmendem
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Identifizierungsergebnis lagen die Ergebnisse beflgsteme unter den festgelegten
Wertegrenzen.

Insgesamt lieferten 46 Stamme (62,2%) Ergebnisse,ald unakzeptabel bewertet
wurden. Davon hatten 33 Stdmme (44,6%) fir RIDOMd uWITEK nicht
Ubereinstimmende ldentifizierungen. Zwei Stamme&Y), lieferten Ergebnisse, die fir
beide Identifizierungssysteme innerhalb der Wedegen lagen, aber nicht vereinbar
waren. Die Identifizierung von 20 Stammen (27,090 denen nach VITEK 2 18 mit
»=ausgezeichnet* und jeweils einer mit ,gut‘ bzw kzaptabel* bestimmt wurden und
deren RIDOM-Ergebnisse aufRerhalb der Wertegrenzagenl war nicht
Ubereinstimmend. Bei sechs Stammen (8,1%) mit VITEHrgebnissen geringer
Selektivitat waren diese, unter Berlcksichtigung dggebnisses mit der hdchsten
Wahrscheinlichkeit, nicht mit validen RIDOM-Resuéa vereinbar. Die
Identifizierungsergebnisse von vier Kklinischer #el (5,4%), deren Werte fur beide
Systeme aul3erhalb der festgelegten Wertegrenzeren,lagvaren ebenfalls
widerspruchlich. Ein Stamm (1,4%) wurde vom VITEK-Sgstem als nicht
identifizierbar eingestuft.

Die Identifizierung von zehn Stammen mit RIDOM-Bogessen im Toleranzbereich
konnte durch VITEK 2 nicht bestatigt werden, wobeiacht Fallen die VITEK 2-
Ergebnisse eine ,geringe Selektivitat* zeigten timdzwei Stamme eine andere Spezies
bestimmt wurde. Ein Stamm wurde bei einem RIDOMdbigs von 99,54% fir
Micrococcus luteus durch VITEK 2 ,ausgezeichnet” aléocuria rosea identifiziert, ein
weiterer Stamm wurde bei einem RIDOM-Ergebnis v@9% fur Kocuria kristinae
durch VITEK 2 mit einem als ,akzeptierbar® beweetet Ergebnis alsGemella
spp./&reptococcus pneumoniae) bestimmit.

Die ldentifizierung von 32 Stdmmen mit vertretbaddTEK 2-Ergebnissen konnte
durch RIDOM nicht bestéatigt werden. Neben den zwknischen Isolaten mit
abweichenden Identifizierungsergebnissen innerha#ls beiden Toleranzbereiche
zeigten 30 Stdmme mit Werten zwischen 86,46% un8598 und einem resultierenden
Mittelwert von 96,4% ein unzureichendes RIDOM-EngsbDavon wurden 23 Stamme
alsKocuria rosea bestimmt, wobei 21 Ergebnisse mit ,ausgezeichuet! jeweils einer
mit ,sehr gut* bzw. ,gut“ bewertet wurden. Zwei 8téhe wurden mit

»-ausgezeichnet* und einer mit ,sehr gut* acrococcus luteus identifiziert. Kocuria

64



varians wurden zweimal ,ausgezeichnet* bestimmt und mit ut,g und
.-akzeptierbar® wurden zwei Stdmme gy eptococcus acidominimus/(Streptococcus
pneumoniae) identifiziert. Fir 20 dieser 30 Stamme kamen RNDOnd VITEK 2 zu
nicht Gbereinstimmenden Identifizierungen. TabéfBgibt einen Uberblick tiber den
Vergleich der RIDOM- und VITEK 2-Ergebnisse.

Tab. 13Vergleich der RIDOM- und VITEK 2-Ergebnisse

RIDOM VITEK 2
Ubereinstimmende Ergebnisse 41 (55,4%)
davon:
innerhalb der Wertegrenzen?® 28 (37,8%)
auBRerhalb der jeweiligen Wertegrenzeb 10 (13,5%) 2 (2,7%)
auRerhalb beider Wertegrenzen® 1(1,4%)
Nicht Gibereinstimmende Ergebnisse 33 (44,6%)
Insgesamt nicht akzeptierte Ergebnissed 46 (62,2%)

a

Die Grenzen basieren beim RIDOM-System auf der &lbhstimmung der Sequenzen in Prozent
(%S> 99), beim VITEK 2-System auf dem T-IndexX0).

Bei Berlicksichtigung des wahrscheinlichsten Ergalesisiir Resultate geringer Selektivitat.

Bei Uberschreiten der Wertegrenzen beider Ideigifimgssysteme.

Bei nicht Ubereinstimmenden bzw. aul3erhalb der &jezhzen liegenden Ergebnissen.

b
c
d

APl STAPH und VITEK 2 kommen auf 33 Ubereinstimmend
Identifizierungsergebnisse (44,6%) innerhalb beMrtegrenzen. Hierbei wurden 24
Stamme alMicrococcus luteus bzw. Micrococcus spp., acht Stamme af®curia rosea
bzw. der Spezies-Gruppieruni§ocuria variangKocuria rosea zugehorig und ein
Stamm alsKocuria varians und entsprechend alkocuria variangKocuria rosea
identifiziert. 14 Stamme konnten bei Uberschreitgner oder beider Wertegrenzen
Ubereinstimmend identifiziert werden. Fur zwei du@Pl STAPH alsMicrococcus
luteus bzw. Micrococcus spp. identifizierte Stamme (2,7%) zeigte das VITEK
Ergebnis eine ,geringe Selektivitat“. Die Identifmingen weiterer neun Stdmme
(12,2%) waren, bei APl STAPH-Ergebnissen niedrig&8elektivitat und
Berucksichtigung der Ergebnisse mit der hochsten hrééheinlichkeit,
Ubereinstimmend. Drei klinische Isolate (4,1%) vamdbei Uberschreitung der

Wertegrenzen beider Systeme ubereinstimmend id2ettt
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Insgesamt lieferten das APl STAPH- und das VITERy&tem flr 41 der 74 klinischen
Isolate (55,4%) Ergebnisse aul3erhalb der Akzeptariezwwobei die ldentifizierung
von 27 Stammen (36,5%) nicht einheitlich war. Vaasdn 27 Stdmmen hatten vier
Stamme Ergebnisse innerhalb beider Wertegrenzel®s}5,Einen von APl STAPH
.sehr gut” als Micrococcus spp. bestimmten Stamm identifizierte VITEK 2
»=ausgezeichnet” al&ocuria rosea. Zwei weitere Stamme identifizierte APl STAPH
.akzeptierbar* bzw. bei zwei Profilen ,gut” und ,sgezeichnet” al&ocuria kristinae,
wahrend VITEK 2 diese Stamme ,ausgezeichnetKadsuria rosea identifizierte. Ein
Stamm wurde von APl STAPH mit ,gut” aldicrococcus spp. und von VITEK 2 mit
»sehr gut* alsKocuria rosea bestimmt.

Elf Stamme konnten aufgrund mehrdeutiger API STARdfile bei nicht
Ubereinstimmenden Identifizierungsergebnissen niabsgewertet werden. Sieben
weitere Isolate mit mehrdeutigen API STAPH-Profilengten keine tUbereinstimmende
Identifizierung mit den VITEK 2-Ergebnissen.

Fur sieben Klinische Isolate zeigten die VITEK Zy&bwnisse und fur weitere vier die
API STAPH-Ergebnisse eine ,geringe Selektivitaif mindestens ein Profil bei nicht
Ubereinstimmender Identifizierung. Die Ergebnissezwei Stamme lagen sowohl fur
API STAPH als auch fur VITEK 2 aul3erhalb der Wergegen.

Die Identifizierung von 23 Stdmmen mit tolerierbarél TEK 2-Ergebnissen konnte
durch APl STAPH nicht bestéatigt werden. 17 dies¢éinBne konnten aufgrund
mehrdeutiger Profile bei uneinheitlicher Identiéiming bzw. Uberschreiten der
Wertegrenzen fur mindestens ein Profil, sechs aoffjrvon Ergebnissen ,geringer
Selektivitat* durch API STAPH nicht eindeutig iddiiert werden. Die Identifizierung
von neun Stammen mit tolerierbaren API-STAPH-Ergeten konnte infolge niedrig
selektiver Ergebnisse durch VITEK 2 nicht bestatigtden.

Tabelle 14 gibt einen Uberblick tiber den Vergleieh APl STAPH- und VITEK 2-

Ergebnisse.
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Tab. 14 Vergleich der APl STAPH- und VITEK 2-Ergebnisse

API STAPH VITEK 2
Ubereinstimmende Ergebnisse 47 (63,5%)
davon:
innerhalb der Wertegrenzen® 33 (44,6%)
auB3erhalb der jeweiligen Wertegrenzeb 9 (12,2%) 2 (2,7%)
auRerhalb beider Wertegrenzen® 3 (4,1%)
Nicht Gibereinstimmende Ergebnisse 27 (36,5%)
Insgesamt nicht akzeptierte Ergebnisse 41 (55,4%)

2 Die Grenzen basieren beim APl STAPH-System autéhtwert (%ID> 80) und T-Index (B0),
beim VITEK 2-System auf dem T-Index ¥0).

Bei Berlicksichtigung des wahrscheinlichsten Ergelesisir Resultate geringer Selektivitat.
¢ Bei Uberschreiten der Wertegrenzen beider |deigifimgssysteme.

4 Bei nicht tibereinstimmenden bzw. auBerhalb der &deznzen liegenden Ergebnissen.

b
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4 Diskussion

In den letzten Jahren sind eine Reihe von Baktaigmpotentielle Pathogene entdeckt
worden, von denen man bislang annahm, dass siddsasind. Viele dieser Bakterien,
zu denen auch die in der vorliegenden Arbeit vdeiisn Vertreter der Unterordnung
Micrococcineae gehéren, kommen ubiquitdr vor und sind Bestandteil Mikroflora
der menschlichen Haut und Schleimhaut, was dazuteflildass ihr Nachweis in
klinischem Untersuchungsmaterial in der Vergangegnbie als Kontamination bzw.
Kolonisation gewertet wurde. Durch die Entwickluvgybesserter Nachweismethoden
ist es moglich geworden, Bakterien genauer zu ifigeten und Infektionen sicherer
den jeweiligen Krankheitserregern zuzuordnen.

Besonders die Entwicklung molekularer TechnikenEaiganzung oder Alternative zu
herkdbmmlichen, phanotypischen Nachweismethoden k&l zur genaueren
Identifizierung von Bakterien beigetragen. Gegemdtader Untersuchung mittels
molekularer Techniken sind genomische Strukturesrem Zusammensetzung und
strukturelle Merkmale ermittelt werden und die sfi@zh fur die jeweiligen Taxa sind.
Mittlerweile ist eine Reihe solcher genomischeri@gionen bekannt.

Von den genomischen Zielregionen hat das 16S-rRNA-Gbisher die grofite
Bedeutung erlangt. Es findet sich im Gegensatzrer@n genomischen Markern in
allen lebenden Organismen und eignet sich dahergehfir Identifizierungszwecke.
Aufgrund ihrer strukturellen Zusammensetzung ausiskovierten, variablen und
hochvariablen Regionen ist die Einstellung einesigeschten Spezifitatsgrades und die
Differenzierung von Mikroorganismen auf verschieslentaxonomischen Ebenen
maoglich. Als ,multicopy“-Gen ist ihr Nachweis rehateinfach [45]. Neben ihren
hervorragenden Eigenschaften als Werkzeug beim Waishund Differenzieren von
Mikroorganismen hat die vergleichende Sequenzaealgs 16S-rRNA-Gens auch fir
die Klassifikation von Prokaryoten und die Untetautg phylogenetischer
Beziehungen unter denselbigen eine gro3e Bedewttdaggt [68]. Sie erlaubt zudem
die sofortige Einteilung und Kilassifikation bisheanbekannter Spezies in
phylogenetische Linien auf verschiedenen taxondmeisc Ebenen, wahrend die
Interpretation ungewohnlicher, phénotypischer Reakprofile eventuell unbekannter
Spezies sehr schwierig, oft unmdglich ist. Vielau@esenera und Spezies konnten
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durch sie entdeckt werden. Andere, bekannte Taxaemureklassifiziert. Es hat sich
gezeigt, dass eine Unterscheidung zwischen vesehésn Taxa mittels herkémmlicher,
phanotypischer Methoden nicht immer maoglich istiedDhat viel zu einem besseren
Verstandnis Uber Bakterien, auch bzw. insbesondmsichtlich ihres pathogenen
Potentials, beigetragen.

Die Sequenzanalyse des 16S-rRNA-Gens ist im Mordastam weitesten verbreitete
Mittel hinsichtlich der Untersuchung phylogenetisciBeziehungen unter Bakterien
und wird in diesem Zusammenhang auch als ,golddstal in der Identifizierung und

Klassifikation derselbigen bezeichnet.

Bei der vergleichenden Sequenzanalyse wird die rBalgee eines bestimmten

Genomabschnittes bestimmt und analysiert. Im FBle16S-rDNA-Sequenzanalyse ist
dies die Region, die das 16S-rRNA-Molekll kodidte bestimmte Basenfolge der
jeweiligen Sequenz wird dann mit Sequenzen betegisannter Mikroorganismen

verglichen. Fir eine moglichst genaue ldentifiznigruist daher eine umfassende
Datenbank korrekter Sequenzen nétig. Mittlerweiltbt ges eine ganze Reihe
verschiedener Datenbanken, von denen einige koneflemnd andere offentlich und

freizuganglich sind. Viele dieser Datenbanken smdhrer Konzeption und in ihrem

Aufbau unterschiedlich und haben verschiedene Mod-Nachteile.

.,GenBank” des National Center for Biotechnologyadmhation (NCBI) [14] ist die

bekannteste offentliche Datenbank und findet aufdrihrer offenen Struktur eine
weitverbreitete Anwendung. Die Datenbankeintragetstammen grof3tenteils
wissenschaftlichen und kommerziellen Arbeitsgrupsamd aber prinzipiell durch alle
Anwender mdglich, was das schnelle Wachstum digaggnbank erklart. Das National
Center for Biotechnology Information erhebt keinesBhrankungen hinsichtlich des
Gebrauchs und der Verbreitung der verfigbaren tmédionen. Diese offene Struktur
hat maf3geblich zur umfassenden Grof3e und der Ragulson GenBank beigetragen.
Allerdings resultieren hieraus eine Vielzahl antifemen [96]: Aufgrund der fehlenden
Kontrolle und Uberpriifung beinhaltet sie eine Refiélelerhafter Eintrage, zumal ein
erheblicher Teil der Datenbank aus den frihen nganzlahren stammt, in denen
Sequenzen nicht mit dem Qualitdtsstandard heutigehnischer Mittel bestimmt

werden konnten. So konnen Sequenzeintrage Basenfehlicken innerhalb der
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Sequenzen oder auch vermeintliche Licken, sogemdsgudogaps, enthalten, die die
exakte ldentifizierung von Mikroorganismen mitteSenBank behindern. Hinzu
kommen zwei- und mehrdeutige Basenbenennungennkiodhplette Sequenzen sowie
uneinheitliche La&ngen der Sequenzenden. Es gibtibéaninaus Hinweise, dass
GenBank eine Reihe chimérischer, fehlerhafter Sezpreenthéalt [48]. Chimare sind in
diesem Zusammenhang Sequenzen, die aus zwei oderemere phylogenetisch
separaten Ursprungssequenzen entstehen. GewoOhrdictstehen sie  durch
Verunreinigungen wahrend des PCR-Vorganges undesigggn das Vorhandensein
eines neuen, bisher unbeschriebenen Taxons.

Ein weiteres Problem ist die Nomenklatur der Egwradie fehlerhaft, veraltet oder
auch bisher nicht validiert sein konnen. Ebensal simbenannte und nicht naher
gekennzeichnete Eintrdge mdglich. Die Eintrage siintht standardisiert und es fehlt
sowohl an Richt- und Leitlinien als auch an einetwendigen Qualitatskontrolle. Dies
fuhrt dazu, dass bei Anwendung der Datenbank zuntifd@erungszwecken eine
absolute Ubereinstimmung von 100% nicht vorausgesetrden kann und eher eine
Seltenheit darstellt [84]. Andererseits lasst sam Ergebnis unterhalb dieses Wertes
nur schwer interpretieren. Ergebnisse des Sequagieighs im Bereich von 97% bis
99% konnen sowohl durch fehlerhafte Eintrage inakrtder Datenbank bei richtiger
Identifizierung erklart werden, als auch die Ubeséimmung zweier korrekter, nicht
identischer Sequenzen unabhangiger Spezies bdsehrei

Hinzu kommt, dass bisher keine Grenzen festgeliegt, slie eine Identifizierung auf
Spezies- und Genuslevel definieren. In der Vergalngé wurden einige Male Grenzen
vorgeschlagen [87, 33], die sich aber nicht durzese konnten. Es hat sich gezeigt,
dass sich verschiedene Genera mit unterschiedli@eschwindigkeit entwickeln und
verandern, so dass diese Grenzen voraussichtlibhngiy vom zu untersuchenden
Genus festzulegen sind. Besonders die Klassifikation Vertretern neuerer, erst
kurzlich entstandener Spezies, wie beispielsweisggyee Bacilluss und Neisseria-
Stamme, ist durch die Sequenzanalyse des 16S-rR&s-Gicht immer mdglich und es
sind weitere molekulare Verfahren, wie die DNA-DN#&/bridisierung notig, um diese
einordnen zu konnen. Innerhalb eines Genus konnesbkche Werteschwankungen
hinsichtlich des Sequenzvergleichs zwischen desedieGenus zugehdrigen Spezies

auftreten. In der Datenbank des Microseq 500 18%ABacterial Sequencing System
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der Firma  Applied Biosystems, einem kompletten, kuarziellen
Identifizierungssystem zum Amplifizieren, Sequerare und anschlielRendem
Sequenzvergleich  von  bakteriellen  16S-rDNA-Absdenit reichen  die
Ubereinstimmungsunterschiede innerhalb des Geklysobacterium von 0,40%
zwischen den Speziddycobacterium mucogenicum und Mycobacterium farcinogenes
bis 4,36% zwischen den Spezidgcobacterium xenopi und Mycobacterium shimoidel
[70]. Verglichen wird hierbei ein Genomabschnitt miner LAnge von anndhernd 500
Basen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Identitat der -Typd Referenzsequenzen anhand
der GenBank-Datenbank (Stand 08/2003) uberprift. imgtatigt. Als Grenze wurde
eine Ubereinstimmung im Sequenzvergleich ab 99%gdé=pt, innerhalb derer in der
vorliegenden Arbeit von einer Identifizierung ayfe2ieslevel ausgegangen wurde.

Ein korrektes Ergebnis mit 100%iger Ubereinstimmunagh aktueller Nomenklatur
lieferte die Identifizierung von 11 der 21 Referseguenzen (52,4%). Weitere drei
Spezies (14,3%) zeigten, ebenfalls nach aktuelenéhklatur, eine Ubereinstimmung
von 99% mit Sequenzen der GenBank-Datenbank. lasgeswurden sieben
Referenzsequenzen nach alter Nomenklatur richkigrert (33,3%), wobei drei (14,3%)
mit 100%iger Ubereinstimmung und vier (19,0%) mB%lger Ubereinstimmung
richtig bestimmt wurdenOerskovia turbata wurde sowohl nach aktueller Nomenklatur
als auch als Cdlulomonas turbata nach alter Nomenklatur mit 100%iger
Ubereinstimmung und als nicht naher beschrielfgsikeilomonas-Spezies mit 99%iger
Ubereinstimmung identifiziertBrevibacterium otitidis wurde neben der Kkorrekten
Identifizierung auch als nicht n&her beschriebBrevibacterium-Spezies mit 100%iger
Ubereinstimmung bestimmt.

Insgesamt wurden alle Referenzsequenzen nach kektuetl alter Nomenklatur richtig
bestimmt (100%), wenn man das Suchergebnis mithdehsten Ubereinstimmung
bertcksichtigte. Es wurden aber auch einige erveal®uhwachen dieser Datenbank
deutlich. Aufgrund der Flle der Eintrage liefedrdSequenzvergleich eine Reihe von
Ergebnissen, deren Prozentwerte identisch sind lemg. beieinanderliegen. Es kann
sich hierbei um identische, nach unterschiedlidd@menklatur benannte Stamme oder
aber zwei differente Spezies handeln, so dass djebBisse weiter analysiert und

interpretiert werden muassen. Die fehlende Aktuatisng der Eintrage und
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unzureichende Beschreibungen der jeweiligen Segmetnagen zu Unibersichtlichkeit
bei und erschweren die Auswertung der Ergebnisselters finden sich

Ubereinstimmende Resultate mit hohen Ubereinstingswarten und einheitlicher,
aktueller Nomenklatur, die eine schnelle und exaRearbeitung der Ergebnisse
beglnstigen und zu einer verlasslichen Identifungr fihren, die in der klinischen
Mikrobiologie hinsichtlich der weiteren Diagnostiknd mdglicher therapeutischer
Schritte notig ist.

Angesichts der Probleme, mit denen die Benutzurigntlicher Datenbanken wie
GenBank behaftet ist, haben sich qualitdtskoneméi Datenbanken von zumeist
kommerziellen Anbietern zu einer wichtigen Alteimatentwickelt. Hierzu gehoért die
angesprochene Datenbank des Microseq 500 16S Ba&@gstem der Firma Applied
Biosystems, welches ein komplettes System zur Arkalion, Sequenzierung und
Analyse eines definierten Abschnittes des bakternel6S-rRNA-Gens darstellt. Bei
diesem Abschnitt handelt es sich um eine Regiorbafnde der 16S-rDNA mit einer
Lange von annéherungsweise 500 Basenpaaren, Hidisgichtlich der Identifizierung
und Klassifikation von Bakterien als ahnlich ausdagftig herausgestellt hat wie der
komplette 16S-rDNA-Abschnitt mit einer LAnge vomvat1500 Basenpaaren. Bei den
Eintrdgen der Datenbank handelt es sich um neulb@s$é, einheitliche, d.h. in ihrer
Lange, Anfangs- und Endposition genormte SequewnarrStammen aus der American
Type Culture Collection (ATCC). Diese Stamme beltgraneben Referenzstammen
den jeweiligen Typstamm. Letzterer stellt gemeirden Prototyp einer Spezies dar, der
bei Erstbeschreibung dieser Spezies definiert werdaiss. Viele der Probleme
offentlicher, freizuganglicher Datenbanken kdonneadutch vermieden werden. Die
Identifizierung von Mikroorganismen durch das M&eq 500-System hat sich als fur
den klinisch-mikrobiologischen Alltag tauglich eesen und sich im Vergleich zu
herkdbmmlichen, ph&notypischen Nachweismethoden salsnellere und genauere
Alternative durchgesetzt, was beispielsweise bai ldentifizierung coryneformer
Bakterien [94] oder auch von Klinischen Isolateig, durch konventionelle Methoden
nicht bestimmbar waren [31], gezeigt werden konnte.

Die Datenbank dieses ldentifizierungssystems Hatdithgs auch einige Schwachen.

Zum einen sind mit ihrer Nutzung zusatzliche Kosterbunden, da jede Abfrage dieser
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Datenbank kostenpflichtig ist. Zum anderen hat giebeigt, dass sie keine umfassende
Datenbank darstellt und einige, teils klinisch hedame Spezies fehlen, was zu
uneindeutigen bzw. falschen ldentifizierungsergsben fuhrt, so dass man auf andere
Datenbanken, wie beispielsweise GenBank, zurtdegremuss [103]. Ein weiterer
Nachteil der Microseg-Datenbank ist die  Nichtbedicktigung von
Mikroheterogenitaten innerhalb eines Taxons. Fde j[Bpezies findet sich lediglich ein
Eintrag in der Datenbank. Lange Zeit fanden inteagsche Sequenzvariabilitdten
wenig Beachtung und wurden als eher selten unch@earuf einige wenige Basen
innerhalb des 16S-rRNA-Gens beschréankt, eingeschatinterschiede zweier
Sequenzen des gleichen Taxons wurden oft auf fedfter Eintrdge zurtickgefihrt. Es
hat sich aber gezeigt, dass ihre Zahl weit untétgthwurde und dass es grof3e
Unterschiede hinsichtlich der Anzahl der variabBasen zwischen verschiedenen
Spezies gibt. Clayton et al. konnten anhand vonAR3¢nsequenzen der GenBank-
Datenbank zeigen, dass die Anzahl der Taxa mitlben Basenpositionen grof3er ist,
als gemeinhin durch Sequenzfehler erklart werdemt&und dass die Annahme, dass
eine Sequenz eines Isolates ein Taxon adaquatsesptigrt, gerade im Bezug auf
phylogenetische Untersuchungen falsch sein kanh Bi® die in der vorliegenden
Arbeit vorgestellte SpezieMicrococcus luteus konnten beispielsweise 16S-rDNA-
Sequenzunterschiede von bis zu 2,1% bei einer Langeknapp 1430 Basenpaaren
zwischen den proklamierten, verschiedenen Biovdieses Taxons festgestellt werden
[101].

Um die Existenz von Mikroheterogenitaten innerhaler jeweiligen Spezies zu
verifizieren oder zu widerlegen und ihre eventu&i®l3e zu quantifizieren, ist eine
umfassende Datenbank von Sequenzen verschiedefaelsiner Spezies nétig. Diese
Datenbank wirde das jeweilige Taxon mitsamt seiheterogenen Merkmale
hinreichend repréasentieren. Die Microseq-Datenbarfldllt dieses Kriterium bisher

nicht.

Das Ribosomal Differentiation of Medical Microorgeims (RIDOM)-Projekt [44]
wurde als Hilfsmittel zur Identifizierung von kisgh relevanten Mikroorganismen
entwickelt. Einen wesentlichen Teil dieses Projekstellt die diagnostikorientierte

Datenbank dar, die Merkmale sowohl 6ffentlicheraalsh kommerzieller Datenbanken
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enthalt und eine Alternative zu diesen ist. Ahnlislie beim Microseg-System
beinhaltet die Datenbank, deren Nutzung freizugénglund gebihrenfrei ist,
neubestimmte, genormte 16S-rDNA-Sequenzen einttetli Ldnge, Anfangs- und
Endposition, wobei beim RIDOM-Projekt die Sequenzszhen und einschliel3lich den
Basenpositionen 54 und 510 am 5°-Ende, entspreathemdPositionen bdtscherichia
coli, mal3geblich ist. Dieser Sequenzabschnitt ist aofyjrstruktureller Merkmale
hinsichtlich Identifikation und Klassifikation vonMikroorganismen ahnlich
aussagekraftig wie die vollstandige 16S-rDNA-Segueaber weniger aufwendig,
kostspielig und zeitintensiv zu bestimmen und &himeL&nge und Lokalisation dem
Sequenzabschnitt, der fur die Microseqg-Datenbanwerdet wird. Um einen hohen
Qualitatsstandard zu halten, werden nur Stammebalkannten Stammsammlungen
bertcksichtigt, allerdings ist die Datenbank wedes Problems der intraspezifischen
Variabilitdt nicht auf einen einzelnen Eintrag |@pezies beschrankt.

Ist das Ergebnis mehrdeutig oder nicht bis auf Bgezbzw. Subspeziesniveau
bestimmbar, werden in einem polyphasischen Ansainwéise zu weiteren
Identifizierungsschritten gegeben, die sowohl agiteren molekularen als auch auf
konventionellen, ph&notypischen Techniken basi&temen. Es hat sich gezeigt, dass,
obwohl die beim RIDOM-Projekt verwendete 16S-rDNAgBenz fir die genaue
Identifizierung und Klassifikation der meisten Sigszausreichend ist, einige Taxa erst
durch weitere Nachweismethoden bestimmt werden édnBeispielsweise konnten
Harmsen et al. [43] in einer Studie zeigen, dass & zu diesem Zeitpunkt (Stand
03/2000) valide beschriebenen Spezies und Subspdege Genudlycobacterium 64
durch 16S-rDNA-Sequenzierung identifiziert werdeankten. 16 weitere Stdmme
konnten durch die Sequenzierung der Internal Tréveat Spacer (ITS)-Region, einem
DNA-Abschnitt zwischen der 16S- und der 23S-rDNA}®enz, bestimmt werden.
Neun Stamme, darunter vier Spezies dégcobacterium tuberculosissKomplexes,
Mycobacterium marinum, Mycobacterium ulcerans und drei Mycobacterium avium-
Subspezies, konnten weder durch ihre 16S-rDNA- ndatch die ITS-Sequenzen
differenziert werden und mussten durch weitere Rdée und phénotypische
Nachweismethoden bestimmt werden.

In einer weiteren Studie wurden im Rahmen des RIDEWjektes 55 klinische
Staphylokokkenisolate anhand der 16S-rDNA-Sequealys@ bestimmt [10], wobei
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die Referenzdatenbank die Sequenzen aller 81 zuZddr valide beschriebenen
Saphylococcus-Spezies und —Subspezies beinhaltete. 54 Stamma%®8&onnten
innerhalb der vorgeschlagenen Ubereinstimmungsgremdentifiziert werden, davon
48 Stamme (87,3%) mit einer Ubereinstimmung vor2a0Die Sequenzanalyse lieferte
insgesamt vier mehrdeutige Ergebnisse auf Spexsmmi so dass weitere
Identifizierungsschritte notig waren. Insgesamgieeisich die Sequenzanalyse anhand
der RIDOM-Datenbank sowohl der GenBank-Sequenzaaays auch phanotypischen
Methoden Uberlegen.

Neben dem Suchergebnis liefert die RIDOM-Datenbartkpezies- und
Genusbeschreibungen hinsichtlich Morphologie, Rilggie, Pathogenitdt und
Verbreitung des jeweiligen Mikroorganismus und Istelnformationen Uber
differentialdiagnostische  Kriterien bereit. Ebensenthédlt sie taxonomische
Informationen, deren Aktualitat mit Hilfe der Badté Nomenclature up-to-date-
Datenbank der Deutschen Sammlung von Mikroorgamsumal Zellkulturen (DSMZ)
gepruft wird, welche auf Veroffentlichungen im ,gmhational Jounal of Systematic and
Evolutionary Microbiology” basiert. Im GegensatznziMicroseq-System ist es beim
RIDOM-System aufgrund seiner Hypertext-Struktur twbg Gber Links weitere
Informationen aus hilfreichen Internetquellen zbatten und miteinzubeziehen. Neue
Eintrage werden entsprechend den ,Guidelines anavé&dions for the purpose of
Biological classification* des National Center fBrotechnology Information (NCBI)
klassifiziert. Um detaillierte Sequenzvergleicheermoglichen, werden, zusatzlich zu
den Sequenzen der Datenbank, die jeweiligen Elek&nmgramme zur Verfiigung
gestellt.

Der Datenbestand der Datenbank des RIDOM-Projaktelsinsichtlich des Umfangs
und der Breite der aufgeflhrten Mikroorganismerhnhmit umfassenden Datenbanken
wie beispielsweise GenBank zu vergleichen, wird@gdweiter ausgebaut. Beziiglich
der beinhalteten Bakteriengruppen bietet sie emé&angreiche Sequenzsammlung und
stellt eine Alternative zu anderen Datenbanken @#vud et al. [20] konnten zeigen,
dass die RIDOM-Datenbank hinsichtlich Mykobaktesigezies umfangreicher ist als
die Microseqg-Datenbank, was zu einer hoheren Naclowete und genaueren
Identifizierung klinischer Isolate gegeniber ph&psichen Nachweismethoden und

dem Microseq-System fuhrte. In einer weiteren SuUdi3] bezuglich der Gattung
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Nocardia wurden 71,4% der klinischen Isolate mit einer Sequibereinstimmung von
100% durch RIDOM identifiziert, wahrend Microseq,2% und GenBank 59,3% der
Isolate exakt bestimmten, wobei 70,4% der von GekBamit 100%iger
Sequenzibereinstimmung bestimmten Resultate sichmenr als eineNocardia-

Spezies bezogen.

In der vorliegenden Arbeit wurden als Teil des Ritmmal Differentiation of
Microorganisms-Projektes die partielle 16S-rDNA-&eagz einer heterogenen
Bakteriengruppe ermittelt, deren Kern das GeMisrococcus bildet, wie es im
Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, Voluthgon 1986 [52] dargestellt ist.
Dieser Kern wurde durch einige verwandte Spezigéaret, die, ebenso wie das Genus
Micrococcus, Familien der UnterordnundMicrococcineae angehéren [89]. Diese
Sequenzen sollen als Typ- und ReferenzsequenzenDdienbank des RIDOM-
Projektes erweitern. Um einen Hinweis auf die Mélsligkeit und Qualitat dieser
Gruppe von Sequenzen bezuglich der durch sie reqptigégen Bakterien zu bekommen,
wurden 74 klinische Isolate, die nach alter Nomankl aufgrund phéanotypischer
Merkmale als Mikrokokken identifiziert wurden, eptechend des RIDOM-Ansatzes
sequenziert und anhand der Typ- und Referenzseeneazalysiert. Die klinischen
Isolate entstammen der Stammsammlung des Instiiiutddedizinische Mikrobiologie
des Universitatsklinikums Munster und wurden ausitHand Schleimhautabstrichen
gewonnen. Die Ergebnisse wurden anschlieend nrierdezweier kommerziell
verfigbarer ldentifizierungssysteme verglichen, aig biochemischen Testmethoden
und einer spezifischen Datenbasis zur Auswertundreéaktionsergebnisse beruhen. Es
handelte sich hierbei zum einen um das APl STAPBtE&y (bioMérieux sa, Marcy
I'Etoile, France) und zum anderen um das VITEK 2t&w (bioMérieux sa, Marcy

I'Etoile, France).

Fur die ldentifizierung auf Spezieslevel wurde hdich der Sequenzanalyse die
Grenze bei 99% festgelegt. Diese Grenze wurde,nzussd mit einer Grenze fur die
Identifizierung auf Genuslevel bei 97%, unter aederauch in einer Studie Uber die
Identifizierung konventionell nicht identifizierban, bakterieller Isolate durch

anndhernd vollstandige 16S-rDNA-Sequenzierung \smiglagen [28] und erscheint

76



aufgrund der Heterogenitat der in dieser Arbeit dmelelten Bakteriengruppe
angemessen.

Von den 74 klinischen Isolaten konnten 38 (51,4%haad der Referenzsequenzen
innerhalb des Grenzbereiches identifiziert werdeabei lag fur drei dieser Isolate
(4,1%) die Ubereinstimmung der Sequenzen bei 10B%wurden 36 Stamme als
Micrococcus luteus und jeweils ein Stamm alsocuria rosea bzw. Kocuria kristinae
identifiziert. Innerhalb einer Grenze von 98% wurds2 (70,3%) und innerhalb einer
Grenze von 97% 54 der 74 klinischen Isolate (73,0%gtimmt. Die Ergebnisse der
nicht bis auf Spezieslevel bestimmten Stamme renchiis 86,46% fir einen als
Kocuria kristinae identifizierten Stamm, wobei von diesen 36 Isalatevei mit
Micrococcus luteus, 16 mit Kocuria varians, 14 mit Kocuria rosea, zwei mit
Dermabacter hominis und jeweils einer miKocuria kristinae bzw. Rothia mucilaginosa
die hochste Ubereinstimmung zeigten. Insgesamt ldgr Mittelwert der
Identifizierungsergebnisse bei 97,8%.

Die Ergebnisse zeigen, dass die 21 in dieser Arlveitwendeten Typ- und
Referenzsequenzen die Gruppe der klinischen Isoiaté ausreichend widerspiegelt.
Diese Isolate entstammen Haut- und Schleimhautebsitr und wurden vormals
aufgrund morphologischer Merkmale nach Gramfarbumg grof3en grampositiven
Kokken in Tetraden oder in Traubenlagerung sowieolmn Wachstum von
katalasepositiven, gewohnlich runden, glatt begemzpigmentierten Kolonien auf
Furazolidonagar vorlaufig als Mikrokokken identiéig. Zur Differenzierung gegeniber
Staphylokokken wurde das Resistenzverhalten gegeniysostaphin, Bacitracin sowie
Lysozym getestet. Die nach damaliger Klassifikatidem GenusMicrococcus
zugeteilten Taxa sind mittlerweile reklassifizietbrden und wurden in insgesamt sechs
Genera, davon vier neubestimmte, eingeteilt [51,88 auf die beiden Familien
Micrococcaceae und Dermacoccaceae der Unterordnundylicrococcineae verteilt sind.
Lediglich Micrococcus luteus und Micrococcus lylae gehéren von den damaligen
Vertretern noch diesem Genus an. Diese Umgliedebasgerte, neben Untersuchungen
der chemotaxonomischen Eigenschaften, auf Analgeedi6S-rDNA-Sequenzen dieser
Bakteriengruppe. Die 16S-rDNA-Sequenzanalyse hatBaschreibung vieler neuer
Taxa beigetragen und zur taxonomischen Trennung St&mmen gefuhrt, die mit

herkdmmlichen, phanotypischen Untersuchungstechmieht zu unterscheiden waren.
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Es lasst sich vermuten, dass es sich bei der involdiegenden Arbeit behandelten
Gruppe Kklinischer Isolate um eine heterogene Bmkteammlung handelt, deren
Stdmme nicht auf die neun, nach alter Klassifikatidem GenusMicrococcus
zugeteilten Spezies, die unter neuer Nomenklats @&kil der Typ- und
Referenzsequenzen vertreten waren, begrenzt waneth deren anderweitige
Zugehdrigkeit sich durch die obengenannten, phmatiien Tests nicht nachweisen
lief3.

Die Ergebnisse verdeutlichen zudem ein Problem1&&-rDNA-Sequenzanalyse, da
sie Raum fur Interpretationen lassen. Noch gibt kesne allgemein gultigen
Nachweisgrenzen fur Identifizierungen auf Speziesd Genusniveau und es hat sich
gezeigt, dass sich nach aktueller Klassifikatioe #Vertebereiche der inter- und
intraspezifischen Sequenzdifferenzen UberlagereleVGrenzen, darunter auch eine
Sequenzdifferenz von 0,5% fur separate Spezieghalieeines Genus [68], wurden
vorgeschlagen, doch aufgrund der unterschiedlichéntwicklungs- und
Veranderungsrate der verschiedenen Taxa scheiatganus- und speziesspezifische
Beurteilung der Ubereinstimmungswerte sinnvoll. [¥i¥ertreter der in dieser Arbeit
vorgestellten UnterordnundViicrococcineae sind erst in den letzten Jahren als
potentielle Pathogene identifiziert und untersuckorden, weswegen die
phanotypischen, chemotaxonomischen und genomisck®&genschaften dieser

Bakteriengruppe noch nicht hinreichend bekannt.sind

Die Ergebnisse der Sequenzanalyse wurden ansamdiefié denen der kommerziellen,
auf biochemischen Testmethoden beruhenden ldeetifizgssysteme API-STAPH und
VITEK 2 verglichen. Insgesamt gab es bei 22 deklifdschen Isolate (29,7%) fur alle
drei Identifizierungssysteme ein Ubereinstimmen@8egebnis innerhalb der jeweiligen
Akzeptanzgrenzen, wobei alle 22 Stdmme Misrococcus luteus bzw. im Falle des
API-STAPH-Systems als der Spezies-Gruppieruvgcrococcus spp., die neben
Micrococcus luteus die Spezies Dermacoccus nishinomiyaensis, Kytococcus
sedentarius und Micrococcus lylae umfasst, zugehorig identifiziert wurden. 52 Stdmme
(70,3%) wurden aufgrund von mehrdeutigen bzw. éhwdller der Wertegrenzen
liegenden Ergebnissen nicht eindeutig identifiziert
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Das APl STAPH-System lieferte fiir 36 der 74 klitien Isolate (48,6%) mehrdeutige
Profile, von denen 15 einheitlich und innerhalb dergegebenen Wertegrenzen
identifiziert wurden, wobei zehn alicrococcus spp., vier al¥ocuria varians/Kocuria
rosea und einer als Kocuria kristinae bestimmt wurden. Von den
Identifizierungsergebnissen der 38 Stammen miteziigem Profil (51,4%) wurden
sechs als ,ausgezeichnet, 16 als ,sehr gut‘, aal ,gut* und eins als
.akzeptabel bewertet, so dass insgesamt 31 Stanie9%) zufriedenstellend
identifiziert werden konnten. Dabei wurden 24 StératsMicrococcus spp., sechs als
Kocuria variang/Kocuria rosea und einer al&ocuria kristinae identifiziert. Die Profile
von sieben Stammen (9,5%) zeigten eine ,geringeekBeitat® und lieferten
mehrdeutige Ergebnisse.

Die Ergebnisse des APl STAPH-Systems und der 168ArBequenzanalyse kamen
im Vergleich zu 31 Ubereinstimmenden Identifiziegan (41,9%) innerhalb der
Wertegrenzen, wobei alle 31 Stdmme Blcrococcus luteus bzw. als der Spezies-
GruppierungMicrococcus spp. zugehdrig identifiziert wurden. Fur weitefe Stdmme
(33,8%) lagen die Ergebnisse fir eines oder beidsed Identifizierungssysteme bei
Ubereinstimmender Identifizierung aul3erhalb dertéggenzen, davon in zwolf Fallen
bezuglich des RIDOM-Systems und in vier Féllen lgizhh des APl STAPH-Systems.
Neun Stamme konnten bei Uberschreitung der Werntegre beider Systeme
Ubereinstimmend identifiziert werden. Insgesamt lesrbei 43 Stammen (58,1%) zu
nicht Gbereinstimmenden bzw. aulRerhalb der Tolgr@mzen liegenden Ergebnissen.
VITEK 2 konnte 60 der 74 Stamme (81,1%) mit toldregen Ergebnissen einer Spezies
der Datenbank zuteilen. Fur 13 Klinische Isolaté,§%) zeigten die Ergebnisse eine
~.geringe Selektivitat" und waren einer Spezies hgindeutig zuzuordnen. Ein Stamm
(1,4%) konnte durch VITEK 2 nicht identifiziert win. Von den Ergebnissen der
identifizierten 60 Stamme wurden 50 mit ,ausgezeatt) funf mit ,sehr gut®, drei mit
~gut® und zwei mit ,akzeptierbar* bewertet. 30 Sté® wurden dabei alslicrococcus
luteus, 25 alsKocuria rosea und zwei alsKocuria varians identifiziert. Daneben
wurden zwei klinische Isolate alsStreptococcus acidominimus/(Streptococcus
pneumoniae) und ein Stamm alSemella spp./&reptococcus pneumoniae) identifiziert.
RIDOM und VITEK 2 hatten insgesamt 28 Ubereinstimde

Identifizierungsergebnisse (37,8%). Hierbei wur@@nStamme alMicrococcus luteus
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und ein Stamm alkocuria rosea identifiziert. Bei 13 klinischen Isolaten (17,6%)y
das Ergebnis fur eines oder beide dieser Idemifimigssysteme auf3erhalb der
tolerierten Wertegrenzen, davon in 10 Fallen himich des RIDOM- und in zwei
Fallen hinsichtlich des VITEK 2-Systems. Ein Stanmrde bei Uberschreitung beider
Toleranzgrenzen Ubereinstimmend bestimmt. Insgekamtes fir 46 Stdmme zu nicht
Ubereinstimmenden bzw. aul3erhalb der Wertegremzgenden Ergebnissen (62,2%).
Diese APl STAPH- und VITEK 2-Ergebnisse und ihreofgg Diskrepanz zu den
Ergebnissen des 16S-rDNA-Sequenzvergleichs des RH3§stems zeigen einige
Probleme der auf phé&notypischen, biochemischen mitsbden basierenden
Identifizierung von Mikroorganismen auf. Das APIAHAH-System konnte sieben der
74 klinischen lIsolate (9,5%) aufgrund ,geringer ekélitat® der Ergebnisse nicht
eindeutig bestimmen. Im Falle des VITEK 2-Systeragdf dies 13 Stamme (17,6%),
wéahrend ein weiterer Stamm als nicht identifizierdeklariert wurde. Beide Systeme
gaben bei Ergebnissen mit niedriger Selektivitaigei in Frage kommende Taxa aus
ihrer Datenbank an. Die Aussagekraft dieser Idemiungen bleibt allerdings
beschréankt und die Ergebnisse wurden als nichtpdilezbar bzw. auswertbar eingestuft,
wéahrend die 16S-rDNA-Sequenzen auch im Falle nechtleutiger ldentifizierungen
eine gewisse Aussagekraft hinsichtlich der taxoschen und phylogenetischen
Einstufung des jeweiligen Stammes besitzen undHimgliederung in Datenbanken
erlauben, die eine nachtragliche Identifizierungraduordnung durch weitere Eintrage
ermoglichen. 21 der 74 klinischen Isolate (28,4%hrken bei mehrdeutigen Profilen
aufgrund nicht Ubereinstimmender Identifizierungsénisse bzw. Ergebnissen
niedriger Selektivitat nicht eindeutig durch APl AHH identifiziert werden. Die
Auswertung der Testreaktionen erfolgte manuell bzwsuell anhand einer
Ablesetabelle und verdeutlicht die Schwierigkeitdie mit der Interpretation solcher
Reaktionen verbunden sind. Fur 27 der 36 Stammestetugzwei Profile in Betracht
gezogen werden. Die Auswertung der Testreaktioemwéitere acht Stamme flhrte zu
vier moglichen Profilen und fur einen Stamm kamehtaProfile in Betracht. Die
Auswertung phanotypischer bzw. biochemischer Taktienen erfordert viel
Erfahrung seitens der Untersucher und lasst Rauminfé@rpretationen. Es hat sich
gezeigt, dass diese Reaktionen nicht zuletzt von S#ffwechselaktivitdt des

untersuchten Stammes abhangen und die Ergebnissgném gewissen Rahmen
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variieren. Ahnlichkeiten zwischen verschiedenen z&®e und intraspezifische
Unterschiede kénnen zu Schwierigkeiten bei dertlfizlerung von Mikroorganismen
fuhren. Fur APl STAPH ist auch eine automatisierfguswertung der
Reaktionsergebnisse durch einen Computer moglicghsd3 Verfahren kam in der
vorliegenden Arbeit nicht zur Anwendung und kanheatanicht beurteilt werden.

Ein weitere potentielle Schwachstelle bei der Idemrung der in dieser Arbeit
verwendeten Klinischen Isolate durch APl STAPH udWtTEK 2 liegt in der
unzureichenden Datenbasis dieser beiden System&usuertung der Testergebnisse.
Die Datenbank des APl STAPH-Systems, einem System Identifizierung von
Staphylokokken und Mikrokokken, enthielt neben 8p8ylokokkenspezies die hier
vorgestellten und nach alter Nomenklatur benaniixa Micrococcus kristinae und,
als Spezies-Gruppierung zusammengefabBtrococcus varians und Micrococcus
roseus. Als weitere Spezies-Gruppierung wurden nach &llemenklatur die Spezies
Micrococcuss nishinomiyaensis, Micrococcus sedentarius, Micrococcus luteus und
Micrococcus lylae unter der Bezeichnuniylicrococcus spp. zusammengefasst. Die
Datenbank des VITEK 2-Systems, einem System zuntifd@erung wichtiger,
grampositiver Keime, enthielt neben verschieden&plg/lokokken-, Streptokokken-
und Enterokokkenspezies die Taxa\erococcus viridans und Gemella
spp./&reptococcus pneumoniae) sowie die in der vorliegenden Arbeit behandelten
SpeziesKocuria rosea, Kocuria varians und Micrococcus luteus. Ob hinsichtlich der
klinischen Mikrobiologie die Beschrankung auf dieBaxa und ihre Einteilung in
Spezies-Gruppierungen ausreichend ist, bleibt ihetmacht der wachsenden klinischen
Bedeutung dieser Bakteriengruppe fragwurdig.

Alle von APl STAPH mit eindeutigem Ergebnis idemiiérten klinischen Isolate
konnten den Spezies bzw. Spezies-Gruppierung@euria kristinae, Kocuria
variang/Kocuria rosea und Micrococcus spp. zugeordnet werden. Allerdings zeigten
zehn Stamme, deren Identifizierungen bei eindentigefilen von APl STAPH von
»-ausgezeichnet” bis ,akzeptierbar* bewertet wurdén RIDOM, mit Werten zwischen
94,98% und 98,85% und einem Mittelwert von 97,8FAgebnisse aul3erhalb der
tolerierten Wertegrenzen. Hierbei wurden von APABH sechs Stdmme akocuria
variang/Kocuria rosea, drei alsMicrococcus spp. und einer alkocuria kristinae. Funf

der als Kocuria varians/Kocuria rosea bestimmten klinischen Isolate wurden von
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RIDOM mit Sequenzibereinstimmungswerten zwischenl@®8 und 98,64% als
Kocuria varians identifiziert. Ein Stamm, der bei zwei Profilen wAPI STAPH
Ubereinstimmend alsocuria kristinae identifiziert wurde, wurde von RIDOM mit einer
Wahrscheinlichkeit von 98,18% af®curia varians bestimmt. Die Identifizierung von
vier Stammen mit mehr als einem Profil bei Ubetgm®endem
Identifizierungsergebnis wurde durch RIDOM, jedo@ul3erhalb der RIDOM-
Wertegrenzen, bestéatigt.

Die Identifizierung von sieben durch RIDOM innelnaler Wertegrenzen bestimmte
Stamme konnten durch API STAPH nicht bestétigt werd

57 der 60 durch VITEK 2 eindeutig identifizierterta®me konnten den Spezies
Micrococcus luteus, Kocuria rosea und Kocuria varians zugeordnet werden. Daneben
wurden zwei klinische Isolate alsStreptococcus acidominimus/(Streptococcus
pneumoniae) und ein Stamm al&emella spp./&reptococcus pneumoniae) identifiziert.
30 VITEK 2-Identifizierungen konnten aufgrund vonlD®M-Werten zwischen
86,46% und 98,85% und einem entsprechenden Mitteivas 96,4% nicht bestatigt
werden. Hierbei wurden von VITEK 2, neben den zwas Streptococcus
acidominimus/ (Streptococcus pneumoniae) identifizierten Stdmmen, 23 Stdmme als
Kocuria rosea, drei alsMicrococcus luteus und zwei al¥ocuria varians bestimmt. Fur
acht durch RIDOM innerhalb der Wertegrenzen besten8tamme zeigten die VITEK
2-Ergebnisse eine ,geringe Selektivitat“. Zwei wedt durch RIDOM al$/icrococcus
luteus und, mit einer Sequenzibereinstimmung von 10B%guria rosea bestimmte
Stamme identifizierte VITEK 2 al&ocuria rosea bzw. Gemella spp./&reptococcus
pneumoniae). Sechs Stamme zeigten sowohl fur VITEK 2 als aficth RIDOM
Ergebnisse aulRerhalb der festgesetzten Wertegrenzen

Diese Ergebnisse deuten an, dass es sich bei dralimen dieser Arbeit verwendeten
klinischen Isolate um eine heterogene Gruppe voktdB@n handeln kénnte, die
phanotypisch durch die Identifizierungssysteme AFIAPH und VITEK 2 nicht zu
unterscheiden sind und den angegebenen Taxa deraddicrococcus und Kocuria
ahneln. Zusatzlich liegt die Vermutung nahe, daes \mliden und tolerierbaren
RIDOM-Ergebnissen diese beiden Systeme, im Fallehtnilbereinstimmender

Identifizierungen, den jeweiligen Stamm nicht k&treestimmt haben.
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Vergleicht man die APl STAPH-Ergebnisse mit den EKI' 2-Ergebnissen, so gibt es
fur 33 Stamme (44,6%) ein Ubereinstimmendes Idemifingsergebnis innerhalb
beider Wertegrenzen, wobei 24 StammeMilsrococcus luteus bzw. Micrococcus spp.,
acht Stamme alsocuria rosea bzw. der Spezies-Gruppierudgcuria variang/Kocuria
rosea zugehorig und einer al&ocuria varians und entsprechend al&ocuria
variang/Kocuria rosea identifiziert wurden. Fur elf bei Beriicksichtigundes
Identifizierungsergebnisses mit der hochsten Wdleistichkeit Ubereinstimmend
identifizierte Isolate lagen die Ergebnisse flresimer beiden Identifizierungssysteme
aul3erhalb der Toleranzgrenzen und zeigten eingigge®elektivitat, davon in zwei
Fallen VITEK 2 und in neun Fallen APl STAPH betesftl. Insgesamt lagen die
Ergebnisse bei 14 der 74 Klinischen Isolate (5,4fif) eines oder fur beide
Identifizierungssysteme aulRerhalb der Wertegrendie. Identifizierung von 41
Isolaten (55,4%) kam nicht zu zufrieden stellendEngebnissen, wobei die
Identifizierung von 27 Stammen (36,5%) nicht Ubesémmend war. Elf Stdmme
konnten aufgrund von mehrdeutigen APl STAPH-Profibei nicht Gbereinstimmender
Identifizierung nicht weiter ausgewertet werdent sig@ben klinische Isolate zeigten die
VITEK 2-Ergebnisse und flur weitere vier die APl SHWA-Ergebnisse eine ,geringe
Selektivitat® fur mindestens ein Profil bei nichbereinstimmender Identifizierung.
Zwei lIsolate zeigten bei Uberschreiten beider Wgeezen eine uneinheitliche
Identifizierung.

Die Identifizierung von 23 Stammen mit tolerierbarél TEK 2-Ergebnissen konnte
durch API STAPH nicht bestatigt werden, wobei 1d@n%nhe mehrdeutige APl STAPH-
Profile bei uneinheitlicher Identifizierung und kec Stdimme eine ,geringe
Selektivitat® zeigten. Die Identifizierung von neustammen mit tolerierten API
STAPH-Ergebnissen konnte aufgrund niedrig selektVéTEK 2-Ergebnisse nicht
bestatigt werden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass in diesem Fall zufebiachemischen Testmethoden
basierende Identifizierungssysteme auf uneinhbéliResultate kommen, wobei die
Vielzahl der mehrdeutigen APl STAPH-Profile beriickigt werden muss, die nicht
weiter ausgewertet wurden. In einer dhnlichen ®tudnsichtlich der Identifizierung
von Staphylokokken durch RIDOM und die zwei aufdhiemischen Testmethoden

basierende Identifizierungssysteme ID 32 Staph\VBiteux sa, Marcy I'Etoile, France)
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und VITEK 2 [10] wurden 54 von 55 (98,2%) der ké#dnen Isolate durch RIDOM
identifiziert, wahrend ID 32 STAPH 13 (23,6%) undlZK 2 19 (34,5%) der Isolate
aufgrund inkorrekter ldentifizierung und unakzepgabErgebnisse nicht bestimmen
konnte. In anderen Studien identifizierte VITEK 2873 von 405 klinischen
Staphylokokkenisolaten (95,6%) [85], wobei tUber@mmende Ergebnisse mit ID 32
STAPH als korrekte ldentifikation betrachtet wurdamd 351 von 384 Klinisch
relevante, grampositive  Kokkenisolate (91,4%) [56]wobei fur die
Staphylokokkenisolaten, von denen 185 von 200 koridentifiziert wurden (92,5%)
das APl STAPH-System als Bestatigungstest diemtesiner weiteren Studie konnte
gezeigt werden, dass VITEK 2 in einigen Fallen kbage-negative Staphylokokken
(CoNS) falschlicherweise al&ocuria-Spezies identifiziert [13] und es lasst sich
vermuten, dass koagulase-negative Staphylokokkes, athinlich wie die in der
vorliegenden Arbeit vorgestellten Vertreter der é&fotdnungMicrococcineae Teil der
menschlichen Haut- und Schleimhautflora sind, adetere, phanotypisch nur schwer
von Mikrokokken zu unterscheidende Taxa jenseitsimlalieser Arbeit verwendeten
Referenz- und Typspezies ursachlich fir die hohezahh an divergierenden
Identifizierungen der beiden biochemischen Idexigfungssysteme und RIDOM sind.
Dies wurde die relativ hohe Anzahl Kiocuria-Spezies von 27 bei 60 Identifizierungen
(45,0%) erklaren, die durch VITEK 2 bestimmt wurdar@dhrend durch RIDOM zwei
von 38 Stammen (5,3%) und durch APl STAPH zwo6lf vidh Stammen (26,1%) als
Kocuria-Spezies identifiziert wurden. Diese Vermutung wilairch die relativ grof3en
Sequenzunterschiede der klinischen Isolate untetstiim eine genauere Aussage uber
die Identitat der uneinheitlich identifizierten B8t@e und die Ursache der
divergierenden Ergebnisse machen zu kodnnen, wéme wieitere Analyse und
Bestéatigung des jeweiligen biochemischen und gesdmen Profils nétig. Es hat sich
gezeigt, dass die in der vorliegenden Arbeit vedeten Referenz- und Typsequenzen
fur die vollstandige Identifizierung der klinischésolate nicht ausreichend waren und
die Datenbank hinsichtlich dieser Bakteriengruppsgaweitet und ergénzt werden

muss.

Die Bedenken, die oft gegenuiber DNA-Sequenzierutsy daagnostisches Mittel

angefuhrt werden, richten sich in erster Linie gegée hohen Kosten, die mit der
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Anschaffung der noétigen Gerate und der weiteren rifgisng verbunden sind.
Allerdings sind die Kosten mit der zunehmenden Y&btbng dieser Technologie in der
klinischen Mikrobiologie gesunken und es kann niitee weiteren Reduzierung der
Kosten gerechnet werden, da sich die DNA-Sequanzemehr und mehr neben
phanotypischen Identifizierungssystemen etabliertFar nicht-tuberkulose
Mykobakterien (NTM) konnte bereits gezeigt werdedass die 16S-rDNA-
Sequenzierung mit 47,91$ glnstiger sein kann alkohamliche, phéanotypische
Nachweismethoden, die in dieser Studie, abhangigWachstumsgeschwindigkeit und
biochemischer Aktivitdt, zwischen 80,93% und 173,28steten [24]. Die DNA-
Sequenzierung hat sich als genauere und schnéilengifizierungsmethode erwiesen
und ist im Falle der 16S-rDNA-Region aufgrund ihnaisiquitdren Auftretens zur
Identifizierung aller Mikroorganismen geeignet, wadegen die phéanotypische
Identifizierung eine Vielzahl an teils spezifisch&eaktionen voraussetzt, die sehr
aufwendig und zeitintensiv sein konnen. Wahrend Identifizierung eines Taxons
durch Sequenzierung ein bis zwei Tage in Ansprupini, kann der Nachweis durch
herkdbmmliche, phanotypische Methoden, abhangig @enus und Spezies, mehrere
Wochen dauern. Die schnellere Identifizierung béstedrbeitszeiteinsparung und
ermdoglicht ein schnelleres Ansetzen einer adaquatenibiotikatherapie. Die
Auswirkungen einer schnelleren mikrobiologischenadpiostik durch Anderungen
einiger Arbeitsablaufe sind in einigen Studien wueht worden. Doern et al. [27]
konnten zeigen, dass eine schnellere mikrobiolbgisDiagnostik bei unveranderter
Lange des Krankenhausaufenthaltes dessen Kostah dilnsparungen hinsichtlich
nachfolgender diagnostischer Verfahren erheblictkts&Zudem wurde eine niedrigere
Mortalitatsrate festgestellt. In einer anderen #ty#] wurde die Mortalitatsrate durch
schnellere mikrobiologische Diagnostik ebenfallsegégkt und sowohl die Lange der
Krankenhausaufenthalte als auch die damit verblerd&wosten konnten verkirzt bzw.
gesenkt werden.

Die 16S-rDNA-Sequenzanalyse hat sich als diagrayss Mittel in der klinischen
Mikrobiologie bewéhrt und gewinnt als Alternativdes Ergénzung zu phanotypischen
Nachweismethoden immer mehr an Bedeutung. AnhantiG®rDNA-Sequenzanalyse
ist es mdglich, die meisten Taxa zu identifizievenl sie hat sich als die schnellere und

genauere Nachweismethode etabliert. Hinsichtlich Identifikation sequenzgleicher
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Organismen ist die Sequenzanalyse als Basisunkensgcdenkbar, auf die weitere
diagnostische Untersuchungen, sowohl molekularer alch phanotypischer Art,
nachfolgen.

Die 16S-rDNA-Sequenzanalyse ist mittlerweile das aeitesten verbreitete Mittel

hinsichtlich der Untersuchung phylogenetischer Beangen unter Bakterien und hat
viel zu deren Verstandnis beigetragen. Bei der tltizierung von Mikroorganismen

durch die 16S-rDNA-Sequenzanalyse spielt die Sexflegenbank eine wesentliche
Rolle. Einige Probleme der am haufigsten benutddetenbanken wurden in der
vorliegenden Arbeit dargelegt und es konnte gezeigtden, dass fur eine genaue
Identifizierung durch Sequenzanalyse eine umfasserfammiung qualitativ

hochwertiger Sequenzen unumganglich ist, zumabdimmischen Eigenschaften und
Merkmale vieler Taxa noch nicht hinreichend bekasind und sowohl Richtlinien als

auch Grenzwerte bezuglich der Identifizierung voikrebrganismen auf Genus- und
Spezieslevel fehlen. Die RIDOM-Datenbank stells, @he sich im Aufbau befindende
Sequenzsammlung, noch keine umfassende Datenbankndawird durch weitere

Eintrage und Aktualisierungen erweitert.
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6 Zusammenfassung

Infektionen durch opportunistische Erreger spiefeder Medizin eine immer gro3ere
Rolle. Viele dieser opportunistischen Pathogenajemen auch die in der vorliegenden
Arbeit behandelten Spezies der reorganisierten b etablierten Gattungen der
Micrococcaceae und Dermacoccaceae (UnterordnungMicrococcineae), herkomlich als
~Mikrokokken* (triv.) bezeichnetgehdren, sind ubiquitar verbreitet und besiedetthau
die Haut und Schleimhaut des Menschen, weshalbNachweis in klinischem
Untersuchungsmaterial sowohl als Kontamination b#m®lonisation als auch als
klinisch signifikant bewertet werden kann. Fir dMdbschétzung des pathogenen
Potentials und die gegebenenfalls nachfolgende aprerist deshalb eine exakte
Identifizierung notwendig.

Molekulare Techniken sind mittlerweile eine wiclgighlternative zu traditionellen
phanotypischen Nachweismethoden. Zu diesen molekul&/erfahren gehort die
Sequenzierung von amplifizierten Genomabschnitiéerbei wird die Basenfolge eines
definierten Genomabschnittes des zu identifizieeenilikroorganismus ermittelt und
anschlieBend mit Referenzsequenzen bekannter Grgani verglichen. Die 16S-
rRNA-Gensequenz ist aufgrund ihres ubiquitaren gorknens in allen bakteriellen
Zellen und ihrer strukturellen Merkmale einer der ladufigsten fur die Identifizierung
und Differenzierung verwendeten Genomabschnitte.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde anhandrekitinischen ,Mikrokokken*-
Stammsammlung die molekulare ldentifizierung ba&sidrauf variablen Abschnitten
des 16S-rRNA-Gens mit zwei kommerziellen, auf phgnschen Nachweismethoden
beruhenden Identifizierungssystemen verglichen, A&NSTAPH- und dem VITEK 2-
System. Dabei dienten die neuermittelten und ditakbntrollierten 16S-rRNA-
Gensequenzen von 21 ausgewahlten Referenz- unddnypen als Basis fur den
Aufbau einer Referenzdatenbank, mit deren Hilfeklidische ,Mikrokokken®-Isolate
differenziert wurden.

Die 16-rDNA-Sequenzanalyse identifizierte 38 der Klhischen Isolate (51,4%)
innerhalb einer Sequenzibereinstimmung von mindes8®%. Ausgehend von den
systemeigenen Auswertungs- und ldentifizierungsvelt@, konnte das APl STAPH-
System 31 klinische Isolate (41,9%), das VITEK &8y 60 klinische Isolate (81,1%)
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eindeutig identifizieren. Die 16S-rDNA-Sequenzasalyind API-STAPH kamen zu 31
(41,9%), Sequenzanalyse und VITEK 2 zu 28 Ubeiemnsinenden Identifizierungen
(37,8%). APl STAPH und VITEK 2 identifizierten 33likische Isolate (44,6%)
Ubereinstimmend. Insgesamt gab es fur 22 der 7diskhen Isolate (29,7%) ein
Ubereinstimmendes Ergebnis aller drei Nachweisndetholnsbesondere die Ergebnisse
der 16S-rDNA-Sequenzanalyse ergaben Hinweise dattas$ sich unter den klinischen
Isolaten weitere, bisher nicht beschriebene Arenbergen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte erfoldgregine qualitatskontrollierte 16S-
rDNA-Datenbank zur ldentifizierung von VertreterardJnterordnungdMicrococcineae
etabliert werden. Im Gegensatz zu den in der Areeigesetzten phanotypischen
Nachweismethoden hat sich die 16S-rDNA Sequenzs@alys schnellere und exakte

Methode zur Identifizierung von ,Mikrokokken* bewdh

102



Danksagung

Die vorliegende Arbeit wurde am Institut fir Medhiache Mikrobiologie der
Westféalischen Wilhelms-Universitdt angefertigt, wob Teile der praktischen
Tatigkeiten im Institut fur Hygiene der WestfalischWilhelms-Universitéat stattfanden.
Ich mochte daher den Institutsdirektoren Univ.-PBxf med. G. Peters und Univ.-Prof.
Dr. rer. nat. H. Karch fur die Mdglichkeit danketgs Thema der vorliegenden Arbeit

an den jeweiligen Instituten bearbeitet haben zunkd.

H'Doz. PD Dr. med. K. Becker danke ich herzlich dig Uberlassung des Themas und

die stets sehr gute Betreuung wahrend der gesainibet.

Mein Dank gebuhrt ebenfalls Prof. Dr. med. C. vaff, Eler mich immer kompetent

und zuverlassig betreut hat und mein Vorhaben voiadg an sehr unterstitzt hat.

Ferner gilt mein Dank Univ.-Prof. Dr. med. D. Haens dessen Vvielfache
Unterstitzung mich durch alle Arbeitsschritte biégtehat. Dr. A. Mellmann mdchte
ich herzlich fur seine vielen, hilfreichen Anregengund die freundliche, geduldige

Mithilfe bei allen anfallenden Fragen danken.

Mein ganzer Dank gilt allen Mitarbeitern der jewggn Institute und Arbeitsgruppen,
die durch ihre praktische Mithilfe, UnterstitzungduAnregungen diese Arbeit erst
ermdglicht haben.

Christian Meier, der diese Arbeit Uber all die é&ahinweg begleitet hat, mdchte ich fur
seine Freundschaft und Herzlichkeit danken, aufichemich immer verlassen konnte

und die mir tber so manche Fragen und Zweifel hgge&olfen haben.

In tiefster Dankbarkeit ist diese Arbeit meinenelt gewidmet.

103



104



105



