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1. Einleitung und Fragestellung

Die Aktinomyzeten, einst als ,Strahlenpilze* betwiet, bilden eine sehr heterogene Gruppe in
der Klasse deActinobacteria 84 Gattungen und mehrere hundert Arten konnterhbute mit
Hilfe der 16S rRNA-Gensequenzanalyse bestétigt ndarabgegrenzt werden, und es besteht die

Tendenz, weitere Aufgliederungen vorzunehmen.

Bei den Aktinomyzeten handelt es sich um grampasithauptsachlich diphtheroid geformte
Stabchenbakterien, welche dazu neigen, in verzemigGeflechten zu wachsen. Dieses
Wachstumsverhalten fuhrte primar zu ihrer NamensggbDartber hinaus besitzen einige Arten
die Fahigkeit, sich wie Pilze Uber Dispersionsspore verbreiten und zu vermehren. DNA-
Analysen und ihre morphologischen und physiologisckigenschaften - wie prokaryontischer
Zellaufbau, Murein-Zellwand, ZellgroRe, Bakteriogka- und Antibiotikaempfindlichkeit -
belegen aber eindeutig ihre Zugehdorigkeit zur DoaiZacteriader Prokaryonten.

Aufgrund physiologischer und 6kologischer Merkmkdesen sich die Aktinomyzeten in zwei
Gruppen einteilen. Die grol3ere der beiden umfdsiggat aerobe Aktinomyzeten, welche in der
freien Natur, im Erdboden, im Oberflachenwasser anfl Pflanzen vorkommen und an der
Remineralisierung toter organischer Substanz ligiteind. Die kleinere Gruppe besitzt einen
fermentativen Kohlenhydrat-Metabolismus und gehzint den obligaten Kommensalen des
Oropharynx und der inneren Korperoberflachen vomdd¢a und Tier. Sie umfasst vor allem die
nicht sporenbildenden Bakterien der Famili@otinomycetacegePropionibacteriaceaeund
Bifidobacteriaceaeaus den Ordnungefctinomycetalesind Bifidobacteriales(Stackebrandt et
al., 1997).

Von medizinischer Bedeutung sind unter anderem d#erursacher zahlreicher
Infektionskrankheiten Actinomyces, Nocardia, Actinomadurmader Dermatophilu¥ Einige
aerobe Aktinomyzeten, wie Saccharomonosporaoder Saccharopolyspora,wirken als
biologische Allergene und kdnnen zur Farmerlungeereextrinsischen allergischen Alveolitis,
fuhren. DarlUber hinaus vermdégen manche Arten vgehAntibiotika zu produzieren (zum

BeispielStreptomycesderMicromonospora



Zu den im Vordergrund stehenden Erkrankungen, aand&enese verschiedene fermentative
Aktinomyzeten beteiligt sind, zahlen die Aktinomglem, Entziindungen der Tranenkanalchen
(Canaliculitis lacrimalis) Parodontitis und Karies. Auch kénnen einige Artéerursacher

uncharakteristischer Haut- und Schleimhautentzigeiuisein.

Bei der Aktinomykose handelt es sich um eine clsanidestruierende, granulomatts-eitrige
Entzindung meist im Zervikofazialbereich, die urdnedelt todlich verlaufen kann. Nach

gesicherter Diagnose ist durch eine Kombination attgrurgischer Sanierung und

medikamentdser Behandlung die Krankheit aber Komieund die Prognose somit gut. Der
rasche Erregernachweis spielt eine zentrale Rolteer Behandlung, bereitet allerdings - bedingt
durch hohe Anforderungen an die Nahrmedien undukdidingungen - etliche Probleme. Er ist
zeitaufwendig, da die Aktinomyzeten auch unterropten Bedingungen nur langsam wachsen.
AulRerdem muss zwischen pathogenen Aktinomyzeten hamohlosen Schleimhautbewohnern
unterschieden werden. Dies stellt hohe AnsprichdeemUntersucher und setzt viel Erfahrung
voraus. Einfache morphologische Merkmale in Form Walturellem und zellularem Aussehen

reichen fur die zuverlassige Arterkennung bei weitecht aus.

Mehrere Verfahren sind entwickelt worden, um diaddiose zu erleichtern und rasch mit der
Therapie beginnen zu koénnen. Dazu z&hlt die Analysm taxonomisch relevanten
Zellwandbestandteilen, direkte und indirekte Imnhumfeszenzverfahren, molekularbiologische
Identifizierungsverfahren, die gaschromatograplascnalyse von Endprodukten des
fermentativen Stoffwechsels sowie die Prifung zatirer, in ihrer Gesamtheit reprasentativer,
physiologischer Leistungen. Zu letzterer zahlt das Schofield und Schaal getestete Minftek
System (Schofield und Schaal, 1979b) und die vonléagetesteten Taxa Profilé-Qund Taxa
Profile E®-Systeme (Dahlen, 2004).

Das Minitel-System erwies sich mit seinen 20 Nachweisreakticale zuverlassig, bedeutete
einen nur geringen zeitlichen Aufwand (nach Erltdt Reinkultur ca. neun Tage) und war
einfach zu handhaben. Dieses System wird nicht nheingestellt, und auf der Suche nach
Alternativen wurden die Taxa Profile®Cund Taxa Profile B-Systeme getestet, die allerdings

nicht als routinemaRig einsetzbar eingestuft wurfi@ahlen, 2004). Bedingt durch die hohe



Anzahl an Nachweisreaktionen (382) sind sie darUbgraus auch mit einem hoheren

Arbeitsaufwand verbunden. Ferner besitzen sehe yeer Einzelreaktionen keine Aussagekraft.

In Bezug auf diese Vorgeschichte sowie die Bedeuter lange Zeit vernachlassigten durch
fermentative Aktinomyzeten hervorgerufenen Erkrargan und die Schwierigkeit ihrer
Identifizierung und Klassifizierung ergaben sichr fidie vorliegende Arbeit folgende

Zielsetzungen:

1. Es sollte in Eigenarbeit ein miniaturisiertesstBgstem entwickelt werden, das es
ermdglicht, relativ schnell und zuverlassig fernagine Aktinomyzeten zu identifizieren

und zu klassifizieren.

2. Die Ergebnisse sollten mit Hilfe einer Clustergse ausgewertet werden. Es sollte
gezeigt werden, dass es mdglich ist, mit diesemtsystem bis auf Speziesebene

innerhalb der Familie dekctinomycetacearu klassifizieren und zu identifizieren.

3. Das entwickelte Testsystem sollte dariber hiffauslen Routinebetrieb einsetzbar sein
und ein zuverlassiges Nachfolgesystem zum bisher Institut fir Medizinische
Mikrobiologie der Universitat Bonn benutzten Mik@& -System (BD, Microbiology

Systems, Baltimore) bilden kdnnen, da dessen Ptatu&ingestellt wurde.

4. Die Ergebnisse sollten mit den bestehenden medeWorstellungen zur Taxonomie
dieser Bakteriengruppe verglichen werden und Spdefeitionen ggf. erganzt oder

korrigiert werden.



2. Literaturubersicht

2.1. Klassifizierung der fakultativ anaeroben Aktin ~ omyzeten

2.1.1. Geschichte

Die Entdeckung des ersten Vertreters des GAwtinomyceseicht zurtick bis ins Jahr 1877, als
der deutsche Veterindrmediziner Otto Bollinger &eier chronisch-destruierenden Entziindung
in Kiefer und Zunge eines Rindes kleine, harte Kben (,Drusen®) feststellte, welche aus
filamentbsen, pilzartigen Strukturen bestanden Il(Bg¢r, 1877). Der Botaniker C. O. Harz
bestétigte 1877 die mikrobiologische Herkunft dieSeukturen und benannte sie, auf Grund der
radiar-strahlenartigen Anordnung der Strukturatinomyceg,, Strahlenpilz* von griech. aktis:
Strahl; griech. mykes: Pilzpovis (Harz, 1877). James Israel beschrieb 1878 eineichien|
Erkrankung beim Menschen (Israel, 1878). Der keltarNachweis misslang allerdings, bis 1889
Bujwid erste Erfolge bei der Anzichtung des Orgawis hatte (Bujwid, 1889). Zwei Jahre
spater veroffentlichten Wolff und Israel eine gezr@uBeschreibung des Erregers (Wolff und
Israel, 1891). Seine NamengebuAgtinomyces israeliigeht auf Lachner-Sandoval zurlck
(Lachner-Sandoval, 1898).

Buchanan fuhrte 1918 die OrdnuAgtinomycetale®in, welche zum damaligen Zeitpunkt noch
grampositive und gramnegative, fadige Bakterienhiehit (Buchanan, 1918). Die damals
bekannten Aktinomyzeten wurden in der recht inhoemeg Familie deActinomycetaceaeit

den GattungeActinobacillus, Leptotrichia, Actinomycasad Nocardiazusammengefasst.

Nach und nach wurde diese Einteilung verfeinert. Borden in der 6. Auflage des
Standardwerkes Bergey’'s Manual of Determinativet®&amogy (Waksman und Henrici, 1948)
alle gramnegativen Bakterien herausgenommen undemn8. Auflage (Slack, 1974) fiur die
Nocardien die eigene Familie dBlocardiaceaeeingefuhrt. Danach umfasste die Familie der
Actinomycetaceagrampositive, verzweigte und zur Fragmentatiomgemile Stabchenbakterien,
die weder Luftmyzel noch Sporen bilden, hohe Nafffatspriche stellen, nicht saurefest und

unbeweglich sind, fakultativ bis obligat anaerolchsen und einen fermentativen Kohlenhydrat-
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Metabolismus aufweisen. Darunter fielen im einzelnke GattungerActinomyces, Arachnia,

Bifidobacterium, Bacterionemand Rothia(Tabelle 1).

Tabelle 1
Familie Actinomycetaceae Buchanan 1918

(nach Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, 8. Auflage, 1974)

Genera Spezies

A. bovis (Harz, 1877)

A. odontolyticus (Batty, 1958)
A.

A.

I. Actinomyces (Buchanan, 1918)

israelii (Lachner-Sandoval, 1898)
naeslundii (Thompson und Lovestedt, 1951)
A. viscosus (Georg et al., 1969)
II. Arachnia (Pine und Georg, 1969b) A. propionica (Pine und Georg, 1969b)
lll. Bifidobacterium (Orla-Jensen, 1924)11 Spezies anerkannt
IV. Bacterionema (Gilmour et al., 1961) B. matruchotii (Gilmour et al., 1961)
V. Rothia (Georg und Brown, 1967) R. dentocariosa (Georg und Brown, 1967)

Bis in die Mitte der 80er Jahre des letzten Jaldbus enthielt die Liste fermentativer
Aktinomyzeten folgende Spezies (in chronologiscRefthenfolge):Actinomyces bovigHarz,
1877),A. israelii (Lachner-Sandoval, 189&othia dentocarios&l949),Actinomyces naeslundii
(Thompson und Lovestedt, 19514, odontolyticus(Batty, 1958),Bacterionema matruchotii
(heute: Corynebacterium matruchaolii(Gilmour et al., 1961)Arachnia propionica (heute:
Propionibacterium propionicum(Charfreitag et al., 1988; Pine und Georg, 1968alnomyces
viscosug1965),A. eriksonii(heute:Bifidobacterium dentiuin(1965) undActinomyces humiferus
(heute:Cellulomonas humilajg(Collins und Pascual, 2000; Gledhill et al., 1969).

Ab 1984 folgten ,explosionsartig” viele weitere BaseibungenActinomyces denticolen$984
(Dent und Williams, 1984a). howelliy 1984 (Dent und Williams, 1984k%. hordeovulneris
1984 (Buchanan et al., 1984A. slackij 1986 (Dent und Williams, 19868. georgiae 1990
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(Johnson et al., 1990A. gerencseriae1990 (Johnson et al.,, 1990), hyovaginalis 1993
(Collins et al., 1993)A. neuii ssp. neuii et anitratud994 (Funke et al., 1994%. radingae
1995 (Wast et al.,, 1995)A. turicensis 1995 (Wulst et al.,, 1995)A. bernardiae (heute :
Arcanobacterium bernardige 1995 (Funke et al., 1995§ctinomyces graevenitziil997
(Pascual et al., 1997A. europaeusl997(Funke et al., 1997a). bowdenii 1999 (Pascual et al.,
1999); A. urogenitalis 2000 (Nikolaitchouk et al., 2000%. radicidentis 2000 (Collins et al.,
2000); A. canis 2000 (Hoyles et al.,, 2000)A. catul, 2001 (Hoyles et al., 2001b)A.
suimastitidis 2001 (Hoyles et al., 200184, marimammalium2001 (Hoyles et al., 2001ch.
funkej 2001 (Lawson et al., 2001b). coleocanis2002 (Hoyles et al., 2002%. cardiffensis
2002 (Hall et al., 2002).

Erganzend sollen noch einige Arten taxonomischvamgandter Spezies mit aufgefihrt werden,
wie z.B. Arcanobacterium haemolyticymi982 (Collins et al., 1982bjctinobaculum schaalii
1997 (Lawson et al., 1997 ubacterium suigheuteActinobaculum sujs 1992/1997 (Lawson et
al.,, 1997; Ludwig et al.,, 1992)Arcanobacterium phocael997 (Ramos et al.,, 1997);
Arcanobacterium pyogene$997 (Ramos et al., 199Arcanobacterium pluranimalium2001
(Lawson et al., 2001a) ;

2.1.2. Moderne Methoden der Klassifizierung

Das rein morphologische Klassifizierungsprinzip, lckes lange Zeit die Grundlage zur
Einteilung der Aktinomyzeten bildete, musste mit d@nfihrung modernerer Methoden zur
Klassifizierung als unzureichend angesehen werdenvarlassen werden. Nur unsicher konnten
die Aktinomyzeten von coryneformen Bakterien urdkmsden werden (Goodfellow und
Minnikin, 1981). Die Eigenschaft bestimmter Stammetzweigte, myzeliale Faden in frihen
Wachstumsstadien zu bilden, wie es z.B. Rotinomyces israeliioder Propionibacterium
propionicumbeschrieben ist (,spider-like* colonies), ist nagicht einmal ein konstantes oder
generelles Merkmal, sondern ist oft nur auf digegr8ebritungsstunden oder —tage beschrankt
oder wird nur rudimentar ausgebildet (Schaal, 1$8haal, 1986a; Schaal, 1986b; Schaal, 2001;
Schaal und Pulverer, 1981; Slack und Gerencseg)197
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Die 8. Auflage von Bergey's Manual of DeterminatiBacteriology brachte mit ihrem
Klassifizierungsprinzip gro3ere Klarheit in die Bawomie der Aktinomyzeten (Tabelle 1), doch
blieb auch sie noch weit entfernt von einer nattidn und phylogenetischen Systematik.

Seit Mitte der 60er Jahre begann man, moderne temi@che Techniken in der Klassifizierung
zu benutzen, wie z.B. die zu den chemotaxonomisdhemiahren zahlende Zellwandanalyse
(Amdur et al., 1978; Collins et al., 1982a; Johnsod Cummins, 1972; Kroppenstedt und
Kutzner, 1978; Pandhi und Hammound, 1978; Pinep;1Pthe und Boone, 1967; Schleifer und
Seidl, 1985). Molekulargenetische Methoden, zu dede Bestimmung des Guanin-Cytosin
Gehaltes, die DNA-DNA-Hybridisierung, die DNA-rRNHybridisierung und die 16S rRNA-

Sequenzierung gehoéren, gewannen immer mehr an Beae(Charfreitag und Stackebrandt,
1989; Coykendall und Munzenmaier, 1979; Hall et2001; Pott et al., 1994; Stackebrandt und
Charfreitag, 1990; Stackebrandt und Goebel, 198#g6und Finegold, 1972; Tang et al., 2003).
Des weiteren zeigten numerisch-phenetische Studiallery et al., 1978; Holmberg und

Hallander, 1973; Holmberg und Nord, 1975; Schaal @atzer, 1985; Schaal und Schofield,
1981a; Schaal und Schofield, 1981b; Schofield ucttadl, 1981), Elektronenmikroskopie (Boyd
und Williams, 1971; Garant et al., 1979), serololgés (Bowden et al., 1976), biochemische und
chemische Methoden eine Aussagekraft, die weit (her bisherige rein morphologische

Klassifizierung hinausreichten.

Es zeigte sich, dass die Familie datinomycetaceasehr verschiedenartige und zum Teil zu
verschiedenen phylogenetischen Gruppen gehdrendeoddganismen enthielt. Vor allem mit

Hilfe der DNA-rRNA-Hybridisierung und der 16S rDN8equenzierung konnten diese
phylogenetischen Verwandtschaften nachgewiesenengi@harfreitag und Stackebrandt, 1989;
Fox et al., 1977; Hori und Osawa, 1976; Ramos et 97; Stackebrandt et al., 1997;
Stackebrandt und Charfreitag, 1990).

Die breit angelegte numerisch-taxonomische Analyse Schofield und Schaal (1981) brachte
viele wichtige Informationen zu Redefinitionen v@uattungen und Arten. Drei Jahre spater
stellte ein neues, auf genetischer, chemotaxontisend phenetischer Grundlage basierendes

Klassifizierungsprinzip (Goodfellow und Cross, 2498 die bisherige Ordnung der
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Actinomycetalesn Frage. Hiernach werden zu den Aktinomyzetenmg@sitive Bakterien
gerechnet, deren Guanin-Cytosin-Gehalt >55mol% liegl die in Bezug auf die 16S rRNA-
Sequenzierung und die DNA-DNA- bzw. DNA-rRNA-Hyhbiscerung phylogenetisch verwandt
sind. Dies fuhrte zur provisorischen Schaffung dsupragenerischen Einheit der
»Aktinobakterien“, welche die ,typischenActinomycetaceaenit den GattungerAgromyces,
Brevibacterium, Cellumonas, Curtobacterium, Microteaium, Oerskovia, Promicromonospora

undRenibacteriunvereinigte.

Zur Zeit liegt der Vorschlag fur ein neues, umfaskes, hierarchisches Klassifizierungssystem
vor (Stackebrandt et al., 1997), welches sich nochnauf die molekularbiologischen
Eigenschaften stutzt. Dieses System fasst alle gpaitiven Bakterien mit hohem GC-Gehalt
ihrer DNA (>50mol%) in der Klasséctinobacteriazusammen. Von den finf vorhandenen
Unterklassen besitzt nur die Unterklagsginobacteridaemit den Ordnungerctinomycetales
und Bifidobacteriales humanmedizinische Bedeutung (Tabelle 2). In Beégydyianual of
Systematic Bacteriology, 2000, 2. Auflage, findehsdie Klasse deActinobacteriaim Phylum
BXIV , Actinobacterid wieder. Einige Mitglieder der Klasse, wie z.Borynebacteriaceaeder
Mycobacteriaceae gehtéren im engeren Sinne nicht zu den Aktinongyzetda sie kaum
Verzweigungen und nie myzeliale Geflechte ausbildeie GattungThermoactinomycedie
morphologisch typische Aktinomyzeten reprasentisvitrd demgegentber auf Grund ihres
niedrigen GC-Gehaltes ihrer DNA, ihrer Endosporkhlrig und ihrer 16S rDNA-Sequenz zur

Familie Bacillaceaegerechnet (Schaal, 2001).
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Tabelle 2
Klasse Actinobacteria nach Stackebrandt et al., 1997:
Familien mit humanmedizinischer Bedeutung, die der Sammelbezeichnung

~Aktinomyzeten*“ entsprechen (Auswahl nach Schaal, 2001)

Unterklasse Ordnung Unterordnung Familie
Actinobacteridae Actinomycetales Actinomycineae Actinomycetaceae
Micrococcineae Dermatophilaceae

Corynebacterineae  Gordoniaceae
Nocardiaceae
Tsukamurellaceae

Propionibacterineae Propionibacteriaceae

Pseudonocardineae Pseudonocardiaceae

Streptomycineae Streptomycetaceae
Streptosporangineae Nocardiopsaceae
Thermomonosporaceae
Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae

2.2. Identifizierung

Die Aktinomyzeten, welche in die Gruppe der fakiiNtdis obligat anaeroben, grampositiven,
sporenlosen Stabchenbakterien gehdren, stellen UWigersucher Kklinischen Materials vor
erhebliche nachweistechnische und differenzialdbaggeche Probleme. Sie lassen sich nicht nur
sehr schwierig anzlchten, sondern bilden auch renb so heterogene Gruppe, dass die
Unterscheidung klinisch bedeutender Isolate von uNeinigungen oder apathogenen
Kommensalen der physiologischen Standortflora demnddhen oder Tieres mitunter sehr

schwierig ist.

Bei der Isolierung der Bakterien sollten fur die r@icherungs- und die priméaren
Oberflachenkulturen hochwertige Universalmedien wikioglykolatbouillon, Brain-Heart-

Infusion- (in Folgenden als BHI bezeichnet) oderyplicase-Soja-Bouillon bzw. BHI-,
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Trypticase-Soja- oder Schaedler-Agar verwendet arerdie besten kulturellen Ergebnisse
werden mit Tarozzi-Bouillon und CC-Medium nach Hah und Korth erzielt. Das optimale
Wachstum erhélt man unter erhohter £3pannung; die Sauerstofftoleranz variiert von &z
zu Spezies (Schaal, 1992a). Universell zur Anzpddittisch aller Aktinomyzeten-Arten geeignet
ist das Fortner-Verfahren (Fortner, 1928). Hierlaid die halbe Oberflache einer flachen
Petrischale aus Glas dicht n®erratia marcescenbeimpft. Der anzuzichtende Stamm wird
fraktioniert auf der verbleibenden Oberflache airagé. Die Schale wird mit der Offnung nach
unten auf eine Glasscheibe gelegt und mit Plastiimdherum abgedichtet. Bei der Bebritung
verbrauchtSerratiaden Sauerstoff und produziert €@ie beste Wachstumstemperatur liegt fur

die meisten humanmedizinisch bedeutsamen Aktinotagz&rten bei 35-37°C.

2.2.1. Morphologie

Es handelt sich bei den Mitgliedern der Gattuginomycesum grampositive, fakultativ bis
obligat anaerobe Stabchenbakterien. Sie zeigenlictezd, rudimentares oder fehlendes
Substratmyzel, welches, soweit vorhanden, mehr adgriger rasch in stdbchenférmige oder
gelegentlich kokkoide Fragmentationsformen zerfélifthyphen, Konidien oder andere typische
Dispersionssporen werden in der Regel nicht gebiiehaal, 1986a; Schaal, 1992a).

Die Stabchen variieren sehr in Lange und Form.kBramen als gerade oder leicht gebogene,
unterschiedlich lange, 0,2-Lth dicke Stabchen oder schlanke, leicht gewellt® 1um dicke
Faden mit echten Verzweigungen vor (Abbildung Bm8iche Arten sind nicht-saurefest und
unbeweglich. Der Gram-Farbstoff wird haufig nur egelmalig aufgenommen bzw.

festgehalten, so dass quergestreifte oder diplakuditige Bilder resultieren (Schaal, 1992a).
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Abbildung 1:
A. bovis, serovar 2 . Nach Gram gefarbter

/ - Ausstrich einer 24h Kultur aus Tarozzi-Bouillon;

VergréRerung x1200. *

Das charakteristische spinnen- oder spinnwebavtigehstumsverhalten ist bei einigen Spezies,
vor allemA. israeliiund A. gerencserigebesonders stark ausgebildet (Abbildung 2). Ssgthen

die Fahigkeit, fadige Mikrokolonien (,spider-likeicnocolonies”) zu bilden, die aber, meist nach
einigen Tagen, selten nach einigen Stunden, ihrehajes Wachstum aufgeben, und dann einen
unregelmanigen, scharf begrenzten Rand aufweisader& Arten, wieA. pyogenesoder A.
meyeriwachsen praktisch nie fadig und weisen immer egiatten Rand auf (Schaal, 1992a).

Abbildung 2 :
A. israelii . Mikrokolonie auf BHIA

(Objekttragerkultur, 48h bei 36C);

Phasenkontrastmikroskopie des in

Lactophenol-Baumwollblau-L&sung

eingebetteten Praparates (x 1200).*

! Abbildungen 1 und 2 aus: Bergey's Manual of Systematic Bacteriology. Baltimore: Williams &
Wilkins, 1986 (Schaal, 1986a)
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Voll ausgebildete Kolonien (nach ca. sieben Tagehr&tung auf BHI-Bdden) schwanken auch
sehr in ihrer Grof3e und Aussehen. Der Maximalduedsar der Kolonien voA. radicidentis
reicht bis 5mm, wahrend die sehr sparlich wachsekadonien vonA. europaeusiur 0,5mm im
Durchmesser erreichen. Die Oberflache kann weichglatt wie beispielsweise bAL viscosus
aber auch trocken, bréckelig und unregelmafig gef@ein wie bei dem.-israeli-Kolonien
(Abbildung 3). Gleiches qilt fir den Rand, der krand glattbegrenzt sein kann wie ei
naeslundii(Abbildung 4), oder unregelmaldig geformt wie Aegerencseriae

L e |
Abbildung 4:
A. naeslundii . Kleine Kolonie auf CC-Medium
(10 Tage bei 36C; VergroRerung x120. *

Abbildung 3:
A. israelii . Makrokolonie auf CC-Medium

(14 Tage bei 36C); VergroRerung x30. *

Die Kolonien kdnnen strahlend weil3 und im Lichtroskop undurchsichtig erscheinen wie z.B.
A. howellii sie kdnnen farblos und im Lichtmikroskop durchsig erscheinen, wie z.BA.
turicensisoder lichtmikroskopisch zentral granuliert ersclesi, wie es fur Vertreter der Spezies
A. odontolyticugAbbildung 5) typisch ist (Schaal, 1992a).

! Abbildungen 3 und 4 aus: Bergey's Manual of Systematic Bacteriology. Baltimore: Williams &
Wilkins, 1986 (Schaal, 1986a)
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Abbildung 5 :
A. odontolyticus . Makrokolonie auf CC-

Medium (14 Tage bei 36C); VergréfRerung
x120*

In flussigen Kulturen wachseA. israelii, A. gerencseriaand Propionibacterium propionicum
im Gegensatz zu den meisten anderen Arten kaum esgbnsondern bilden flockige,
wattebauschartige Kolonien, die an der Gefallwaret dén Organsticken haften oder einen
kérnigen Bodensatz bilden (Abbildung 6) (SchaaQ0

Abbildung 6:
A. israelii . Tarozzi-Bouillon; Reife Kolonien

an der Leberoberflache und als Bodensatz;

Vergrof3erung x2,5.

! Abbildungen 5 und 6 aus: Bergey's Manual of Systematic Bacteriology. Baltimore: Williams &
Wilkins, 1986 (Schaal, 1986a)
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Einen Uberblick Uber die verschiedenen Wachstumsfor einiger wichtiger Aktinomyzeten-

Spezies gibt Tabelle 3.

Tabelle 3
Morphologische Merkmale einzelner  Actinomyces -Spezies
(Schaal, 1986a; Schaal, 1992a)
Spezies Morphologie

A. israelii Gram-Praparat: Grampositive, langere, verzweigte, unregelmaRig

gefarbte Stadbchen; haufig lange, gewellte und verzweigte Faden in
Gruppen oder Nestern. Kultur: Myzeliale Mikrokolonien, Makrokolonien
weildlich, rau, unregelmalig konturiert, myzelialer Saum, vom Nahrboden
im Ganzen schlecht abhebbar; Koloniegrdf3e 0,5-2,0mm .

A. gerencseriae  Gram-Préparat: Grampositive, kirzere und langere, unregelmafig

gefarbte Stabchen mit terminalen Auftreibungen; gelegentlich Verzwei-
gungen. Kultur: Meist myzeliale Mikrokolonien, Makrokolonien opak und

weildlich, leicht unregelmafiger Randsaum, Koloniegrof3e 0,5-2,0mm [J.

A. naeslundii Gram-Préparat: Uberwiegend grampositive, zum Teil verzweigte, bis

5um lange Stabchen; kaum Fadenformen. Kultur: Mikrokolonien mit kur-
zem Randmyzel, Makrokolonien ohne Randmyzel, rund, weil3, Zentrum

homogen granuliert, Oberflache glatt; Koloniegréf3e 1,0-5,0mm .

A. odontolyticus  Gram-Préparat: Grampositive, kurze, diphtheroid gelagerte Stéabchen;

gelegentlich kokkoide Formen; kaum Faden. Kultur: Glattrandige
Mikrokolonien,  durchscheinend, nie  filamentos; Makrokolonien
durchscheinend, flach, glatte Oberflache, unregelméafiig konturierte

Innenzeichnung; KoloniegréRe 1,0-2,0mm .

A. viscosus Gram-Praparat: Ahnlich wie bei A. naeslundii. Kultur: Meist weniger

myzelial als A. naeslundii und friher fragmentierend; KoloniegrofRe 1,0-
5,0mm [O.
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Fortsetzung Tabelle 3

Spezies Morphologie

Arc. pyogenes Gram-Praparat: Grampositive, kurze bis kokkoide Stabchen; keine Faden

oder Verzweigungen. Kultur: Mikrokolonien glattrandig, durchscheinend,
ohne Randmyzel; Makrokolonien opak, weil3, glattrandig; R-Hamolyse auf

Blutagar; Koloniegréf3e 0,5-3,0mm [J.

A. meyeri Gram-Praparat: Grampositive, klrzere oder langere, diphtheroid

gelagerte Stébchen; angedeutete Verzweigungen. Kultur: Mikrokolonien
glatt und nicht-fadig, Makrokolonien durchscheinend bis weil3, rund,

glattrandig, gelegentlich a-Hamolyse; Koloniegrdl3e bis 1,0mm [J.

2.2.2. Chemotaxonomische Merkmale und Stoffwechsele  ndprodukte

Eine sehr wertvolle Methode zur Klassifizierung udeéntifizierung von Aktinomyzeten stellt
die Analyse von Zellwandbestandteilen dar (Cummind Harris, 1956; Cummins und Harris,
1958). Da die Methode zwar sehr genau, aber auwhzsgtaufwandig ist, wurden unter dem
Aspekt, den Test routinemalig einzusetzen, vexeimé Verfahren entwickelt. Zu diesen zahlen
die von Schaal beschriebenen Methoden zum NachwisZuckern und Aminosauren in
Ganzzellhydrolysaten (Schaal, 1984), die Analysa Wykolsauren in Ganzzellhydrolysaten
(Minnikin et al.,, 1975; Schaal, 1985) und der gasofatographische Nachweis von
Stoffwechselendprodukten (Holdeman et al., 1977).

Der Test zum Nachweis der 2,6-Diaminopimelinsau2es-DAP) in Ganzzellhydrolysaten
(Schaal, 1985) hilft nicht in der Unterscheidungisolien verschiedeictinomycesSpezies,
kann aber hilfreich sein zur Differenzierung zwisch Actinomyces israelii und
Propionibacterium propionicum zwischen Corynebacterium matruchotii und Rothia
dentocariosaund zwischenRothia dentrocariosaund NocardiaSpezies. DAP fehlt bei den
Gattungen Actinomyces, Oerskovia, Rothia, Arcanobacterium, tinAbaculum und

Bifidobacterium Das LL-Isomer von DAP ist bestreptomyceérten vorhanden und bei den
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meisten Vertretern der GattungPropionibacterium Nocardia, Mycobacterium und
Corynebacteriunenthalten dasneselsomer der DAP. Die zu untersuchenden Bakterierdere
mit Salzséure hydrolysiert und dann gewaschen BR#rakt wird dinnschichtchromatographisch
aufgetrennt. Die Aminosaureflecken werden durchpBgsen mit Ninhydrin in Aceton-Ldsung,
Lufttrocknung und anschlieRender Erhitzung auf 1Q0°C Uber zwei Minuten sichtbar
gemacht. Die Diaminopimelinsaure ist anhand ihfiergriinen bis gelben Farbe erkennbar. Der
R-Wert lasst weiterhin eine Unterscheidung in die&e Isomere LL-DAP undneseDAP zu
(Schaal, 1992b).

Das Zucker-Muster, welches man durch Dunnschichtohtographie gewinnen kann, ist
schwieriger auszuwerten, da einzelne Zucker entwads der Zellwand, aus wandassoziierten
Strukturen, dem Zytoplasma oder aus dem Kulturnmedatammen konnen (Schaal, 1992b).
Richtig angewandt ist es aber ein nutzlicher Tast, zwischen verschiedenegkctinomyces
Spezies zu unterscheiden. Typischerweise fehlendbai fermentativen Aktinomyzeten die
Zucker Arabinose, Xylose und Madurose im Ganzzdilblysat, wahrend sie bei aeroben
Aktinomyzeten in Abhangigkeit von der Gattungszuigelkeit vorhanden sindActinomyces
viscosusoderActinomyces naeslundzieichnen sich z.B. durch einen positiven Nachwers 6-
Deoxytalose, Galaktose, Glukose, Mannose und Rhsenbei Abwesenheit von Fukose aus.
Keine anderen Vertreter der Gattungekctinomyces, Propionibacterium, Rothiader
Lactobacillusweisen diese Konstellation auf. Es wird Schwetgls&ur Hydrolyse verwendet,
der Extrakt in Pyridin aufgenommen, konzentriertl mur Dinnschichtchromatographie benutzt.
Anilin-Phthalat stellt die Zucker auf der Dunnsdftatte dar und erlaubt, anhand ihrer Farbe
und ihres RWertes zu identifizieren. DieRVerte steigen in der Reihenfolge folgender Zucker:
Galaktose, Glukose, Mannose, Arabinose, Xylose, ob&k Ribose, Rhamnose und 6-

Deoxytalose.

Die Mykolsaureanalyse, welche sehr nitzlich ist, mwischen aeroben Aktinomyzeten und
Mykobakterien zu unterscheiden, tragt bei den fetatezen Aktinomyzeten nur zur Abgrenzung
von Corynebacterium matruchotibei (Schaal, 1992b). Zum Mykolsaurenachweis wird d
Trockenzellmasse in Methanol-Toluol-Schwefelsdungg@nommen, 16-18 Stunden bei 75°C

inkubiert und dann die entstandenen MethylesterReitoleumbenzin extrahiert. Auf Kieselgel-
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Aluminiumfolien in Petroleumbenzin und Aceton wenddie Mykolsauren eindimensional

aufsteigend aufgetrennt und durch Molybdatophosgihoe sichtbar gemacht.

Durch die Analyse der langkettigen Fettsauren dekt&ien kann ebenfalls auf ihre Herkunft
geschlossen werden (Kroppenstedt, 1985). Die Methédnn von der Nahrmedium-

zusammenstellung und den Wachstumsbedingungen flossin werden, so dass die

Interpretation nicht einfach ist. Die in der Baktewand enthaltenen Fettsauren besitzen
unterschiedliche Langen und Sattigungsgrade undekem in ihrer Zusammensetzung von

Spezies zu Spezies. Wichtige taxonomische Marker die C-Kettenlange, die Lokalisation der
Methyl-Gruppe und die Position der Doppelbindungariebck, 1994; von Graevenitz et al.,

1994).

Einen weiteren nutzlichen Hinweis bei der Idengfibn von unbekannten Organismen mit
fermentativem Metabolismus erhalt man durch denhWats von Stoffwechselendprodukten.
Dieser kann gaschromatographisch (GLC) wie im VRaérobe Laboratory Manual (Holdeman
et al., 1977) oder als High-Performance-Liquid-@Ghatography (HPLC) erfolgen. Man
verwendet fur den Test den Kulturiberstand von eptéh-Hefeextrakt-Glucose-Medium
(Schaal, 1985) oder Hackfleisch-Kohlenhydrat (CM@dium (Holdeman et al.,, 1977)
gewachsenen Bakterien. Typischerweise produzierertréler der Speziesctinomycesim
Vergleich zu Laktat und Azetat relativ viel Sukzinie morphologisch schwer abzugrenzenden
Stamme von Propionibacterium propionicumproduzieren typischerweise groRe Mengen
Propionsaure, die vom GenéAstinomycesiicht gebildet wird. Das hauptsachliche Endprodukt
des fermentativen Kohlenhydratabbaus fRwihia dentocariosast Laktat und nur relativ wenig
Sukzinat (Schaal, 1992b).

2.2.3. Physiologische Merkmale

Physiologische Merkmale, wie das Wachstumsverhaltéverschiedenen Nahrbdden (Ellen und
Onose, 1978; Heinrich und Korth, 1967), Sauerstoleranz, CQ@-Bedurfnisse, fermentativer
Kohlenstoff-Metabolismus (Schofield und Schaal, M98 atalase-Aktivitat oder Nitrat- und
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Nitritreduktion, werden seit vielen Jahren verwednden Actinomyces-, Arcanobacteriurand
RothiaSpezies zu identifizieren (Funke et al., 1997biafil 1978; Schaal, 1992b).

Es hat sich allerdings in vielen Fallen als sinheolviesen (Bowden und Hardie, 1973; Schaal,
1986b; Slack und Gerencser, 1975), chemotaxonomistachniken und Stoffwechsel-
Endprodukt-Analyse zusammen mit physiologischenkiib@len einzusetzen, um zuverlassig bis
auf Spezies-Ebene zu identifizieren. Die Aussaggsiplogischer Tests wird umso genauer, je
groBer die Anzahl an getesteten Leistungen istg&¢cH986a; Schaal und Schofield, 1984;
Schofield und Schaal, 1980; Schofield und Sch&81}1

Ein auf Slack und Gerencser (1975) zurickgehendescVilag zur Herstellung der Testmedien
zum Fermentations-Test zeigte unbefriedigende Eigseé, die zuriickzufihren waren auf ein
ungilnstiges Verhaltnis von Inoculum-Groéf3e, Wachsggeachwindigkeit des Organismus und
Nachweissubstrat (Holmberg und Nord, 1975). Durahe eModifikation im Sinne eines

miniaturisierten Systems (Buchanan et al., 1984108eld und Schaal, 1979a; Schofield und
Schaal, 1980; Schofield und Schaal, 1981) konne&dm siel bessere Ergebnisse fur die sehr

langsam wachsenden Bakterien erzielt werden.

Das kommerziell erwerbliche Minitek®-System (BD) thaich als sehr einfach in der
Handhabung, schnell in der Durchfihrung und zussitfin der Diagnosefindung erwiesen
(Schofield und Schaal, 1979b), die Produktion wiabler eingestellt.

Andere kommerzielle Systeme, wie das APl 20 AndereBystem oder das API 20 Strep-
System wiesen eine sehr stark variierende Reprechazkeit und Zuverlassigkeit bei der
Identifizierung von fermentativen Aktinomyzeten g8tchaal, 1992b). Das ebenfalls von Schaal
geprifte BioLog®-System der Fa. Flow erwies sichrdblls als nicht zuverlassig. Die von der
Fa. Merlin hergestellten Taxa Profile C® und Taxafie E® Systeme wurden als nur bedingt

einsatzfahig fur die klinische Routine eingestfakilen, 2004).
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2.2.4. Serologische Techniken

Zu den rasch durchzufiihrenden und zuverlassigenhdden, Actinomycednfektionen
nachzuweisen, gehdren die Immunfluoreszens-Vemfahr®iese koénnen direkt auf
Bakterienkulturen oder auf klinisches Material wzeB. Eiter, Zahnplaque oder Sekrete
angewandt werden. Sowohl der direkte als auchmibrekte Immunfluoreszenz-Antikdrpertest
konnten erfolgreich bei Aktinomyzeten eingesetztrdee (Collins et al., 1973; Schaal und
Pulverer, 1973; Slack et al., 1969; Slack und Gesen 1975).

Von Schaal und Pulverer (1973) wurde die indirdktenunfluoreszenzmethode eingefihrt, die
erstmals verwertbare DifferenzierungsergebnisseabfsSpeziesebene ermdglichte, ohne dass
eine grol3ere Anzahl markierter Antiseren hergestedtden musste. Diese Methode wurde auch
in den beiden deutschen Referenzlaboren flr patieog&tinomyzeten in Bonn und Kaoln in der
Zeit von 1973 bis 1979 angewandt (Pulverer e8l03).

Am verbreitetsten aber wurde die direkte Immunfisazenstechnik von Slack und Gerencser
(1975). Ein Nachteil dieser Methode liegt in dertWendigkeit der Eigenherstellung der
fluoreszeinmarkierten, spezifischen Antiseren, dasehr wenigéctinomycesAntiseren bei der
Biological Reagent Section, Centers for Diseaseti©@hnAtlanta, Ga., U.S.A., erhaltlich sind.
Klinisches Material oder Kulturausstriche werdef @nen Objekttrager gebracht, luftgetrocknet
und hitze- oder methanolfixiert. Nach Aufbringunges Tropfens Fluoreszein-Isothiozyanat-
konjugiertem, spezifischen Anitserums wird der @tijager fur 30 Minuten in einer feuchten
Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Uberschissigmgugat wird dann abgeschuttet und
der Objekttrager zweimal fur jeweils funf Minuten itmpH 7,2 Puffer (FTA
Haemagglutinationspuffer, BD) gewaschen. Die Geagming wird mit Evans-Blue
durchgefuhrt; anschlieend zweimal mit pH 9,0 Rufte je eine Minute gewaschen. Nach
Lufttrocknung und Uberschichtung mit einer gepu#farGlycerol-Losung konnen die Ausstriche
nun mit einem geeigneten Auflichtmikroskop mit Bdawvegung bei 400facher Vergrofl3erung

betrachtet werden (Gerencser, 1979).

Komplementbindungsreaktionen, ZellwandagglutinatiBowden und Fillery, 1978; Cummins,
1970; Fillery et al.,, 1978), ELISA, Immundiffusioresfahren (Schaal und Gatzer, 1985),
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Immunelektrophorese (Bowden et al., 1976), Immuaoibbl  sowie die
Immunelektronenmikroskopie sind weitere Verfahmidie,speziellen Fragestellungen vorbehalten

sind und sich in der Routinediagnostik nicht dusthten konnten.

Der zur Serodiagnostik zéhlende Antikérpernachwaas Aktinomykoseverdacht mittels der
Immunfluoreszenztechnik erbrachte Ergebnisse, da mem heutigen Stand der Wissenschaft
nicht mehr befriedigend sind. Bei vielen Aktinomgem sind AntikGrper gegen
Oberflachenantigene nicht nachweisbar, wahrendrarsigts auch bei Gesunden niedrige Titer

gefunden werden kénnen (Schaal, 1992a).

2.3. Naturliches Vorkommen

2.3.1. Vorkommen beim Menschen

Der primare Lebensraum der humanpathogenen, featinsrt Aktinomyzeten befindet sich vor
allem in der Mundhéhle des gesunden, erwachsenaersdfien. Auch im Verdauungs-, Atem-
und Genitaltrakt lassen sie sich, wenn auch imgerer Populationsdichte, nachweisen (Schaal,
1992a; Schaal, 2001).

Die Gesamtmenge an fermentativen Aktinomyzeten ensuohlichen Zahnbelag wird auf 1,/
Zellen/g Feuchtgewicht geschéatzt (Collins et &.73). Die Spezieé. israelii, A. naeslundii, A.
viscosuaund A. odontolyticugiehdren zu den am haufigsten nachgewiesenen \értrétor der
Dentition und nach Zahnverlust ist die Anzahl anaé&mbiern und damit auch der
Aktinomyzeten niedrig, da vor allem die Zahn-Plaguen Hauptaufenthaltsort darstellt. Stark
beeinflusst wird ihre Anzahl durch Ernahrungsgewiten, Mundwasser oder Zahnputzmittel
(Colombo et al., 2005). Auch in den Tonsillen-KmigptkonntenA. israelii und A. naeslundii

nachgewiesen werden (Garcia Ramos et al., 1984).

Neben der Besiedelung der Mundhohle kommen Aktimeten auch auf den
Schleimhautoberflachen des Darmes von MenschenSmikonnteA. israelii im Stuhl isoliert
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werden (Sutter und Finegold, 1972) und im Anschlaisschirurgische Darmoperationen oder

Appendixperforationen kann es zu abdominellen Aktigkosen kommen.

Bei gesunden Frauen, die keine vaginalen oderutarimen Fremdkorper tragen, ist es sehr
schwer, Uberhaupt Aktinomyzeten im Genitaltrakt hzamveisen (Johnes et al., 1983).
Tragerinnen von Vaginalpessaren oder Spiralen hdbgegen eine sehr viel héhere Anzahl an
Aktinomyzeten im Vaginalsekret bzw. Zervikalsekaét Frauen, die keine derartigen Hilfsmittel
benutzen (Schaal und Beaman, 1984). Auch von derflathen von Pessaren und Spiralen

lassen sich Aktinomyzeten oft in grol3en Mengeniesenh.

2.3.2. Vorkommen bei Tieren

Analog zur Besiedelung des Menschen stellt diesthe Maulhdhle den primaren Lebensraum
der Aktinomyzeten dar. Die Datenlage und die Faltheeibungen sind allerdings geringer als
beim Menschen, und die Nachweismdglichkeiten nidhiger schwierig. Dent und Williams
(1984b) gelang es in einer Studie Uber den Zahgbgésunder Rinder nicht, den typischen
Erreger der Aktinomykose des Rindésgitinomyces bovisjachzuweisen. Trotzdem kann man
davon ausgehen, das den Aktinomykosen beim Tierfele ein endogener Infektionsmodus zu
Grunde liegt (Sneath, 1989).

A. naeslundiiund A. viscosuskonnten im Mund neugeborenen, sdugenden Affennacises
nachgeweisen werden (Beighton, 1985). Ebenso konmiéRinder-Zahnbelag. denticolens, A.
howellii undA. slackiigefunden werden (Dent und Williams, 1984a, 198986).

Vertreter der Gattungrcanobacteriunfiihren bevorzugt zu exogenen Infektionen beim Uired
finden teilweise epidemische Verbreitung (Scha@01). Von praktischer Bedeutung in der
Tierheilkunde sind auRerdem Infektionen mirmatophilus congolensis, Nocardia farcinica
und Mycobacterium farcinogenedierbei handelt es sich meist um chronische extsud

inflammatorische Infektionen, die bis dbf-congolensidnfektionen tédlich enden kdnnen.
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2.3.3. Vorkommen in der freien Natur

Das einzige Bakterium, das friher der Gatt#ajinomyceszugeordnet wurde und nicht die
Schleimhaute warmblutiger Wirtsorganismen bewoish#. humiferusEr halt sich bevorzugt in
Erdbodden auf, welche reich an organischem Matesiatl und einen pH-Wert zwischen 6,4 und
7,9 aufweisen (Schaal, 1992b). Dies ist einer deém@e, warumA. humiferusinzwischen als

Cellulomonas humilateeklassifiziert wurde (Collins und Pascual, 2000).

2.4. Bedeutung als Krankheitserreger

Typische Erkrankungen, an deren Genese fermentAkti@aomyzeten beteiligt sind oder sein

kénnen, sind die Aktinomykosen, Entziindungen dén&nkandalchen, Parodontitis und Karies.

2.4.1. Aktinomykosen

Es handelt sich bei den Aktinomykosen um subakuge chronische, granulomat6s-eitrige,
invasive Infektionskrankheiten, die durch verschig fermentative Aktinomyzeten und eine
variable Bergleitflora hervorgerufen werden undraultipler Abszedierung und Fistelbildung
neigen (Lentze, 1969; Pulverer und Schaal, 1978a&¢ 1992b; Schaal, 1997; Schaal und
Beaman, 1984; Slack und Gerencser, 1975). Da ebh sim ein polyatiologisches
Infektionssyndrom handglchaal, 2001), spricht man auch von den Aktinomsgk im Plural.

2.4.1.1. Atiologie

Die haufigsten Erreger menschlicher Aktinomykoserd #\. israelii (>50% der Féalle) undh.
gerencseriag>25% der Félle). Seltener sind Infektionen mropionibacterium propionicum,

Bifidobacterium dentiunmund in abnehmender Haufigkedt. naeslundii, A. odontolyticus, A.
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viscosusund A. meyeri Die Aktinomykosen stellen fast immer Mischinfekten dar, bei denen
die Aktinomyzeten den Primarerreger oder Leitkeifddm. In unterschiedlicher Haufigkeit

kommen sie mit aeroben oder anaeroben Begleitkevme(labelle 4).

Die von Fall zu Fall variierende Begleitflora Ubienmt unter anderem die Aufgabe, durch
Freisetzung aggressiver Enzyme und Toxine und dderhbsetzung der Sauerstoffspannung die
relativ geringe Invasionskraft der Aktinomyzeten gtdarken (Holdeman et al., 1977; Holm,
1951a; Holm, 1951b; Lentze, 1969; Pulverer und 8i¢li®78; Schaal, 1979; Schaal, 1992b). Zu
Beginn kdnnen die Begleitkeime das ErscheinungsieidErkrankung zu einem nicht geringen
Teil mitbestimmen. Oft stellen die Begleitkeime efadls, wie die Aktinomyzeten, normale
Bewohner der menschlichen Schleimhdute dar. Beizgewnicofazialen Aktinomykosen lassen
sich in mehr als 20% aller FallActinobacillus actinomycetemcomitanspagulasenegative
Staphylokokken schwarz pigmentierteBacteroidaceae, Fusobacteriuspp., mikroaerophile

StreptokokkeroderPropionibacteriunspp. nachweisen (Schaal, 2001).

Tabelle 4
Zusammensetzung der aktinomykotischen Erregerflora bei Patienten mit

bestétigten zervikofazialen Aktinomykosen (  n=1997)

Fermentative Aktinomyzeten kulturell isoliert Anzahl (%) an Patienten
Alleine 90 (4,5)
Mit aeroben Begleitkeimen 819 (41,0)
Mit anaeroben Begleitkeimen 138 (6,9)
Mit aeroben und anaeroben Begleitkeimen 950 (47,6)

(Pulverer et al., 2003)

2.4.1.2. Epidemiologie

Da die naturlichen Standorte der Erregerflora danl@mhautoberflachen von Mundhoéhle,
Dickdarm und weiblichem Genitaltrakt sind, handedt sich bei allen Aktinomykosen — mit
Ausnahme der durch Faustschlag oder Menschenlistsietenen kutanen Form — um endogene
Infektionskrankheiten (Russel und Melville, 1978h&al, 1986b; Schaal, 1997). Sie sind deshalb
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nicht Gbertragbar und treten sporadisch weltweit &ie Morbiditat wurde in den alten
Bundeslandern mit 1:40000/Jahr angegeben (Pulwer@érSchaal, 1984; Schaal und Pulverer,
1984), und es besteht eine Geschlechtsdispositinr?yb:1 (Mannern : Frauen). Der Altersgipfel
liegt bei Frauen zwischen dem zweiten und drittebdnsjahrzehnt, bei Mannern zwischen dem

dritten und vierten Lebensjahrzehnt.

2.4.1.3. Pathogenese und Pathologie

Die alleinige Anwesenheit der meisten Aktinomyzetertht, wie oben besprochen, nicht aus,
um eine Infektionskrankheit hervorzurufen. Einigaed fermentativer Aktinomyzeten besitzen
zwar Adhasionsmechanismen, doch reichen ihre Féahegk nicht aus, das Wirtsgewebe aktiv
aufzuschlie3en. Sie sind auf Verdnderungen der Abwechanismen an der Eintrittsstelle in
Form eines negativen Redoxpotentials angewiesensiomim Gewebe etablieren zu kénnen.
Diese lokale Herabsetzung der Sauerstoffspannung katra vitam durch eine mangelhafte
Blutversorgung bei Kreislauf- und Gefal3krankeiteei, Verletzungen mit Gewebsquetschungen
und —zertrimmerungen und an Fremdkorpern oder dilieclmeduzierende und nekrotisierende

Wirkung weiterer Mikroben, der Begleitflora, zusti@kommen (Schaal, 2001).

In dem entzindlichen Granulationsgewebe, welchetvegler im Sinne einer akuten
Abszedierung eitrig einschmilzt, Fisteln bildet odelurch Bindegewebsproliferationen
gekennzeichnet ist, bilden sich die pathognomomeisddrusen aus (Abbildung 7). Dabei handelt
es sich um stecknadelkopfgrol3e, derbe, gelblichétieh-braunlich tingierte Kérnchen, die bei
schwacher VergroRerung unter dem Mikroskop eingeineaRig konturiertes, blumenkohlartiges
Aussehen zeigen. Sie bestehen aus einem Konglokieraer, in vivo gebildeter, myzelialer
Aktinomyzetenkolonien, die von einem Leukozytenwathgeben sind und im Quetschpraparat
bei schwacher bis mittlerer Vergro3erung sichtbarden (Lentze, 1969; Schaal, 1986a; Schaal
und Beaman, 1984).
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Abbildung 7:
Actinomyces-Druse : Nativpraparat in 1%iger

Methylenblau-L&sung, VergréfRerung x120.
Aus: Lehrbuch der Medizinichen Mikrobiologie.
Stuttgart, Jena, New York: Gustav Fischer
Verlag, 2001 (Schaal, 2001)

Die stacheligen Myzelfaden, die radiar aus den HKielo herausragen, sind besonders im
Gewebe, weniger im Eiter, an den Enden durch Amlage eines hyalinen Materials kolbig

verdickt. Das myzeliale Wachstum macht nicht nue dusbildung dieser Drusen mdglich,

sondern behindert auch die korpereigene zellularé bumorale Abwehr. Dartber hinaus
behindert die Drusenbildung die Anflutung der zurefiapie eingesetzten Antibiotika (Schaal,
2001).

2.4.1.4. Klinik, Verlauf und Prognose

Nach ihrem Entstehungsort werden die Aktinomykokkssischerweise eingeteilt in die am
haufigsten anzutreffendeervikofaziale Aktinomykoseund die seltenererthorakalen und
abdominalen AktinomykoseBes weiteren lassen sie sich noch inA&ké#nomykosen der Haut
desweiblichen Genitalesind diesystemischen Aktinomykoseinteilen (Schaal und Lee, 1992).
Die Inkubationszeit schwankt, wie bei anderen eedeg Infektionen auch, und soll im Mittel

vier Wochen betragen.

Zervikofaziale Aktinomykosehaben ihren Ursprung im Mund-Kiefer-Gesichtsbdreiéls
auslosende Ursache gelten Zahnextraktionen, Kiegfehle, periodontale Abszesse, in die
Schleimhaut eingedrungene Fremdkoérper (KnochetmspliFischgraten, etc.) oder vereiterte

Tonsillenkrypten. Die Infektion beginnt entwedemutlls Abszess oder Mundbodenphlegmone
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oder primar chronisch als derbe, unempfindlichdlictizlivide verfarbte Schwellung. Die
Frihabszesse konnen, wenn sie chirurgisch ausgeréenden, noch abortiv heilen. Diese
Chance wird aber meist versdumt, so dass der \fesldoakut bis chronisch wird und sich immer
mehr der primér chronischen Form angleicht. Diesestiklassischerweise Symptome auf wie
Ruckbildung und Vernarbung zentraler Eiterherdaidebreiten peripherer harter Infiltrate mit
multiplen Einschmelzungen, Aufbrechen von FistelBjldung eines vielkammerigen
Hohlensystems mit schlechter Heilungstendenz undidRmeigung nach voribergehendem
Rickgang der Entzindungszeichen (Schaal, 2001 )ehanalelt breiten sich die Aktinomykosen
Uber Organgrenzen hinweg immer weiter aus und web@ém Einbruch ins Schadelinnere oder
in die Blutbahn gystemischedergeneralisierte Aktinomykoséebensbedrohlich (Kuijper et al.,
1992).

Thorakale Aktinomykosewerden sehr viel seltener angetroffen als die ikefazialen. Sie
entstehen durch Aspiration erregerhaltigen Materaals der Mundhohle, durch fortschreitende
Senkungsabszesse aus dem Halsbereich oder hamat@gen Lungenbefall fuhrt zu
bronchopneumonischen Infiltraten, die radiologiseherkuloseartig oder als tumorverdachtige
Lungenrundherde imponieren kénnen (Kuijper etk92). Unbehandelt schreitet auch hier die
Infektion fort und kann zum Pleuraempyem fuhreri,Herz oder Brustwand Ubergreifen oder als

paravertebraler Senkungsabszess bis in die Lestgebvordringen (Schaal, 2001).

Abdominale Aktinomykosesind ebenfalls selten und finden sich vor allemhn®erletzungen
der Darmwand (z.B. durch Fischgraten oder Knochédtespp oder perforierende Entziindungen
(z.B. Appendizitis) der Darmschleimhaut. DA&tinomykose des weiblichen Genitalgspositiv
korreliert mit dem Tragen intrauteriner oder vatgndessare . Diese Frauen haben eine starkere
Aktinomyzetenbesiedelung des Genitaltraktes und sgnifikant erhdhtes Risiko, einen
aktinomykotischen Infektionsprozess zu entwickeKayikcioglu et al., 2005; Schaal und
Beaman, 1984). Typischerweise bestehen bei diesaoeRr unspezifische Symptome wie
vermehrter Fluor oder Menstruationsbeschwerdeng@usnd von der Kolonisation kann es zur
invasiven Infektion des parametranen Bindegeweties,Uterusmuskulatur, der Adenexe, der
Harnblasenwand sowie des Rektums kommen. Dieseaiilidngen imponieren als groRRer
werdende Raumforderungen, die tumordsen Prozessear dRegion, wie dem Rektum- oder

dem Zervixkarzinom sehr dhneln kénnen (Baird, 20B&inier et al., 2005). Punktionen und
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mikrobiologische Aufarbeitung des Punktates sowiégloher entstandener metastatischer

Leberabszesse sind Wegweiser zur Diagnosestellung.

Aktinomykosen der Haut sind Raritaten, welche dumisswunden (Kontamination mit
erregerhaltiger Zahnplaque) oder Faustschlag #@gemr werden kdnnen. Sie gleichen in ihrem

Erscheinungsbild den zervikofazialen Aktinomykasen

Die Prognose der zervikofazialen und der kutanetindknykose ist, sofern sie denn erkannt
wird, als gut anzusehen. Da die thorakalen und mbuElen Formen lagere Zeit unerkannt
bleiben kénnen und auch nicht so leicht chirurgsaebanglich sind, ist ihre Prognose schlechter
und mit einem hoheren Risiko fur Gesundheit undelrettes Patienten behaftet. Ebenso schlecht

sieht es fur unbehandelte Kieferaktinomykosen uadggstemischen Aktinomykosen aus.

2.4.1.5. Diagnose

Im Vordergrund der Diagnose steht der Erregernahwe mikrobiologischen Laboratorium.
Dies ist nicht nur auf Grund des vieldeutigen Eesctingsbildes (unter anderem auch durch das
primar vorherrschende Erscheinungsbild der Infekuer Begleitkeime), sondern auch wegen
fehlender histologischer Abgrenzbarkeit gegenibdegen Infektionen zu fordern. Hinweise zur
Veranlassung einer gezielten bakteriologischen tdathung geben ein auffallend koérniger
Eiter, chronischer Eiterprozess und FistelbildungRezidivneigung.

Als  Untersuchungsmaterial eignen sich Eiter, Fslelet, Bronchialsekret und
Granulationsgewebe. Das Untersuchungsmaterial dar€ht mit Schleimhautsekret
(Kontamination mit ortsansassigen AktinomyzetenKamtakt kommen und sollte durch gezielte
Aulenpunktion oder —inzision, transtracheale Sakptation, transthorakale Lungenpunktion
oder perkutane Nadelbiopsie gewonnen werden. DmbePmuss schnellstens oder unter

Verwendung reduzierender Transportmedien ins mikiogische Labor gebracht werden.
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Eine erste Verdachtsdiagnose kann bei Vorhandensem Drusen und Nachweis von
grampositiven, verzweigten Stabchen in den Druse@uetschpréaparat gestellt werden. Nach 2-
14 Tagen kann die diagnostische Kultur mit mikrggkohem Nachweis myzelialen Wachstums
erwartet werden. Weitere ein bis zwei Wochen dadeertidentifizierung der Reinkulturen und

die Abgrenzung zu kontaminierenden, apathogenesnArt

Zur ldentifizierung mit Artbestimmung sind der ekte oder indirekte Immunfluoreszesztest
geeignet, mit dem zumindest die Hauptkrankheggem anhand ihrer speziesspezifischen
Oberflachenantigene nachgewiesen werden kdnnen.alch neuere Arten identifizieren zu
kbnnen, muss man chemotaxonomische Verfahren, wie dellwandanalyse,
gaschromatographsche Bestimmung der Stoffwechgmleddkte und vor allem die Prifung
physiologischer Leistungen durchfihren. Molekulaliigische Verfahren wie DNA-Sonden
kénnen auch verwendet werden, weisen aber nichingsl@ufig eine héhere Genauigkeit auf und

sind in der Durchfuihrung sehr viel teurer als herkdiche Verfahren .

2.4.1.6. Therapie

Zur Therapie sollte eine Kombination aus chirurgesc Sanierung und chemotherapeutischen
Maflinahmen zur Anwendung kommen. Die Auswahl dem@itieerapeutika hat sich sowohl an
den Aktinomyzeten als Leitkeim als auch an derl@&#tpra zu orientieren. Mittel der Wahl bei
zervikofazialen Aktinomykosen sind Aminopenicillime Kombination mit Clavulansaure oder
Sulbactam in hoher Dosierung fir minimal zwei, maxii drei Wochen. Bei Penicillinallergie
kénnen alternativ Clindamycin plus Tetracycline trdeycline plus Metronidazol oder auch
Cefoxitin versucht werden. Bei schweren thorakadeer abdominellen Infektionen sollte auf
Kombinationen von Amoxicillin plus ClavulansaurauplClindamycin oder Metronidazol, von
Acylureidopenicillinen mit Clindamycin oder Metral@zol sowie gegebenenfalls Imipenem

zuruckgegriffen werden (Schaal, 1997).
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2.4.2. Entzindungen der Tranenkanalchen — Canalicul itis lacrimalis

Als chronische, nicht-invasive und meist mild vafende Infektion der Tranenkandalchen gilt die
Canaliculitis lacrimalis Sie entsteht nicht selten im Gefolge einer Kokjwitis und imponiert
klinisch durch intermittierende Eiterabsonderungem Augenwinkel. Es finden sich
typischerweise gelbliche bis braunliche Konkrementeerhalb des Tranenkanals. Meist lasst
sich hierbei bei AbstricheRropionibacterium propionicuroder Actinomyces israel@nzichten.
Seltener sindA. viscosus, A. naeslundii, A. gerencsertgker A. odontolyticusnachweisbar.
Ahnlich wie bei den Aktinomykosen ist in vielen il eine Begleitflora vorhanden, welcher
haufigerStreptococcus pneumoniaeer Haemophilus influenzaangehdren. Durch Entfernung
der Konkremente und lokale antibiotische Behandlasgen sich diese Infektionen meist gut zur
Ausheilung fuhren (Csukas et al., 1993; Pine unddida 1959; Schaal, 2001; Schaal und
Beaman, 1984; Varma et al., 2005).

2.4.3. Karies und Parodontitis

Fermentative Aktinomyzeten spielen neben vielereegmd Faktoren auch eine wichtige Rolle bei
der Entstehung von Karies und Parodontitis. VagralActinomyces viscosusd Actinomyces
naeslundii verfugen (ber Haftmechanismen, mit denen sie s@h der glatten
Zahnschmelzoberflache festsetzen und zur BildungRiaque beitragerA. viscosusenkt den
pH-Wert im Plaque-Bereich und tragt damit zur Degnatisation des Zahnschmelzes bei. Die
anschlieRende Zerstérung des Dentins wird dérchdontolyticusgefordert. Uber die Bildung
von Stoffwechselprodukten, welche das Schleimhailmgp irritieren und so eine
Entztndungsreaktion hervorrufen kénnen, wird auad Entstehung einer Gingivitis oder

Parodontitis gefordert.

Als Prophylaxe kann die allgemeine Zahnhygieneegeltu der die Zahnreinigung, aber auch der
lokale Gebrauch fluoridhaltiger Préparate und des@render Mundwasser zahlen (Brandt et al.,
2004; Sreenivasan et al., 2005). Therapeutischt stieh Plaque- bzw. Kariesentfernung im

Vordergrund. Bei der schwerwiegenderen Parodontitisl durch Scalen (ein Abschaben des
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Zahnsteines mit einem gebogenen, scharfen Messdr\Murzelglattung der Nahrboden fir die
Mikroorganismen entfernt (scaling and root planin@egebenenfalls kann die Therapie durch

orale Metronidazolgabe erganzt werden kann (Caovellal., 2005).

2.4.4. Weitere Erkrankungen durch fermentative Akti  nomyzeten

Als Erreger eitriger Infektionsprozesse bei Kihad $chweinen isircanobacterium pyogenes
bekannt. Typisch hierbei ist die Mastitis, Peritenund Pleuritis. Beim Menschen kann es zu
einer Pharyngitis, Uretritis oder kutanen und sudken Eiterungsprozessen durch diesen
Erreger kommen. Ebenfalls kanArcanobacterium haemolyticunbeim Menschen eine

Pharyngitis und kutane Eiterungsprozesse hervarrufe

Infektionen mitRothia dentocariosa, Corynebacterium matruchotgfidomyces europaeus, A.
graevenitzii, A. neuii, A. radingae, A. turicensigrcanobacterium bernardiaeund
Actinobaculum schaaliikbnnen vereinzelt opportunistischen Infektionenrvbeufen, zu

ausgedehnten Abszessen und akuten bis subakutekdddiden oder Septikéamien fuhren .
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3. Material und Methoden

3.1. Stammauswahl

Die Teststamme und klinischen Isolate (siehe Tal®@llstammen aus der Stammsammlung des
Instituts fir medizinische Mirobiologie und Immungle der Universitdt Bonn und lagen
zumeist in lyophilisierter Form vor. Einige neués¢édmme wurden aus BHI-Agar-Kulturen
akquiriert. Die Auswahl wurde getroffen, um zum egineine moglichst breitgefacherte und
reprasentative Zusammenstellung der am haufigetengewiesenen klinischen Isolate zu haben.
Zum anderen wurden viele Stamme ausgewahlt, dib acicon in einer vorangehenden Arbeit
Uber das Taxa Profile@® und Taxa Profile ® System zum Einsatz kamen (Dahlen, 2004), um

einen direkten Vergleich zu diesem Testsystemrieter konnen.

3.2. Kulturelle Technik

Die lyophilisierten Bakterien wurden jeweils mit. é&a5ml steriler NaCl-Losung vermischt und
dann fraktioniert auf sechs BHI-, CC- und ColumBlatagarplatten ausgestrichen. Der Rest
wurde zur Beimpfung einer Tarozzi-Leber-Bouillonrwendet, welche mit Paraffin luftdicht
verschlossen wurde. Eine BHI- und eine CC-Plattedem jeweils im Fortner-Verfahren
angelegt, bei dem auf der einen Halfte des Nahm8erratia marcescenals Sauerstoffzehrer
wachst und auf der anderen Halfte der Teststamra. Hbatten wurden auf eine Glasscheibe
gestellt, luftdicht mit Plastilin verschlossen uiticif Tage bei 36° +/- 1°C bebrutet. Zwei weitere
BHI-Platten und zwei Blutagar-Platten wurden beimpfd in GasPak Topfen mit dem GasPak-
Anaerobier-System der Fa. Becton Dickinson fur fliiafge bei 36° +/-1 °C bebrutet. Durch
mikroskopische Kontrolle und der Anfertigung eimesh Gram geféarbten Praparates wurde die
Maglichkeit einer Verunreinigung utberprift und aeschlossen. Um maogliche Nachtestungen
durchfihren zu kénnen, wurden von jedem Stamm Bbitrder-Platten wahrend der gesamten

Testzeit bereitgehalten.
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Tabelle 5
Versuchsstamme

Stamm-Nr.

IMMIB AL-234 (1/97)
IMMIB AL-336 (k1./97)
IMMIB AL-304 (97)
ATCC-23860

IMMIB AL-749 1'6(97)
IMMIB AL-837 (97)
IMMIB D-1470

IMMIB AL-507 v. CX/97

IMMIB AL-174 '3 (3/94)
IMMIB D-1564

IMMIB D-1231

IMMIB AL-315 11/97
IMMIB D-1501

IMMIB D-909

IMMIB AL-460 v. DST/97
IMMIB AL-357/00
IMMIB AL-105 /99
IMMIB AL-181'1 /97
IMMIB AL-464 (5/97)
IMMIB AL-640 (97)
IMMIB AL-824 | (1/97)

IMMIB AL-157 /93
IMMIB AL-131 (97)
IMMIB AL-1324 '4 (92)
IMMIB AL-535 v. CC/96
IMMIB AL-679 (96)
IMMIB D-1531

IMMIB D-1197
ATCC-12104

IMMIB D-1320

WVU 398 (A-62)
IMMIB D-1980

ATCC-15987
IMMIB AL-1267 (99)
LHMC Be 32 (A-82)
IMMIB AL-485'3 (3/95)
IMMIB AL-804'1 (1/97)

DSMZ-10695
ATCC-51367
IMMIB D-1263

ATCC-19411

DSMZ-8576

IMMIB D-1572
IMMIB D-1311
IMMIB AL-1132 11/94
IMMIB D-1616

Stamm

Actinomyces gerencseriae
Actinomyces gerencseriae
Actinomyces gerencseriae
Actinomyces gerencseriae
Actinomyces gerencseriae
Actinomyces gerencseriae
Actinomyces gerencseriae
Actinomyces gerencseriae

Actinomyces israelii
Actinomyces israelii
Actinomyces israelii
Actinomyces israelii
Actinomyces israelii
Actinomyces israelii
Actinomyces israelii
Actinomyces israelii
Actinomyces israelii
Actinomyces israelii
Actinomyces israelii
Actinomyces israelii
Actinomyces israelii

atypischer Actinomyces naeslundii
atypischer A. naeslundii/ viscosus
atypischer A. naeslundii/ viscosus
Actinomyces naeslundii
Actinomyces naeslundii
Actinomyces naeslundii
Actinomyces naeslundii
Actinomyces naeslundii
Actinomyces naeslundii
Actinomyces naeslundii
Actinomyces naeslundii

Actinomyces viscosus
Actinomyces viscosus
Actinomyces viscosus
Actinomyces viscosus
Actinomyces viscosus

Actinomyces hyovaginalis
Actinomyces hyovaginalis
Actinomyces hyovaginalis

Arcanobacterium pyogenes

Actinomyces neuii ssp. neuii
Actinomyces neuii ssp. neuii
Actinomyces neuii ssp. neuii
Actinomyces neuii ssp. neuii
Actinomyces neuii ssp. neuii

Herkunft
Papierspitzen (ZS)
Papierspitzen (ZS)
Abstrich Enzenauer (ZS)
Parotisabszess
Abstrich Enzenauer (ZS)
Zahnfleischtaschenabstrich
Befund nicht auffindbar
Abstrich Enzenauer (ZS)

Eiter /| MKG
Submandibulérer Abszess
Submandibulérer Abstrich
Papierspitzen (ZS)
Hirnabszess

Wundsekret
Papierspitzen (ZS)
Zahnfleischtaschenabstrich
Papierspitzen (ZS)
Papierspitzen (ZS)
Papierspitzen (ZS)
Papierspitzen (ZS)

Eiter / Zahnfleisch

IUD
Zahnfleischtaschenabszess
IME

Abstrich

MKG-Abstrich

Hirnabszess (Isolat)
Blutkultur

Fistelgang

Abstrich /bullése Paronychie
menschl. Zahnabstrich
Isolat aus Leberabszess

Parodontitis beim Hamster
TW-Stenose

menschl. Kariesabstrich
Eiter

Papierspitzen

Vaginalabstrich (Schwein)
Vaginalabstrich (Schwein)
Uterus und Harnblase (Schwein)

Schwein

Infiziertes Mammahamatom
Wundabstrich /Mamma
Blutkultur /Isolat

Abstrich Enzenauer (ZS)
Tranengangskonglomerat




Stamm-Nr.

IMMIB AL-1119 (98)
NCTC-11923
IMMIB D-1385
IMMIB AL-673(96)
IMMIB D-1735
IMMIB AL-117 (00)
IMMIB D-1976
IMMIB D-1251
IMMIB D-1035
IMMIB D-1568
IMMIB D-1547
IMMIB D-1436
IMMIB D-1886
ATCC-17929
IMMIB AL-305 /04
IMMIB D-1244
IMMIB AL-557(00)
IMMIB AL-355'1 (96)

IMMIB D-1678
DSMZ 9168

ATCC-13683
ATCC-35275
CCUG-27294
NCTC-11636
DSMZ-9152
DSMZ-15433
CCUG-38276T
IMMIB AL-1394 1/95
DSMZ-15434
CCUG-42773
DSMZ-15383
CCUG-27420
CCUG-46093

ATCC-33144
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Versuchsstamme
Stamm-Nr.

Actinomyces neuii ssp. anitratus

Actinomyces slackii
Propionibacterium propionicum
Propionibacterium propionicum
Propionibacterium propionicum
Propionibacterium propionicum
Propionibacterium propionicum
Actinomyces meyeri
Actinomyces meyeri
Actinomyces meyeri
Actinomyces meyeri
Actinomyces meyeri
Actinomyces europaeus
Actinomyces odontolyticus
Actinomyces odontolyticus
Actinomyces odontolyticus
Actinomyces odontolyticus
Actinomyces odontolyticus

Actinomyces turicensis
Actinomyces turicensis

Actinomyces bovis
Actinomyces hordeovulneris
Actinomyces graevenitzii
Actinomyces howellii
Arcannobacterium bernardiae
Actinomyces radicidentis
Actinomyces suimastitidis
Actinomyces georgiae
Actinomyces urogenitalis
Actinomyces funkei
Actinomyces marimammalium
Actinobaculum schaalii
Actinobaculum urinale

Actinobaculum suis

Stamm-Nr.
Papierspitze (ZS)
Plaque (Rind)
Lymphknoten /Ohr
Rachenabstrich
Tréanenwegskanal Abstrich
Bindehautabstrich
Abstrich
Befund nicht auffindbar
Befund nicht auffindbar
Leberpunktat
Einsendeschein ohne Angabe
Herkunft unbekannt
Infiziertes Atherom
Karies
Herkunft unbekannt
Femur-Lager (Gewebe)
Augenabstrich
IME

Isolat aus Pleuraabstrich
Herkunft nicht bekannt

Kieferaktinomykose (Rind)
Aszites eines Hundes
Bronchiallavage (Mensch)
Plaque (Rind)

Blutkultur

Herkunft nicht bekannt
Herkunft nicht bekannt
Abstrich Enzenauer
Herkunft nicht bekannt
Herkunft nicht bekannt
Herkunft nicht bekannt
Herkunft nicht bekannt
Herkunft nicht bekannt

Cystitis /Schwein
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Versuchsstamme
Stamm-Nr. Stamm-Nr. Stamm-Nr.
DSMZ-20639 Actinobaculum suis Cystitis /Schwein
CIP - 107404 Actinobaculum massiliae Herkunft nicht bekannt
CCUG-42575 Arcanobacterium pluranimalium Herkunft nicht bekannt
DSMZ-10004 Arcanobacterium phocae Herkunft nicht bekannt
DSMZ-20595 Arcanobacterium haemolyticum Herkunft nicht bekannt

Legende zu Tabelle 5:

IME: Implantatelement, 1UD: Intra-uterine-device=Spirale, MKG: Klinik fir Mund-Kiefer und

Gesichtschirurgie, TW-Stenose: Tranenwegsstenose, ZS: Zahnsulcus

ATCC: American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, USA.; CCUG: Culture Collection,
University of Goteborg, Schweden.; DSMZ: Deutsche Stammsammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen, Braunschweig, Deutschland.; IMMIB: Institut fir Medizinische Mikrobiologie
und Immunologie, Universitat Bonn, Deutschland.; LHMC: MRC Dental Epidemiologie Unit,
London Hospital Medial College, England.; NCTC: National Collection of Type Cultures,
Colindale Ave., London.; WVU: West Virginia University, Morgantown, West Virginia USA.; CIP:

Collection of the Institut Pasteur, Paris 15, Frankreich;

Es zeigte sich, dass alle ausgewahlten Teststamnuaug BHI-Platten wuchsen. Aus diesem
Grund wurden, um Testgleichheit zu gewahrleisted dmestfehlern durch unterschiedliche
Nahrmedien vorzubeugen, zur Gewinnung von Zellma$se den Test nur BHI-Platten

verwendet. Die Platten wurden vor der Benutzungreihag bei 36° +/- 1°C bebritet und eine
Woche gelagert, da man so a priori verunreinigtt&h identifizieren und vom Testgeschehen

ausschlielRen konnte.
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3.3. Das Testsystem — Bestimmung physiologischer Me  rkmale

3.3.1. Herstellung der Medien flr die physiologisch ~ en Tests

Es wurden 45 Testsubstanzen, hauptsachlich badiexgnder Arbeit ,A Numerical Taxonomic
Study of Members of théctinomycetaceaand Related Taxa“ (Schofield und Schaal, 1981),
ausgewanhlt (siehe Tabelle 6). Dazu zahlten 40 Kdtyldrate, Na-Nitrat, Na-Nitrit, Harnstoff,
Arginin und Askulin. Alle Testsubstanzen wurden der doppelten der gewiinschten
Endkonzentration angemischt, da sich die Konzeatranach der spateren Zugabe der

Bakteriensuspension wieder halbierte.

Basalmedium Xur Herstellung der Kohlenhydratlésungen (nadhma@t; 1992b):

Als Basalmedium diente eine flissige Thioglycolésung (BD) ohne Glucose- oder
Indikatorzusatz. Angereichert wurde diese mit 0Re&eextrakt, 0,02% Tween 80 und 0,04%
Vit.K ;. Die Kohlenhydrate wurden jeweils 2%ig zum Basamen dazugegeben. Der pH-Wert

wurde auf 7,2 eingestellt.

Basalmedium 2zum Nachweis von Nitrat- und Nitritreduktion, Hatof§ und Arginin-
Dihydrolase-Aktivitat — (nach Schaal, 1992b)

Basalmedium:

Bacto peptone (Difco) 5,09
Hefeextrakt 3,09
Glukose 0,59
KoHPO, 2,09
Agar 0,59

Destilliertes Wasser 1L
Der pH-Wert wurde auf 6,8 eingestellt und die Higissit durch Autoklavieren sterilisiert. Die

Testsubstanzen wurden dem Basalmedium in folgekdarentrationen zugeflgt:

Na-Nitrat 0,2%
Na-Nitrit 0,01%
Harnstoff 1,0%

Arginin 1,0%
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Zum Nachweis von Askulinspaltung wurde eine 0,2%igkulin-Bouillon verwendet:
Pepton-Bouillon 200ml
Askulin 0,49

Alle Testsubstanzen wurden in der Sicherheitswerkldurch bakteriendichte Filter (0,48n,

Celluloseacetat) in 50ml grofRe Glasflaschen getiilld mit einem Deckel mit Gummimembran

verschlossen. Die Flaschen wurden bei +8°C gelagert

Verwendete Testsubstanzen und Bestandteile des Basa

Tabelle 6

Imediums

Substanz Firma /Bestellnummer | Substanz Firma /Bestellnummer
L-Arabinose Merck —K21353388 Rhamnose Merck- V821661 648
Adonitol Calbiochem — Lot B45731 | Ribose Merck- K30937205
Amygdalin Merck- A08036028 Sorbitol Merck- L971059
Cellobiose Merck- 0041396 Saccharose Merck- K19765287
Dulcitol Merck- 4071321 Trehalose Merck- K23143316
Dextrin Merck- 9658797 Xylose Merck- L328889 723
iso-Erythritol Sigma- E7500 a-methyl-D-Glukosid Sigma- G8519
meso-Erythritol Merck- L310160 644 a-methyl-D-Mannosid ~ Sigma- M8897
Fruktose Merck- K4998923 Laktat Merck- K18706866
Galaktose Merck- K19001858 Arginin Sigma- A4881
Glukose Merck- K19714474 Harnstoff Merck- 3036906
Glycerol Merck- K22898107 Askulin Merck- 3141451
meso-Inositol Merck-9632885 Na-Nitrat Merck- 70202985
Laktose Merck- K18444160 Na-Nitrit Sigma- S2252
Mannitol Merck- M497987 BD-Thioglycolat BectonD.- 1000C2DKFN
Mannose Merck- K13267284 Bacto Peptone Difco- 143017XA
Maltose Merck- K22403812 Hefe Extrakt Oxoid- 813136
Melibiose Merck- 1194970 Tween 80 Merck- 8.22187.1000
Melezitose Fluka- 281161 190 Vit. Ky Merck- EF403990 231
Raffinose Merck- K17877619 Agar Agar Merck-K18819615
K,HPO, Sigma- P5504




42

3.3.2. Fertigstellung der Testplatten

Bei den Testplatten handelte es sich um sterilerdfilerplatten der Firma GreinerBio-one
(Cellstar®, No. 655180, LOT 02410135) mit Deckelie DPlatte verfugte Uber 12X8 (=96)

Kavitaten, von denen jede ein maximales Fassungswai von 400l aufwies.

Da jedes Offnen des Deckels zum Bestiicken derePlait den Testsubstanzen mit einer
potentiellen bakteriellen Verunreinigung einhergisglite Zahl und Dauer der Offnungen so
gering wie moglich gehalten werden. Es wurden dbsmehrere Aluminiumstander entwickelt,
die Bohrlécher fur 8 Lyophilisatglasrohrchen enttieie, im Abstand passend zu einer 8-Fach-
Multipipette. Die mit Glasrohrchen bestiickten S&mgurden, in Aluminiumfolie verpackt, vor
Gebrauch sterilisiert. In keimarmer Luftatmosphé@nerden die Glasréhrchen dann mit Hilfe
steriler Kanilen aus den 50ml Vorratsflaschen eitgils ca. 0,8ml Testsubstanz gefiillt. Durch
kurzes Deckeloffnen konnten nun hintereinander mndiér 8-Fach-Multipipette funf

Mikrotiterplatten in einer kompletten Spalte mivgls 125l Testsubstanz bestiickt werden.

Da es insgesamt 45 Testsubstanzen waren, wurdeRlatien zweigeteilt, und in der unteren
Halfte der gleiche Testsubstanzensatz eingebraahtiwder oberen, so dass die Platten fur
jeweils zwei Testungen zur Verfigung standen. Degtiefungen auf der Platte blieben fur jeden

Teststamm frei; eine davon wurde fiir den Indolnasibwenutzt.

Nachdem eine Platte fertig mit Testsubstanzen bkistiar, wurde sie sofort tiefgefroren und bei
Bedarf wieder aufgetaut. Um Gefrierbrand zu vermejdwurden die tiefgefrorenen Platten

spatestens nach vier Wochen benutzt.
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3.3.3. Herstellung des Basalmediums fur die Bakteri  ensuspension

Fur jeden zu testenden Bakterienstamm wurden zvegschiiedene Suspensionslésungen
hergestellt. Eine fur die Bakteriensuspension zuahwWeis der Kohlenhydratverstoffwechslung
(Zusammensetzung entsprach dBasalmedium Jwie unter 3.3.1. beschrieben), die andere fur
den Test zum Nachweis von Nitrat- und Nitritredakti Harnstoff und Arginin-Dihydrolase-
Aktivitat und Askulinspaltung (Zusammensetzung prish demBasalmedium 2wie unter
3.3.1. beschrieben).

Zwei Milliliter dieser Losungen wurden jeweils immb fassende Glasflaschchen gefullt, mit

einem Aluminiumdeckel versehen und durch Autoklenesterilisiert.

3.3.4. Testablauf

Die zu testenden Bakterienstamme wurden auf BHIrbiden im GasPak-Topf bei 36°1°C

fur sieben Tage inkubiert. Je nach Wachstumsverales einzelnen Stammes war es nétig,
zwischen zwei und sechs BHI-Platten im GasPak-Tinpien Test anzulegen. Die Kolonien von
A. naeslundiiz.B. wuchsen so gut, dass ca. acht Einzelkoloatemneichten, um zwei Impfésen
zu fillen; beiA. turicensiswurden, durch sein diinnes Wachstum bedingt, dlerf@n von sechs

BHI-Platten bendétigt, um die gleiche Menge an Ba&tezu erhalten.

Die benoétigte Anzahl an Testplatten wurde kurzdé ¥er dem Gebrauch aufgetaut. Gearbeitet
wurde in einer Sicherheitswerkbank. Von jedem Tastsn wurde mit einer sterilen Impfose
(Kunststoff, 10pul) die gleiche Bakterienmenge (etwa eine Impfos#)\eweils in eins der
beiden 5ml fassenden Suspensionsglaschen (siel®e) 2iBerfiihrt. Mit der Ose wurde so lange
geruhrt, bis sich eine homogene Tribung einstalitel keine makroskopisch sichtbaren
Bakterienkonglomerate mehr vorhanden waren. Mieresterilen Pipette wurden jeweils zwei
Tropfen der Bakteriensuspenion in die entsprechentiefungen der Testplatte (siehe 3.3.2.)
getropft. In eine freie Vertiefung der Testplatiée keine Testsubstanz enthielt, wurde ebenfalls

Bakteriensuspension  getropft, um spater die Indktien durchzufihren. Als
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Verunreinigungskontrolle wurde ein weiterer Trapfakteriensuspension auf eine BHI-Platte
gebracht und ausgestrichen. Um materialsparendbriten, wurden auf jeder Testplatte zwei

Bakerienstdmme aufgetragen und getestet.
Die Testplatten und die BHI-Kontrollplatten wurdé@n GasPak-Topf bei 36® 1°C fiir 48h
bebritet. Danach wurde die Kontrollplatte makroskdp und mikroskopisch auf

Verunreinigungen tberprift, und falls diese vorlagias Ergebnis nicht gewertet.

Auswertung der Testplatt§ierwendete Nachweisreagenzien siehe Tabelle 7):

Um die sauren Endprodukte des fermentativen Metahbak der Aktinomyzeten nachzuweisen,
wurde in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte, ohenen sich die Kohlenhydrate mit der
Bakteriensuspension befanden, jeweils ein Tropfanere 0,2%igen Bromthymolblau-

Indikatorlésung gegeben. Der pH-Farbumschlagshergieses Indikators liegt bei 6,0-7,6 und
zeigt im sauren Milieu eine gelbe Farbe, im allclen eine griine. Eindeutig positive Ergebnisse
wurden mit ,+“ notiert, grenzwertig positive mit+)“. Eindeutig negative Ergebnisse wurden

mit ,-“ notiert, grenzwertig negative mit ,,(-)".

Nitrat- und Nitritreduktion wurde durch Zugabe v@riss’ Reagenz nachgewiesen, und das

Ergebnis mit ,+“ oder ,-“ notiert.

Ureaseaktivitat und Argininspaltung wurden durchgaloe von je einem Tropfen Nessler's
Reagenz nachgewiesen. Als positives Ergebnis wandesofortiger, starker, dunkel-gelb bis

ockerfarbener Niederschlag gewertet.

Askulinspaltung wurde durch Zugabe eines Tropfessifitrat (Merck 106404) nachgewiesen.

Ein positives Ergebnis war an einem dunkelbraumvachen Farbumschlag erkennbar.

Der Indolnachweis wurde in der Kavitat der Mikretplatte durchgefihrt, in der

Bakteriensuspension und Basalmedium, aber keintsulestanz war. Nach Zugabe von Indol-
Nachweisreagenz zeigte ein rétlicher Oberflachenéine moégliche Verunreinigung, etwa durch
kutane Propionibakterien, an, da Aktinomyzeten ledol produzieren. Der Test wurde in einem

solchen Fall wiederholt.
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Von der Kontrollplatte wurde eine Kolonie zum Katsgnachweis abgeimpft und auf einem
Objekttrager ausgestrichen. Nach Auftropfen eirfidigén HO,-Losung wurde die An- oder
Abwesenheit des Enzyms Katalase an der Bildung odeen Fehlen von Gasblaschen,) O

erkennbar.
Tabelle 7
Verwendete Nachweisreagenzien
Bezeichnung Zusammensetzung
Bromthymolblau 0,2%ige Bromthymolblau-Ldsung
Indol-Reagenz Handelsibliche Kovacs-Reagenz
Nessler's Reagenz Merck-OC332265
Ferrizitrat Merck 106404
Katalase-Nachweisreagenz H,0,
Nitrit-Nachweisreagenz Griess’ Reagenz (A: Sulfanilsdure in Essigsaure;
B: a-Naphthylamin in Essigséaure)
3.4. Bestimmung morphologischer Merkmale

Zeitgleich zum Testdurchlauf wurde von jedem Staerinme BHI-N&hrbodenplatte im Fortner-
Verfahren angelegt. Diese wurde sowohl nach 48 d&tanals auch nach funf Tagen

makroskopisch und mikroskopisch auf folgende molgdische Merkmale untersucht:

Mikroskopisch nach 48 Stunden: Kolonie -fadig/myzelial
-granuliert
-durchsichtig
-undurchsichtig
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Makroskopisch nach fiinf Tagen: Kolonie -GroRRe=2mm oder <2mm

-Farbe: weil3, beige, gelb-orange anhgyefarbt
-Oberflache: rau oder glatt

Nach funf Tagen wurde des weiteren ein Objekttidggrarat angefertigt, nach Gram gefarbt und
mikroskopiert. Geachtet wurde auf Zellform (kokkoadler nichtverzweigte Stabchen) und

verzweigte Stabchen oder Faden.

3.5. Statistische Auswertung

Grundlage fir die statistische Auswertung bildeden85 verschiedenen getesteten Stamme mit
Einzelwiederholungen und die Testwiederholungenzeaim zufallig ausgewahlten Stammen zur

Bestimmung des Testfehlers.

Von den insgesamt 47 Nachweisreaktionen solltefemigen aus der statistischen Wertung
ausgeschlossen werden, die bei den insgesamt 1fifegul estdurchlaufen speziesiubergreifend
(fast) durchweg negative oder positive Ergebnisegerten. Dazu gehorten Dulcitol (2
positiv/150), D-Fukose (0 positiv/150-methyl-D-Mannosid (1 positiv/150), Sorbose (1
positiv/150), D-Tagatose (1 positiv/150) und NarN{{3 positiv/150).

Des weiteren flossen 14 morphologische Merkmakehési3.3.4.) eines jeden Teststammes mit in
die Wertung ein. Von den Eigenschaften ,Koloniegr&dmm A2mm* und ,Kolonieoberflache
rau / glatt“ bedingte jeweils der eine Wert denexrd und somit floss immer nur je ein Wert in
die Wertung ein. Insgesamt wurden somit 56 biodkeime und morphologische Merkmale von

85 Teststammen in 150 Testdurchlaufen mit 8700dkiaaktionen getestet.

Die gewonnenen Daten wurden ins binare System umug@sit, wobei den biochemischen
positiven Ergebnissen [+ oder (+)] die ,1“ zugeatwurde, den negativen Ergebnissen [- oder
(-)] die ,0“. Bei den morphologischen Merkmalen wardem Merkmal ,Vorhanden“ die ,1“

zugeordnet, ,Nicht vorhanden* die ,0“.
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Analysiert wurden die Ergebnisse mit dem Computg@amm SPSS 11.5.. Verwendet wurden
numerisch-taxonomische Techniken (Felsenstein, ;1B82ch und Margoliash, 1967; Rogers et
al., 1978) unter Zuhilfenahme des Average Linkadest€ring Verfahrens. In allen Analysen
wurde die ,pair group average linkage method’ ($akad Michener, 1958) angewandt. Als
Koeffizienten kamen der Single-Matching-Koeffizig@y)/Einfache Ubereinsstimmung (Sokal
und Michener, 1958), der positive und negative Bnggse bericksichtigt, und der Jaccard-

Koeffizient (Sneath, 1957), der nur positive Ergeba beachtet, zum Einsatz.

Um die Wichtigkeit der morphologischen Merkmale demonstrieren, wurde zu jeder Analyse
eines bestimmten Koeffizienten eine Auswertung umil eine ohne morphologische Merkmale

angefertigt.

Der Testfehlep als Ausdruck fir die Reliabilitdt wurde anhand aaihn zufallig ausgewahlten
Stammen bestimmt, welche mehrmals hintereinandgestet wurder? wurde aus der Varianz

s2 nach Sneath und Johnson (1972) errechnet.

Die Validitat wurde durch Vergleich der erhaltertergebnisse mit bereits bestehenden, gltigen

Referenztabellen exemplarisch errechnet.
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4. Ergebnisse

4.1. Vorversuche

Da das Testsystem in der hier vorliegenden Form ewsten Mal zum Einsatz kam, war es
notwendig, in mehreren Vorversuchen die bestmdoghchestbedingungen herauszufinden. Dazu
wurden Vertreter der Spezi@és israelii, A.gerencseriae, A.viscoausd A. naeslundibenutzt, da

von ihnen auch umfangreiche Referenzwerttabelledagen, mit denen die gewonnenen

Ergebnisse auf Plausibilitat Gberprift werden kennt

Als erste Schwierigkeit erwies sich die untersclobeé Kolonietextur der einzelnen Spezies.
Wahrend sich Kolonien voA. viscosu®der A.naeslundiiohne Probleme mit einer Impfése von
dem Nahrboden l6sen liel3en, musste bei den KolonenA. israelii, die oft fest auf dem

Nahrboden aufsalRen, genauestens darauf geachtignyemuuch nur die entsprechende Kolonie

abzuernten ohne Nahrboden mitzunehmen.

Als Vorraussetzung dafir, eine annahernd identi®diderienmenge in jede der Testkavitaten
zu fullen, musste eine gleichmaRige Verteilung Bekterienmasse im Suspensionsmedium
erreicht werden. Bei den ,weich* wachsenden SpewiesA. viscosuder A. naeslundiiwar
dies kein Problem. Durch vorsichtiges Umriihren emer sterilen Impfdse lield sich schnell eine
gleichmafige Trubung herstellen. Die harten Koloni@n A. israelii und A. gerencseriae
benétigten etwas mehr Zeit und Ubung. Doch durdtigektes Zerkleinern und Verquirlen mit

einer sterilen Impfose liel3 sich auch hier einéchimaliige Tribung erzielen.

Es zeigte sich, dass zu dinn beimpfte Suspensiaismmit einer zu schwachen Tribung auch
zu schwacher ausgepragten Indikatorfarbumschlégemeh, was die Ablesung erschwerte. Die
Kohlenhydrate sollten in 1%iger Endkonzentratiomliegen. Die Testsubstanzen, die 2%ig in
den Kavitaten vorlagen, mussten deshalb noch einthach die gleiche Menge an
Bakteriensuspension, namlich ca. fiR%ergénzt werden. Die richtige Masse an Bakterdka,

von Noten war, um nachweislich fermentativ tatigneerden, musste also Uber eine ausreichende
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Tribung des Suspensionsmediums erreicht werdeselag vor, wenn das Medium mindestens

so stark getribt war, dass man gerade nicht mebhsichauen konnte.

Nachdem bei den vier oben genannten Testspeziesgg@zrden konnte, dass die gewonnenen
Ergebnisse mit Referenzwerttabellen Ubereinstimmie@nnte mit der eigentlichen Arbeit

begonnen werden.

4.2. Statistische Ergebnisse

Die Ergebnisse der aus den 85 Teststammen gewamri2agn wurden der hierarchischen
Clusteranalyse unterzogen und anhand von Dendrogeanisiehe Tabellenanhang ab Seite 99)

ausgewertet

4.2.1. Clusteranalyse unter Verwendung des S  gy-Koeffizienten

Es wurde der §u-Koeffizient unter Anwendung des Average Linkagefslerens benutzt. Die
Analyse wurde sowohl mit den Ergebnissen der ,@ocischen” Tests alleine (Dendrogramme
Nr.1a und Nr.1b), als auch zusammen mit den moggmthen Ergebnissen (Dendrogramme
Nr.2a und Nr.2b) durchgefihrt.

4.2.1.1. Dendrogramm Nr.la

Beim Dendrogramm Nr.1la wurde degyXoeffizienten auf die Ergebnisse der physiologeth
Austestung angewendet. Die Cluster-Trennlinie wurdeachst bei 11,5 Rescaled Distance
Cluster Combine (im Folgenden als RDCC bezeichnéfls bei der Cluseranalyse verwendete
Entfernungsmal® - gezogen. Dabei ergaben sich 26tetjudie 31 verschiedene Spezies
wiederspiegeln.
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Cluster 1 mit Subcluster A und B enthalt in 1A @in®-odontolyticus-und zweiA.-meyeri-
Stamme. In Subcluster 1B bei RDCC 11,0 detinobaculum-schaaliFypstamm CCUG 27420.

Der Typstamm vonArcanobacterium pyogenefATCC-19411) und einA.-turicensislsolat
bilden Cluster 2.

Cluster 3 enthalt homogen die restlichen WieodontolyticusStamme.

BeideA.-suisTypstamme finden sich in Cluster 4 auf hohem Adhieitsniveau wieder.

Cluster 5, 6 und 9 bilden Single Member Cluster 8peziesArcanobacterium bernardiae

Actinobaculum urinal@ind Actinobaculum massiliae

Cluster 7 ist mit funf Mitgliedern aus fiinf verseddenen Spezies sehr inhomogen, lasst sich
allerdings bei RDCC 11,0 noch in die Subclusterrdl 8 einteilen. Man erhalt dann Cluster 7A
mit einemA. meyeriund einemArcanobacterium haemolyticuond Cluster 7B mit den einzigen
Vertretern der Spezieércanobacterium pluranimalium, Arcanobacterium paecund A.

europaeus
Mit Cluster 8 verhalt es sich ahnlich, denn hidlirmken sich in Cluster 8A die einzigen Stamme
von A. graevenitziiund A. funkeiund in Cluster 8B, bei RDCC 11,0 abzweigend, der

marimammaliurmlypstamm.

Cluster 10 enthalt drei weitere klinische IsolataA. meyeriund denA.-turicensisTypstamm
DSMZ-9168.

Alle drei getesteteA.-hyovaginalisStamme sind in Cluster 11 enthalten.

Cluster 12, vier Teststamme aus vier verschied&pazies enthaltend, zeigt ein&nneuii ssp.

neuii, einenA. hordeovulnerisginenA. neuii ssp. anitratusnd einerA. slackii

Cluster 13 und 14 zeigen die drei restlichemeuii-ssp.-neuT eststamme.
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Vier von funfPropionibacterium-propionicup$tammen sind in Cluster 15 enthalten, der flnfte

folgt in Cluster 16 zusammen mit delgeorgiaeStamm AL-1394 1/95.

Zwei weitere Single Member Cluster sind die Cludférund 20 mit den einzigen Vertretern der

SpeziedA. bovisundA. radicidentis

Die Cluster 18 und 19 enthalten samtliche getasitaraeslundii-und A.-viscosusstamme und
vereinen sich bei RDCC 13,0. In Cluster 18 befindieh zweiA.-viscosudsolate inklusive des
Typstammes ATCC-15987, die restlichen folgen ins@u 19B. Cluster 19A enthalt siebAn

naeslundiiStamme. Cluster 19B setzt sich aus eindm naeslundii zwei als atypisch
eingestuften klinischeA.-naeslundilsolaten, einemA.-neuii-ssp.-newitamm und den letzten

drei A.-viscosusStammen zusammen.

Die Cluster 21 bis 24 spiegeln die Gesamtheit gktesteteri\.-israelii- und A.-gerencseriae-
Stamme wider. Cluser 21, das sich in die SubcluAtemd B unterteilen lasst, enthalt drei
klinische A.-israelii-lsolate und derA.-grencseriasStamm D-1470, der allerdings eindeutige
biochemische und morphologische Charakteristika dergehdrigkeit zu der Spezies
Actinomcyces israelaufweist und auch schon in einer vorangehenderid¢Dahlen, 2004) als
eine vermutliche Fehlbestimmung beschrieben wufester 22 stellt ein Single Member
Cluster eine®\.-israelii-Stammes dar. Zwéi.-gerencseria&stamme und der Typstamm ATCC-
23860 befinden sich im Cluster 23. Vier weité&regerencseria&stamme und neuA.-israelii-

Stamme finden im Cluster 24 zusammen.

Die beiden letzten Cluster 25 und 26 stellen wieSergle Member Cluster der Spezis

urogenitalisund A. howelliidar.
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4.2.1.2. Dendrogramm Nr.1b

Die unter 4.2.1.1. beschriebene Clusterbildungeber RDCC von 11,5 erlaubt keine eindeutige
Trennung einer Reihe voAictinomycesund ActinobaculumSpezies und unterteilt gleichzeitig
die A.-naeslundii/viscosusund A.-israelii/gerencseria&omplexe weiter als die bisherigen
Speziesdefinitionen nahe legen. Verschiebt manTdemnlinie der Cluster relativ geringfigig
nach RDCC 9,9, werden mehr Spezies eigenen Cluatgenrdnet. Dies wird allerdings dadurch

erkauft, dass die beiden genannten Komplexe néckestuntergliedert werden.

Erganzend zu der Auswertung von Dendrogramm Nrdmn Ketzt Arcanobacterium schaalii

einem eigenen Cluster 2 zugeordnet werden.

Arcanobacterium haemolyticyrArcanobacterium pluranimaliumand Arcanobacterium phocae
finden sich in den Single Member Clustern 9, 10 lihdvieder.

Die in der vorherigen Auswertung in einem gemeirnsar@luster untergebrachté&ctinomyces

graevenitzii, A. funkaind A. marimammaliumverden auf die Cluster 13, 14 und 15 aufgeteilt.

A. neuii ssp. anitratusind A. slackii kdnnen in den Clustern 20 und 21 von den restiiche

neuii ssp. neuiabgetrennt werden.

In die zwei eigenen Cluster 25 und 26 werden jetath ein A.-georgiae-und ein P.-

propionicumStamm geteilt.

Der im Dendrogramm Nr.1la auf zwei Cluster aufgteN.-naeslundii/viscosukemplex wird
hier auf funf Cluster aufgeteilt. Zweh.-viscosudsolate sind in Cluster 28, zwei weitere
zusammen mit einem abweichend®nneuiiin Cluster 31. VieA.-naeslundiStamme befinden

sich in Cluster 29, drei in Cluster 30 und dreiaumen mit einen. viscosusn Cluster 32.

Auch derA.-israelii/gerencseria&omplex wird von vorher vier auf nunmehr sieberustér
unterteilt. Dies vor allem deshalb, da dletisraeli-Stammen den Single Member Clustern 35-

37 zugeordnet werden.
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4.2.1.3. Dendrogramm Nr.2a

Beim Dendrogramm Nr.2a wurde degyXKoeffizient auf die Ergebnisse der physiologischen
und morphologischen Charakterisierung angewendetdister-Trennlinie wurde hier zunachst
ebenfalls bei der Rescaled Distance Cluster Comiminell,5 gezogen. Insgesamt ergaben sich
wieder 26 Cluster, die eine noch bessere Einteillerg31 verschiedenen Spezies wiedergeben
als die Dendrogramme Nr.1a und Nr.1b.

In Cluster 1 befinden sich alle getestetknmeyerStamme, die bei einer RDCC von 9,0

zusammengefasst werden.

Cluster 2 enthalt beide getestefersuisTypstamme.

Cluster 3 enthalt die Typstamme vAntinobaculum schaaliind Actinobaculum urinalewelche
sich aber bei einer RDCC von 11,0 von einandemg&griassen, und somit in die Subcluster A

und B fallen.

Ahnlich verhalt es sich mit Cluster 4, welches dreischiedene Stamme dreier verschiedener
Spezies enthéltArcanobacterium haemolyticuésst sich hier bei einer RDCC von 11,0 im

Subcluster B vorrcanobacterium pluranimaliumand Actinomyces europaeabtrennen.

Im Cluster 5 trennt sich bei RDCC 11,0 der TypstamumActinomyces funkem Subcluster 5B

von den Typstammen vakctinomyces marimammaliuamd Arcanobacterium phocae

Die Cluster 6 bis 9 sind Single Member Cluster dimzig getesteten Vertreter der Spezies
Actinobaculum massiliae, Arcanobacterium bernardidetinomyces georgiasnd A. bovis.

In dem in zwei Subcluster aufgetrennten Clusterbéfindet sich deA. turicensisTypstamm
DSMZ-9168 auf einem Ahnlichkeitsniveau von RDCC Qlei dem Hauptcluster derA.-
hyovaginalisVertreter. Bei RDCC 11,0 lasst sich das Subclus®® mit einem klinischen Isolat

von A. odontolyticusbgrenzen.
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Cluster 11 enthalt die einzigen SpeziesvertretarAraanobacterium pyogenesd A. turicensis
die sich bei RDCC 11,0 in die Subcluster A und Beilen lassen.

In den Clustern 12 und 13, bei RDCC 12,0 zusamnmeefid, sind vierA.-odontolyticus-

Teststamme enthalten.

Die Cluster 14 und 15 enthalten vier der fénfneuii-ssp.-neuileststamme und den Vertreter

der Subspezieanitratus

Die Cluster 16, 17, 19, 22, 25 und 26 sind allesamgjle Member Cluster der einzigen Vertreter
der SpeziedA. hordeovulneris, A. slackii, A. graevenitzii, radicidentis, A. howelliund A.

urogenitalis

Das homogene Cluster 18, welches d@l@pionibacterium-propionicurteststamme enthalt,

zeigt eine Auftrennung bei einer RDCC von 9,0.

Das ausschlie3lich alle zehn getestefemaeslundiStamme enthaltende Cluster 20 zeigt

ebenfalls nur eine Auftrennung bei RDCC 9,0.

Cluster 21 beherbergt alke.-viscosusStdmme und einen aberrant&@nrneuii-ssp.-newbtamm,

der auch in allen anderen Auswertungen immer igetti®osition zu finden ist.

Die Cluster 23 und 24 reprasentieren die Gesamtilkdt A.-israelii- und A.-gerencseriae-
Teststamme. Cluster 23 enthalt vier klinischeisraelii-lsolate und denA.-gerencseriae-
Teststamm D-1470, bei dem es sich vermutlich ura Eghlbezeichnung handelt (siehe 4.2.1.1.).
Cluster 24 zeigt im Subcluster 24A (bei RDCC 11h@weeigend) dreA.-gerencseriasSstamme,
inklusive dem Typstamm ATCC-23860. Subcluster 24Bh&lt 13 Teststamme, von denen sich
die neun A.-israelii-Vertreter bei RDCC 9,0 von den restlichen viér-gerencseriae

Teststammen abtrennen lassen.
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4.2.1.4. Dendrogramm Nr.2b

Um auch hier, ergdnzend zu Dendrogramm Nr.2a (l€hé.3.), eine genauere Unterteilung zu
erreichen, wurde die Trennlinie geringfigig nach G®D 10,5 verschoben. Die bessere
Speziesclusterung wurde hier ebenfalls unter Ima@uhe einer starkeren Untergliederung/Aler
israelii/gerencseriae und A.-naeslundii/viscosuKomplexe durchgefuhrt. Insgesamt ergaben
sich 35 Cluster.

Actinobaculum schaalii, Actinobaculum urinalad Arcanobacerium haemolyticukdnnen jetzt

den einzelnen Clustern 3, 4 und 6 zugeordnet werden

Der A.-funkeiTypstamm bekommt das Single Member Cluster 8 aiiget

Auch Arcanobacterium pyogenesid Actinomyces turicensiwerden den einzelnen Clustern 15

und 16 zugewiesen.

Vom A.-neuii-ssp.-neuiHauptcluster wird ein einzelneék.-neuitStamm einem neuen eigenen

Cluster 20 zugeteilt.

Die zuletzt in einem Hauptcluster untergebrachferviscosusStamme werden nun in zwei

Cluster unterteilt, wobei das eine, Cluster 28 mden aberrantefd.-neuirStamm enthalt.

Der A.-israelii/gerencseria&omplex wird hier in vier Cluster unterteilt, wabdies nicht mit

einer genaueren Differenzierbarkeit zwischen dedemeSpezies einhergeht.
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4.2.2. Clusteranalyse unter Verwendung des Jaccard-  Koeffizienten

Aulerdem wurde der Jaccard-Koeffizient unter Anwrgddes Average Linkage Verfahrens
benutzt. Die Analyse wurde auch hier einmal nur denh Ergebnissen der physiologischen
Auswertung (Dendrogramm Nr.3) und einmal zusammeérden morphologischen Ergebnissen

(Dendrogramm Nr.4) durchgefihrt.

4.2.2.1. Dendrogramm Nr.3

Die Cluster-Trennlinie wurde im Dendrogramm Nr.3 8® RDCC gesetzt. Hierbei erhielt man
40 Cluster, die eine gute Einteilung der 31 Spezeskubten und die grol3er.-

israelii/gerencseriaeund A.-naeslundii/viscosukomplexe auch nicht zu stark unterteilten.

Cluster lwird aus zwelA.-meyeriStdmmen gebildet.

Die Cluster 2, 3 und 4 sind jeweils Single Membéuster von einenA.-odontolyticusStamm,
dem Actinobaculum-schaakiypstamm und eiem weiteréh-meyerilsolat, das erst bei RDCC

14,0 mit dem nachsteh meyeriaus Cluster 1 zusammengefihrt wird..

Die drei A.-odontolyticusStamme aus Cluster 5 bilden ein homogenes Clusias, den
Typstamm ATCC-17929 mit enthélt. Bei einer RDCC N0 treffen sie auf einen weitefn

odontolyticusn Cluster 6.

Cluster 7 und 8 sind Single Member Cluster vArcanobacterium pyogenesnd einem
Actinomyces-turicensitsolat, dessen Typstamm (DSMZ-9168) in Clusterdl@tf

Ein weiteres Single Member Cluster bildet Clusterwi&lches nur derA.-bovisTypstamm
(ATCC-13683) enthalt.

Cluster 10 besteht aus diermeyerilsolaten und dem Typstamm vén turicensis welcher der

anderen Spezies auf einem AhnlichkeitsmaR von 8DIRbegegnet.
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Das homogene und né. hyovaginalisenthaltende Cluster 11 zeigt auch die hohe Ahkdiith
der beiden Typstamme DSMZ-10695 und ATCC-51367 auf.

Cluster 12 bis 16 stellen Single Member Cluster, deg aus einem Klinischen Isolat eings
israelii, dem Typstamm vo\. graevenitzii(CCUG-27294 T), dem Typstamm van funkei
(CCUG-42773), einemA.-georgieStamm und einenPropionibacterium-propionicupStamm
bestehen. Der vom grof3en Cluster 19 abweiché@ndsraelii zeigte in den Testergebnissen nur
negative Abweichungen von den anderenisraelii, so dass das die Bildung eines einzelnen
Clusters wahrscheinlich nur auf ein schlechtes Warhsverhalten zuriickzufiihren ist. Ahnlich
verhalt es sich mit derd. propionicumStamm, dessen Hauptcluster 26 erst bei einer R C
15 erreicht wird.

In Cluster 17 und 18 befinden sich drei Stamme Aoneuii ssp. neuinklusive dem Typstamm
DSMZ-8576.

Das groRRe Cluster 19 enthalt A3israelii- und A.-gerencseria&tamme, welche auf dem hohen
UbereinstimmungsmaR von RDCC 6,0 zusammengefihrtiene Sieben getestefe israelii
lassen sich sogar homogen bei RDCC 4,0 zusammenifiBei RDCC 7,0 wird dem Cluster
noch delA.- urogenitalisTypstamm DSMZ 15434 angegliedert.

Drei A.-gerencseriaé&stamme, inklusive dem Typstmm ATCC 23860, befindan in Cluster
20.

Der A.-howellitTypstamm bildet das Single Member Cluster 21.
Abgetrennt von ihrem Hauptcluster befinden sichldimsches Isolat eineA. israeliiund derA.-
gerencseriaesStamm D-1470, bei dem es sich vermutlich um eetddezeichnung handelt (siehe

4.2.1.1.) in Cluster 22, und je e#n-israelii-Isolat in Cluster 23 und 24.

Die vier Propionibacterium-propionicusstamme aus Cluster 25 vereinigen sich bei RDCC 8,0

miteinander und bilden eine homogene Gruppe.
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Cluster 26 und 27 enthlten dén-naeslundii/viscosuKomplex und einem einzelneh.-neuii-
ssp.-neudStamm. Das Cluster 25 enthalt zwei-viscosusStamme, darunter den Typstamm
ATCC-15987. Cluster 26 enthalt sdmtliche getestétenaeslundiStamme, dreA.-viscosus-

Isolate, und einen aberrant&nneuii-ssp.-neuiStamm.

Das Single Member Cluster 28 enthélt den als eemziyertreter dieser Gruppe getesteten
Typstamm der Spezids radicidentisDSMZ-15433.

Das inhomogene Cluster 29 mit zwei Mitgliedern aweei verschiedenen Spezies lasst die
relativ weite Entfernung von RDCC 8,0 zwischen ein&.-neuii-ssp.-neuilsolat und demA.-
hordeovulnerisfypstamm NCTC-11636 erkennen.

Die Cluster 30 bis 34 bilden allesamt Single MemBRrster verschiedener Spezies, die jeweils
auch nur als einzelne Vertreter dieser SpezieddirTest zur Verfligung standen. Dabei handelt
es sich um derA.-slackitTypstamm NCTC-11923, ein klinisches Isolat vAn neuii ssp.
anitratus den Typstamm vomrcanobacterium bernardia®SMZ-9152, den Typstamm von
Actinobaculum urinaleCCUG-4609 und den Typstamm va@wcanobacterium pluranimalium
CCUG-42575.

Cluster 35 enthalt die beiden Typstamme ATCC-33dd4d DSMZ-20639 vorActinobaculum

suis die nach dem Testergebnis eine hohe Ahnlichkéiteisen.

Cluster 36 bis 40 bilden wieder Single Member &usterschiedener Spezies, die nur als
einzelne Vertreter ihrer Spezies im Test vertretamen. Im einzelnen handelt es sich um ein
klinisches Isolat vonA. europaeus(D-1886) und die Typstdmme voArcanobacterium
haemolyticum(DSMZ-20595), Actinomyces marimammaliufbSMZ-15383), Actinobaculum
massiliag(CIP-1079) undArcanobacterium phoca@®@SMZ-10004).
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4.2.2.2. Dendrogramm Nr.4

Beim Dendrogramm Nr.4 wurde mit Hilfe des JaccamkHizienten die Ergebnisse der
.pbiochemischen”_undmorphologischen Untersuchungen ausgewertet. Diest@Trennlinie

konnte hier bei der Rescaled Distance Cluster Coenbion 12,5 gezogen werden, um ein
sinnvolles Auftrennungsergebnis zu erzielen. Insgesergaben sich 30 Cluster, die eine gute

Unterteilung der 31 verschiedenen Spezies ermdgdiighen.

Cluster 1 beinhaltet samtlichA.-meyerilsolate, die zwar bis zu einem RDCC von 12,0
voneinander abweichen, sich aber dennoch eindeotigien anderen Taxa abgrenzen.

Die Single Member Cluster 2, 3, und 4 enthalterimlldie einzigen Vertreter der Spezies
Actinobaculum  schaalii (CCUG-27420), Actinomyces bovis (ATCC-13683) und
Arcanobacterium pyogen¢ATCC-19411).

Cluster 5 erscheint auf den ersten Blick sehr inbgen, lasst sich allerdings in die Untergruppen
A und B unterteilen. In 5A befinden sich nun allereter der Speziesctinomyces hyovaginalis
inklusive beider Typstdmme ATCC-10695 und ATCC-5436d derA. turicensisTypstamm
DSMZ-9168. Bei einer RDCC von 12,0 hangt noch dimdches Isolat vo\. odontolyticugnit

an diesem Cluster.

Cluster 6 enthalt drei weitere Isolate der SpeAesodontolyticus Cluster 7A noch einen
weiteren. Cluster 7B (bei einer RDCC von 12,0 abgemd) einenA.-turicensisStamm, dessen
Gesamtentfernung von dem anderen getesi&taaricensisaus Cluster 5 eine RDCC von 15,0

aufweist.

Cluster 8 enthalt die beiden Typstamme ATCC-3314d DSMZ-20639 vorActinobaculum

suis die nach dem Testergebnis eine hohe Ahnlichkéiteisen.

Die Cluster 9 bis 15 sind Single Member Cluster eorzigen Vertretern der jeweiligen Spezies.
Im einzelnen handelt es sich umctinomyces funke(ATCC-42773), A. marimammalium
(DSMZ-15383), Arcanobacterium bernardia¢DSMZ-9152), Actinobaculum urinale(CCUG-
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4609), Actinomyces europaey®-1886), Arcanobacterium pluranimaliunfCCUG-42575) und
Arcanobacterium haemolyticu@SMZ-20595).

Funf Vertreter der Spezigsctinomyces neuiinden sich in den Clustern 16 und 17. Im Cluster
16 befindet sich der Typstamm der SpeZAeseuii ssp. neuifDSMZ-8576) und zwei weitere
klinische Isolate. Der Vertreter der Subspeaesratus (AL-1119'4/98) und ein weiterer Stamm

der Subspezieseuiisind in Cluster 17 enthalten.

Cluster 18 und 19 sind zwei Single Member Clustr@pezied\. slackii(NCTC-11923) undh.
hordeovulnerigATCC-35275).

Die 21 zu Cluster 20 gehdrenden Teststamme bearhaamtliche Vertreter der Spezi@s
israelii und A. gerencseriaeUntergliedert man sie in vier Subcluster A, Buad D, so fallen
neun klinische Isolate der Spezias israelii bei RDCC 4,0 in Subcluster A. Bei RDCC 6,5
spaltet sich das Subcluster B mit vier klinischealdten der Spezies. gerencseriagzon der
ersten Gruppe ab. Bei RDCC 10,0 trifft man auf &scluster C mit drei weitereA.-
gerencseriaestammen, inklusive des Typstammes ATCC-23860. BBICC 12,0 folgt das
Subcluster D mit vierA.-israelirStammen und einem unter Routinebedingungen Aals
gerencseriaebestimmten Stamm (D-1470), der aber eindeutig Haggkeit zur Spezie.
israelii aufweist (siehe 4.2.2.1.).

Cluster 21 und 22, sowie 25, 27, 28, 29 und 3Qestebingle Member Cluster der Spezfes
howellii (NCTC-11636),A. urogenitalis (DSMZ-15434), A. radicidentis (DSMZ-15433), A.
graevenitzii (CCUG-27294 T),A.georgiae (AL-1394 1/95), Actinobaculum massiliagCIP-
107404) undArcanobacterium phoca@SMZ-10004) dar.

Alle funf getesteterActinomyces-viscoststdmme finden sich in Cluster 23 wieder, zuséizlic

ein Abweichler aus der Gruppe derneuii ssp. neufiAL-1132 11/94)

Das sehr homogene Cluster 24 enthalt alle zehrstg&t@A.-naeslundiiStamme, die lediglich

bis zu einem RDCC von 9,0 variieren.
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Im Cluster 26 befinden sich alle fiinf geteste®eapionibacterium-propionicupstamme, die bis

zu einem RDCC von 9,0 voneinander abweichen.

4.3. Naherungsmatrix

Basierend auf der Auswertung von Dendrogramm Nmudde unter Verwendung des Jaccard-
Koeffizienten eine Naherungsmatrix erstellt (siefiabelle 8), aus der die prozentuale
Ahnlichkeit zwischen den einzelnen Clustern ersicitist. Die Ordinate enthalt auRer der
Clusternummer noch den Namen der Uberwiegend irsedie entsprechenden Cluster
vorhandenen Spezies. Cluster 20 wurde, um einergfiteidung zwisched. israelii und A.
gerencseriaevornehmen zu konnen, in den Subclustern A, B/C Uhddargestellt. Die
Ubereinstimmungen reichen, abgesehen von der 1@0fAitpereinstimmung mit dem eigenen
Cluster, von 7% zwischen Cluster 20D und Clustebi8®1% zwischen Cluster 20A und Cluster
20B/C.

Die Naherung zwischen den einzelnen Clustern iie§9,47% der Falle bei weniger als 70%.
Hiermit konnte gezeigt werden, dass eine sichergéerdoheidung zwischen den einzelnen
Clustern und damit Spezies mdglich ist, und nueselUnterscheidungsprobleme durch zu hohe

Ubereinstimmungen vorliegen.

Die hochste Ubereinstimmung von 91% zwischen dewst€t 20A, welches den Hauptanteil
aller getestetenA.-israeli-Stamme enthalt und dem Cluster 20B/C, welches IsdmatA.
gerencseriaeenthalt, kommt durch das &hnliche Wachstums- ungt@#wechslungsverhalten
der beiden Spezies zustande. Sie unterscheidemaigitsachlich in der Verstoffwechslung von
L-Arabinose und dem eher fadigen Wachstum Aorsraeliiim Gegensatz zu dem eher in leicht

verzweigten Ketten wachsendangerencseria¢siehe 4.4. Tabelle 9).
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Tabelle 8

Naherungsmatrix AhnlichkeitsmaR nach Jaccard
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Cluster 1 1,00] 0,55 0,36 0,46 0,54] 0,44 0,48| 0,43| 0,52| 0,26| 0,42| 0,43| 0,36/ 0,39] 0,33] 0,44
Cluster 2 0,55| 1,00| 0,26] 0,41] 0,39| 0,40| 0,40| 0,45| 0,41] 0,32| 0,38| 0,53| 0,44| 0,56/ 0,40| 0,35
Cluster 3 0,36] 0,26] 1,00| 0,59| 0,65| 0,56| 0,53| 0,38| 0,40| 0,38| 0,48| 0,38| 0,30| 0,39] 0,33] 0,48
Cluster 4 0,46| 0,41] 0,59| 1,00| 0,48| 0,57| 0,54] 0,43| 0,45| 0,30| 0,48| 0,43| 0,35| 0,53| 0,38| 0,43
Cluster 5 0,54] 0,39| 0,65| 0,48| 1,00| 0,57] 0,65| 0,52| 0,43| 0,31] 0,50| 0,46| 0,35| 0,37] 0,42| 0,46
Cluster 6 0,44] 0,40| 0,56] 0,57] 0,57| 1,00] 0,62| 0,42| 0,44| 0,30| 0,36] 0,42| 0,35/ 0,38| 0,32] 0,38
Cluster 7 0,48| 0,40| 0,53| 0,54] 0,65| 0,62| 1,00] 0,37] 0,48| 0,28| 0,41] 0,32| 0,23| 0,33| 0,29| 0,42
Cluster 8 0,43] 0,45| 0,38] 0,43] 0,52| 0,42| 0,37] 1,00| 0,36/ 0,33| 0,39| 0,33| 0,39| 0,42| 0,35| 0,37
Cluster 9 0,52] 0,41] 0,40| 0,45| 0,43| 0,44| 0,48| 0,36| 1,00] 0,53| 0,42| 0,43| 0,50| 0,45| 0,38| 0,34
Cluster 10 0,26| 0,32] 0,38] 0,30| 0,31/ 0,30| 0,28] 0,33] 0,53| 1,00| 0,33| 0,41] 0,40| 0,35| 0,35| 0,23
Cluster 11 0,42| 0,38] 0,48| 0,48| 0,50| 0,36| 0,41] 0,39| 0,42| 0,33| 1,00| 0,52| 0,45| 0,55| 0,29| 0,32
Cluster 12 0,43] 0,53] 0,38| 0,43] 0,46| 0,42| 0,32] 0,33] 0,43| 0,41] 0,52| 1,00| 0,39| 0,50| 0,35| 0,37
Cluster 13 0,36] 0,44] 0,30| 0,35| 0,35| 0,35| 0,23] 0,39| 0,50| 0,40| 0,45| 0,39| 1,00| 0,60| 0,50| 0,23
Cluster 14 0,39| 0,56] 0,39| 0,53] 0,37/ 0,38| 0,33] 0,42| 0,45| 0,35| 0,55| 0,50| 0,60| 1,00| 0,44| 0,38
Cluster 15 0,33] 0,40| 0,33] 0,38] 0,42| 0,32] 0,29| 0,35| 0,38| 0,35| 0,29| 0,35| 0,50| 0,44| 1,00| 0,25
Cluster 16 0,44] 0,35| 0,48| 0,43] 0,46| 0,38| 0,42| 0,37] 0,34] 0,23| 0,32| 0,37] 0,23| 0,38| 0,25| 1,00
Cluster 17 0,30| 0,25| 0,39| 0,33] 0,38] 0,33] 0,31/ 0,26] 0,24] 0,20| 0,31] 0,36/ 0,19] 0,32| 0,22| 0,57
Cluster 18 0,28] 0,19] 0,32] 0,27] 0,31/ 0,31/ 0,29| 0,20| 0,15| 0,14| 0,33] 0,29] 0,22| 0,30| 0,17] 0,40
Cluster 19 0,30| 0,24] 0,46] 0,39| 0,43| 0,38| 0,34] 0,20| 0,23| 0,13| 0,42| 0,36] 0,23| 0,38| 0,21/ 0,39
Cluster 20A 0,32] 0,21/ 0,39| 0,38] 0,45| 0,34] 0,57| 0,25| 0,27/ 0,14] 0,26/ 0,22] 0,11/ 0,19] 0,19] 0,45
Cluster 20B/C 0,29| 0,18] 0,40| 0,39| 0,42| 0,35| 0,58| 0,22| 0,31/ 0,18] 0,26/ 0,22| 0,11/ 0,19] 0,19] 0,46
Cluster 20D 0,28| 0,16] 0,37] 0,27] 0,39| 0,31] 0,44] 0,24] 0,23] 0,14] 0,21/ 0,16] 0,10| 0,17] 0,21/ 0,36
Cluster 21 0,36] 0,25| 0,40| 0,44] 0,42| 0,39| 0,50| 0,26] 0,28| 0,14] 0,30| 0,26] 0,14| 0,26/ 0,26/ 0,43
Cluster 22 0,36] 0,29] 0,43] 0,35| 0,49| 0,35| 0,53| 0,26] 0,32] 0,22] 0,33] 0,30| 0,13] 0,21/ 0,18] 0,53
Cluster 23 0,41] 0,28] 0,67] 0,50| 0,61] 0,53| 0,56| 0,33] 0,40| 0,24] 0,42| 0,29| 0,28| 0,39| 0,26/ 0,56
Cluster 24 0,35| 0,24] 0,59| 0,48] 0,55| 0,57| 0,64] 0,32] 0,34] 0,19| 0,36] 0,24] 0,23| 0,29] 0,25/ 0,46
Cluster 25 0,25| 0,15| 0,43] 0,34] 0,45| 0,42| 0,41] 0,25] 0,24] 0,17] 0,29] 0,22| 0,14| 0,22| 0,16| 0,49
Cluster 26 0,39] 0,22] 0,43] 0,43] 0,45| 0,52| 0,55| 0,23] 0,38] 0,17] 0,35| 0,27] 0,21] 0,28| 0,28| 0,38
Cluster 27 0,26| 0,15| 0,42| 0,48| 0,30| 0,46| 0,40| 0,21] 0,35| 0,19| 0,27] 0,21] 0,24| 0,27| 0,27] 0,27
Cluster 28 0,29| 0,23] 0,57] 0,38] 0,46| 0,48| 0,47] 0,35| 0,38] 0,29] 0,35| 0,19] 0,22| 0,30| 0,25| 0,33
Cluster 29 0,22] 0,33] 0,27] 0,25| 0,22| 0,26] 0,24] 0,21] 0,25/ 0,19| 0,29| 0,35| 0,25/ 0,38| 0,22| 0,29
Cluster 30 0,23] 0,28 0,17] 0,20] 0,23] 0,22] 0,21/ 0,29] 0,41] 0,38] 0,24] 0,29] 0,36] 0,40| 0,31/ 0,21




63

Fortsetzung Tabelle 8

Naherungsmatrix AhnlichkeitsmaB nach Jacca  rd
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Cluster 1 0,30/ 0,28/ 0,30| 0,32] 0,29 0,28, 0,36| 0,36| 0,41 0,35| 0,25| 0,39| 0,26/ 0,29| 0,22] 0,23
Cluster 2 0,25/ 0,19| 0,24| 0,21 0,18 0,16 0,25| 0,29 0,28| 0,24| 0,15/ 0,22| 0,15/ 0,23| 0,33| 0,28
Cluster 3 0,39/ 0,32| 0,46/ 0,39| 0,40/ 0,37 0,40] 0,43 0,67 0,59/ 0,43/ 0,43/ 0,42/ 0,57/ 0,27/ 0,17
Cluster 4 0,33 0,27/ 0,39 0,38/ 0,39/ 0,27| 0,44| 0,35/ 0,50/ 0,48| 0,34{ 0,43/ 0,48/ 0,38| 0,25/ 0,20
Cluster 5 0,38/ 0,31/ 0,43/ 0,45| 0,42/ 0,39| 0,42| 0,49| 0,61 0,55| 0,45 0,45| 0,30/ 0,46/ 0,22 0,23
Cluster 6 0,33|0,31| 0,38 0,34| 0,35 0,31) 0,39] 0,35/ 0,53| 0,57| 0,42| 0,52| 0,46/ 0,48| 0,26| 0,22
Cluster 7 0,31] 0,29/ 0,34| 0,57| 0,58| 0,44/ 0,50| 0,53| 0,56/ 0,64| 0,41| 0,55/ 0,40/ 0,47 0,24/ 0,21
Cluster 8 0,26| 0,20] 0,20] 0,25| 0,22| 0,24 0,26 0,26| 0,33| 0,32| 0,25| 0,23| 0,21| 0,35/ 0,21| 0,29
Cluster 9 0,24/ 0,15/ 0,23/ 0,27| 0,31 0,23| 0,28| 0,32| 0,40( 0,34/ 0,24/ 0,38 0,35/ 0,38/ 0,25/ 0,41
Cluster 10 0,20/ 0,14/0,13| 0,14/ 0,18/ 0,14/ 0,14] 0,22/ 0,24/ 0,19/ 0,17/ 0,17/ 0,19/ 0,29 0,19] 0,38
Cluster 11 0,31 0,33/ 0,42| 0,26| 0,26/ 0,21 0,30| 0,33| 0,42| 0,36| 0,29| 0,35/ 0,27| 0,35/ 0,29| 0,24
Cluster 12 0,36/ 0,29| 0,36 0,22| 0,22| 0,16| 0,26| 0,30{ 0,29| 0,24| 0,22| 0,27| 0,21| 0,19| 0,35| 0,29
Cluster 13 0,19/0,22/0,23/ 0,11/ 0,11/ 0,10/ 0,14] 0,13/ 0,28/ 0,23| 0,14{ 0,21] 0,24/ 0,22| 0,25| 0,36
Cluster 14 0,32 0,30/ 0,38/ 0,19/ 0,19/ 0,17| 0,26 0,21| 0,39| 0,29| 0,22] 0,28| 0,27| 0,30/ 0,38| 0,40
Cluster 15 0,22/ 0,17/ 0,21| 0,19/ 0,19/ 0,21 0,26| 0,18| 0,26/ 0,25/ 0,16/ 0,28} 0,27| 0,25/ 0,22| 0,31
Cluster 16 0,57/ 0,40/ 0,39 0,45/ 0,46/ 0,36/ 0,43| 0,53| 0,56/ 0,46| 0,49| 0,38/ 0,27/ 0,33 0,29 0,21
Cluster 17 1,00 0,62 0,57| 0,31] 0,32| 0,31 0,28 0,35] 0,48| 0,38/ 0,46/ 0,33| 0,21) 0,32| 0,26| 0,27
Cluster 18 0,62| 1,00] 0,52| 0,26| 0,27| 0,22| 0,24 0,24{ 0,37| 0,36/ 0,39/ 0,31/ 0,19/ 0,22/ 0,15| 0,15
Cluster 19 0,57/ 0,52/1,00] 0,27 0,28/ 0,27| 0,35| 0,28| 0,45/ 0,43| 0,38| 0,38| 0,29| 0,32| 0,25/ 0,20
Cluster 20A 0,31} 0,26/ 0,27( 1,00/ 0,91 0,71 0,65| 0,63| 0,46/ 0,57| 0,51] 0,57/ 0,39/ 0,37/ 0,14| 0,08
Cluster 20B/C 0,32/ 0,27/ 0,28/ 0,91| 1,00 0,63| 0,62| 0,64| 0,47| 0,58| 0,53| 0,59 0,41/ 0,38/ 0,15| 0,12
Cluster 20D 0,31 0,22/ 0,27/ 0,71 0,63 1,00/ 0,53| 0,40/ 0,41/ 0,53/ 0,47 0,48/ 0,37| 0,44| 0,15/ 0,07
Cluster 21 0,28 0,24] 0,35/ 0,65| 0,62| 0,53| 1,00| 0,60{ 0,47| 0,54| 0,56/ 0,46/ 0,41| 0,34/ 0,18 0,09
Cluster 22 0,35| 0,24] 0,28 0,63| 0,64/ 0,40| 0,60] 1,00| 0,46/ 0,45| 0,55 0,35| 0,26/ 0,38| 0,16/ 0,14
Cluster 23 0,48/ 0,37/ 0,45/ 0,46/ 0,47/ 0,41/ 0,47/ 0,46/ 1,00/ 0,77 0,63| 0,52/ 0,41/ 0,48/ 0,21] 0,21
Cluster 24 0,38| 0,36/ 0,43/ 0,57| 0,58 0,53| 0,54| 0,45| 0,77|1,00| 0,66/ 0,59 0,50/ 0,42| 0,16/ 0,13
Cluster 25 0,46/ 0,39/ 0,38/ 0,51| 0,53/ 0,47| 0,56| 0,55/ 0,63| 0,66| 1,00 0,45 0,35/ 0,41/ 0,08/ 0,11
Cluster 26 0,33/ 0,31/ 0,38 0,57/ 0,59| 0,48, 0,46| 0,35| 0,52| 0,59| 0,45| 1,00/ 0,56/ 0,41] 0,14/ 0,10
Cluster 27 0,21 0,19/ 0,29/ 0,39/ 0,41 0,37/ 0,41 0,26| 0,41| 0,50 0,35| 0,56/ 1,00/ 0,33/ 0,09| 0,10
Cluster 28 0,32/ 0,22| 0,32/ 0,37/ 0,38/ 0,44| 0,34| 0,38| 0,48 0,42 0,41] 0,41| 0,33| 1,00| 0,24| 0,14
Cluster 29 0,26/ 0,15/ 0,25| 0,14| 0,15/ 0,15/ 0,18| 0,16/ 0,21/ 0,16| 0,08| 0,14/ 0,09| 0,24| 1,00] 0,21
Cluster 30 0,27/ 0,15/ 0,20 0,08/ 0,12| 0,07 0,09| 0,14{ 0,21] 0,13| 0,11] 0,10] 0,10 0,14/ 0,21| 1,00

Legende zu Tabelle 8:

Die Clusternummern am linken Seitenrand entsprechen den Clustern aus Dendrogramm Nr. 4;
die Speziesangaben am oberen Seitenrand entsprechen den Hauptvertretern aus den
entsprechenden Clustern.
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4.4, Validitatsprifung

Basierend auf der Auswertung von Dendrogramm Nrudde unter Verwendung des Jaccard-
Koeffizienten eine Wahrscheinlichkeitsmatrix entkalt (siehe Tabelle 9). Sie bezieht sich auf
den prozentual erwarteten positiven Testausgangseireststammes aus einem bestimmten
Cluster. Die in der Ordinate angegebenen Speziemmageben die hauptsachlich in diesem
Cluster vertretene Spezies wieder (analog zu 4Belle 8). Bei Single Member Clustern ist die
Aussagekraft in der Hinsicht eingeschrankt, dass enzelner positiver Testausgang schon

gleichzusetzen war mit 100%.

Um eine Aussage uUber die Validitdt des Testsysteaien zu kdnnen, wurden exemplarisch
einige Werte in Tabelle 9 in Grautdnen unterlegin \denen verlassliche Literaturangaben
vorlagen. Dunkel unterlegt sind die Felder, weldhet Referenzdaten zu einem negativen
Reaktionsausgang fuhren sollten, hell unterlegt die erfahrungsgemal einen positiven

Reaktionsausgang erwarten lie3en.
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Adonitol
L-Arabinose
Amygdalin
D-Arabitol
L-Arabitol
Cellobiose
Dextrin

meso- Erythritol

Fruktose
L-Fucose
Galaktose
Gentiobiose
Glukose
a-Methyl-D-
Glucoside
Glycerol
Inositol
Inulin
Laktat
Laktose
D-Lyxose
Mannitol
Mannose
Maltose
Melibiose
Melezitose
Raffinose
Rhamnose
Ribose
Salicin
Sorbitol
Sucrose
Trehalose
Xylose
Xylitol

Tabelle 9
Wahrscheinlichkeitsmatrix - Clusterzugehorigkeit na ch Dendrogramm Nr. 4
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0 100 0 0 0 0 0 0
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o o Lo o 0 0 0 0 100 O 0
0o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Indol




66

Fortsetzung Tabelle 9
Wahrscheinlichkeitsmatrix - Clusterzugehdérigkeit na ch Dendrogramm Nr. 4
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o c v o g - [} 2 o = o = 2
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1 1 1 1 1 1 1 1 1 O H N m
-« ™ <t T} © ~ © o — - — -
Katalase 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Na-Nitrat 0 0 100 0 80 100 50 0 0 0 0 0 0
Harnstoff 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0
Arginin 0 0 100 100 20 0 50 0 0 0 100 0 0
Askulin 0 0 100 100 80 60 100 100 0 0 0 0 0
Objekttrager-Praparat:
Kokkoide
Stabchen 100 100 0 0 0 80 0 0 0 0 0 100 0
Nicht verzweigt 0 0 100 100 80 60 0 100 0 0 100 0 100
Verzweigt 0 0 0 0 20 0 100 0 100 100 0 0 0
Faden 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kolonie makroskopisch:
<2mm 100 100 100 100 100 60 100 100 100 100 100 100 100
Weil3 100 O 100 100 100 100 100 0 100
Beige 0 0 0 0 0 0 0 0
Gelb-orange 0 0 0 0 0 0 0 0
Ungefarbt 0 100 0 0 100 60 100 100 100 100 100 100 100
Rau 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kolonie mikroskopisch:
Fadig-myzelial 0 0 0 0 0 0 50 0 0 0 0 0 0
Durchsichtig 100 100 100 0 80 0 0 100 100 100 100 100 100
Undurchsichtig 0 0 0 0 20 100 50 0 0 0 0 0 0
Granuliert 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
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Fortsetzung Tabelle 9
Wahrscheinlichkeitsmatrix - Clusterzugehérigkeit na ch Dendrogramm Nr. 4
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Adonitol 0 0 33 0 100 0 0 0 0 0 0 17 0
L-Arabinose 0 0 0 0 0 0 100 0 80 100 100 0 0
Amygdalin 0 0 0 0 0 0 89 100 0 100 100 0 0
D-Arabitol 0 0 100 0 0 0 100 57 40 0 100 0 0
L-Arabitol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cellobiose 0 0 0 0 0 0 100 100 80 100 100 0 50
Dextrin 100 100 100 O 0 0 100 100 100 100 100 100 100
meso- Erythritol | 0 0 33 0 100 O 0 0 0 0 0 0 0
Fruktose 100 0 100 100 100 100 =100 100 100 100 100 83 70
L-Fucose 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 83 80
Galaktose 0 0O 33 100 100 100 78 71 O 100 100 100 = 100
Gentiobiose 0 0 0 0 0 0O 100 8 0 100 100 O 10
Glukose 100 100 66 100 100 100 100 100 100 100 = 100 100 100
a-Methyl-D-
Glucoside 0 0 33 0 0 0 0 14 0 100 100 17 | 10
Glycerol 0 0 100 100 100 100 | O 0 0 0 100 O 10
Inositol 0 0O 100 0O 100 O 100 8 20 O 100 50 100
Inulin 0 0 0 0 0 0 33 29 20 0 0 83 90
Laktat 100 100 100 O 0 100 22 29 20 100 O 67 80
Laktose 0 0 0 0 0 0 100 86 20 100 | 100 67 70
D-Lyxose 100 0 100 0 0 0 100 71 0 100 100 17 30
Mannitol 0 0 100 100 100 0 100 57 80 0 0 0 10
Mannose 0 0 33 100 100 100 56 100 60 100 100 83 80
Maltose 0 0 66 0 0 0 100 100 60 100 @ 100 100 = 100
Melibiose 0 0 66 0 0 0 89 71 60 100 @ 100 67 100
Melezitose 0 0 66 0 0 0 0 43 0 100 @ 100 0 10
Raffinose 0 0 100 50 0 0 89 57 60 100 @ 100 100 100
Rhamnose 0 0 0 0 0 0 0 43 0 0 100 0 0
Ribose 100 0 100 100 100 100 @ 100 100 40 0 100 83 100
Salicin 0 100 0 0 0 0 100 100 100 100 100 0 40
Sorbitol 0 100 0 50 100 0 22 0 0 0 0 0 30
Sucrose 0 0 100 0 0 0 100 100 100 100 100 100 @ 100
Trehalose 0 0 33 0 0 100 100 100 60 100 @ 100 100 = 100
Xylose 0 100 100 O 0 0O 100 8 20 100 100 O 0
Xylitol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 O 0
Indol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Fortsetzung Tabelle 9
Wahrscheinlichkeitsmatrix - Clusterzugehdérigkeit na ch Dendrogramm Nr. 4

Q
E E = 7)) Q
2 3 3 5 5
° B c 2 % )
= > . . = < c N T =
o S o 0 = Q © o} [} = c o =
= Q — = [} a [} () —
s § 535 ¥ 8 & ©°o & ¢ & g B
a £ 3 a3 & 5 2 £ 2 3 © 2 &
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1 1 1 L=} 1 1 < m D 1 1 1 1
<t To) © ~CES ™ o o o o — N ™ <
- - q4 d @ - — N N N o ol s\ o
Katalase 100 0 100 100 100 100 0 0 0 100 0 100 0
Na-Nitrat 0 0 100 50 100 100 100 100 100 0 100 100 100
Harnstoff 0 0 66 50 100 100 0 0 0 0 0 33 50
Arginin 100 0 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Askulin 0 0 100 100 0 0 100 100 100 100 100 83 100
Objekttrager-Praparat:
Kokkoide
Stabchen 0 0 100 100 100 100 0 0 0 100 100 33 0
Nicht verzweigt | 100 100 0 0 100 100 0 0 0 100 0 50 100
Verzweigt 0 0 0 0 0 0 0 100 20 0 100 33 0
Faden 0 0 0 0 0 0 100 0 100 0 0 0 0
Kolonie makroskopisch:
<2mm 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 0 83 100
Weil3 0 100 100 100 0 100 100 100 100 100 100 100 100
Beige 0 0 100 100 100 0 0 0 50 0
Gelb-orange 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0
Ungefarbt 100 100 0 0 0 0 0 0 17 0
Rau 0 0 0 0 0 0 100 100 100 0 0 0 0
Kolonie mikroskopisch:
Fadig-myzelial 0 100 0 0 0 0 100 100 100 100 0 0 90
Durchsichtig 100 100 100 100 0 0 0 0 0 0 100 100 0
Undurchsichtig 0 0 0 0 100 0 100 100 100 100 0 0 100
Granuliert 100 100 100 100 100 0 0 0 0 0 100 100 50




Fortsetzung Tabelle 9
Wahrscheinlichkeitsmatrix - Clusterzugehdérigkeit na
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ch Dendrogramm Nr. 4

Adonitol
L-Arabinose
Amygdalin
D-Arabitol
L-Arabitol
Cellobiose
Dextrin

meso- Erythritol

Fruktose
L-Fucose
Galaktose
Gentiobiose
Glukose
a-Methyl-D-
Glucoside
Glycerol
Inositol
Inulin
Laktat
Laktose
D-Lyxose
Mannitol
Mannose
Maltose
Melibiose
Melezitose
Raffinose
Rhamnose
Ribose
Salicin
Sorbitol
Sucrose
Trehalose
Xylose
Xylitol
Indol
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100 100 100 100 0 0
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100 100 0 100 0 0
100 80 0 0 0 0
100 60 100 0 0 0
100 0 0 0 0 0
100 100 100 100 0 0
100 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
100 40 0 0 0 0
0 100 100 0 100 0
100 80 100 100 0 0
0 80 0 0 100 0
100 100 0 100 0 0
100 80 0 100 0 0
100 100 100 100 0 0
100 20 0 0 0 0
100 0 0 0 0 0
100 100 100 0 0 0
0 0 0 100 0 0
100 60 100 0 0 100
100 0 0 0 0 0
0 60 0 0 0 0
100 100 100 100 0 0
100 100 0 100 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
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Fortsetzung Tabelle 9
Wahrscheinlichkeitsmatrix - Clusterzugehdérigkeit na ch Dendrogramm Nr. 4

i £ IS Q
S a g 2 & 2
3 92 © § E ©
= 2 =2 =2 g d
< o < < < <
2 & N 8 g g
Katalase 100 | 0 0 0 0 100
Na-Nitrat 100 100 O 100 100 0
Harnstoff 100 20 0 0 0 0
Arginin 100 0 100 100 100 0
Askulin 100 |0 0 100 100 0
Objekttrager-Praparat:
Kokkoide
Stabchen 0 0 0 0 100 0
Nicht verzweigt | 100 100 100 100 0 0
Verzweigt 0 0 0 0 0 100
Faden 0 0 0 0 0 0
Kolonie makroskopisch:
<2mm 0 100 © 0 100 100
Weil 100 100 100 100 0 100
Beige 100 0 0 0 0 0
Gelb-orange 0 0 0 0 0 0
Ungefarbt 0 0 0 100 100 100
Rau 0 100 100 O 0 0 Literaturdaten zusammenqes_tellt aus:
Kolonie mikroskopisch: (Collins et al., 1993; Collins et al.,
. . 2000; Funke et al., 1995; Hoyles et
Fadig-myzelial ( o 100 100 o0 0 0 al., 2001c; Lawson et al., 1997;
Durchsichtig 0 0 0 100 100 100 Lawson et al., 2001a; Nikolaitchouk et
Undurchsichtig 100 100 100 O 0 0 al., 2000; Schaal, 1992a; Schofield
Granuliert 100 0 0 0 0 100 und Schaal, 1981)

Legende zu Tabelle 9:

Am linken Tabellenrand sind die verwendeten Testsubstanzen und die morphologischen
Eigenschaften aufgetragen. Das mikroskopische Objekttrager-Praparat wurde nach funf
Tagen Wachstum angefertigt: Verwendete Abkirzungen: ,Nicht verzweigt® (nicht verzweigte
Stabchen), ,Verzweigt* (leicht verzweigte oder in Ketten liegende Stabchen) und ,Faden” (stark
verzweigte und fadig ligende Stabchen); Kolonie makroskopisch  wurde nach funf Tagen
Wachstum bewertet: ,\Weil3", ,Beige”, ,Gelb-orange” und ,Ungefarbt* beschreiben die Farbe,
.Rau“ die Kolonieoberflache (von ,100“ abweichenden Werte beschreiben eine glatte
Kolonieoberflache); Kolonie mikroskopisch ~ wurde nach 48h Inkubation bewertet.

Die grau unterlegten Felder entsprechen den Referenzdaten mit den Zuordnungen: hell=positiv,
dunkel=negativ.
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Bis auf wenige Ausnahmen lasst sich klar erkenrgas die mit dem hier vorgestellten

Testsystem gewonnenen Daten mit den Referenzwiébeneinstimmen.

Die Reaktionen, die negativ sein sollten, entspraahehrheitlich diesem Kriterium (weniger als
50% verliefen positiv) mit Ausnahme dreier positiReaktionsausgéange if.-meyerCluster
(Ix 67%, 2x 50%). Gemessen an 118 dokumentiertent Referenzdatenlage negativer

Reaktionen, entspricht dies einer falsch-positiwalzhung von 2,54%.

Bei den Reaktionen, die positiv verlaufen solltegyab es insgesamt sieben abweichende
Ergebnisse. Bei 100 vorhandenen positiven Refereriew entspricht dies einer falsch-negativen

Abweichung von 7%.

Die Tabelle der Wahrscheinlichkeiten positiver Realsausfalle (Tabelle 9) stellt gleichzeitig
eine auf der Basis des hier entwickelten und gé&gmu¥erfahrens aufgestellte diagnostische
Tabelle dar, aus der leicht und zuverlassig Datenefn praktikables Identifizierungssystem

fermentativer Aktinomyzeten abgeleitet werden kdmne

Tabelle 9a zeigt beispielhaft, wie ein solcher nideierungsschliussel (unter der Pramisse 90-
100% positive Testergebnisse ,+“, 0-10% positivestéggebnisse ,-“ und 11-89% positive

Testergebnisse ,d“) aussehen kénnte.
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Tabelle 9a
Diagnostische Tabe lle

Act. schaalii

Arc. Pyogenes

A. odontolyticus

A. turicensis

Act. suis

A. funkei

A. marimammalium

Act. urinale

Arc. pluranimalium

Arc. haemolyticum

A. neuii ssp. anitratus

A. hordeovulneris

Adonitol
L-Arabinose
Amygdalin
D-Arabitol
L-Arabitol
Cellobiose
Dextrin
meso-Erythritol
Fruktose
L-Fucose
Galaktose
Gentiobiose
Glukose
a-Methyl-D-
Glucoside
Glycerol
Inositol
Inulin
Laktat
Laktose
D-Lyxose
Mannitol
Mannose
Maltose
Melibiose
Melezitose
Raffinose
Rhamnose
Ribose
Salicin
Sorbitol
Sucrose
Trehalose
Xylose
Xylitol
Indol
Katalase
Na-Nitrat
Harnstoff
Arginin
Askulin

o o | A. meyeri

o

o o o +

+ O O O 9

o O

++ + 2+ a0 + oA hyovaginalis

+
+
+
[

+
+

o QO
f
'
f
f
+

o +
o +

o o
'
+ Qo
'

+ | Arc. bernardiae

+ | A. europaeus

+ 2 | A. neuii Ssp. neuii

+ + Qo o

+ O 0 o o + + +

+

+ | A. slackii
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Fortsetzung Tabelle 9a

Diagnostische Tabelle
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Objekttrager-Praparat:
Kokkoide
Stabchen + o+ - - - d - - - - - + - - - + o+ o+ +
Nicht verzweigt | - - + + d d - + -+ -+ o+ o+ - -+
Verzweigt Y | - + - + o+ - - - - - - - - -
Faden - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Kolonie makroskopisch:
<2mm + + o+ o+ O+ + + + + + + + + + + 4+ + +
Weil3 + -+ o+ o+ + + - + - - - - - + + o+ - +
Beige - - - - - - - - - - - - - - - + o+ o+ -
Gelb-orange - - - - - - - - - - - - - - - - + -
Ungefarbt -+ - -+ d o+ o+ o+ o+ A+ o+ e - -
Rau - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Kolonie mikroskopisch:
Fadig-myzelial - - - - - - d - - - - - - - + - - - -
Durchsichtig + 4+ + - d - -+ o+ o+ o+ A+ o+ o+ o+ - -
Undurchsichtig | - - - - d + - - - - - - - - - - + -
Granuliert + 4+ 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ -
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Fortsetzung Tabelle 9a
Diagnostische Tabelle

A. israelii

A. howellii

A. urogenitalis

A. naeslundii

A. radicidentis

Act. massiliae

Adonitol
L-Arabinose
Amygdalin
D-Arabitol
L-Arabitol
Cellobiose
Dextrin

meso-Erythritol

Fruktose
L-Fucose
Galaktose
Gentiobiose
Glukose
a-Methyl-D-
Glucoside
Glycerol
Inositol
Inulin
Laktat
Laktose
D-Lyxose
Mannitol
Mannose
Maltose
Melibiose
Melezitose
Raffinose
Rhamnose
Ribose
Salicin
Sorbitol
Sucrose
Trehalose
Xylose
Xylitol
Indol
Katalase
Na-Nitrat
Harnstoff
Arginin
Askulin

+ + 9 4+ + + + Qo+

O+ + + +0a +

o

+ + + 0 + +

+ |A. gerencseriae

+ o0 + + 4+ o+

+ + oo o0 o0 + +Q0 000 0Q

o + +

+ + + + +

+ + +

+ + +

+ 4+ + + +

+ o+ o+ + + + + + +

o+ o+

o+ 4+

+ o+ + + o+ + o+

+ o+ o+ +

o |A. viscosus

+ + oo +

O 0 00 o 1 Qo

o + o

+

o + o + +

+ Q

+ O O

o 0 9o + +

+ + Q.

+

+ + o +

+ +

+ + + + +

+ 4+ o+ o+ o+

+ |P. propionicum

o

o + 0 + o a + Q

o o+

+ + Q.

 JA. graevenitzii

 JA. georgiae

+ JArc. phocae
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Fortsetzung Tabelle 9a
Diagnostische Tabelle

O
@ (%2} n e =
5 I s E 3 B8 g o
. & = £ 2 £ & © § & & 8
= c Ko} [} 3 = 2 2 > D %) o
% o = o)) 8 g O o (@) 5 © c
o ) ) e o S 2 = @ = Q
LD (@)] N -} > = — o (@] (@)] 6 o
< £ £ £ £ < < a < < < <
Objekttrager-Praparat:
Kokkoide
Stabchen - - + + d - - - - + )
Nicht verzweigt - - + - d + + + + + - -
Verzweigt - + - + d - - - - - - +
Faden + - - - - - - - - - - .
Kolonie makroskopisch:
<2mm + + + - d + - + - - + +
Weild + + + + + + + + + + - +
Beige - - - - d - + - - - - -
Gelb-orange - - - - - - - - - - - -
Ungefarbt - - - - d - - - - + + +
Rau + + - - - - - + + - - -
Kolonie mikroskopisch:
Fadig-myzelial + + + - - + - + + . . 3
Durchsichtig - - - + + - - - - + + +
Undurchsichtig + + + - - + + + - - -
Granuliert - - - + + + - - - - +
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4.5. Reliabilitatsprifung

Der Testfehlep, hier stellvertretend fur die Reliabilitat, das hedi® Stabilitat der Ergebnisse bei

Testwiederholungen, wurde anhand von zehn zufaliggewahlten Stammen bestimmt, welche
mehrmals hintereinander getestet wurden. Es wdatauf geachtet, dass die verwendeten
Testplatten bei ein und demselben Stamm nicht augldichen Produktionsreihe stammten, so
dass eine mdgliche Kontamination nicht als seridlkstfehler maskiert worden ist. Die Tabellen

10 bis 19 geben direkt die absoluten 100%igen Uhsimmmungen wieder.

Tabelle 10
A. gerencseriae - AL-507 v.CX /97
Testwiederholungen: 5

Positiv Frequenz Prozent Kumuliert
0 14 34,1 34,1
1 0 0 34,1
2 1 2,4 36,5
3 2 4,9 41,4
4 5 12,2 53,6
5 19 46,3 99,9
Total: 41 99,9
Testergebnis immer negativ: 34,10%
Testergebnis immer positiv: 46,30%
Ubereinstimmungen insgesamt: 80,40%
Tabelle 11

A. neuii ssp. anitratus - AL-1119°4/99
Testwiederholungen: 5

Positiv Frequenz Prozent Kumuliert
0 29 70,7 70,7
1 0 0 70,7
2 0 0 70,7
3 1 2,4 73,1
4 0 0 73,1
5 11 26,8 99,9
Total: 41 99,9
Testergebnis immer negativ: 70,70%
Testergebnis immer positiv: 26,80%

Ubereinstimmungen insgesamt: 97,50%
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Tabelle 12
A. viscosus - A-82 / LHMC Be 32
Testwiederholungen: 5

positiv Frequenz Prozent Kumuliert
0 19 46,3 46,3
1 2 4.9 51,2
2 1 2,4 53,6
3 0 0 53,6
4 4 9,8 63,4
5 15 36,6 100
Total: 41 100
Testergebnis immer negativ: 46,30%
Testergebnis immer positiv: 36,60%
Ubereinstimmungen insgesamt: 82,90%
Tabelle 13

A. howellii — NCTC-11637
Testwiederholungen: 5

positiv Frequenz Prozent Kumuliert

0 13 31,7 31,7

1 1 2,4 34,1

2 3 7,3 41,4

3 1 2,4 43,8

4 2 4.9 48,7

5 21 51,2 99,9

Total: 41 99,9

Testergebnis immer negativ: 31,70%
Testergebnis immer positiv: 51,20%

Ubereinstimmungen insgesamt: 82,90%

Tabelle 14

A. hordeovulneris - ATCC-35276
Testwiederholungen: 5

positiv Frequenz Prozent Kumuliert
0 25 60,9 60,9
1 4 9,8 70,7
2 0 0 70,7
3 2 4.9 75,6
4 1 2,4 78
5 9 22 100
Total: 41 100
Testergebnis immer negativ: 60,90%
Testergebnis immer positiv: 22,00%

Ubereinstimmungen insgesamt: 82,90%
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Tabelle 15
A. slackii - NCTC-11924
Testwiederholungen: 6

Positiv Frequenz Prozent Kumuliert

0 26 63,4 63,4

1 0 0 63,4

2 0 0 63,4

3 0 0 63,4

4 0 0 63,4

5 0 0 63,4

6 15 36,6 100

Total: 41 100

Testergebnis immer negativ: 63,40%
Testergebnis immer positiv: 36,60%

Ubereinstimmungen insgesamt: 100,00%

Tabelle 16

Actinobaculum suis - ATCC-33145
Testwiederholungen: 5

Positiv Frequenz Prozent Kumuliert

0 31 75,7 75,7

1 1 2,4 78,1

2 1 2,4 80,5

3 1 2,4 82,9

4 1 2,4 85,3

5 6 14,7 100

Total: 41 100

Testergebnis immer negativ: 75,70%
Testergebnis immer positiv: 14,70%

Ubereinstimmungen insgesamt: 90,40%

Tabelle 17

A. hyovaginalis - ATCC-51368
Testwiederholungen: 5

Positiv Frequenz Prozent Kumuliert
0 18 43,9 43,9
1 1 2,4 46,3
2 3 7,3 53,6
3 0 0 53,6
4 1 2,4 56
5 18 43,9 99,9
Total: 41 99,9
Testergebnis immer negativ: 43,90%
Testergebnis immer positiv: 43,90%

Ubereinstimmungen insgesamt: 87,80%
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Tabelle 18
A. turicensis - DSM-9169
Testwiederholungen: 5

Positiv Frequenz Prozent Kumuliert
0 27 65,9 65,9
1 0 0 65,9
2 1 2,4 68,3
3 6 14,6 82,9
4 5 12,2 95,1
5 2 4,9 100
Total: 41 100
Testergebnis immer negativ: 65,90%
Testergebnis immer positiv: 4,90%
Ubereinstimmungen insgesamt: 70,80%
Tabelle 19

Propionibacterium propionicum - Al-673 v.CX/97
Testwiederholungen: 5

Positiv Frequenz Prozent Kumuliert

0 26 63,4 63,4

1 1 2,4 65,8

2 2 4.9 70,7

3 1 2,4 73,1

4 2 4.9 78

5 9 22 100

Total: 41 100

Testergebnis immer negativ: 63,40%
Testergebnis immer positiv: 22,00%

Ubereinstimmungen insgesamt: 85,40%

Um auch einzelne Testabweichungen mit zu bertckgat wurden die Ergebnisse in einer
Wahrscheinlichkeitsmatrix zusammengestellt (si€hbelle 20). Die empirische Varianz s?
wurde nach der Formel

n _

s2=1(n- 1)~Zl(xi — X)?

1=

ermittelt. Der Testfehlgp wurde mit der Formel
p=%-(1-V1-4s?)

berechnet (Sneath und Johnson, 1972).



Tabelle 20
Berechnung des Testfehlers
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Adonitol

o

0

0

0

0

80

[N

00000

00000

00000

00000

00000

10000

0,0192234

L-Arabinose

0

0

100

0

100

0

00000

00000

00000

00000

00000

00000

Amygdalin

0

0

100

0

0

0

00000

00000

00000

00000

00000

00000

D-Arabitol

0

00000

L-Arabitol

0

00000

00000

00000

00000

0,0376778

Cellobiose

0

0

100

0

00000

00000

00000

00000

0

Dextrin

0

80

100

100

00000

10000

00000

00000

0,0884275

meso-

0

0

0

0

Erythritol

00000

00000

00000

00000

0

Fruktose

100

80

100

60

00000

10000

00000

11000

0,0884275

L-Fucose

0

100

0

0

00000

00000

00000

00000

0,0376778
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Galaktose

100

100

100

100

100

40

00000

00000

00000

00000

00000

00000

11000

0,0722799

Gentiobiose

100

0

0

100

0

00000

00000

00000

00000

00000

00000

00000

0

Glukose

100

100

100

100

100

100

100

00000

00000

00000

00000

00000

00000

00000

a-methyl-

60

0

0

60

0

D-Glucoside

11000

00000

00000

11000

00000

00000

00000

0,0722799

Glycerol

100

40

0

100

00000

00000

11000

00000

00000

00000

00000

0,0553633

Inositol

80

0

100

40

60

10000

00000

00000

11000

11000

00000

0,0884275

Inulin

80

0

100

0

10000

00000

00000

00000

00000

00000

0,0553633

Laktat

60

0

100

80

80

100

11000

00000

00000

10000

10000

00000

0,0884275

Laktose

100

0

80

100

100

00000

00000

10000

00000

00000

00000

0,0376778

D-Lyxose

100

0

20

100

40

00000

00000

10000

00000

11000

00000

0,0722799

[Mannitol

100

100

0

0

80

00000

00000

00000

00000

00000

10000

0,0192234

IMannose

100

100

80

100

60

100

00000

00000

10000

00000

11000

00000

0,0553633

[Maltose

100

0

100

100

60

80

00000

00000

00000

00000

11000

10000

0,0553633

[Melibiose

0

100

100

00000

00000

00000

00000

00000

00000

0,0192234

IMelezitose

80

0

0

100

10000

00000

00000

00000

00000

00000

0,0192234

Raffinose

100

100

100

100

00000

00000

00000

00000

00000

00000

0

Rhamnose

40

0

0

0

11000

00000

00000

00000

00000

00000

0,0553633
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Ribose

100

100

100

00000

00000

00000

00000

00000

0,0376778

Salicin

0

0

00000

000000

00000

00000

00000

0

Sorbitol

0

0

20

00000

00000

00000

10000

0,0192234

Sucrose

100

0

80

100

00000

0:0:0;0:0:0

00000

10000

00000

0,0376778

Trehalose

100

0

60

100

00000

00,0000

00000

11000

00000

0,0722799

Xylose

0

100

80

00000

0:0:0:0:0i0

00000

10000

00000

0,0192234

Xylitol

0

0

00000

000000

00000

00000

00000

0

Katalase

100

0

00000

00000

00000

00000

00000

Na-Nitrat

100

40

100

00000

0:0:0:0:0:

11000

00000

00000

0,0635331

Harnstoff

0

100

60

00000

0/0/0/0,0

00000

00000

11000

0,1038062

Arginin

100

0

00000

0:0:0:0:0i0

00000

00000

00000

0,0376778

Askulin

20

80

10000

000000

10000

00000

00000

0,0722799

Kokkoide

0

0

Stabchen

00000

100

000000

00000

00000

00000

0

Nicht

0

100

100

100

verzweigt

00000

0:0:0:0:0:0

00000

00000

00000

Verzweigt

100

0

00000

00,0000

00000

00000

00000

Faden

0

0

00000

00000

00000

00000

<2mm

100

100

100

100

100

00000

000000

00000

00000

00000

¢8
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Weild 100 0 0 100 0 100 0

00000000000000000000000000 0

00000

100

Beige 100 0 0 0 0 0

00000 00000000000000000000000000 0

Gelb-orange 0 0 0 0 0 0

00000 00000000000000000000 0

Ungefarbt 0 100 100 100 0 0

00000000000000000000000000 0

00000

Rau 0 0 0 0 0 100 0

00000000000000000000000000 0

00000

Fadig- 0 0 0 0 0 100 0

00000000000000000000000000 0

myzelial 00000

Durchsichtig 100 0 100 100 100 0 0

00000000000000000000000000 0

00000

Undurch- 0 100 0 0 0 100 0

00000000000000000000000000 0

sichtig 00000

Granuliert 100 100 100 100 100 0 0

00000000000000000000000000 0

00000

Gesamtsumme der Testabweichungen: 83
Gesamtanzahl an Einzelreaktionen: 2703
Empirische Varianz s2: 0,0294269

Testfehler p: 0,030348

Legende zu Tabelle 20:

Die Matrix teilt jedes Feld in eine obere und eine untere Etage. Die obere gibt die prozentuale Haufigkeit der bei der entsprechenden
Anzahl an Testwiederholungen (in der Ordinate mit angegeben) erhaltenen Ergebnisse an. Darunter befindet sich, zur Berechnung der

Varianz, die entsprechenden Einzelreaktionen im ,1/0“-Schema (,,1“ = Testabweichung, ,0“ = keine Testabweichung).

€8
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Bei 2703 Einzelreaktionen im Wiederholungsverfahdem zehn Teststamme aus den Spezies
Actinomyces gerencseriae, A. neuii ssp. neuii,igcogus, A. howellii, A. hordeovulneris, A.
slackii, Actinobaculum suis, Actinomyces hyovaggnal. turicensisund Propionibacterium
propionicumerrechnete sich ein Testfehler von 3,0%.

5. Diskussion

5.1. Miniaturisierte Testsysteme im Vergleich

Die hier vorliegende Arbeit beschaftigte sich mier dEntwicklung eines zuverlassigen
Nachfolgesystems zum bisher im Institut fir Medishe Mikrobiologie und Immunologie der
Universitdt Bonn benutzten Minitek®-System. Das \d®r Firma BD Microbiology Systems,
Baltimore, produzierte Identifizierungssystem furakBerien pruft mit Hilfe kleiner
Papierscheiben, auf denen die Nachweissubstanzlaaftht ist, zahlreiche physiologische
Leistungen der Bakterien. Dieses Verfahren erwiel als einfach zu handhaben, war zlgig
durchzufihren und zuverlassig in der Diagnosefigdg8chofield und Schaal, 1979b). Das
Minitek®-System wird heute nicht mehr hergestellt.

Die Tendenz der Industrie, immer kleinere Nachwaifahren zu entwickeln, geht, was die
Aktinomyzeten betrifft, sicherlich in die richtigRichtung. Holmberg und Nord (1975)
beschrieben die unginstigen Verhaltnisse von InokeGrofRe, Wachstumsgeschwindigkeit und
Nachweissubstrat bei dem von Slack und Gerenc8&5]lvorgestellten Makroverfahren. Doch
sto3t die Miniaturisierung dort an ihre Grenzen, @® unmdglich wird, eine homogene
Bakteriensuspension zu erzeugen, was sich bei esinctinomycesSpezies als nicht

unproblematisch erweist. Je kleiner die Reaktiomskar, desto gro3er wird die

Wahrscheinlichkeit, dass kleine, nicht suspendi8a&terienkonglomerate zu falsch-negativen

Ergebnissen fuhren.
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Unter Anwendung miniaturisierter Verfahren legtech&ield und Schaal (1981) einen
Meilenstein in der Taxonomie der Aktinomyzeten. Miarisierte Systeme schienen das
brauchbarste Nachweisverfahren flr fermentative indkbyzeten darzustellen, doch blieb
Minitek® das einzig zuverlassige, kommerzielle \&wrfen. Das APl 20 Anaerobier-System oder
das API 20 Strep-System wiesen eine sehr stariexamide Reproduzierbarkeit und Reliabilitat
bei der Identifizierung von fermentativen Aktinoneyzn auf (Schaal, 1992b). Das ebenfalls von
Schaal geprifte BioLog®-System der Firma Flow eswgch als nicht zuverlassig. Die
miniaturisierten, von der Firma Merlin hergestelltefaxa Profile C® und Taxa Profile E®
Systeme wurden als nur bedingt einsatzfahig fluktiiresche Routine eingestuft (Dahlen, 2004)
und sind dariber hinaus auch aufgrund der UberN&@hweisreaktionen extrem zeitaufwandig
in der Durchfihrung, solange sie nicht auf einektikable Zahl von notwendigen Reaktionen

verkleinert sind.

Aufbau und Ablauf des hier vorgestellten Testsystaind an eine Vorlage von Schaal (1992)
angelehnt: Bei diesem wurde das urspringlich vackSund Gerencser (1975) vorgeschlagene
Verfahren zum Nachweis fermentativer Aktinomyzetiéin konventionelle Mikrotiterplatten
modifiziert. Als Basalmedium diente damals eine offtycolat-Losung, die mit 0,2% Hefe-
Extrakt angereichert war. Die zu priufenden Zuckerden als 3%ige Losungen auf sterile
Filterpapierscheiben (BD) aufgebracht und danrmplyicsiert. Die mit Zuckern impragnierten
Filterpapierscheiben kamen auf den Boden einer dfilerplatte und wurden mit zwei bis drei
Tropfen des Basalmediums, in dem die Bakterienengprt wurden, betropft. Nach Inkubation
fur zwei bis drei Tage im Anaerobier-Topf wurde @éaureproduktion durch Auftropfen einer

0,2%igen Bromthymolblau-Losung nachgewiesen.

Im hier vorliegenden Test wurden die Zucker-impragen Filterpapierscheiben durch sterile
Flissiglésungen der einzelnen NachweissubstanzetzerUnter der Vorstellung, dass hierdurch
eine bessere Homogenisierung von Testsubstanz akterdgznsuspension gewébhrleistet sei,
erwartete man auch eine gréRere Reliabilitat inr&#chweis. Erganzt wurden die Basalmedien
noch durch Zugabe von Tween 80 und Vit, Km ein besseres Wachstum der Aktinomyzeten
zu ermd@glichen. Die Nachweissubstanzen wurden Aaetyse der Arbeiten von Schofield und
Schaal (1981), Dahlen (2004) und zahlreichen Esstimeibungen fakultativ anaerober

fermentativer Aktinomyzeten ausgewahlt, um mdoglichigle Schlisselreaktionen vertreten zu
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haben und auf Uberflissige Tests verzichten zu &sdnDas hier entwickelte Testsystem sollte
einfach zu handhaben und schnell durchzufuhren darVerlasslichkeit des Minitek®-Systems
aufweisen und dariber hinaus im besten Fall aucle genauere Charakterisierung der
Aktinomyzeten ermdglichen.

5.2. Probleme dieses Testsystems

Die Herstellung der einzelnen Testsubstanzen ersigtsals sehr zeitaufwéandig. Da die Zucker
hitzelabil sind, konnten die Losungen nicht autelde werden, sondern mussten einzeln per
Hand mit Hilfe von Bakterienfiltern sterilisiert waen. Die folgenden Arbeitsschritte mit

Beimpfen der Mikrotiterplatten mit den Testsubse&mznd Beschicken der 5ml-Flaschchen mit
dem Basalmedium fur die Bakteriensuspension wurei&ppenweise parallel wahrend der
Arbeitsdauer durchgefihrt, um nicht mit verunreieig oder durch Gefrierbrand veranderten
Substanzen arbeiten zu muissen. In einem industregljestellten, kommerziellen Verfahren

kénnten diese ersten Arbeitsschritte fir den Milotdgen entfallen und eine grol3e Zeitersparnis
bringen. Ubrig bliebe das Suspendieren der Baktdrie Basalmedium und das anschlieRende
Beimpfen der Mikrotiterplatten mit der darauf fotgken Inkubation und Auswertung, was an

zeitlichem Aufwand dem Minitek®-System gleich kdme

Das Suspendieren der Bakterien in den Basalmediéstiichen stellt weiterhin eine Hirde in
der Testkonstanthaltung dar, da genauestens dgeadhtet werden muss, eine homogene
Tribung zu erzielen. Dies lasst sich bei den setterschiedlich wachsendefxctinomyces
Spezies nicht immer einfach durchfihren. Die KadorvonA. israelii beispielsweise bilden sehr
krimelige und harte Konglomerate, die nicht leichiSuspension zu bringen sind. Erst durch
langeres Ruhren und vorsichtiges Ausstreichen aaschenrand l6sen sich die Bréckchen
langsam auf. Bei den weich wachsenden KolonienAromaeslundiist dies schon durch kurzes

Drehen der Impfése in der Suspensionslosung zickem.

Ein nicht zu unterschatzendes Problem stellt aueAdswertung des Testes dar, die subjektiv

auf der Grundlage des Farbumschlags des Indikatoteffen ist. Eindeutig negative Ergebnisse
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(tief grunfarben) und eindeutig positive (hellgebihd ohne weiteres dokumentierbar. Schwer
wird die Entscheidung bei den Ubergangsfarben dgeke bis hellgriin. Hilfreich ist es hier,
sich erst einen Uberblick Uber das Gesamtergebmidbeschaffen. Fehlen dem Testausgang
samtlich die hellgelben positiven Reaktionen, kanan die Schwelle flr einen positiven
Reaktionsausfall eher ins Grine verlagern. Dalbadies Orientierung an dem Reaktionsausgang
von Glukose, der ja bei diesen Bakterien positin sauss, im Vergleich zur Leerkontrolle
hilfreich.

Die wohl groRte Gefahr fehlerhafter Ergebnissedigsh bakteriellen Verunreinigungen. Und da
hier mit nahrstoffreichen Flussigkeiten und Basalime gearbeitet wird, ist die Gefahr einer
mikrobiellen Kontamination besonders grof3. Kon&aoJlbei denen die Nachweissubstanzen ohne
Bakteriensuspension dem Testverfahren unterzogedenylieferten aber wahrend der ganzen
Arbeitsdauer negative Ergebnisse fir VerunreinigingDie Basalmedien wurden ofter neu
angemischt und anschlieBend autoklaviert, so dasks hier Kontaminationen ausgeschlossen

werden konnten.

Teilweise ist es nicht einfach, aus angezichtet&tindmyzetenkulturen eine ausreichende
Tribung des Basalmediums zu erreichen. Xomaeslundii-oderA.-viscosuskolonien reicht es
aus, je zwei Brain-Heart-Infusion-Platten angelrghaben, um eine ausreichende Gesamtmenge
zu erzielen. Dasselbe gilt fur die meisten andeéxktinomyzeten einschliel3lich der wichtigen
Krankheitserreger A. israelii, A. gerencseriaeund Propionibacterium propionicum
Problematischer ist es bei den neueren beschrieligmezies, wie z.BArcanobacterium phocae,
Actinomyces suimastitidisder Actinobaculum massiliaeDiese bilden auch nach zehn Tagen
Bebriitung so dinne Kolonien, dass es schwer ist) aut sechs angelegten BHI-Platten eine
ausreichende Trubung zu erzielen. Je mehr Platterdiags abgeimpft werden mussen, desto

hoher ist auch die Gefahr der Verunreinigung.
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5.3. Testausfalle

Nach Abschluss des praktischen Teils der Arbeitdid, dass einige Testsubstanzen durchweg
negative oder nur in einzelnen Fallen positive Bngese zeigten. Zu diesen z&hlte Dulcitol (2
positiv/150), D-Fukose (0 positiv/1505-Methyl-D-Mannoside (1 positiv/150), Sorbose (1
positiv/150), D-Tagatose (1 positiv/150) und Narit3 positiv/150). Diese Substanzen wurden
in der Clusteranalyse nicht bertcksichtigt und wearchuch in der Wahrscheinlichkeitsmatrix

nicht mit aufgefuhrt.

Es muss entweder davon ausgegangen werden, dsish &gi diesen Substanzen um tatsachlich
nicht fir die Aktinomyzetendifferenzierung geeigneStoffe handelt oder dass bei der
Zusammenstellung der Testmedien ein Fehler unferlauist, der zu einer Nicht-

Verstoffwechslung der Substanzen flihrte. Mdglicimrkauch eine zeitabhé&ngige chemische
Zerstorung der Testsubstanzen sein, wie es beo&ambekannt ist. Zu klaren ware die Frage, ob
diese Testsubstanzen nur bei Aktinomyzeten eingativen Testausgang bewirken und somit

dazu beitragen kdnnten, Aktinomyzeten von ander@itu@gen zu unterscheiden.

Aufgrund des Unvermégens, eine ausreichend dichtdeBensuspension zu erzielen, konnten
beim Test vonA. suimastitidisnur negative Kohlenhydratverstoffwechslungen azxdgehnet
werden. Die Spezies wurde deshalb nicht in dert@lasalyse aufgefiihrt. Ahnliche Probleme,
eine ausreichende Tribung zu erzielen, wiesen dwezi€s Actinobaculum massiliae,
Arcanobacterium phocaand A.-haemolyticumauf. Da hier aber immer noch einige deutlich
positive Reaktionsausgange zu verzeichnen warergemuliese Spezies mit in die Auswertung

einbezogen.

5.4. Bedeutung der Ergebnisse

Sowohl die Ergebnisse der Clusteranalyse, die Rgifier Reliabilitat durch Bestimmung des
Testfehlers mit Wiederholungstests und die Prufuley Validitat belegen, dass das hier
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vorgestellte Verfahren eine moégliche AlternativerzMinitek®-System darstellt. Der Testfehler
lag mit 3,0% im tolerablen Bereich und die Clustatgse liel3 eine Aufteilung in spezies-

spezifische Cluster zu.

5.4.1. Die Koeffizienten der Clusteranalyse

Zur Auswertung der Clusteranalyse wurden zwei Kpeffiten herangezogen: Der Jaccard- und
der Sy-Koeffizient; beide unter Verwendung des Averagakhge Clustering Verfahrens. Der
Jaccard-Koeffizient beriicksichtigt in der Auswegumur die Ubereinstimmungen in positiven
Ergebnissen, wahrend beim gy=Koeffizienten sowohl positive als auch negative

Testubereinstimmungen in die Auswertung mit eingeroverden.

Eine Fehlerquelle beim hier vorgestellten Testsystie vor allem auf das Wachstumsverhalten
der Aktinomyzeten zurtickzufuhren ist, liegt in emalicht-Verstoffwechseln einer Testsubstanz,
die eigentlich umgesetzt werden sollte (siehe 5.4a@8sch-negative Ergebnisse: 7%). Dieses
Problem, dass vor allem bei einer Konglomeratbitgdun der Reaktionskammer bei nicht
ausreichender Homogenisierung der Bakteriensusperggschehen kann, tritt bei sdmtlichen
miniaturisierten Verfahren auf. Es kommt weit hgef vor als die falsch-positiven Ergebnisse,

die mit einer Haufigkeit von 2,54% wesentlich sedesind.

Falsch-positive Ergebnisse entstehen vor allemhdom&robielle Kontamination, sei es nur einer
einzelnen Reaktionskammer, oder der ganzen Baktrgpension. Mit Dendrogramm Nr. 4
konnte gezeigt werden, dass die ausschlieRlich@cRsichtigung Ubereinstimmend positiver
Reaktionsausfalle zu einem sehr guten Ergebnid.fhe Dendrogramme Nr. 2a und Nr. 2b,
unter Verwendung des s@Koeffizienten angefertigt, zeigen ein nicht so |ldra

Clusterungsergebnis. Dies lasst sich durch die @&sithtigung negativer Ubereinstimmungen
erklaren. Dennoch ist auch hier, bis auf wenigenahsnen, eine clusterspezifische Aufteilung

bis auf Speziesebene maoglich.
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5.4.2. Bedeutung der morphologischen Merkmale

Die sechs angefertigten Dendrogramme besitzen aithdie gleiche Aussagekraft wie das zur
Demonstration der Wabhrscheinlichkeitsmatrix herangene Dendrogramm Nr. 4. Deutlich
konnte demonstriert werden, wie wichtig die wenigBaten zur Morphologie fir die
Charakterisierung bis auf Speziesebene sind. Diedidgramme Nr. 1a, Nr. 1b und Nr. 3
wurden ohne, die Dendrogramme Nr. 2a, Nr. 2b und Hr mit Zuhilfenahme der
morphologischen Ergebnisse angefertigt. Wie erwdieéen die Ergebnisse bei Nr. 1a, Nr. 1b
und Nr. 3 erkennbar schlechter aus.

Beim Dendrogramm Nr. 3 musste die Cluster-Trenndicteon bei RDCC 8,9 gesetzt werden, um
nicht zu grof3e und undefinierte Cluster zu erhalfeatzdem befindet sich beispielsweise Aer
israelii-Stamm AL-357/00 als Single Member Cluster am ntich@an demA.-hyovaginalis-
Hauptcluster 11. AnA\.-israelii/gerencseria¢lauptcluster 19 befindet sich d&r urogenitalis —
DSM 15434 und deA. neuii ssp. neuii B-1616 wird mit demA. hordeovulneris ATCC-35275

zum Cluster 29 zusammengefasst.

Werden nun, wie im Dendrogramm Nr. 4, die 14 molpfischen Merkmale in die Auswertung
mit einbezogen, werden alle diese AusreiRer in egedrdnetere, den taxonomischen
Gegebenheiten entsprechendere, Aufreihung gefDBrtA.-israeli-Stamm AL-357/00 befindet
sich nun imA.-israelirHauptcluster 20, dem. urogenitalis— DSM 15434 wird ein eigenes
Cluster 22 zugeteilt und\. hordeovulneris ATCC-35275 bekommt ein eigenes Cluster 19.

Ahnlich verhalt es sich bei den beiden ersten Degrdimmen: Im Dendrogramm Nr. 1a sind die
A.-meyeriTeststamme beispielsweise tber die Cluster 1,d7 lhverteilt, defP. propionicum
Al-673/96 bildet zusammen mit einerA. georgiae das Cluster 16 und dié\.-israelii/

gerencseria€l eststamme sind Uber vier benachbarte Clusteeiitert

Unter Bertcksichtigung der morphologischen Merkm@endrogramm Nr. 2a) werden ake
meyeri in Cluster 1 zusammengefassf. propionicum - Al-673/96 wird in das
PropionibacteriumHauptcluster 18 einsortiert und dfe-israelii/gerencseriasstamme finden

sich in nur noch zwei Clustern wieder.
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5.4.3. Auswertung der Dendrogramme

Betrachtet man nun die drei Dendrogramme Nr. 2a, 2r und Nr. 4 (alle inklusive der
morphologischen Merkmale) néher, féallt zum einef) dass die Trennlinie beim Dendrogramm
Nr. 4 spater gesetzt werden konnte (bei 12,5 ime@sgtz zu 11,5 beim Dendrogramm Nr. 2a
bzw. 10,5 bei Dendrogramm Nr. 2b). Es entstand ejptmale Anzahl an Clustern (30 im
Vergleich zu 26 im Dendrogramm Nr. 2a bzw. 35 imn@@gramm Nr. 2b), was die fur diesen
Test bestmdgliche Gruppenbildung darstellte. Di&ldung liegt in der Verwendung des
Jaccard-Koeffizienten, der negative Testlubereimstimgen vernachlassigt. Wenn man durch
sauberes Arbeiten und strenge Kontrollen die Gediter Verunreinigung ausschlief3t, kdnnen
nur noch falsch-negative Testergebnisse die Auswgrinegativ beeinflussen. Diese kdnnen
durch zu dunne Beimpfung der Nachweiskammer ergsteloder durch ungeniigende
Homogenisierung der Bakteriensuspension. Solchativen Testausgange flie3en aber beim
Ssu-Koeffizienten (Dendrogramme Nr. 2a und Nr. 2b) mitdie Wertung ein, wenn sie zu
falschen Ubereinstimmungen fiihren, und tragen stenu schlechteren Auftrennungsergebnis in

diesen Dendrogrammen bei.

Dendrogramm Nr. 4 zeigt in beeindruckender WeiseGQlusterung der 31 verschiedenen Spezies
in 30 unterschiedliche Cluster. Das Cluster 20, chves séamitlicheA.-israelii- und A.
gerencseriae&stamme enthalt, liel3 sich zwar in vier Untergruppafteilen, doch gelang es nicht,
die beiden Spezies klar voneinander zu trennenbBigenA.-gerencseriaé€luster 20 B und 20

C werden von der.-israelii-Clustern 20 A und 20 D umgeben. Dies liegt zuneeian der
singularen Schlisselreaktion L-Arabinose, die bénagetesteterA.-gerencseria&Stammen
negativ ausfiel. Zum anderen kann dies dadurchéeriderden, dass das Subcluster 2D
israelii-Stamme enthalt, die insgesamt einen schwacherativpasReaktionsausgang zeigten,
als die anderen in Cluster 20 A. Dies wiederumtIgiet auf die schwierige Homogenisierbarkeit

derA.-israeli-Stamme im Suspensionsmedium zurickfihren.

Alle im Cluster 20 D (Dendrogramm Nr. 4) subsungarileststimme bilden im Dendrogramm
Nr. 2a ein eigenes Cluster 23. Wie schon erwdhmamgelt es sich vermutlich um schlechter

gewachsend .-israeli-Stamme als die anderen. Somit kommen falsch-neg&tigebnisse mehr
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zum Tragen, werden im Dendrogramm Nr. 2a mitberngbkigt und fihren zu einer separaten

Clusterbildung (siehe aber auch weiter unten).

Wenn nun die Clusteranalyse anscheinend die befgeziesA. israelii und A. gerencseriae
nicht auseinander halten kann, so lassen sie &iadteh Untersucher doch per definitionem sicher
anhand der Schlisselreaktion L-Arabinose trennem &n einzelner Wert bei der
computergestutzten Clusteranalyse aber im Gesamimht so stark auffallt, resultiert hieraus
die Ungenauigkeit in der Diskriminierung zwischeesgén beiden Spezies.

Es gibt aber auch Anzeichen dafir, dass die befjeziesA. israeliiundA. gerencseria@och

immer heterogen sind: Daflr spricht eine gewiss®legische Heterogenitat, und auch die
bisherigen 16S rDNA-Sequenzdaten zeigen keine beserHomogenitat dieser Spezies. Hier
sind deshalb weitere physiologische, morphologisaineé phylogenetische Untersuchungen
erforderlich, um eine endgiltige Klarung der taxmmschen Struktur dieser Gruppe

fermentativer Aktinomyzeten zu erreichen.

5.4.4. Reliabilitat und Validitat

Um die Stabiliat der Ergebnisse bei wiederholtestderchfihrung zu tberprifen, wurden zehn
zufallig ausgewahlte Teststimme mehrmals hintenei@iagetestet. Das Ergebnis, welches in 4.5.
ausfuhrlich dokumentiert ist, belegt eindeutig, dasit einer Fehlerquote von 3,0% eine

Zuverlassigkeit vorliegt, auf die man sich aus emschaftlicher Sicht verlassen kann.

Um die Validitat des Testsystems zu demonstriesenrden exemplarisch einige bekannte
Referenzdaten zu den physiologischen Leistungerfaiterentativen Aktinomyzeten direkt auf
die erhobenen Daten der Wahrscheinlichkeitsmatfiabélle 9) projiziert. Bis auf wenige
Ausnahmen lasst sich klar erkennen, dass die mithder vorgestellten Testsystem gewonnenen

Daten mit den Referenzwerten tbereinstimmen.
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Die falsch-positiven Ergebnisse, die als schweraneigre Probleme anzusehen sind, liegen mit
2,54% weit im Bereich des Tolerablen und belegen siéh alleine genommen schon die

Zuverlassigkeit des Testsystems.

Die falsch-negativen Ergebnisse, die mit 7% hochcleeinen, missen aber unter dem
Gesichtspunkt betrachtet werden, dass diese Emgbnidurch ein schlechteres
Bakterienwachstum verschiedensten Ursprungs hesuwgign worden sein konnen. Eine
Konglomeratbildung in der Reaktionskammer, einda@ne Sauerstoffkonzentration wahrend der
Testzeit durch Sauerstoffeinschluf3 in den Mikropik&ten oder zu dinne Beimpfung kénnen
maogliche Ursachen darstellen. Die Ergebnisse sjpiegiso nicht in jedem Fall ein nicht

funktionierendes Testsystem wieder, sondern zegjperweiteres Mal die diffizile Handhabung

der Aktinomyzeten auf. Die falsch-negativen Ergebai sollten aus diesem Grund in der
Bewertung des Testsystems eine nicht zu grof3e Rpllden, sondern nur im Vergleich mit

anderen Systemen, die die selben Problemfeldereggdw, betrachtet werden.

5.4.5. Diagnostische Tabelle

Basierend auf der Auswertung von Tabelle 9 (siel#) Avurde eine Diagnostische Tabelle
entwickelt (Tabelle 9a), welche es ermdéglicht, axthaer drei Kriterien ,+ / - /d* zwischen

verschiedenen Spezies zu unterscheiden. Identifimsschltssel in dieser Art sind von grol3er
praktikabler Bedeutung fur die tagliche mikrobidkimhe Arbeit. Positive und negative
Reaktionsergebnisse verschiedener Spezies liegeenemander und kénnen so im direkten

Vergleich zum Ergebnis fuhren.

Testausgange, die iR90% positiv verliefen (,+%), lassen sich einfachrnvd@estausgangen,
welche in<10% positiv verliefen (,-“), unterscheiden. Schiéissaktionen, wie zum Beispiel L-
Arabinose zur Differenzierung zwischeh israelii und A. gerencseriae kénnen in dieser
Tabelle ebenso wiedergefunden werden, wie auchvoiken ,d“-Testausgéange, die einer
positiven Reaktion in 11-89% entsprechen. Da dsrsicht um konstant positive (oder negative)

Ergebnisse handelt, sind sie in der Praxis zuri8pa@zagnostik von zweitrangiger Bedeutung. Zu
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bestehenden Diagnostiktabellen bietet die hier iekelte Tabelle eine umfangreiche Erganzung,
nicht zuletzt deshalb, da oft neuere Spezies inAlglistungen fehlen oder nicht so umfangreich

getestet wurden.

5.4.6. Ausblicke

Das hier vorgestellte Testverfahren zahlt offerttcih zu den besten und sichersten
routinemaRig einsetzbaren Systemen zur Aktinomyzgdgnostik. Die  globale
Vernachlassigung der Aktinomykosen und deren Erreger Aktinomyzeten, und der Drang,
Forschungsgelder fir molekularbiologische Idengfiangsverfahren zu investieren, haben dazu
gefuhrt, dass heute kein vergleichbar sicheregjnemallig einsetzbares Identifizierungssystem

fur Aktinomyzeten auf dem Markt ist.

Die im Rahmen dieser Dissertation erarbeitete M#ithazum Aufbau und Ablauf des
Testverfahrens stellt eine grof3e zeitliche Inandprehme von medizinischem Personal dar,
wenn samtliche Arbeitsschritte durchlaufen werderssen. Es ware winschenswert, wenn die
Herstellung der Testsubstanzen und die Beflllung M#rotiterplatten mit diesen in einem
industriellen Verfahren durchgefuhrt wirden. Tidéfgeen oder gegebenenfalls lyophilisiert
sollten diese kommerziell erwerblich sein und ineferumfang des Weiteren fertige Flaschchen

fur die Bakteriensuspension enthalten.

Die Diagnostik der fermentativen Aktinomyzeten Istethon von vorn herein ein schwieriges
Problem in der mikrobiologischen Diagnostik dar. i¥ddin wird es Spezialisten bzw.
spezialisierten Zentren vorbehalten sein, Aktinoetgmdiagnostik zu betreiben. Die hohen
Anforderungen an N&hrmedien, Sauerstoff- und ,-GéXtigung, die langsame
Wachstumsgeschwindigkeit und die grol3e Gefahr demunfeinigung bilden nur die ersten
Hurden auf dem Weg der Diagnosesicherung. Istrfiidgeeiche Isolierung einer Reinkultur aber
gelungen, kann mit dem hier prasentierten Testsysti@e sichere Speziesdiagnostik innerhalb

von zwei bis neun Tagen erfolgen.
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6. Zusammenfassung

Die hier vorgelegte Arbeit beschaftigte sich mitr d@/eiterentwicklung eines fur die
Aktinomyzetendiagnostik einsetzbaren Testverfahrelms Eigenarbeit wurde ein System
entwickelt, welches auf miniaturisierter Verfahremesse, dhnlich dem Minitek®-System, eine

Aktinomyzetendiagnostik bis auf Speziesebene etlaub

Das Testsystem verflugt Uber 46 Nachweisreaktionelthe als flissige Reagenzien fur den Test
zur Verfugung stehen. Zu diesen Reaktionen zahterftinzelnen die Saureproduktion aus 39
Kohlenhydraten, Nitrat- und Nitritreduktion, Harat Arginin- und Askulinverstoffwechslung,

Indol- und Katalasenachweis. Die Testsubstanzedewerweiprozentig angemischt und in einer

Menge von je 128 in die Kavitaten einer Mikrotiterplatte gefullt.

Der Test beginnt mit der Anzichtung einer ausreideae Menge an Bakterien, welche in einem
flissige Thioglycolat-Losung enthaltenden Flaschchigsspendiert werden, bis eine gleichméaRige
Tribung entsteht. Die Bakteriensuspension wird iemhédltnis 1:1 (Gesamtmenge 26H0in die
Reaktionskammern der mit Nachweissubstanzen bdstiuckikrotiterplatte gefillt und 48
Stunden bei 36°C 1°C inkubiert. Die Auswertung erfolgt optisch aarnd des Farbumschlags
nach Zugabe von entsprechenden IndikatorlésungenDDrchfiihrungsdauer beléauft sich nach
Erhalt einer Reinkultur auf zwei bis neun Tage,ckeldie Bakterienakquirierung (bis zu sieben

Tage) und Testinkubation (zwei Tage) mit einscldrel3

Erganzt wird die Ausssagekraft der Ergebnisse duteh Einbeziehung morphologischer
Merkmale, welche in der mikrobiologischen Aktinoreyen-Diagnostik — ganz gleich welches

Verfahren angewandt wird — in jedem Fall erfolgelits.

87 verschiedene Teststamme aus der Stammsammlusag Irdituts fir Medizinische
Mikrobiologie und Immunologie der Universitat BoRkamen bei der Testprifung zum Einsatz.
Sie bildeten in ihrer Gesamtheit eine speziesUbdegde, repréasentative Auswahl der

verschiedensten Aktinomyzeten.
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Durch Clusteranayse wurden die Ergebnisse ausgevwerd die gewonnenen Daten in Form von
Dendrogrammen bildlich dargestellt. Die Unterschietivischen den Dendrogrammen mit -
beziehungsweise ohne - Berlcksichtigung morphaotbgis Merkmale belegten die Wichtigkeit
dieser einfach zu gewinnenden Daten. Auch unteiffikentenwechsel konnte gezeigt werden,

dass es maglich ist, bis auf Speziesebene zu eliftézren.

Die Reliabilitat, durch Wiederholung zuféllig ausgehter Teststdmme errechnet, wies einen
Testfehler von 3,0% auf. Die Validitat der Ergelseisvurde durch Vergleich mit bestehenden

Referenzwerten bestimmt und eine falsch-positivi@won 2,54% bestimmit.

Hierdurch konnte gezeigt werden, dass sich diesételingen als erfolgreich herausstellten. Zum
einen erwies sich die Differenzierungsgenauigkegt @lestsystems als hoch genug, zum anderen
waren Durchfihrungsdauer und Handhabung mit demitdki®-System vergleichbar und

deshalb &quivalent routinemafig einsetzbar.

Wilnschenswert ware ein industrielles Verfahren,cived die Herstellung der Testsubstanzen
und die Beflllung der Mikrotiterplatten mit diesemschliel3t. Tiefgefroren oder gegebenenfalls
lyophilisiert sollten diese kommerziell erwerbliskhin und im Lieferumfang des Weiteren fertige

Flaschchen fur die Bakterensuspension enthalten.
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7. Tabellenanhang

Im Folgenden werden die Nr.1-4 voejlest Da die

Stammidentifizierung wegen einer eingeschranktemstebungsbreite des ,Case Label” nur

Dendrogramme genaue

anhand der ,Case Num® mdglich ist, werden die eindestimmten Bakterienstamm

zugeordneten Nummern in Tabelle 21 aufgelistet.

Tabelle 21

Im Dendrogramm verwendete Stamm-Nummern
1 A. israelii IMMIB D-1231 43 A. viscosus IMMIB AL-1267 (99)
2 Al sraelii IMMIB D-1501 44 A. bovis ATCC-13683
3 A. israelii IMMIB AL-640 (97) 45 Arc. pyogenes ATCC-19411
4 Al israelii IMMIB AL-181'1 /97 46 A. howellii NCTC-11636
5 A. israelii IMMIB AL-174 '3 (3/94) |47 A. hordeovulneris ATCC-35275
6 A. israelii IMMIB AL-460 48 A. graevenitzii CCUG-27294
7 A. israelii IMMIB D-1564 49 Arc. bernardiae DSMZz-9152
8 A israelii IMMIB AL-315 11/97 50 A. odontolyticus IMMIB AL-305 /04
9 A israelii IMMIB D-909 51 A. odontolyticus IMMIB AL-355'1 (96)
10 A.israeli IMMIB AL-464 (5/97) 52 A. odontolyticus IMMIB D-1244
11 A.israeli IMMIB AL-105 /99 53 A. odontolyticus IMMIB AL-557(00)
12 A.israelii IMMIB AL-357/00 54 A. odontolyticus ATCC-17929
13 A.israeli IMMIB AL-8241(1/97) |55 A. slackii NCTC-11923
14 A. georgiae IMMIB AL-1394 1/95 56 Act. suis ATCC-33144
15 A. naeslundii (atyp.) IMMIB AL-131 (97) 57 Act. suis DSMZ-20639
16 A. naeslundii ATCC-12104 58 A. hyovaginalis DSMZ-10695
17  A. naeslundii IMMIB D-1531 59 A. hyovaginalis IMMIB D-1263
18 A. naeslundii IMMIB AL-679 (96) 60 A. hyovaginalis ATCC-51367
19 A. naeslundii IMMIB D-1197 61 A. europaeus IMMIB D-1886
20 A. naeslundii IMMIB AL-535v. CC/96 |62 A. turicensis IMMIB D-1678
21  A. naeslundii IMMIB D-1320 63 A. turicensis DSMZ 9168
22 A. naeslundii (atyp.) IMMIB AL-157 /93 64 Prop. propionicum IMMIB AL-673(96)
23 A. naeslundii WVU 398 (A-62) 65 Prop. propionicum IMMIB D-1385
24 A. naeslundii IMMIB D-1980 66 Prop. propionicum IMMIB D-1735
25 A. gerencseriae IMMIB AL-837 (97) 67 Prop. propionicum IMMIB AL-117 (00)
26 A. gerencseriae IMMIB AL-363 (kl./97) |68 Prop. propionicum IMMIB D-1976
27 A. gerencseriae IMMIB AL-507 v. CX/97 |69 A. meyeri IMMIB D-1547
28 A. gerencseriae IMMIB AL-749 1I'6(97) |70 A. meyeri IMMIB D-1436 (Hutform)
29 A. gerencseriae IMMIB AL-234 (1/97) 71 A. meyeri IMMIB D-1436 (Kuppelf.)
30 A. gerencseriae IMMIB D-1470 72  A. meyeri IMMIB D-1251
31 A. gerencseriae ATCC-23860 73 A. meyeri IMMIB D-1568
32 A. gerencseriae IMMIB AL-304 (97) 74  A. meyeri IMMIB D-1035
33 A. neuii ssp. neuii IMMIB D-1616 75 A. urogenitalis DSMZ-15434
34  A. neuii ssp. neuii DSMz-8576 76 Act. schaalii CCUG-27420
35 A. neuii ssp. neuii IMMIB D-1311 77 Act. urinale CCUG-46093
36 A. neuii ssp. neuii IMMIB D-1572 78 A. radicidentis DSMZ-15433
37 A. neuii ssp. neuii IMMIB AL-1132 11/94 79 Act. massiliae CIP - 107404
38 A. neuii ssp. anitratus  IMMIB AL-1119 (98) 80 A. funkei CCUG-42773
39 A.viscosus LHMC Be 32 (A-82) 81 A. marimammalium DSMZ-15383
40 A. viscosus IMMIB AL-485'3 (3/95) |82 Arc. pluranimalium CCUG-42575
41  A. viscosus ATCC-15987 83 Arc. phocae DSMZ-10004
42  A.viscosus IMMIB AL-804'1 (1/97) |84 Arc. haemolyticum DSMZ-20595
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7.1. Dendrogramm Nr.1a Simple-Matching-Koeffizient
Dendrogram using Average Linkage (Between Groups) Trennlinie 11,5 RDCC
Rescaled Dista nce Cluster Combine
CASE 0 5 10 15 20 25 CLUSTER
Label NUM +-------- I +- J---+ + +

Arc. pyogenes - ATTC 45

2
A. turicensis - D-16 62
A. suis - ATCC-33144 56 2
A. suis - DSM-20639 57 J
Act. urinale - CCUG- 77 6
A. graevenitzii- CC 48 A
A. funkei - CCUG 427 80 8

. meyeri - D-
A. meyeri - D-1035 74 :’—}—
A. meyeri - D-1568 73 10
A. turicensis - DSM- 63

A. neuii ssp. neuii 33
A. hordeovulneris - 47 —l 12
A. neuii ssp. anitra 38
A. slackii - NCTC-11 55
A. neuii ssp. neuii 34
. georgiae - AL- | | 16

Prop. propionicum - 64

. VISCOSUS - - 18
A. viscosus - AL-126 43
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CASE 0 5 10 | 15 20 25 CLUSTER
Label Num_ +--------- Fomeeeeee- +- + + +

. Israelil -

A
A
A
A.
A
A
A
A
A
A
A
A
A

. israelii - AL-105 11

. gerencseriae - AL 26
. israelii - AL-315 8
gerencseriae - AL 27
. gerencseriae - AL 29
. gerencseriae - AL 32
. israelii - AL-460 6

. israelii - D-1564 7
.israelii - D150 2

. israelii - AL-824 13
.israelii - D-12 1

. israelii - AL-464 10
israelii - D-909 9

!. HOWE ’II - ’!! | !-! !! | 26

24

II HM
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7.2. Dendrogramm Nr.1b Simple-Matching-Koeffizient

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups) Trennlinie 9,9 RDCC
Rescaled Dista nce Cluster Combine
CASE 0 5 10 15 20 25 CLUSTER
Label Num  +--------- Fomoenenes + + + +

Act. schaalii - CCUG 76

A. odontolyticus - A 50 T
A. odontolyticus - A 54

A. odontolyticus - A 51 _ I
A. odontolyticus - A

Arc. bernardiae — DS 49

Arc. pluranimalium 82

A. europaeus - D-188 61

Act. massiliae - CIP

. hyovaginalis - AT -
. hyovaginalis - AT 60 J

. hyovaginalis - D- 59

>

18

>

A. neuii ssp. neuii 35
A. neuii ssp. neuii 36 ; 22

Prop. propionicum - 65

Prop. propionicum - 68 :’——
Prop. propionicum - 67
Prop. propionicum - 66

24

ropionicum -

A. viscosus - AL-126



CASE 0 5 10

. naeslundii - AT 16
. naeslundii - AL-5 20
. naeslundii - D-15 17

. naeslundii atyp. 22
. viscosus - AL-485 40

. naeslundii (atyp. 15
. naeslundii - AL-6 18

. israelil -
erencseriae - 30

. Israelil -

. gerencseriae - AL 25
. gerencseriae - AT 31
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15 20 25 CLUSTER

A. israelii - AL-105 11 —I_
A. gerencseriae - AL 26
A. israelii- AL-315 8 :l—
A. gerencseriae - AL 27
A. gerencseriae - AL 29 :Ii
A. gerencseriae - AL 32
A. israelii - AL-460 6
40
A. israelii - D-1564 7
A.israelii - D150 2
A. israelii - AL-824 13
A.israelii - D-12 1
A. israelii - AL-464 10 :I_
A. israelii- D-909 9 —
A. howellii - NCTC-1 46 42




7.3. Dendrogramm Nr.2a
Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)

Rescaled Dista

CASE 0

103

nce Cluster Combine

15 20 25 CLUSTER

Label VIV — S— + - + +

Simple-Matching-Koeffizient

Trennlinie 11,5 RDCC

A. suis - ATCC-33144 56
A. suis - DSM-20639 57

A. europaeus - D-188 6
Arc. plurimammalium 82

Act. massiliae - CIP 9

A. georgiae - AL-139 14

A. hyovaginalis - AT 58
A. hyovaginalis - AT 60
A. hyovaginalis - D- 59
A. turicensis - DSM- 63

A. odontolyticus - A 50
A. odontolyticus - A 54

A. neuii ssp. neuii 36
A. neuii ssp. neuii 34

]

]

]

12

A. odontoliicus -A 53
. neuii ssp. neuii

14

A. hordeovulneris - 47 16

Prop. propionicum - 65
Prop. propionicum - 68
Prop. propionicum - 67
Prop. propionicum - 66
Prop. propionicum - 64

18

A. naeslundii - D-15 17
A. naeslundii - AL-6 18
A. naeslundii (atyp. 15

20
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CASE 0 5 10 15 20 25 CLUSTER

Label Num +--------- +ommmeeees +- + + +
. naeslundii - AT 16
naeslundii - AL-5 20 :’—
. naeslundii 1- WWU 23 20
naeslundii - D-19 24 :,_
. naeslundii - D-11 19
. naeslundii - D-13 21

>>>>> >

A. radicidentis - DS 78

A. israelii - AL-315 8
A.israelii - AL-105 11
A. israelii - AL-460 6
A.israelii - D-1564 7
A.israelii - D150 2

A. israelii - AL-824 13
A.israelii - D-12 1
A
A
A
A
A
A

24

. israelii - AL-464 10
.israelii- D-909 9

. gerencseriae - AL 29
. gerencseriae - AL 32
. gerencseriae - AL 26
. gerencseriae - AL 27

ww 4

A. urogenitalis - DS 75
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7.4. Dendrogramm Nr.2b  Simple-Matching-Koeffizient

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups) Trennlinie 10,5 RDCC
Rescaled Dista nce Cluster Combine
CASE 0 5 10 15 20 25 CLUSTER
Label (NI} Qe om— . S— + ! + + +

A. suis - ATCC-33144 56
A. suis - DSM-20639 57

Arc. haemolyticum DS 84

Arc. bernardiae - DS 49 ]

A. bovis - ATCC-1368 44

A. odontolyticus - D 52

A. turicensis - D-16 62 I

A. hordeovulneris - 47 22

Prop. propionicum - 65
Prop. propionicum - 68 :’_—
Prop. propionicum - 67

Prop. propionicum - 66
Prop. propionicum - 64

34

A. neuii ssp. neuii

24

A. naeslundii - D-15 17 —|—
A. naeslundii - AL-6 18

26
A. naeslundii (atyp. 15 |
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CASE 0 5 10 15 20 25 CLUSTER
Label Num +--------- +emmmnnen + + + +
A. naeslundii - AT 16 :’— |
A. naeslundii - AL-5 20
A. naeslundii 1- WVU 23 :I— 26
A. naeslundii - D-19 24
A. naeslundii - D-11 19
A. naeslundii - D-13 21

A. neuii ssp. neuii 37
A. viscosus - A-82/ 39 28
A. viscosus - AL-804 42 H

A vi

A.israelii - AL-

A. gerencseriae - 30 |

A.israelii - AL-1 4 30
A.israelii - AL-1 5 ;

. gerencseriae - AL 25
. gerencseriae - AT 31




7.5. Dendrogramm Nr.3

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)

Rescaled Dista

. odontolyticus - D 52

107

Jaccard-Koeffizient

Trennlinie 8,9 RDCC
nce Cluster Combine

15 20 25

+ + +
t t t

CLUSTER

. meyeri - D-1547 69

. odontolyticus - A 53

ricensis - D-16 62

. meyeri - D-1251
. meyeri - D-1035
. meyeri - D-1568 73

> > > >

. turicensis - DSM-

A. israelii - AL-357 12

A. funkei - CCUG 427 80

Prop. propionicum - 64

A. neuii ssp. neuii 34

A. gerencseriae - AL 25
A. gerencseriae - AT 31
A. gerencseriae - 2. 28

A.israelii - AL-6 3

A. gerencseri -

10
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CASE 0 5 10
Label Num +-------—- R +
A.israelii - AL-1 5

+ + +
t t t

| 15 20 25 CLUSTER
|

24

A. VISCOSUS - A -1 4
A. viscosus - AL-126 43

. radicidentis - DS 78

. slackii - NCTC-11 55

bernardiae - D 49

Arc. pluranimalium C 82

A. europaeus - D-188 61

A. marimammalium DSM 81

Arc. phocae - DSM-10 83 o
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7.6. Dendrogramm Nr.4 Jaccard-Koeffizient
Dendrogram using Average Linkage (Between Groups) Trennlinie 12,5 RDCC
Rescaled Dista nce Cluster Combine
CASE 0 5 10 15 20 25 CLUSTER
Label Num +--------- S O— +- ' " .
. meyeri - D-1436 70
. meyeri - D-1436 71 | —

. meyeri - D-1547 69
. meyeri - D-1251 72 ﬁ—
meyeri - D-1035 74

. meyeri - D-1568 73

>>>»> > >

A. bovis - ATCC-1368 44

A. hyovaginalis - AT 58 :Ii
A. hyovaginalis - AT 60

A. hyovaginalis - D- 59 _ |

A. turicensis - DSM- 63 _I

A. turicensis - D-16 62

A. funkei - CCUG 427 80

Arc. bernardiae - DS 49

A. europaeus - D-188 61

Arc. haemolyticum DS 84

A. neuii ssp. neuii 33
A. neuii ssp. anitra 38

A. hordeovulneris - 47
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CASE 0 5 10 15 20 25 CLUSTER

A. howellii - NCTC-1 46

A. viscosus - ATCC-1 41

A. viscosus - AL-126 43 l

A. neuii ssp. neuii 37

A. viscosus - A-82/ 39

A. viscosus - AL-804 42 —
40

A\ 0 - A

AL -48

A

A

A

A

A

A. radicidentis - DS 78

A. graevenitzii- CC 48

A

Act. massiliae — CIP 79

*—
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