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Einleitung

1. Einleitung

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) beschreibt die Tuberkulose (TB, TBC) trotz aller
bisheriger wissenschaftlichen und medizinischen Fortschritte noch immer als eine der
bedeutendsten Gefahren fiir die Weltgesundheit [1]. Zur Bekdmpfung der anhaltenden
Mycobacterium tuberculosis-Epidemie verabschiedete die WHO im WHO Global
Tuberculosis Report 2015 die End-TB-Strategy bis 2035 (als Nachfolger der Stop-TB-
Kampagne im Rahmen der Millennium-Development-Goals) [2]. Dieser Plan beinhaltet u. a.

die Entwicklung schneller molekularbiologischer Diagnostikmethoden [3].

Gingige kulturelle und serologische Diagnostikmethoden, die heute als Goldstandard in der
Tuberkulose-Diagnostik gelten, sind teilweise bereits Jahrzehnte alt [4]. Diese sind auBBerdem
in der Regel sehr zeit- und kostenintensiv. Dabei ist, vor allem im stationdren Bereich, die
rasche Diagnosefindung zur Einleitung hygienischer und therapeutischer Mallnahmen
entscheidend. Hinzu kommt, dass in Industrieldndern Infektionen mit nicht-tuberkulGsen
Mykobakterien sowohl bei immunkompetenten als auch immunsupprimierten Menschen
mittlerweile verhdltnismaBig hiufig vorkommen [5,6]. Die korrekte und schnelle Detektion
der verschiedenen Mycobacterium Spezies hat dabei unmittelbaren Einfluss auf die

Behandlung der Patienten, in dem z. B. Therapieregime zeitnah angepasst werden konnen [5].

Vor diesem Hintergrund war es Ziel der vorliegenden Arbeit ein vollautomatisiertes, flexibel
einsetzbares und schnelles Multiplex PCR-Verfahren (PCR = Polymerase-Kettenreaktion)
zum simultanen Nachweis sowohl von Mycobacterium tuberculosis-Komplex als auch
atypischen Mykobakterien zu entwickeln und fiir den Einsatz am Institut fiir medizinische

Mikrobiologie, Virologie und Hygiene der Universitdt Rostock (IMIKRO) zu etablieren.

Die maschinelle Grundlage heirfiir stellte der BD MAX™ PCR-Vollautomat der Firma
Becton, Dickinson and Company (BD) dar. Dieses Gerdt ermdoglicht eine sehr flexible
Reaktion auf dringende Untersuchungsauftrige, ohne die sonstigen Routineabldufe in
molekularbiologischen Diagnostiklaboren zu storen. Als offene Plattform ermdglicht der BD
MAX™ dabei als PCR-Vollautomat die Etablierung individueller, nicht kommerziell
vertriebener PCR-Testmethoden (sogenannte ,,in-house- oder ,,home brew*-Protokolle). Die
nachfolgend beschriebene Methode stellt somit eine bis zu Beginn dieser Arbeit seltene,

vollautomatisierte in-house Multiplex PCR dar.
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1.1. Mykobakterien

Zu den Mycobacterium Spezies (Myspp.) zéhlen zahlreiche Spezies, von denen einige als
bedeutende Krankheitserreger bei Menschen und Tieren beschrieben sind. Grob werden
Mycobacterium Spezies — basierend auf ihrer klinischen Bedeutung — in Mykobakterien des
Mycobacterium  tuberculosis-Komplexes, nicht-tuberkulose = Mykobakterien  sowie
Mycobacterium leprae eingeteilt. Bei der Detektion und Differenzierung von Mykobakterien
kommt der molekularen Diagnostik, insbesondere den PCR-assoziierten Methoden, eine

zentrale Bedeutung zu.

1.1.1. Mikrobiologische Charakteristika

Mykobakterien sind unbewegliche, stibchenformige Bakterien. Sie haben einen Durchmesser
von circa 0,4 um und eine Lénge von circa 3-4 um [7]. Mykobakterien leben obligat aerob,
synthetisieren keine Toxine und bilden keine Sporen aus [8,9]. Die AuBenschicht ihrer
Zellwand ist reich an Mykolsduren, den ldngsten natiirlich vorkommenden Fettsdureketten
(C60-Cop), die iiber Arabinogalactan an das Mureinriickgrat der Zellwand gebunden sind [10].
Ebendiese namensgebenden Fettsduren verlethen den Zellwidnden ihren wachsartigen
Charakter und den Mykobakterien ihre besonderen Eigenschaften. Mykobakterien sind als
sogenannte sdurefeste Organismen beschrieben, da ihre Zellwand, sofern einmal angefarbt,
weder mit Sduren noch mit Alkohol zu entfirben ist [7,9]. Aufgrund des hydrophoben
Charakters der Mykolsduren ist die Zellwand wenig permeabel und schwer penetrabel [9,11].
Dies hat sowohl auf die Erregerdetektion als auch auf die Behandlung von mykobakteriellen
Infektionen Einfluss. Auch die fiir die Pathogenitit relevanten Eigenschaften der
Mykobakterien beruhen vor allem auf den Zellwandbestandteilen und -eigenschaften,
beispielsweise den enthaltenen Wachsen. Diese Wachse werden je nach Wachsart von A bis
D benannt, wobei ,,Wachs C*“ das Mykosid Trehalose-6,6°-dimycolat, den sogenannten
Cordfaktor, enthdlt. Dieser bedingt eine zopfformige Aneinanderreihung der Mykobakterien
und ermdglicht z. B. M. tuberculosis von Makrophagen nicht abgetdtet zu werden [12,13].
Des Weiteren vermittelt die Zellwand durch ihre Struktur den Mykobakterien eine
erstaunliche chemisch-physikalische Widerstandskraft, z. B. gegen Kilte bis -70°C,
Austrocknung oder Magenséure [14].
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1.1.2. Mycobacterium tuberculosis-Komplex (MTC)

Unter der Bezeichnung Mycobacterium tuberculosis-Komplex (TB-Komplex oder MTC)
werden mehrere Mykobakterienspezies zusammengefasst, welche in der Lage sind, das
Krankheitsbild der Tuberkulose auszulosen. Dazu gehoren M. tuberculosis, M. bovis ssp.
bovis, M. bovis ssp. caprae, M. africanum, M. microti, M. canetti, M. suricattae, M. mungi,
M. pinnipedii und M. orygis. [15,16]. Der Impfstamm Mycobacterium bovis BCG (Bacillus
Calmette-Guérin) ist attenuiert und kann bei Immungesunden keine Tuberkulose ausldsen

[17].

1.1.3. Nicht-tuberkulose Mykobakterien (NTM)

Zu den nicht-tuberkulosen Mykobakterien (NTM) zéhlen alle Mykobakterien auer M. leprae,
die nicht im MTC enthalten sind. Synonyme fiir NTM sind auch ,,atypische Mykobakterien*
oder ,,mycobacteria other than tuberculosis® (MOTT) [18]. Den Erregern gemein ist lediglich

die Tatsache, dass sie keine Tuberkulose auslosen.

NTM sind ubiquitidr in der Umwelt vorkommende Organismen. Sie besiedeln vor allem
Gewisser und den Erdboden. Im Gegensatz zu den Mitgliedern des TB-Komplexes sind NTM
nicht obligat pathogen, sondern zeichnen sich durch eine eher geringe Virulenz aus. Wie alle
Mykobakterien sind auch die NTM auBerordentlich resistent gegen Desinfektionsmittel, vor

allem, wenn die Bakterienkolonien in Biofilmen enthalten sind [19,20].

Klassischerweise werden NTM in schnell und langsam wachsende NTM (slow-growing
mycobacteria, SGM, vs. rapid-growing mycobacteria, RGM) unterteilt, wobei ,,schnell
wachsend* bedeutet, dass sich innerhalb von drei bis sieben Tagen eine sichtbare Kolonie auf
den Néhrbdden bildet (Tabelle 1). Langsam wachsende NTM bendétigen langer als sieben Tage

um mit bloBem Auge sichtbare Kolonien zu bilden [21].

Tabelle 1 Auswahl an nicht-tuberkuldsen Mykobakterien (Auswahl nach [18,22,23])

Langsam wachsende NTM (SGM, Runyon I-III) Schnell wachsende NTM (RGM, Runyon 1V)

M. asiaticum, M. avium-Komplex: M. avium, M. M. abscessus ssp. abscessus, M. alvei, M. chelonae,
intracellulare; M. celatum, M. chimaera, M. M. fortuitum, M. mucogenicum, M. septicum und
gordonae, M. kansasii, M. lentiflavum, M. welitere

malmoense, M. marinum, M. scrofulaceum, M.
szulgai, M. ulcerans, M. xenopi und weitere

Abkiirzungen: M., Mycobacterium; RGM, rapid-growing mycobacteria; SGM, slow-growing mycobacteria; ssp.
Subspezies.
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Einige Mykobakterienspezies werden auch in Gruppen bzw. Komplexen zusammengefasst
(Tabelle 2). Diese Komplexe umfassen z. B. Spezies, die ein #dhnliches Krankheitsbild

auslosen oder gleiche biochemische Eigenschaften aufweisen [24].

Tabelle 2 Auswahl an NTM-Komplexen (Auswahl nach [24-27])

Bezeichnung Assoziierte Spezies

M. avium-intracellulare-Komplex (MAC) M. avium, M. intracellulare

M. kansasii-gastri-Komplex M. kansasii, M. gastri, M. persicum

M. chelonae-abscessus-Komplex (MCAC) M. chelonae, M. abscessus und M. abscessus spp.,
M. saopaulense und weitere

M. fortuitum-Komplex (MFC) M. fortuitum, M. porcinum, M. peregrinum und
weitere

Abkiirzungen: M., Mycobacterium; spp., Spezies.

1.2. Tuberkulose

Die Erkrankung Tuberkulose ist die bekannteste Mykobakteriose, wobei der Begriff
Mykobakteriose die Besiedlung bzw. Infektion eines Organismus durch Mykobakterien
beschreibt. Von den insgesamt circa 200 bekannten Mycobacterium Spezies sind neben einer
GrofBzahl apathogener Mykobakterien eine Reihe von Spezies als zoopathogen, fakultativ
humanpathogen oder obligat humanpathogen beschrieben [9,28]. Auch simultane Infektionen
mit mehreren Mykobakterien-Arten, sowohl mit MTC als auch NTM, konnten festgestellt
werden [29]. Grundsitzlich werden Mycobacterium-assoziierte Infektionen anhand der
verursachenden Erreger in drei Gruppen unterteilt: Tuberkulose, atypische Mykobakteriosen
und Lepra. Die durch Mycobacterium leprae verursachte Lepra, steht in dieser Arbeit nicht im
Fokus und ist hier lediglich der Vollstandigkeit halber genannt. Im Folgenden werden sowohl
die MTC-assoziierte Tuberkulose als weltweit eine der bedeutendsten Infektionskrankheiten

sowie die NTM-assoziierten Mykobakteriosen vorgestellt.

1.2.1. Geschichte

Basierend auf morphologischen Skelettverdnderungen bei fossilen Knochen eines Homo
erectus wird heute angenommen, dass die Tuberkulose bereits im Pleistozén als Krankheit
vorkam [30]. Mycobacterium tuberculosis-DNA konnte dariiber hinaus in 9000 Jahre alten
Proben detektiert werden [31]. Die ersten schriftlichen Uberlieferungen stammen von
Hippokrates von Kos, der die Tuberkulose als ,,phthisis* (Schwindsucht) benannte und sie
eindrucksvoll als eine der fast immer todlichen Epidemien beschrieb [32]. Die Bezeichnung

,»Tuberkulose* wurde in den 1830er Jahren von Johann Lukas Schonlein geprégt, der u. a. die
4
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charakteristischen, namensgebenden Tuberkel beschrieb [32]. Die Tuberkulosebakterien
wurden erstmals 1882 von Robert Koch als Erreger der Tuberkulose nachgewiesen [33]. In
der zweiten Haélfte des 19. Jahrhunderts erreichte die Ausbreitung der Tuberkulose in
Deutschland einen Hohepunkt, bedingt durch die rasant zunehmende Bevdlkerungsdichte
unter schlechten hygienischen Bedingungen. Zu dieser Zeit verstarb circa ein Drittel der 15-
bis 60-jdhrigen Bevolkerung in Deutschland an Tuberkulose [34]. Insbesondere Arbeiter in
den groflen industriellen Ballungsgebieten waren betroffen, was der Tuberkulose auch den

Beinamen ,,Krankheit des Proletariats* einbrachte [34,35].

1.2.2. Epidemiologie

Schitzungen der WHO zufolge sind etwa 23 % der Weltbevdlkerung (circa 1,7 Milliarden
Menschen) mit dem Tuberkulose-Erreger infiziert (LTBI, latente Tuberkulose-Infektion) —
Stand 2018 [36]. Dabei erkranken nur etwa 5-10 % der Infizierten an einer aktiven
Tuberkulose [37,38]. In den letzten Jahren ist die Inzidenz der Tuberkulose zwar weltweit um
circa zwei Prozent pro Jahr zuriickgegangen, die Sterblichkeit, mit circa 1,3 Millionen

Todesfillen pro Jahr, ist jedoch weiterhin sehr hoch [36].

In Deutschland lag die Inzidenz der Tuberkulose im Jahre 2017 bei 6,7 pro 100.000
Einwohner, womit es im Vergleich zu den Vorjahren (2015: 7,1 und 2016: 7,2 pro 100.000
Einwohner) zu einem diskreten Riickgang gekommen ist [39]. Unter Beriicksichtigung der
Staatsangehorigkeit der Neuerkrankten zeigten sich erhebliche Unterschiede: So lag die
Inzidenz bei deutschen Staatsangehdrigen bei 2,2 pro 100.000 Einwohner, wéhrend sie bei
Staatsbiirgern anderer Nationen 40,6 pro 100.000 Einwohnern betrug. Es ldsst sich ableiten,
dass die Tuberkulose in Deutschland heutzutage im Wesentlichen eine aus anderen

Weltregionen importierte Krankheit darstellt [39].

Es bestehen hiufige TBC-Koinfektionen bei bestehender HIV-Infektion (Humanes
Immundefizienz-Virus-Infektion). So waren 2014 weltweit circa 12 % der Tuberkulose-
Erkrankten mit HIV koinfiziert. Die Mortalitdt von Patienten mit gleichzeitiger HIV- und
TBC-Infektion ist etwa 5-fach erhoht gegeniiber HIV-negativen Patienten; die TBC ist die
hiufigste Todesursache bei HIV-infizierten Patienten [17].

1.2.3. Klinik

Die Tuberkulose wird fast ausschlieBlich durch erregerhaltige Aerosole von Mensch zu

Mensch iibertragen. Eine Ansteckung mit Tuberkulosebakterien aus anderen Organen als der
5
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Lunge ist selten. Die Lunge ist sowohl die wichtigste Eintrittspforte der Erreger in den
menschlichen Organismus als auch das am hiufigsten von der Tuberkulose betroffene Organ
[41,42]. Die Infektion mit MTC durch Aerosole ist stark abhingig von der enthaltenen
Erregermenge, der Dauer der Exposition und dem Aufenthaltsort (z. B. drinnen vs. drauf3en)

[34,43-45].

Ob es nach einem Tuberkulosekontakt zu einer tatsdchlichen Erkrankung kommt, hingt
mafigeblich vom Immunstatus des Infizierten ab. Nur etwa 10 % aller Infizierten erkranken
im Verlauf der nichsten Wochen, Monate oder Jahrzehnte an einer behandlungsbediirftigen
Tuberkulose [34,44,46]. Insbesondere immunkompromittierte Personen und Kleinkinder
haben dabei ein erhohtes Erkrankungsrisiko. Als Risikofaktoren fiir die Infektion sowie die
Erkrankung gelten u. a. eine Infektion mit HIV, Diabetes, Untererndhrung, Rauchen,

Alkoholabusus, das Leben in tliberfiillten Wohnumgebungen und genetische Faktoren [46].

Wurden Tuberkuloseerreger eingeatmet, verursachen diese in der Lunge eine lokale
Entziindungsreaktion, welche zu einer Aktivierung des Immunsystems (Befall der regionalen
Lymphknoten, Ghon-Komplex) sowie im Verlauf zu einer Abkapselung der Erreger fiihrt
[41]. Diese im Verlauf im Rontgenbild sichtbaren, klinisch inapparenten Komplexe bzw.
Tuberkel konnen unter Umstdnden Jahrzehnte in einem Zustand des ,,immunologischen
Aquilibriums* als latente Infektion im Kérper des Infizierten {iberdauern [45,47,48]. Da die
Tuberkel keinen Zugang zu den Luftwegen haben, gilt diese ,,geschlossene Tuberkulose* als
nicht ansteckend. Wenn die Tuberkel vom Immunsystem allerdings nicht abgekapselt werden
konnen oder abgekapselte, erregerhaltige Tuberkel zerfallen, kann durch Arrosion eine direkte
Verbindung zum Bronchialsystem entstehen. In diesem Fall spricht man von einer
ansteckungsfahigen, sogenannten ,,offenen Tuberkulose* [49]. Die Bakterien kénnen dann
beim Husten, Reden, Niesen oder sogar beim normalen Atmen in die Umgebungsluft
gelangen und andere Menschen infizieren [50]. Kommt es zu einer Aussaat der Erreger iiber
die Blutbahnen des Infizierten, kdnnen auch extrapulmonale Tuberkulosen in anderen
Organen entstehen (Dissemination) [46]. Hierdurch konnen, wie auch bei atypischen
Mykobakteriosen, beispielsweise Lymphknoten, Rippenfell, Nieren, Knochen, Hirnhaut oder
intestinale Organe betroffen sein [35,51]. Der stadienhafte Ablauf der Tuberkulose ist

schematisch und zusammenfassend in der Abbildung 1 zusammengefasst.

Die Tuberkulose beginnt im Allgemeinen mit unspezifischen klinischen Zeichen wie Husten,

Gewichtsabnahme, Appetitlosigkeit, Abgeschlagenheit, Miidigkeit, Fieber und Nachtschweil3.

6
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Inhalation/Tropfcheninfektion

diagnostische ,,Meilensteine*

Tage Primértuberkulose *
(nur in 5 % symptomatisch)

Priméraffekt (PA)

(lokale Reaktion am Eintrittsort des Erregers, ,,Primérlésion‘) BRI [

negative Tuberkulinreaktion
Primédrkomplex/Ghon-Komplex
(PA + drainierender Lymphknoten)

positive Tuberkulinreaktion:
Wochen i i i ab frithestens zwei bis maximal
acht Wochen post infectionem;
7% 90 % 5-10 % ggf. lebenslang positiv
Eradikation Granulom Streuherde
(Simon‘sche Spitzenherde
in apikalen, gut ventilierten
Lungenabschnitten)
/ IGRA ab circa acht Wochen
Monate positiv
Vernarbung/Verkalkung
(ggf. als sogenannter Ranke-Komplex)
latente Tuberkulose-Infektion (LTBI) radiologisch: thorakale
Lymphadenopathie nach vier bis
l i zwolf Wochen
90 % 10 %
Abheilung Reaktivierung
Postprimé rtu;fﬁ radiologisch: Infiltrate,

Konsolidierungen (acht Wochen

Reaktivi krankheit* .
(»Reaktivierungskrankheit”) bis u. a. sechs Monate)

ggf.1-2 Jahre bis|Jahrzehnte Reaktivierung:
a) endogen: z. B. im Rahmen von Immunsuppression
b) exogen: via Reinfektion

verkdsende Nekrose, Kaverne radiologisch: z. B. Kavernen
80 % 20 %
offene (Lungen-)TBC extrapulmonale Organ-TBC
(bei Anschluss der Kaverne (Lymphknoten, Knochen,
v an den Bronchialbaum) Urogenitaltrakt, etc.)

Zeit (t)

* Sonderfille der Primér-TBC:
z. B. Landouzy-Sepsis (z. B. bei Inmundefekt; keine Granulombildung),
primére Miliartuberkulose, primére tuberkulose Meningitis

Abbildung 1 Schematischer Ablauf einer Tuberkuloseerkrankung mit Uberblick iiber die klassischen
diagnostischen "Meilensteine" im zeitlichen Kontext der Tuberkuloseerkrankung. Abkiirzungen: IGRA,
Interferon-y-Release-Assay; LTBI, latente Tuberkulose-Infektion; PA, Priméraffekt; TBC, Tuberkulose.
Abbildung adaptiert nach [8,14,41,45,47,52].
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Im fortgeschrittenen Stadium koénnen nach hidmatogener Streuung und Manifestation in
anderen Organen zusitzlich spezifische Symptome wie schmerzende Schwellungen der
Gelenke und der Wirbelsdule (Knochentuberkulose) sowie klassische Symptome einer
Harnwegsinfektion (Urogenitaltuberkulose) beobachtet werden. Bei Beteiligung der Hirnhaut
treten auBerdem klassische meningitische Zeichen wie Kopfschmerzen, Nackensteitheit,

Halluzinationen, Bewusstseinsstorungen und epileptische Anfille auf.

Bei Beteiligung anderer oder gleichzeitig mehrerer Organe im Rahmen einer sogenannten
Miliartuberkulose konnen die o. g. allgemeinen und organspezifischen Symptome sehr kriftig
ausgeprigt sein und in einem stark reduzierten Allgemeinzustand resultieren. Bei stark
immunsupprimierten Patienten konnen auflerdem schwere Septikdmien mit Todesfolge
entstehen [14,44]. Die konkreten Mechanismen der Immunologie der Tuberkuloseerreger in
den jeweiligen Krankheitsstadien sind komplex und vor allem im Hinblick auf die

Entwicklung etwaiger Impfstoffe nach wie vor Teil der aktuellen Tuberkuloseforschung [53].

1.2.4. Diagnostik

Neben der arztlichen Anamnese, welche Fragen nach krankheitstypischen Symptomen, nach
relevanten Vorerkrankungen (z. B. HIV) und vor allem nach Kontakten zu an Tuberkulose
erkrankten Patienten enthalten sollte, ist eine schnelle und zuverlédssige Erregerdiagnostik von
grofer therapeutischer und hygienischer Bedeutung. Es existiert eine Vielzahl von
Empfehlungen zur Diagnostik und Therapie der Tuberkulose. Die derzeit aktuelle
Empfehlung in Deutschland ist die ,,S2k-Leitlinie: Tuberkulose im Erwachsenenalter vom
Deutschen Zentralkomitee zur Bekdmpfung der Tuberkulose (im Auftrag der Deutschen
Gesellschaft fiir Pneumologie und Beatmungsmedizin) [17]. Basierend auf dieser sehr
detaillierten Leitlinie soll im Folgenden ein allgemeiner Abriss der diagnostischen
Untersuchungsmethoden und deren Kombination in Form eines beispielhaften Diagnose-
pfades aufgezeigt werden. Die Abbildung 1 zeigt beispielhaft typische diagnostische
Meilensteine der Tuberkulosediagnostik auf; auf die mikrobiologische Diagnostik wird weiter

unten eingegangen.
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Die Erregerdiagnostik wird aus nahezu allen gingigen Untersuchungsmaterialien durch-

gefiihrt. Von besonderer Bedeutung sind dabei [17,54-56]:

- Sputum (auch durch Inhalation von hypertoner Kochsalzlosung produziertes Sputum),
- Magensaft,

- bronchoalveoldre Lavage (BAL), Bronchialsekrete,

- Blut,

- Urin,

- Liquor,

- Bioptate von Weichgewebe und Knochen.

Die Diagnose einer Tuberkulose wird durch den direkten Erregernachweis und durch
immunologische Untersuchungen einer moglichen Immunantwort gesichert. Als direkte
Nachweismethoden stehen mikroskopische, kulturelle und molekularbiologische Verfahren
zur Verfligung. Als immunologische Methoden seien hier der Interferon-y-Release-Assay
(IGRA) und der Tuberkulin-Hauttest (THT) genannt (vgl. Abbildung 1). Allerdings ist keine
der serologischen Methoden als alleiniger Nachweis einer Tuberkulose geeignet [17]. Zur
Verbesserung der Sensitivitit und Spezifitit der Untersuchung und wegen der Tragweite einer
entsprechenden Diagnose wird im Rahmen einer umfassenden Tuberkulosediagnostik immer
eine Kombination verschiedener Techniken angestrebt. Die TBC-Diagnostik wird dadurch
auBerst komplex und ist eine der arbeitsintensivsten und langwierigsten Untersuchungsginge
der mikrobiologischen Diagnostik. Ein beispielhaftes Ablaufschema eines (labor-
medizinischen) TBC-Untersuchungsgangs ist in Abbildung 2 dargestellt (hier mit negativem
Ergebnis).

Die mikroskopische bzw. fluoreszenzmikroskopische Untersuchung mittels Ziehl-Neelsen-,
Kinyoun-, Auramin- und/oder Acridinorange-Farbung ist ein schnelles, kostengiinstiges
Verfahren zum Nachweis von Tuberkulosebakterien [57,58]. Durch die Mikroskopie konnen

hochinfektiose Patienten in der Regel sofort als solche erkannt werden.

Die molekularbiologische Untersuchung zum Nachweis bzw. zum Ausschluss einer TB-
Komplex-Infektion stellt eine sinnvolle Ergédnzung zu der Mikroskopie als ,,Schnell-
Diagnostik* dar. Wie bereits erwéhnt, konnen TB-Komplex-Organismen mittels PCR schnell,
spezifisch und mit hoher Sensitivitdt detektiert werden. Dariiber hinaus konnen bei positivem
Erregernachweis bei einigen verfligbaren PCR-Testverfahren gleichzeitig genotypische

Resistenzpriifungen des Erregers durchgefiihrt werden.
9



Einleitung

Tag1

Ansatz: Fliissigmedium (FM)

Ansatz: Stonebrink (Stb)

Ansatz: Loewenstein-Jensen (LT)

Durchfiihrung:  Mikroskopie Auramin = negativ

Durchfiihrung: PCR = negativ = Zwischenbefund
Standardabarbeitung:
Inkubation - Wachstumskontrolle (FM) alle 0,5 Stunden
Inkubation - Wachstumskontrolle (Stb, LT) 1*/Woche

Tag 42

—=> Zwischenbefund

Flissigmedium - negativ

- Standardabarbeitung:
Fortsetzung Inkubation - Wachstumskontrolle (Stb, LT) 1*/Woche

Tag 56
Stonebrink = negativ —2Endbefund/Zwischenbefund
Loewenstein-Jensen = negativ

- nur bei klinischem Verdacht auf TB:
Fortsetzung Inkubation - Wachstumskontrolle (Stb, LT) 1¥*/Woche

Tag 84
Stonebrink = negativ
Loewenstein-Jensen = negativ

- Endbefund

Abbildung 2 Beispielhafter Untersuchungsgang mit Kulturmedien fiir Mykobakterien. Hier ausgewdhlte
Kulturmedien: Stonebrink-Medium sowie Loewenstein-Jensen-Agar. Der hier gewéhlte exemplarische
Endbefund ist negativ fiir den Nachweis von Tuberkuloseerregern. Abkiirzungen: FM, Fliissigmedium; LJ,
Loewenstein-Jensen-Agar; PCR, Polymerase-Kettenreaktion; Stb, Stonebrink-Medium.

Basierend auf dem Ergebnis der mikroskopischen und molekularbiologischen Untersuchung
von Sputumproben erfolgt die Befunderstellung. Entsprechend der Untersuchungsergebnisse
erfolgt bei Lungentuberkulosen die etwaige Einstufung als z. B. offene Tuberkulose, welche
den Startschuss fiir umfangreiche Therapie- und Hygienemaflnahmen (z. B. Patienten-
isolierung, Umgebungsuntersuchungen, Untersuchungen von Kontaktpersonen und
Reinigungs- bzw. Desinfektionsma3inahmen) gibt [50]. Daher sollte die mikroskopische und
molekularbiologische Eingangsuntersuchung des Sputums bei Tuberkuloseverdacht immer
zur Anwendung kommen. Es bleibt jedoch zu beriicksichtigen, dass initial negative
mikroskopische bzw. molekularbiologische Testergebnisse allein nicht zum Ausschluss einer
Tuberkulose ausreichend sind. Der kulturelle Erregernachweis, nach wie vor der
10
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Goldstandard der TBC-Diagnostik, dauert allerdings bis zu zwdlf Wochen und somit in der
Regel langer als der stationdre Aufenthalt des Patienten [17,59].

Durch den Kulturnachweis sind neben MTC auch NTM nachweisbar. Deshalb ist bei
Wachstum in Kulturmedien vor der Diagnosestellung eine Identitétspriifung mittels PCR
durchzufiihren. Da die dtiologische Relevanz der NTM deutlich geringer als die der MTC ist
und eine Infektion mit N7M andere therapeutische bzw. hygienische Konsequenzen nach sich

zieht, ist die Unterscheidung von MTC und NTM von besonderer Bedeutung [17,51,60,61].

1.2.5. Hygiene

Aufgrund des Ubertragungsmodus durch erregerhaltige Aecrosole stellt die Infektions-
prophylaxe in der Umgebung der Tuberkulose-Erkrankten mit offener Lungentuberkulose
eine besondere Herausforderung dar — insbesondere durch die leichte Aufnahme der Erreger
iiber die Atemwege, die geringe Infektionsdosis (ein bis drei Erreger bei MTC ausreichend)
und die hohe Virulenz der Erreger [50]. Die vorgenannten Punkte bedingen die Umsetzung
bestimmter Prdventions- und HygienemaBBnahmen, insbesondere um eine nosokomiale
Ubertragung zu verhindern. So wird unter anderem die Patientenunterbringung in
Isolierzimmern (ggf. mit Unterdruck bzw. spezieller Liiftung) von verschiedenen Fach-
gesellschaften empfohlen. Der Patientenkontakt darf nur mit personlicher Schutzausriistung
(Kittel, Handschuhe und Atemmaske FFP2/FFP3) erfolgen. Das betreuende Personal soll im
Umgang mit den Mallnahmen und den infektiésen Patienten geschult sein; entsprechende
Reinigungs- und Desinfektionsmaflnahmen sind vorgeschrieben. IsolationsmaB3nahmen
konnen (in Deutschland) dann aufgehoben werden, wenn der Patient insgesamt drei (TB-)
negative Sputumbefunde an drei unterschiedlichen Tagen vorzuweisen hat; bei manifester
TB-Erkrankung soll zudem unter der medikamentosen Therapie auch eine klinische

Besserung des Patienten eingetreten sein [50].

1.2.6. Therapie

Wenn ein mikroskopischer Erregernachweis erfolgt ist, kann gemif3 den geltenden Leitlinien
die Therapie unverziiglich auch ohne Zusatzdiagnostik eingeleitet werden [14,17]. Die
Therapie der Tuberkulose wird mit speziellen Antibiotika (sogenannten Antituberkulotika
oder Tuberkulostatika) nach bestimmten Standardschemata in der Regel iiber sechs Monate
durchgefiihrt [17,59,62]. Die meisten Patienten mit einer unkomplizierten Lungentuberkulose
konnen mit dem Standardtherapieregime geheilt werden. Das Standardregime setzt sich aus
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Isoniazid und Rifampicin fiir sechs Monate sowie Ethambutol und Pyrazinamid fiir jeweils

zwel Monate innerhalb der gesamten sechs Monate andauernden Therapie zusammen [17,63].

Falls eine Resistenz gegen die eingesetzten Medikamente vorliegt, muss das Therapieregime
angepasst werden. Die medikamentose Therapie der Tuberkulose ist immer eine
Kombinationstherapie, bezogen auf die verschiedenen Wirkmechanismen der eingesetzten
Antibiotika und der vielfaltigen Eigenschaften des M7TC und dem sie umgebenen Milieu. Eine
korrekt durchgefiihrte Kombinationstherapie hat zusidtzlich den Vorteil einer Resistenz-
entstehung entgegen wirken [63]. Die Standardkombinationstherapie richtet sich u. a. nach
Risikofaktoren fiir eine Medikamentenresistenz, z. B. eine medikamentdse (Vor-)Behandlung
einer TBC iiber mehr als vier Wochen in der Patientengeschichte. Je nach Risikofaktoren
sollte eine Resistenztestung durchgefiihrt werden und das Therapieschema nach den jeweils

aktuellen Richtlinien angepasst werden [17,63].
Die sogenannte ,,drug-resistant* Tuberkulose wird folgendermal3en definiert:

- Monoresistenz (SDR, single-drug-resistance TB): Resistenz gegen ein Anti-
tuberkulotikum [63],

- Multiresistenz (MDR, multi-drug-resistance TB): Resistenz gegeniiber mindestens
Isoniazid und Rifampicin, den zwei wichtigsten Erstrangmedikamenten [63],

- Extensive Resistenz (XDR, extensively-drug-resistance TB): MDR plus Resistenz

gegen mindestens ein Fluorchinolon und ein injizierbares Zweitrangmedikament [2].

Dartiber hinaus finden sich auch Polyresistenzen oder sogar ,.total-drug-resistant* TB-Isolate.
Diese Stdmme sind mit den zur Verfligung stehenden Medikamenten nicht behandelbar und
ziehen notwendigerweise besonders strenge hygienische Maflnahmen nach sich [63,64]. Eine
Therapie dieser Tuberkuloseerkrankungen erfolgt nicht mittels Standardschema, sondern
individualisiert und anhand der Ergebnisse molekularbiologischer Resistenztestungen. Die
Kosten der Medikamente fiir die Behandlung der MDR-TBC sind mit > 20.000 € (XDR
>90.000 €) wesentlich hoher als die Medikamentenkosten fiir das Standardregime (~ 334 €)
[65].

Aufgrund der wieder zunehmenden epidemiologischen Relevanz der Tuberkulose und der
besonderen Bedeutung der MDR/XDR-Tuberkulose wird verstirkt auf die ausreichende
Wirkung neu zugelassener oder sich in klinischer Priifung befindlicher Antituberkulotika, wie

Bedaquilin, Delamanid und Pretomanid, gehofft. Dariiber hinaus werden neue
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Medikamentenkombinationen und Therapieregime unter Nutzung bekannter Therapeutika

gepriift [17,65-67].

Eine klassische Primérprophylaxe gegen Tuberkulose, im Sinne einer Impfung, wurde bereits
1921 in Form von der BCG (Bacillus Calmette-Guérin) Impfung eingefiihrt. Seitdem hatte
diese Impfung, trotz circa vier Milliarden geimpften Personen, allerdings nur wenig Einfluss
auf die heutige Tuberkuloseverbreitung. Das Robert Koch-Institut (RKI) und die Stindige
Impfkommission (STIKO) in Deutschland empfehlen die BCG-Impfung aufgrund der nicht
belegten Wirksamkeit und der erheblichen Nebenwirkungen seit 1998 nicht mehr [52].

1.3. Erkrankungen durch nicht-tuberkulose Mykobakterien

Nicht-tuberkuldse Mykobakterien sind, obwohl schon lidnger bekannt, erst in den 1950er
Jahren als klinisch relevante Erreger (u. a. bei HIV-infizierten Patienten) beschrieben worden
[68]. Sie fiihren nicht zu einer TBC, sondern zu einer Reihe anderer pulmonaler sowie

extrapulmonaler Erkrankungen.

1.3.1. Epidemiologie

NTM-Infektionen treten vermehrt in Landern mit niedriger Tuberkulose-Inzidenz auf, wobei
vor allem die Prdvalenz der durch NTM ausgeldsten Lungenerkrankung zugenommen hat
[69,70]. Die Haufigkeitsverteilung der jeweiligen NTM-Spezies variiert regional; insgesamt
am héufigsten finden sich Erreger des M. avium-Komplexes (MAC) sowie M. kansasii,

M. xenopi und M. malmoense als Infektionsausloser [20,70].

Griinde fiir den Anstieg der Privalenz NTM-assoziierter (Lungen-)Erkrankungen sind zum
einen eine verbesserte Labordiagnostik und zum anderen eine alternde Gesellschaft mit
entsprechend assoziierten Komorbidititen, HIV-Infektionen und immunsuppressive
Therapien. Es ist zukiinftig von weiter steigenden Fallzahlen NTM-assoziierter Infektionen

auszugehen [18,19].

Fiir erwachsene Patienten gibt es in Deutschland aufgrund der fehlenden Meldepflicht bisher
keine Daten zur Pridvalenz von NTM-Infektionen [71]. Fiir Kinder wurde im Zeitraum 2002
bis 2005 eine Inzidenz von 1,3 pro 100.000 Personen erfasst. Die hdufigste Erkrankung
innerhalb dieser Patientengruppe war die NTM-assoziierte Lymphadenitis [18].
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1.3.2. Klinik

Patienten infizieren sich u. a. durch die Inhalation erregerhaltigen Materials (z. B. Aerosole,
Staube) oder durch direkten Kontakt mit kontaminierten Erdbdden oder verunreinigtem
Trinkwasser. Die Mechanismen vieler NTM-Infektionen sind noch nicht vollstindig
aufgeklirt [18,19,22]. Eine Ubertragung von Mensch zu Mensch ist nicht hiufig, wobei Fille
fiir die Ubertragung von M. kansasii beschrieben wurden [72].

Bei Patienten mit NTM-Infektionen sind hdufig pridispositionierende Faktoren wie etwa
generelle Grunderkrankungen (u. a. Diabetes und chronisch-entziindliche Erkrankungen)
sowie ungiinstige Lebensstilfaktoren (z. B. Alkoholsucht und/oder starkes Rauchen) zu finden
[19]. Eine wichtige Rolle fiir die Entstehung NTM-assoziierter Lungenerkrankungen spielen
dartiber hinaus lokale Risikofaktoren, insbesondere Lungen- und Lungengeriisterkrankungen
(z. B. chronisch obstruktive Lungenerkrankung, Bronchiektasie, Mukoviszidose), systemische
Risikofaktoren (z. B. HIV-Infektion, Immunsuppression nach Organtransplantation) oder
spezifische Genmutationen (z. B. Interferon-Gamma-Rezeptor-Gen-Mutation). NTM-
Infektionen bzw. NTM-assoziierte Lungenerkrankungen sind jedoch auch bei Patienten ohne

spezielle Risikofaktoren diagnostiziert worden [73,74].

Die Symptome der durch NTM ausgelosten Lungenerkrankung sind unspezifisch und der
klassischen Lungentuberkulose dhnlich. Die klinischen wie radiologischen Symptome (z. B.
Kavernen) finden sich sowohl bei TBC als auch bei Erkrankungen durch NTM, weshalb bei
entsprechender Bildgebung eine umfassende mikrobiologische Diagnostik notwendig ist [20].
Inzwischen wurden mehr als 40 Spezies der NTM als humanpathogen beschrieben. Neben
pulmonalen Erkrankungen wurden auch verschiedene extrapulmonale Manifestationen, wie
z. B. Haut-, Weichteil- oder Lymphknoteninfektionen beschrieben (Tabelle 3). Die zu
beobachtende Klinik richtet sich dementsprechend nach dem befallenen Organ [51,71].

Tabelle 3 Auswahl an durch NTM verursachten Erkrankungen (Tabelle adaptiert nach [18])

Erkrankung Assoziierte NTM
Lungenerkrankung MAC, M. kansasii, M. malmoense, M. xenopi
Lungenerkrankung bei Mukoviszidose MAC, M. abscessus, M. chelonae
Haut- & Weichteilinfektionen M. abscessus, M. chelonae, M. marinum,
M. ulcerans,
(Hals-)Lymphadenitis (v. a. bei Kindern) MAC, M. haemophilum, M. malmoense,

M. scrofulaceum
Disseminierte Infektion (z. B. bei Immunsuppression)  MAC

Abkiirzungen: M., Mycobacterium; MAC, M. avium-Komplex; NTM, nicht-tuberkuldse Mykobakterien.
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1.3.3. Diagnostik

Die Diagnose von durch NTM verursachten Erkrankungen ist langwierig und setzt sich hiufig
aus mehreren klinischen und mikrobiologischen Komponenten zusammen [75]. Zu nennen

sind dabei vor allem [76]:

-  Symptome des Patienten (ggf. dhnlich der der Tuberkulose; mit eher subakuter
Présentation),
- Ausbleiben der Symptomlinderung trotz laufender Therapie,

- ggf. entsprechende radiologische Befunde.

Weil es keine NTM-typischen klinischen Symptome gibt, sollte der mikrobiologische
Nachweis von NTM-Infektionen erfolgen, wobei beriicksichtigt werden muss, dass NTM
mikroskopisch und kulturmorphologisch teils schlecht von MTC zu unterscheiden sind [18].
AuBerdem konnen Interferon-Gamma-Release-Assays (IGRA), die u. a. auf dem Antigen
»ESAT-6“ basieren, das als Antigen auch in einigen NTM vorkommt, falsch-positive MTC-
Nachweise liefern [77]. Deshalb sollten gruppenspezifische PCR-Verfahren zur Anwendung
kommen, die zum einen MTC ausschlieBen und zum anderen N7TM als Erreger nachweisen
konnen [18]. Die schnelle Einordnung in M7C bzw. NTM kann durch Multiplex-PCRs in

einem Untersuchungsgang erreicht werden.

1.3.4. Therapie

NTM-Infektionen werden unter Beriicksichtigung mdglicher Therapienebenwirkungen,
vorhandener Grunderkrankungen und hoher Therapiekosten nicht immer medikamentds
behandelt. Entscheidungskriterien zur therapeutischen Intervention sind u. a. die Erreger-
menge, die Erregerspezies, die klinische Manifestation und der radiologische Fortschritt einer
NTM-assoziierten Erkrankung [18,76]. Fiir die Therapie von ausgewidhlten NTM sind
entsprechende Therapieschemata verfiigbar, wobei als wichtige Substanzgruppen der
Antibiotika hier insbesondere Makrolide (z. B. Clarithromycin) und Rifamycine (z. B.
Rifampicin) zu nennen sind. Aufgrund unterschiedlicher Empfindlichkeiten von schnell-
wachsenden NTM gegeniiber Antibiotika ist die Therapie mit Experten und spezialisierten

mikrobiologischen Laboren abzustimmen [75].
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1.4. Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde in den 1980er Jahren von K. Mullis entwickelt und ist
heute der wichtigste Grundpfeiler der molekularen Diagnostik [78]. Einige grundlegende
Ideen zur Amplifikation von DNA waren allerdings zuvor u. a. von Kleppe et al. im Jahre
1971 formuliert worden [79]. Die PCR ist ein &uBerst sensitives und spezifisches
enzymatisches In-vitro-Verfahren zur Vermehrung doppelstrangiger DNA [80]. Das
Reaktionsverfahren ermdglicht es, eine theoretisch unbegrenzte Menge von Nukleinsdure-
Kopien eines gewlinschten DNA-Abschnittes (Template) zu erzeugen (Amplifikation), die
dann detektiert werden kann. Die klassische PCR ist dabei ein rein qualitatives Testverfahren,
welches bestenfalls eine semiquantitative Mengenbestimmung der Amplifikate bzw. der
Ausgangs-DNA-Menge zuldsst [80]. Diesbeziiglich stellt die im Jahre 1992 entwickelte,
mittlerweile hdufig eingesetzte Real-Time PCR eine sinnvolle Weiterentwicklung dar, da

diese die Schritte der Amplifikation und Detektion in einem Untersuchungsgang vereint [81].

1.4.1. Methodische Grundprinzipien der PCR
Eine PCR wird klassischerweise durchgefiihrt, um DNA-Abschnitte sequenzspezifisch zu

amplifizieren. Das Verfahren basiert vor allem auf der Fahigkeit des hitzestabilen Enzyms
Taq-DNA-Polymerase aus einzelstringigen wieder doppelstringige DNA-Stringe zu
synthetisieren [80].

Dazu werden prinzipiell folgende ,,Zutaten* bendtigt [80,82]:

- die zu amplifizierende DNA (Template-DNA; ,,Vorlage*), welche die Zielsequenz
enthalt,

- zwei einzelstringige Oligonukleotide, sogenannte Primer, die durch ihre Sequenz
gezielt sowohl an den kodierenden als auch den komplementiren DNA-Strang binden
konnen und so den zu amplifizierenden DNA-Bereich definieren,

- Desoxynukleosidtriphosphate (ANTP) als Substrate, die in den zu synthetisierenden
Komplementérstringen verbaut werden,

- thermostabile DNA-Polymerase als wirksames Enzym,

- PCR-Pufferlsung mit Mg**-Ionen als Kofaktor fiir die Enzymaktivitit.

Im Verlauf gliedert sich die PCR prinzipiell in drei nacheinander ablaufende Schritte, die

zusammen einen Zyklus darstellen. Die einzelnen Schritte sind [80,83,84]:
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1) Denaturierung: Die Denaturierung der Doppelstrang-DNA erfolgt bei 94 bis 98 °C zur
Losung der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Nukleotiden der Doppel-
strang-DNA. Im Ergebnis liegen zwei DNA-Einzelstrange im Reaktionsansatz vor.

2) Primerhybridisierung/Annealing: Das Annealing beschreibt das konsekutive Anlagern
der Primer an den Sequenz-komplementéiren DNA-Abschnitt zum Primer-Template-
Komplex. Das Primer-Annealing erfolgt meist bei Temperaturen zwischen bei 50 bis
68 °C. Die Annealing-Temperatur ist dabei abhdngig von der Lange und der Sequenz
der verwendeten Primer.

3) Elongation/Extension: Die Neusynthese bzw. Elongation des komplementiren
Stranges unter Verbrauch der dNTPs fiihrt letztendlich zur Verdopplung der
Doppelstrang-DNA-Molekiile und wird nach Anlagerung der Taq-DNA-Polymerase

an den Primer-Template-Komplex bei Temperaturen um 72 °C realisiert.

Die entstandenen Tochterstrange sind identisch mit dem eingangs gewéhlten DNA-Abschnitt.
Ublicherweise werden die einzelnen Zyklen aus Denaturierung, Annealing und Elongation im
Versuchsverlauf 25 bis 40 mal wiederholt, was zur exponentiellen Vermehrung der Template-
DNA fiihrt, bis das erste der zugegebenen Supplemente aufgebraucht ist [84]. Rein
rechnerisch kénnen so innerhalb von z. B. 30 PCR-Zyklen aus einem Doppelstrang-DNA-
Template circa 2°° Kopien bzw. Tochterstringe erzeugt werden [83]. Diese Tochterstriinge,
die sowohl hinsichtlich ihrer Sequenz als auch ihrer GroBe identisch sind, konnen in der Folge
z. B. mittels Gelelektrophorese und Fiarbung mit interkalierenden Farbstoffen visualisiert
werden [85]. Diese Extraschritte sind allerdings sehr zeitintensiv und erméglichen lediglich
die qualitative Detektion der DNA-Abschnitte. In der mikrobiellen Routinediagnostik ist die
atiologische Relevanz potenzieller Pathogene allerdings haufig auch von der Erregermenge
abhingig. Daher ist eine Aussage zur Erregerkonzentration hédufig ebenso wichtig wie die
Detektion selbst. Diese Anforderung erfiillt die Real-Time PCR, welche heute den

methodischen Goldstandard in der molekularen Diagnostik darstellt.

1.4.2. Weiterentwicklung zur (Multiplex) Real-Time PCR

Die weiterentwickelte Variante der Real-Time PCR (RT-PCR) vereinigt — im Gegensatz zur
oben beschriebenen konventionellen PCR — die Amplifikation und Detektion in einem
Untersuchungsgang, indem nach jedem PCR-Zyklus durch Fluoreszenzintensititsmessungen
die Produktmenge bestimmt wird [81]. Allerdings sind unter der Bezeichnung Real-Time

PCR heute eine Vielzahl unterschiedlicher PCR-Methoden zusammengefasst, denen lediglich
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die Moglichkeit der Ergebnisdarstellung in Echtzeit (= ,real time®) und zum Teil die
Moglichkeit der Quantifizierung gemein ist [86,87]. Hervorzuheben ist dabei insbesondere die
Multiplex-TagMan-RT-PCR, die auch die methodische Grundlage der in dieser Arbeit
evaluierten Methode darstellt.

Diese TagMan-RT-PCR basiert neben den bereits beschriebenen PCR-Grundlagen im
Wesentlichen auf zwei Faktoren. Zum einen besitzen DNA-Polymerasen neben ihrer 3°-5’
Polymerase auch eine 5°-3° Exonuclease-Aktivitit (auch proofreading-Funktion zur
Reduktion von Synthesefehlern genannt) [88,89]. Zum anderen existiert eine Vielzahl von
Fluoreszenzfarbstoffen (z. B. FAM (Fluoreszin), HEX (Hexafluorescin), ROX (X-Rodamin),
Cyanine, TAMRA (6-Carboxy-tetramethyl-thodamin)), welche als Energiedonor in
Kombination mit Dark-Quenchern (Energieakzeptoren) an kurze DNA-Komplementérstringe
zu sogenannten TagMan-Sonden assembliert werden konnen. Die Fluoreszenz der Donor-
Farbstoffe wird dabei im intakten Grundzustand, basierend auf dem physikalischen Prozess
des Fluoreszenz-Resonanzenergietransfers, durch den Dark-Quencher absorbiert und die
Sonde emittiert bei Anregung kein Licht. Bindet die Sonde aber im Verlauf einer PCR an
einen Matrizen-DNA-Strang, wie in Abbildung 3 dargestellt, wird sie im Rahmen der
Elongation durch die DNA-Polymerase verdaut und so der Donor-Farbstoff rdumlich vom
Dark-Quencher getrennt. Wird der Farbstoff nun angeregt, kann er Licht in spezifischen
Wellenlidngen emittieren, woraufhin die Detektion daraufhin erfolgen kann (im Sinne eines
Reporters) [90-94]. Die Verwendung von TagMan-Sonden birgt gewisse Vorteile gegeniiber
anderen Real-Time PCR-Methoden. So stellt die Sonde aufgrund ihrer DNA-Sequenz und der
damit verbundenen Bindungsspezifitit — neben den Primern — eine weitere Spezifitits-Instanz
der PCR dar — allerdings bei hoheren Kosten [95]. Weiterhin konnen die verschiedenen
Farbstoffe gemal3 ihrer Extinktions- und Emissionseigenschaften bei geeigneter Kombination
getrennt voneinander angeregt und detektiert werden, was die Kombination verschiedener
Primer-Sonden-Kombinationen in einem Reaktionsansatz und folglich die Detektion multipler
DNA-Sequenzen in einer Untersuchung ermoéglicht. Dabei ist die Multiplex TagMan-RT-PCR
mit bis zu flnf getrennt voneinander detektierbaren Zielsequenzen gegenwairtig der Stand der
Technik und ermoglicht die molekularbiologische Untersuchung mehrerer, potenziell
atiologisch relevanter Erreger in einem Untersuchungsgang. Die in dieser Arbeit evaluierte
Multiplex RT-PCR erfasst durch die Kombination verschiedener Primer und TagMan-Sonden
zwei unterschiedliche Zielsequenzen und eine Amplifikationskontrolle pro Untersuchungs-
gang.
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TagMan®-Sonde
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DNA-Polymerase
Primer, Extensionsprodukt TagMan®-Sonde
3¢ DNA Template-Strang ‘ 5¢

DNA-Polymerase

Abbildung 3 Schematische Darstellung der Funktionsweise einer TagMan-Sonde. Eine Sonde besteht aus einem
Reporter (R) und Quencher (Q). Zunéchst ist das Reportersignal unterdriickt (A). Bei Hybridisierung der Sonde
mit der Zielsequenz wird die Sonde wihrend der Strangverlingerung durch DNA-Polymerase abgespalten; die
rdumliche Ndhe von Reporter und Quencher wird aufgehoben und somit das Reportersignal nicht mehr
unterdriickt (B). Abbildung adaptiert nach [88,92,94,96].

1.4.3. Messung und Auswertung einer Real-Time PCR

Die gemessenen Daten werden mittels standardisierter Auswertealgorithmen interpretiert und
letztlich in Form von Amplifikationskurven dargestellt. Diese Kurven stellen die Intensitét der
gemessenen Fluoreszenzemissionen je Amplifikationszyklus dar. Dabei wird anfénglich keine
bzw. nur wenig Fluoreszenz (Hintergrundfluoreszenz) gemessen. Bei Zunahme der
Amplifikate — pro abgelaufenem Zyklus — entsteht ein immer stdrkeres Fluoreszenzsignal, das
sich ab einem bestimmten Amplifikationszyklus deutlich von der Hintergrundfluoreszenz
abhebt (Abbildung 4). Der Zyklus, in dem die Fluoreszenz diesen definierten Schwellenwert
(threshold) iiberschreitet, nennt man Schwellenwert-Zyklus (cycle threshold, Ci-Wert)
[93,97].
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Abbildung 4 Veranschaulichung des C-Wertes. Die Fluoreszenz (Y-Achse) wird gegen die Zyklen (X-Achse)
aufgetragen. Der Ct-Wert wird fiir den Punkt berechnet, an dem die Fluoreszenz einen festgelegten
Schwellenwert iiberschreitet. Hier ist zudem die Hintergrundfluoreszenz beispielhaft eingezeichnet, die nicht
ausreicht, um fiir ein entsprechendes Target einen C-Wert zu erzeugen. Abbildung adaptiert nach [93,97].

Der Schwellenwert und der Schwellenwert-Zyklus sind die kritischen Punkte einer TagMan-
Real-Time PCR. Wird die Schwelle im PCR-Verlauf iiberschritten, ist das Ergebnis der PCR
rein qualitativ grundsétzlich als ,,positiv zu interpretieren. Dariiber hinaus gibt der
Amplifikationszyklus, in dem die Schwelle tiberschritten wird, aufgrund des umgekehrt
proportionalen Verhiltnisses von Amplifikatmenge im Reaktionsansatz zum Schwellenwert-
Zyklus einen Aufschluss iiber die im Ausgangsmaterial enthaltenen Zielsequenzen. Je grof3er
die Ausgangsmenge der Template-DNA in der Probe ist, desto frither kann ein verldsslicher
Anstieg der Fluoreszenz gemessen werden und desto kleiner ist der Ci-Wert [81]. In der
Zusammenschau gibt der Schwellenwert-Zyklus dementsprechend Aufschluss dariiber, ob

und wieviel Ziel-DNA im Reaktionsansatz vorhanden ist.

Zur Kontrolle, inwieweit es sich bei dem gemessenen Fluoreszenssignal um ein tatsidchliches
Amplifikationsereignis handelt, muss der weitergehende Verlauf der RT-PCR, sprich der
Verlauf der Amplifikationskurve, betrachtet werden (Abbildung 4). Der Graph der Kurve
muss nach Uberschreiten des Schwellenwertes in eine Phase der exponentiellen Zunahme der

gemessenen Fluoreszensemissionen und letztendlich in eine Plateauphase ohne weitere
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Zunahme der Lichtemissionen iibergehen. Hier ist die Amplikonmenge so groB3, dass keine
Zunahme des Signals mehr gemessen werden kann. In dieser Phase herrscht hiufig auch ein
Substratmangel im Reaktionsansatz, sodass keine Amplifikation mehr moglich ist. Nur wenn
die PCR-Kurve diesen Verlauf zeigt, ist von einem tatsdchlich spezifischen Amplifikations-

ereignis auszugehen [83,94,98].

1.4.4. PCR-Automation

Schon in den 1990er Jahren wurde erkannt, dass die RT-PCR eine Grundlage der PCR-
Automation sein konnte [81]. Besonders die Vereinfachung der DNA-Extraktion wurde als
wichtige Séule in der Entwicklung von automatisierten PCR-Verfahren erkannt [99]. Es
wurden darauthin Multiplex Real-Time PCR-Tests entwickelt, die kein bzw. kaum
»Postamplifikations-Handling* bendtigen [5]. Die Anfilligkeit des Testverfahrens — durch
Beeinflussung durch den Anwender (z. B. Pipettieren, DNA-Extraktion) — kann durch
Auswahl des Verfahrens (RT-PCR) und durch den Automatisierungsgrad reduziert werden
[100].

Den Trend zur PCR-Automation ist auch u. a. im Bereich der Tuberkulose-Diagnostik
aufgegriffen worden. Die frith verfiigbaren automatisierten, kommerziellen Testverfahren
vereinfachten den labortechnischen Arbeitsablauf und reduzierten die (manuelle)
Bearbeitungszeit pro Probe. Neben der reduzierten Bearbeitungszeit wurden weitere Vorteile
hervorgehoben, beispielsweise weniger Anforderungen an das Personal, Minimierung von
Kontamination (,,Cross-Kontamination*), bessere Objektivierbarkeit der Ergebnisse,
Reduktion der Testvariabilitdt sowie teilweise 6konomische Vorteile [101]. Der zunehmende
Automatisierungsgrad in der Laboratoriumsmedizin reduziert im groBeren Male die
Arbeitsanforderung an die jeweiligen Testsysteme bei meist gleichzeitiger Gewihrleistung
ausreichender Prézision des Tests — allerdings vor dem Hintergrund der ggf. hoheren Kosten
[83]. Automation kann zudem die Einbindung von Nukleinsdureamplifikationstechniken

(NAT-Verfahren) in den Routinealltag eines Labors vereinfachen [102].

1.5. Anforderungen an Real-Time PCR-Verfahren in der Diagnostik

Um im Rahmen einer Diagnosestellung zuverldssige Aussagen dariiber treffen zu konnen, ob
ein Erreger in einer Probe enthalten ist oder nicht, miissen diagnostische Untersuchungs-
methoden verschiedene Qualitdts- und Kontrollparameter erfiillen. Dazu muss sowohl die
Untersuchungsmethode im Rahmen einer umfassenden Validierung auf ihre generelle
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Eignung als auch jeder einzelne Untersuchungsgang hinsichtlich seiner Qualitét gepriift
werden. Die MaBnahmen zur Qualititssicherung in der tédglichen Arbeitsroutine jeder
molekularbiologischen Methode stellen daher einen zentralen Bestandteil eines jeden

Untersuchungsganges dar.

1.5.1. Qualitiitssicherung diagnostischer PCRs
Die methodische Aussagekraft einer diagnostischen PCR wird im Wesentlichen iiber eine
Reihe von Kontrollen (der Negativkontrolle, der Positivkontrolle und der Inhibitions- bzw.

Proben-Prozesskontrolle) gesichert.

Die Negativkontrolle ermdglicht die Aussage, dass alle verwendeten Materialien und
Substanzen frei von der gesuchten Ziel-DNA sind. Sie enthélt ein grundsétzlich funktionales
Reaktionsgemisch, dem als Template sicher Ziel-DNA-freies Wasser zugegeben wird. Bei
ordnungsgeméil ,,negativem® (in diesem Fall richtigem) Ausfall dieser Kontrolle sind somit
potenzielle Kontaminationen im Reaktionsgemisch ausgeschlossen. Hierdurch konnten
sonstige positive PCR-Ergebnisse zuverldssig als positive Patientenmaterialien interpretiert

werden. Die Negativkontrolle wird einmal pro Untersuchungsgang durchgefiihrt [103—-105].

Die Positivkontrolle dient zur Bestdtigung der generellen Funktionalitit des eingesetzten
Reaktionsgemisches. Sie enthdlt neben dem Reaktionsgemisch als Template sicher Ziel-
DNA-haltige Materialien. Diese sind meist Ziel-Gen-enthaltende Plasmide, welche dem
Reaktionsgemisch in definierter Konzentration zugegeben werden. Bei ordnungsgemif
»positivem* Ausfall dieser Kontrolle konnen sonstige negative Testergebnisse zuverldssig als
negative Patientenmaterialien interpretiert werden [103,104,106]. Die Positivkontrolle wird

ebenfalls einmal pro Untersuchungsgang durchgefiihrt.

Die Inhibitionskontrolle (auch Proben-Prozesskontrolle oder Amplifikationskontrolle
genannt) dient zur Eignungskontrolle der zu untersuchenden Patientenmaterialien. Sie
bestétigt die generelle Amplifizierbarkeit von Nukleinsduren im Patientenmaterial und
schlieBt bei ,,positivem* Ausfall die Anwesenheit inhibitorischer Substanzen oder sonstiger,
die Amplifikation/Detektion stérende Einfliisse im Patientenmaterial aus. Dies garantiert, dass
negative Untersuchungsergebnisse der Ziel-DNA tatsdchlich aufgrund fehlender Templates
und nicht aufgrund von Funktionseinschrinkungen des PCR-Laufs zustande kommen

[104,105,107-109].
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In der Zusammenschau miissen alle Kontrollen erwartungsgemill ausfallen, um die
Funktionalitdt des Testlaufs und die Qualitit der Testergebnisse zu garantieren. Die
Ergebnisse der Kontrolluntersuchungen stellen daher zentrale Bestandteile der Ergebnis-
interpretation molekularbiologischer Untersuchungen dar und werden in molekular-

diagnostischen Laboren im Rahmen des Qualitdtsmanagements (QM) dokumentiert.

1.5.2. Methodenvalidierung

Bevor jedoch eine Methode {iiberhaupt in der molekularbiologischen Routinediagnostik
eingesetzt werden darf, muss sowohl die generelle Eignung der Methode als auch ihre
Leistungsfahigkeit hinldnglich gepriift bzw. optimiert werden. Als definitionsgemif ,,nicht
genormtes” Verfahren muss dabei — neben der generellen Eignung — auch die
Leistungsfihigkeit der Methode objektiv nachgewiesen werden. Diese objektive Uberpriifung
bzw. Validierung wird im IMIKRO der Universitdtsmedizin Rostock gemél der internen
Standardarbeitsanweisung (SAA-IN QM VM 10 03 5) durchgefiihrt. Diese SAA enthélt die
zentralen Vorgaben der DIN EN ISO 15189:2013-03, DIN EN ISO/IEC 17025:2005 und der
Richtlinie der Bundesdrztekammer zur Qualitdtssicherung laboratoriumsmedizinischer
Untersuchungen (Rili-BAK)) sowie die In-vitro-Diagnostika-Richtlinien der Europiischen
Union (IVD-Richtlinie). Die Validierung neuer (Test-)Verfahren erfolgt unter der
Grundvoraussetzung, dass eine ausfiihrliche Dokumentation von z. B. Umgebungsfaktoren
wie Temperaturen, Transportzeiten sowie eingesetzter Gerdte und Materialien stattfindet.
Hierfiir sind regelméfBige Kontrollen und Kalibrierungen der genutzten Gerdte und

Materialien entsprechend der nétigen Anforderungen nétig [110].

Zur Validierung miissen die analytischen Leistungskenndaten wie die ,,Sensitivitit®, die
»analytische Sensitivitdt® (Nachweisgrenze), die ,Spezifitit®, die ,,Prézision” und die
»Richtigkeit beschrieben werden. Auch der direkte Vergleich zu bereits etablierten
Untersuchungsmethoden kann Bestandteil einer Validierung sein, um mindestens eine
Gleichwertigkeit bzw. mdgliche diagnostische Verbesserungen zu bestitigen. Die
durchzufithrenden Untersuchungen miissen in Art und Umfang gemi3 den oben genannten

Normen vordefiniert und exakt dokumentiert werden [104,111].

Die Sensitivitét ist definitionsgemil3 das Mal} fiir die Anzahl ,richtig positiver” Ergebnisse
verglichen mit der Gesamtzahl aller positiven Ergebnisse. Sie wird meist in Prozent
angegeben und beschreibt die Verldsslichkeit mit der positive Ergebnisse der Wahrheit

entsprechen [112]. H&ufig wird unter dem Begriff der Sensitivitit — in Bezug auf
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laborchemische Analysen — auch die Bestimmung der ,,analytischen Sensitivitdt”, also der
Nachweisgrenze der Methode flir den jeweiligen Analyten verstanden. Zur Bestimmung der
Nachweisgrenze werden Verdiinnungsreihen sicher positiver Kontroll- oder Referenz-
materialien durchgefiihrt: Die niedrigste Konzentration, bei der mindestens 95 % aller
erzielten Ergebnisse dem ,,positiven* Erwartungswert entsprechen, wird als Nachweisgrenze

bezeichnet [109,113].

Die Spezifitit ist das MaB fiir die Anzahl ,richtig negativer” Ergebnisse verglichen mit der
Gesamtzahl aller negativen Ergebnisse [112]. Sie wird ebenfalls in Prozent angegeben und
beschreibt die Verldsslichkeit mit der negative Ergebnisse der Wahrheit entsprechen
[113,114]. Es werden hierzu auch potenziell kreuzreaktive Reaktionspartner und bekannt

negative Proben in die Testung einbezogen [109].

Die Vorhersagewerte (positiver und negativer pradiktiver Wert) werden ermittelt, um
darzulegen wie viele der positiv bzw. negativ getesteten Personen tatsdchlich positiv bzw.

negativ fiir den jeweiligen Analyten sind [112].

Die Bestimmung der Prizision (= Wiederholgenauigkeit) beschreibt den Grad der
Ubereinstimmung zwischen einzelnen, unabhingigen Messergebnissen [115]. Das Maf der
Préazision wird in Form der relativen Standardabweichung — dem Variationskoeffizienten —
der erhobenen Einzelwerte vom Mittelwert angegeben. Die Wiederholgenauigkeit — bezogen
auf unverdnderte Testbedingungen — kann als Prizision in einer Serie, als sogenannter
Intraassay, bezeichnet werden. Im Vergleich beschreibt der sogenannte Interassay die
Variation innerhalb unterschiedlicher Testserien eines Labors. Entsprechende Einfliisse, die
zur Variation flihren konnen, wiren z. B. Zeit(-punkt), Untersuchender (Anwender) oder

genutzte Messgerite [109].

Der Begriff der Richtigkeit umschreibt den Grad der Ubereinstimmung der ermittelten
Messergebnisse (inklusive ihres Mittelwertes) mit einem tatsdchlich wahren Wert (z. B.

anerkannter Referenzwert) [109,116].

Durch die Bestimmung der oben genannten Qualititskennzahlen im Rahmen der Validierung
kann sichergestellt werden, dass die PCR-Methode fiir die Diagnostik im Laboralltag geeignet

ist.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Da die Entwicklung von Mycobacterium-bezogenen PCR-Testverfahren, speziell Multiplex
Real-Time PCR-Testverfahren, stark voranschreitet, bestand am IMIKRO zu Beginn dieser
Arbeit Bedarf fiir einen umfassenden molekularbiologischen Test, der die dtiologisch weniger
relevanten, aber dennoch zunehmend bedeutsamen NTM nicht vernachlissigt [117]. Es
fehlten zuverldssige und schnell verfiigbare Tests, die im Rahmen der Diagnostik dazu
geeignet sind, bei mikroskopischem Nachweis von ,,sdurefesten Stibchen* die diagnostische
Liicke zum dezidierten Ausschluss von MTC bzw. zum Nachweis von NTM zu schlieen [46].
Die hohe Mortalitdt von NTM-Infektionen unterstreicht die Notwendigkeit zur Verbesserung

und Erleichterung der Diagnostik solcher NTM-Infektionen [40].

Die zu Beginn dieser Arbeit am IMIKRO verfligbaren NAT-Verfahren wurden diesen
Anspriichen nicht vollends gerecht. Vor diesem Hintergrund war das Ziel der vorliegenden
Arbeit die Entwicklung und Validierung eines vollautomatisierten Multiplex Real-Time PCR-
Testverfahrens auf dem BD MAX™ System zur raschen In-vitro-Diagnostik von M7C und
NTM aus Sekretproben des Respirationstraktes sowie aus Blutproben. Zu diesem Zweck
wurden die folgenden Arbeitsschritte nach den Mal3gaben fiir In-vitro-Diagnostika geméal
DIN EN ISO 15189:2013-03, DIN EN ISO/IEC 17025:2005, Rili-BAK und IVD-Richtlinie
durchgefiihrt:

1. Literaturrecherche der verfiigbaren Fachliteratur nach geeigneten PCR-Methoden,

2. Anpassung und Optimierung prinzipiell geeigneter Techniken entsprechend den
definierten Anforderungen und den geritetechnischen Gegebenheiten,

3. Priifung des optimierten Verfahrens hinsichtlich seiner funktionellen Eignung,

4. Uberpriifung des Verfahrens auf seine diagnostische Leistungsfihigkeit, insbesondere
im Hinblick auf Intraassay-Prédzision, Interassay-Prézision, Sensitivitit, Spezifitit,
Kreuzreaktivitit, potenzielle Matrixeffekte sowie ggf. eine mogliche Verbesserung der

diagnostischen Qualitit im Vergleich zu bereits etablierten Methoden.

Durch die Entwicklung und Etablierung eines automatisierten Multiplex RT-PCR-Verfahrens
am IMIKRO sollte das iibergeordnete Ziel verfolgt werden, eine nachhaltige Verbesserung
der Aussagekraft der TB-Diagnostik innerhalb der ersten 24 Stunden nach Eingang des

Patientenmaterials zu erreichen.
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3. Materialien und Methoden

Neben der Auflistung der im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Laborgerdte und -materialen
beschreibt der nachfolgende Abschnitt besonders die fiir diese Arbeit zentrale Plattform BD

MAX™ und das Erstellen des hierfiir benotigten Arbeitsmixes.

3.1.Gerite
Tabelle 4 gibt einen Uberblick iiber die eingesetzten Laborgerite. Aufgrund der Bedeutung
des BD MAX™ und des PlateMax™-Systems fiir die vorliegende Arbeit werden diese beiden

Gerite nachfolgend im Detail aufgefiihrt.

Tabelle 4 Ubersicht der verwendeten Gerdte am IMIKRO

Geriit Spezifische Angaben & Hersteller

Kiihlschrank 2-8 °C, diverse Hersteller

Gefrierschrank -20 °C, diverse Hersteller (u. a. Liebherr, Deutschland)

Inkubator Modell KBWF 240, Binder GmbH, Deutschland

Sicherheitswerkbank Herasafe KS18, ThermoFisher, USA

Vortex Mixer IKA® Vortex Genius 2/3 2, Scientific Industries Inc., USA

Densitometer Vitek 2 Denschek™, bioMérieux SA, Frankreich

Axygen™ PlateMax™ inkl. Zubehor Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland

BD MAX™ System Modellnummer: 449116, Becton, Dickinson & Company,
Heidelberg, Deutschland

BD MAX™ PCR Karte Becton, Dickinson & Company, Heidelberg, Deutschland

BD MAX™ Halterung fiir konische Réhrchen Becton, Dickinson & Company, Heidelberg, Deutschland

3.1.1. BD MAX™

Das BD MAX™ System diente als Plattform zur Etablierung der oben genannten Multiplex
RT-PCR. Das offene RT-PCR-Komplettsystem BD MAX™ arbeitet vollautomatisiert von der
Zelllyse, der Nukleinsdure-Extraktion, iiber die Amplifikation und Detektion bis hin zur
Darstellung der Ergebnisse. Es ermoglicht das Entwickeln von und Arbeiten mit individuellen
in-house-Protokollen (auch user developed protocols, UDP) mit eigenen Mastermixen und
eignet sich zur ziligigen und flexiblen In-vitro-Diagnostik inklusive der individuellen
Ausgestaltung molekularbiologischer Arbeitsroutinen und der zeitnahen Abarbeitung

dringender klinisch-diagnostischer Fragestellungen.
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Das System besteht aus den folgenden Elementen:

e PCR-Gerit (BD MAX™ System),

e modulare DNA-Extraktions-Gebinde/Teststreifen, Probenrohrchen, Probengestelle
und PCR-Karten,

e Computer inklusive Steuerungs- bzw. Auswertungssoftware,

e Strichcodelesegerit,

e Vorwirmestation,

e Drucker,

e Stromversorgungsmodul.

Das BD MAX™ System enthilt zwei Module und kann insgesamt zwei Probengestelle (A
und B) a zwolf DNA-Teststreifen in Position A (Abbildung 5, linke Seite) oder Position B
(Abbildung 5, rechte Seite) aufnehmen.

Position B/Rack B

Abbildung 5 Ubersicht iiber die Arbeitsplattform BD MAX™. Im Hintergrund sind zwei eingelegte PCR-
Karten (sogenannte Cartridges) sichtbar. Die Positionen A und B fiir die Probengestelle sind hier jeweils leer.
Eigene Abbildung.

Ein Pipettierroboter ist mit vier Pipetten ausgestattet, um die fliissigen Proben zu den
jeweiligen Reagenzrohrchen der DNA-Teststreifen (Extraktionskits/Gebinde) oder zur PCR-
Kaarte zu transportieren. Die Pipettenspitzen (2x 1 ml, 2x 175 ul Volumen) werden auf den
DNA-Teststreifen herstellerseitig bereitgestellt. Durch das geriteeigne QM-System wird vor

Testbeginn sowohl die richtige Testzusammenstellung als auch die korrekte Lage der
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jeweiligen Testbestandteile automatisch kontrolliert. Ein Barcodescanner ermoglicht das
Zuordnen der Probenrdhrchen zu den passenden DNA-Teststreifen, den jeweiligen
Einsteckrohrchen und den PCR-Karten (Cartridges); somit konnen Fehler beim Assemblieren

des Testsystems grundsitzlich ausgeschlossen werden.

Die mit Patientenmaterial versehenen Probenrohrchen werden mit den modularen DNA-
Teststreifen in die Probengestelle gesteckt und automatisch den PCR-Karten zugeordnet. Die
PCR-Karten in Kreditkartenformat sind zweireihig aufgebaut: Jede der Reihen besteht aus
zwolf Einzelpfaden. Diese Pfade enthalten Fliissigkeitsein- und -auslisse, mikrofluide Kanéle

(10 ul Volumen je Kanal), Mikroklappen und Reaktionskammern (4 pul Volumen je Kammer).

Pro gestartetem PCR-Lauf kann entweder die eine (obere) oder die andere (untere) Reihe
angesteuert werden. Die Mikroklappen enthalten eine geringe Menge an Wachs, das kurz vor
dem Start des PCR-Protokolls geschmolzen wird, um die Reaktionskammern zu versiegeln
und das Ampflifikat vor Verdunstung und Kontamination zu schiitzen. Die Karten werden in
je einem der zwei Lesebereiche (Schubladen) platziert. Diese Lesebereiche beinhalten u. a.
vier Funktionseinheiten: Lageiiberpriifung der PCR-Karten, Druckkontrolle, Temperatur-
system und optisches Lesesystem der Fluoreszenz/Detektor. Pro Leseeinheit stehen fiinf

Fluoreszenzkanile zur Auswahl (Tabelle 5).

Tabelle 5 Fluoreszenzkanile am BD MAX™ (Tabelle adaptiert nach [118,119])

Kanal (Wellenldnge in nm; Anregung/Emission)  Farbstoff (Namen, beispielhaft)

475/520 FAM™

530/565 VIC™

585/630 Cal Red™ / ROX™
630/665 Cy®5

680/715 Cy®5.5

Namen und Abkiirzungen: FAM™, 6-carboxy-Fluorescein; VIC™, 2'-chloro-7-phenyl-1,4-dichloro-6-carboxy-
fluorescein; Cal Red™, 2-Hydroxy-1-(2-hydroxy-4-sulfo-1-naphthylazo)-3-naphthoic Acid; ROX™, 6-carboxy-
X-Rhodamin; Cy®, Carbocyanin.

3.1.2. PlateMax™

Der Axygen™ PlateMax™ der Firma Fisher Scientific ist ein halbautomatisches
Plattenversiegelungssystem. Das Gerét versiegelt die kleinen, konischen Rdhrchen (auch
,»Conical Tubes* genannt), indem spezielle Folien durch eine kurze Hitzeapplikation mit den

Rohrchen verschweilit werden. Mit diesem Gerdt konnen die Arbeitsmixe préaliquotiert
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werden. Im Bedarfsfall muss hierdurch die bendtigte Nasschemie fiir die PCR nicht extra

angesetzt werden, sondern kann aus den vorbereiteten Bestdnden verwendet werden.

3.2.Labormaterialien

In Tabelle 6 werden nachfolgend die bendtigten Materialien in alphabetischer Reihenfolge

aufgefiihrt.

Tabelle 6 Uberblick iiber Labormaterialien

Labormaterialien

aerosoldichte Pipettenspitzen (10, 20, 200 und 1000 pl) (diverse Hersteller)
autoklavierbarer Abfallbehilter (diverse Hersteller)

BD MAX™ konische Rohrchen, Volumen 0,3 ml
Columbia-Agarnihrbdden (z. B. BD, Deutschland)
Einmalschutzhandschuhe (Nitril, ungepudert; diverse Hersteller)

Einwegimpfosen (diverse Hersteller)

Entsorgungsbeutel fiir Tischabwurf

Eppendorf-/Gilsonpipetten (variabel, Maximalvolumina bis 10, 20, 200 und 1000 pl)
Eppendorfreaktionsgefafe, steril (diinnwandig; Volumen 0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml; z. B. Sarstedt, Deutschland)
Glasréhren (5 ml Volumen; z. B. Sarstedt, Deutschland)

Rohrchenstiander (diverse Hersteller)

Schokoladen-Agarndhrbdden (z. B. Chocolate 11 Agar; BD, Deutschland)

Schutzkittel (diverse Hersteller)

Versiegelungsfolien fiir PlateMax™

wasserfester Faserstift (diverse Hersteller)

3.3.Losungen und Testreagenzien
Es folgt die Beschreibung von genutzten Losungen und Reagenzien inklusive z. B. der

Hersteller-seitigen DNA-Gebinde (Kits) sowie der Patienten- und Kulturmaterialien.

3.3.1. Losungen
Verwendete Losungen und Fliissigkeiten zum Ansetzen der Arbeitsmixe oder der Proben-

vorbereitung sind in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Tabelle 7 Uberblick iiber verwendete Losungen

Produkt/Name Gebindegrofie/Volumen Hersteller

Nuclease-Free-Water 25 ml Promega, Madison, USA
Doppelt-deionisiertes Wasser  beliebig Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
NaCl10,9 % beliebig Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
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3.3.2. DNA-Extraktionsgebinde

Alle fiir die DNA-Extraktion benotigten Reagenzien und Verbrauchsstoffe werden in vom
Hersteller vorgefertigten DNA-Extraktionsgebinden mit Teststreifen (sogenannten ,,DNA-
Kits*) bereitgestellt. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Gebinde waren die des Typs
»EXK™ DNA-1“ und ,,ExXK™ DNA-2%, jeweils der Herstellerempfehlung entsprechend fiir
die untersuchten Probentypen Blut und Sputum (Tabelle 8). Die DNA-1- und DNA-2-
Extraktionsgebinde unterscheiden sich nicht im generellen Aufbau voneinander, sondern
hinsichtlich der enthaltenen Pufferlosung (SB-1 vs. SB-2; herstellerseitige Bezeichnung)
sowie des Probenpuffer-Volumens (750 pl vs. 1500 pl).

Tabelle 8 Uberblick iiber verwendete DNA-Gebinde

Name Unterstiitzte Probenart Komponenten

ExK™ DNA-1  Blutplasma und -serum, Urin Extraktionsrohrchen (AS),
Sample Buffer Type SB-1 (750 pl Volumen) inklusive
Verschlusskappen, Teststreifen (S05)

ExK™ DNA-2  Liquor, Trockenabstriche Extraktionsrohrchen (AS8),
Sample Buffer Type SB-2 (1500 pl Volumen) inklusive
Verschlusskappen, Teststreifen (S05)

Beim BD MAX™ System wird ein Probenréhrchen (sogenannte ,,sample buffer tubes, SBT)
einem Teststreifen zugeordnet und entspricht somit genau einer Patientenprobe (Abbildungen
6 und 7). In die SBT wird die jeweils zu untersuchende Patientenprobe gegeben. Die
Probenstreifen beinhalten alle Materialien, Reagenzien und Informationen, die fiir einen
vollstindigen Testlauf bendtigt werden. Auf Position 0 liegt der Lyse- und
Reaktionsrohrchen. Lediglich die Einsteckréhrchen inkl. Extraktions-Réhrchen (Position 1),
das Mastermix-Rohrchen (Position 2) und das Arbeitsmix-Réhrchen (Position 3) miissen in

Vorbereitung auf den Testlauf zugeordnet werden.

Das Extraktions-Rohrchen enthdlt alle notwendigen Bestandteile fiir die Teststreifen-
spezifischen Extraktionsprotokolle und wird immer mit dem Extraktionsgebinde mitgeliefert.
Es enthidlt neben einigen Salzen beschichtete Magnetkiigelchen zur Aufreinigung der
extrahierten DNA. Das Mastermix-Rohrchen enthilt alle Zutaten fiir die durchzufiihrende
PCR in lyophylisierter Form. Im Wesentlichen enthalten sind PCR-Puffer, MgCl,, DNA-
Polymerase, Nukleotide (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), das SPC-Template (Prozesskontroll-
probe), die SPC-Primer und die SPC-Sonde. Auch die Mastermix-Rohrchen werden im
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Testgebinde mitgeliefert. Das Arbeitsmix-Rohrchen enthédlt den mittels PlateMax™

vorbereiteten Arbeitsmix.
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Abbildung 6 BD MAX™ Teststreifen: DNA-1-Exktraktionsgebinde mit den bereits eingesetzten
Einsteckrohrchen. Eigene Abbildung.

Abbildung 7 Beispielhaft beladenes Probengestell: Die Teststreifen sind eingelegt (1-12). Die dazugehdrigen
Patientenproben befinden sich in den — mit blauen Kappen versehenen — Probenréhrchen. Das beladene Gestell
wird dann auf Position A oder B (vgl. Abbildung 5) in das BD MAX™ System geben. Die Analyse kann
darauthin gestartet werden. Eigene Abbildung.
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3.3.3. Arbeitsmix

Der Arbeitsmix enthdlt alle Primer und Sonden, die zum Nachweis der eigentlichen
Zielsequenzen benotigt werden. Die Primer und Sonden werden dabei pro Arbeitsmix-
Rohrchen mit 2 ul BD MAX™ Diluent (geméfl den Herstellerangaben) gemischt und auf
12,5 ul Gesamtvolumen aufgefiillt. In Tabelle 9 sind die herstellerseitigen Empfehlungen

bzw. Volumenvorgaben fiir den Arbeitsmix aufgefiihrt.

Tabelle 9 Volumenvorgaben fiir den Arbeitsmix entsprechend den Herstellerempfehlungen

Komponente Volumenvorgabe

BD MAX™ Diluent 2 ul

Primer und Sonden maximal 10,5 ul

Wasser um auf das Gesamtvolumen aufzufiillen

Gesamtvolumen je Arbeitsmix-Réhrchen pro Reaktion 12,5 pl

Die Zusammensetzung des Arbeitsmixes besteht stets aus den Primern ,,TB-1F“, ,,TB-1R",
»MysppF“ und ,,MysppR®, den Sonden ,FAM-TB-TM® und ,Myspp-Probe”, dem BD
MAX™ Diluent und Nukleinsdure-freiem Wasser (ddH>0O). Die Synthese der Primer und
Sonden fiihrte die TIB Molbiol Syntheselabor GmbH, Berlin, nach Mafigaben des IMIKRO
durch (Tabelle 10).

Die Sequenzen fiir die Forward- und Reverse-Primer sowie die Sonde fiir M7C wurden einem
bereits am IMIKRO etabliertem Test von Eisenach et al. enthommen und getestet (adaptiert
von [120]). Die Sequenzen fiir die Forward- und Reverse-Primer sowie die Sonde fiir Myspp.
entstammen dem Testprotokoll von Bruijnesteijn van Coppenraet et al. [117]. Die
entsprechenden Farbstoffe und Quencher wurden vom Primerhersteller nach unseren
Vorgaben fiir den BD MAX™ gewihlt. Die Konzentrationen der Primer und Sonden wurden

im Rahmen der Vorversuche variiert, um den optimalen Reaktionsansatz zu ermitteln.

Nach Abschluss der Vorversuche wurde der Arbeitsmix immer gemdfl der entwickelten
Rezeptur angesetzt, um die entsprechenden Primer- bzw. Sondenkonzentrationen zu
erreichen. Tabelle 11 zeigt die Sonden- und Primerkonzentrationen, wie sie beim Hersteller
gefertigt worden sind, Tabelle 12 die Zusammensetzung des Arbeitsmixes zu Beginn der

Vorversuche; jeweils ein Arbeitsmixansatz wurde zum weiteren Gebrauch préaliquotiert.
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Tabelle 10 Fiir die Ziele MTC und NTM/Myspp. gewidhlte Primer und Sonden

Erreger Primer/ Sonde Name Sequenz (von 5¢ nach 3¢) GC/% bp Position
MTC Forward TB-1F CGAACGGCTGATGACCAAACT 52,4 21 IS6110
Reverse TB-1R CGACACATAGGTGAGGTCTGCTAC 54,2 24 IS6110
Sonde FAM-TB- FAM- 66,7 24
™ ATCTCGTCCAGCGCCGCTTCG
GAC-BBQ
Myspp. Forward MysppF  GGGGTGTGGTGTTTGAG 58,8 17 ITS
Reverse MysppR  CTCCCACgTCCTTCATC 58,8 17 23S
rRNA
Sonde Myspp- ROX- 52,4 21 ITS
Probe TGGATAGTGGTTGCGAGCATC
-BBQ

Abkiirzungen und Erlduterungen: BBQ, BlackBerry® Quencher; bp, Basenpaare (entspricht der
Amplikonlénge); IS61710, Insertionssequenz 6710, eine Sequenz, die ausschlieBlich bei Mitgliedern des MTC
nachweisbar ist; ITS, Internal transcribed spacer, eine Nukleotidsequenz, die zum Nachweis von Mykobakterien
genutzt wird. FAM, 6-Carboxyfluorescein, ein Fluoreszenzfarbstoff; MTC, Mycobacterium tuberculosis-
Komplex; Myspp., hier genutzter Neologismus fiir die Sondenbezeichnung zur Detektion von Mycobacterium
Spezies/NTM. GC/%, relativer Gehalt an Guanin und Cytosin; ROX, X-Rodamin, ein Fluoreszenzfarbstoff.

Tabelle 11 Sonden- und Primerkonzentrationen in Losung

Bezeichnung Molare Konzentration®  Volumen® Referenznummer
TB-1F 20 uM (20 pmol) 250 pl #1659823
TB-1R 20 uM (20 pmol) 250 pl #1659824
FAM-TB-TM 20 uM (20 pmol) 217 wl #1659828
MysppF 20 uM (20 pmol) 250 pl #1659825
MysppR 20 uM (20 pmol) 250 pl #1659826
Myspp-Probe 20 uM (20 pmol) 219 ul #1659831

Erlduterung: * Wenn geldst in 1 ml Losungsmittel. ® Das durch Zugabe von ddH,0 zu erreichende Volumen, um
entsprechende Konzentrationen (wie in ?) zu erhalten.

Tabelle 12 Arbeitsmix zu Beginn der Vorversuche

Bezeichnung Volumen (pl) Konzentration
MysppF 1 pl 20 pmol/pl
MysppR 1 pl 20 pmol/pl
Myspp-Probe 0,5 ul 20 pmol/ul
TB-1F 1 ul 20 pmol/pl
TB-1R 1 ul 20 pmol/pl
FAM-TB 0,5 pl 20 pmol/pl

BD MAX™ Diluent 2 ul -

ddH,O 5,5ul -
Gesamtvolumen 12,5 ul
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Die Aliquots werden mittels PlateMax™-System einzeln versiegelt (Abbildung 8). Hierzu
wurden die konischen Rohrchen mit je 12,5 pl des Arbeitsmixes befiillt und in den zum
PlateMax™ gehdrenden Aluminiumrahmen gesetzt. Die konischen Rohrchen wurden mit
Versiegelungsfolie abgedeckt und anschlieBend im PlateMax™ bei 180 °C
Versiegelungstemperatur in maximal 10 bis 15 Sekunden Versiegelungszeit verschlossen. Die
so angefertigten Arbeitsmixe wurden danach bei -20 °C gelagert und konnten bei Bedarf

aufgetaut und genutzt werden.

Abbildung 8 Aliquot als einzelnes Einsteckrohrchen mit Folie verschweif3t. Beispiel, eigene Aufnahme.

3.3.4. Patientenmaterialien

Als Patientenmaterial wurden diverse Blut- (EDTA) und Sekretproben des Respirationstraktes
(Sputum, Trachealsekret, Bronchialsekret) aus verschiedenen stationdren und ambulanten
Abteilungen der Universitidtsmedizin Rostock herangezogen. Fiir die PCR-Etablierung am BD
MAX™ System wurde kein heparinisiertes Blut genutzt, da dieses laut geltender Standard-
arbeitsanweisung (SAA-MD OM TP / 16 03 13) aufgrund der inhibitorischen Wirkung des
Heparins nicht fiir einen PCR-Lauf empfohlen wird; fiir EDTA-Blut sind zwar ebenfalls
inhibitorische Einfliisse auf PCR-Lédufe beschrieben worden, jedoch werden EDTA-haltige

Proben entsprechend obiger SAA nicht ausgeschlossen.

Zur Sicherstellung der Arbeitssicherheit wurden alle potenziell infektiosen Patientenroh-
materialen vor Durchfiihrung jeglicher Untersuchungen gemal giiltiger SAA im Labor der
Schutzstufe 3 (S3-Labor) thermisch inaktiviert. Die Aufbewahrung der Proben erfolgte
entweder als 1-1,5 ml-Aliquots in Eppendorfgefden oder in 10 ml-Blutentnahmemonovetten
und Sputumrohrchen (jeweils bei -20 °C). Aufgrund der geringen Anzahl verfligbarer
positiver Patientenproben wurden zuvor negativ getestete Blut-/Sputumproben mit Referenz-
DNA versetzt, um so positive Patientenproben zu simulieren und eine ausreichende Anzahl an
Proben fiir die Validierung zu gewinnen. Dieses sogenannte ,,Spiken* (Versetzen) der
Rohmaterialien mit Referenz-DNA fiir die Vorversuche erfolgte unter strikter Einhaltung der

Sicherheitsbestimmungen und wurde ebenfalls im S3-Labor durchgefiihrt. Alle verwendeten
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Rohmaterial-Proben inklusive ihrer fiir die Versuche gewéhlten Nummerierung (Blut: 1-23;

Sekret: I-XXII) sind in Tabelle 13 aufgelistet. Zur einfacheren Handhabbarkeit (z. B. kurze

Auftauzeit) wurden weiterfithrend 110 pl-Aliquots erstellt, die bei -20 °C gelagert wurden.

Tabelle 13 Nummerierung der Patientenrohmaterialien (Blut und Sekret)

Blut Sekrete des Respirationstraktes
Probennummer Interne Bezeichnung Probennummer Interne Bezeichnung
1 1951 I w2859

2 1952* II 1312

3 w1209 I 1550

4 1633 v 1925

5 766 \Y% 1984

6 1049 VI w997

7 555 vl w953

8 556 VIII 533

9 w1444 IX 500

10 549 X 2548

11 w04314 XI w04448

12 w04586 XII w04295%*
13 w04613 XIII w0294

14 997 XIv w04011

15 w953 XV w06298*
16 w06103* XVI w06299
17 w06026 XVII w06196
18 w06028 XVIII w05878
19 w05797 XIX w05879 I*
20 w05831 XX w05879 11
21 w05844* XXI w05942
22 w06218 XXII w05915
23 w06216

Erléuterung: Bei mit * markierten Proben trat im Versuchsverlauf vereinzelt PCR-Inhibition auf.
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3.3.5. Kulturmaterialien

Als Kulturmaterial und somit als Positivproben wurden im Labor archivierte Mykobakterien-
Stamme herangezogen. Diese positiven Kulturmaterialien sind in Tabelle 14 aufgefiihrt. Fiir
die Erstellung von schwach-positiven Proben wurden Verdiinnungen von 1:1000 bis 1:10

erstellt.

Tabelle 14 Kulturmaterialien der Universitiat Rostock

Kulturmaterial Ringversuch (Nummer) Erreger

T1017 -/- M. tuberculosis

T1057 -/- M. tuberculosis

T1152 -/- NTM/atypisch — nicht ndher bezeichnet
T1155 -/- NTM/atypisch — nicht ndher bezeichnet
T91 155 M. bovis

T99 159 M. tuberculosis

T100 160 M. tuberculosis

T102 162 M. bovis

T788 111 M. malmoense

T885 133 M. abscessus

T891 135 M. celatum

T894 138 M. intracellulare

T895 139 M. chelonae

T131 143 M. marinum

T135 147 M. szulgai

T791 153 M. fortuitum

T97 157 M. kansasii

T101 161 M. gordonae

Erlduterung: T-Nummern, inaktiviertes Kulturmaterial entsprechend giiltiger Standardarbeitsanweisung. Die
Nummern wurden durch das Labor (Archiv) vorgegeben.

Neben den obigen Stimmen wurden weitere Bakterienstimme zur Testung der
Kreuzreaktivitit und Spezifitdt benotigt. Insgesamt 25 Bakterien- und Erregerstimme wurden

aus dem Fundus der Qualititskontroll-Stimme des IMIKRO herangezogen (Tabelle 15).
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Tabelle 15 Bakterienstimme zur Testung der Kreuzreaktivitit

Probennummer Referenz-/Kollektionsnummer Erreger

1 ATCC® 29213™ Staphylococcus aureus

2 ATCC® 25922™ Escherichia coli

3 NCTC® 12493™ Staphylococcus aureus

4 ATCC® 27853™ Pseudomonas aeruginosa
5 ATCC® 49619™ Streptococcus pneumoniae
6 ATCC® 9334™ /NCTC 8468  Haemophilus influencae
7 ATCC® 49247™ Haemophilus influencae
8 ATCC® 51299™ Enterococcus faecalis

9 ATCC® 700603™ Klebsiella pneumoniae
10 ATCC® 700324™ Klebsiella oxytoca

11 ATCC® BAA 1152™ Eikenella corrodens

12 ATCC® 29212™ Enterococcus faecalis

13 ATCC® 13048™ Enterobacter aerogenes
14 ATCC® 14053™ Candida albicans

15 ATCC® MYA 2950™ Candida glabrata

16 ATCC® 35218™ Escherichia coli

17 ATCC® 13813™ Streptococcus agalactiae
18 ATCC® 12344™ Streptococcus pyogenes
19 DSM 1798 Staphylococcus epidermidis
20 ATCC® 29212™ Enterococcus faecalis

21 ATCC® 13883™ Klebsiella pneumoniae
22 ATCC® 9542™ Streptococcus equisimilis
23 DSM 5570 Shigella sonnei

24 ATCC® 9610™ Yersinia entercocolitica
25 DSM 5569 Salmonella typhimurium

Neben den vorgenannten (Kultur-)Materialien wurde einmalig testweise Plasmid-DNA
(kloniertes Amplikon der PCR des IS6//70-Insertionselementes von MTC, 1 pg/ul) als

Positivmaterial im Zuge der Vorversuche (Kapitel 4.1.) genutzt.

3.4. Ablauf der PCR-Etablierung

Zundchst wurde die internationale Fachliteratur hinsichtlich existierender molekular-
biologischer Untersuchungsprotokolle und -methoden durchsucht, um ein funktionales und
moglichst detailliert beschriebenes methodisches Setup zur Multiplex-Detektion von
NTM/Myspp. und MTC zu erstellen. Im Fokus stand dabei insbesondere die Suche nach
geeigneten Primer- und Sondenkombinationen zur Detektion der Myspp., da am IMIKRO
bereits eine bewihrte manuelle Monoplex Real-Time PCR zur Detektion der MT7C
(vorliegender Testprotokoll adaptiert nach Eisenach und Kollegen) zur Verfligung stand,

welche auf dem BD MAX™ System implementiert werden musste [120]. Die entsprechenden
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Sequenzen zur Detektion der NTM/Myspp. wurden einem Testprotokoll von Bruijnesteijn van
Coppenraet et al. (2004) entnommen und fiir den Arbeitsmix genutzt [117]. Der Nachweis
von NTM erfolgt hierbei iiber den Nachweis von Zielsequenzen der Mycobacterium Spezies
sowie gleichzeitig einem Nichtvorliegen von Zielsequenzen des Mycobacterium tuberculosis-
Komplex. Wenn im Rahmen der PCR demensprechend Mykobakterien nachgewiesen werden
(Ergebnis: Myspp. positiv), aber diese nicht M7TC entsprechen (Ergebnis: MTC negativ), wird
hieraus folglich abgeleitet, dass die detektierten Mykobakterien zu NTM gehdren (miissen).
Die fir MTC gewéhlte Zielregion ist IS6/10 (Insertionselement 6/70), die exklusiv bei
Mykobakterien des M. tuberculosis-Komplex nachweisbar ist [121-123]. Die Sequenz
erscheint entsprechend bei NTM nicht sicher nachweisbar zu sein, sodass mit den beiden
gewihlten Zielen (targets) innerhalb des Testverfahrens eine Differenzierung von M7C und

NTM moglich erschien.

Die praktische Etablierung der (qualitativen) Multiplex RT-PCR gliederte sich in drei
Schritte:

1. Entwicklung und Etablierung von Einzelnachweisen fiir Mycobacterium tuberculosis-
Komplex und NTM/Myspp. nach oben genannten Publikationen inklusive der
Adaption an den Arbeitsfluss der Plattform BD MAX™ und Optimierung der PCR in
einer Reihe von Vorversuchen,

2. Kombination der Einzelnachweise im Sinne einer Multiplex RT-PCR und Festlegung
des standardisierten Untersuchungsprotokolls,

3. Validierung der Multiplex RT-PCR nach aktuellen Vorgaben und QM-Richtlinien

inklusive Erhebung und Auswertung der Giitekriterien des entwickelten Tests.

3.4.1. Vorversuche

Ziel der Vorversuche war es, die grundsitzliche Funktionalitidt der Primer und Sonden zu
bestitigen, das PCR-Protokoll, inklusive der Annealing-Temperatur zu optimieren sowie
entsprechende Mengen- und Konzentrationsverhéltnisse der eingesetzten Substrate zu testen.
Wesentlicher Bestandteil der Vorversuche war dariiber hinaus die Funktionspriifung der im
BD-Mastermix enthaltenen SPC zur Detektion potenzieller PCR-inhibierender FEinfliisse

wiahrend des Testlaufs.
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Die Vorversuche zur Entwicklung der Einzelnachweise wurden sowohl fiir M7C als auch fiir
NTM/Myspp. durchgefiihrt. Die verwendeten N7M sollen im Rahmen der Versuche und der
spateren Validierung dem Target ,,Myspp.* entsprechen.

Das System PlateMax™ wurde fiir die Voraliquotierung und Versiegelung der Arbeitsmixe

im ,,ready to use“-Format in den Arbeitsablauf integriert.

3.4.2. Entwicklung

Nach Testung auf generelle Funktionalitit wurden weitere Testldufe durchgefiihrt. In diesem
Rahmen wurden Anpassungen von Profil-Einstellungen am BD MAX™ sowie Anpassungen
von u. a. Temperatur, Volumen und Primerkonzentration vorgenommen, um die Robustheit
des Verfahrens zu gewéhrleisten. Zur Etablierung einer PCR miissen dariiber hinaus ggf.
Gerite-spezifische FEigenheiten, z. B. Filterdifferenzen, Probenvolumina, unterschiedliche
PCR-Protokolle, beriicksichtigt werden. Ziel war es, fiir die jeweiligen PCR-Liufe eine
robuste Ergebnisausgabe anhand einer definierten Ergebnislogik zu erhalten (Abbildung 9).
Am Ende der Entwicklungsphase stand die endgiiltige Rezeptur des Arbeitsmixes zur

Verfiigung; auf dieser Basis konnten die Validierungs-PCR-Laufe erfolgen.

Ergebnis:
negativ

Abbildung 9 Darstellung der Ergebnislogik (beispielhaft): A) Ziel-DNA nachgewiesen, Kontrolle (SPC) kann
dann positiv oder negativ sein; das Ergebnis wird als positiv gewertet. B) Ziel-DNA nicht nachgewiesen, SPC
positiv, Ergebnis ist richtig-negativ. C) Ziel-DNA nicht nachgewiesen, SPC negativ, ungeklértes Ergebnis, weil
bei negativer Kontrolle keine Ziel-DNA nachgewiesen wurde. Hinweis: Bei positivem Zielnachweis, jedoch
negativer/nicht-positiver SPC, kann das PCR-Ergebnis dennoch als positiv gewertet werden (siche dazu auch
den Abschnitt Matrixeffekt, Kapitel 4.3.6.).

3.4.3. Validierung

Fiir den Nachweis von einerseits M7TC und andererseits NTM wurden die Validierungs-

vorgaben jeweils getrennt voneinander betrachtet und dokumentiert. Die Validierung
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erfolgte anhand der hauseigenen Richtlinien zur Validierung von In-vitro-Diagnostik-
verfahren gemidl SAA-IN QM VM / 10 03 05 [124]. Darin enthalten sind die
Entsprechungen der Richtlinien und Normungen MIQ 01, DIN EN ISO 15189:2013-03,
DIN EN ISO/IEC 17025:2005, RiLi-BAK und IVD-Richtlinie [103,104,109,125-127].

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode als qualitatives in-house Verfahren, also ohne
Bestimmung der Erregermenge, auf der Basis externer wissenschaftlicher Arbeiten entwickelt
und etabliert. Die oben genannten Richtlinien zur angemessenen Validierung der Methode
sehen in diesem Fall die Untersuchung der Intraassay-Prézision/Richtigkeit, der Interassay-
Prazision/Richtigkeit, der Sensitivitdt, der Spezifitit, potenzieller Kreuzreaktionen,
potenzieller Matrixeffekte (durch Probenbestandteile ausgeloste Einfliisse auf den Analyten)
und ggf. den Vergleich mit etablierten Methoden vor. Im Einzelnen haben die
Untersuchungen folgenden Umfang [103,104,109,124-127]:

e Intraassay-Prazision: Es erfolgt eine Untersuchung mehrerer Proben in
Dreifachbestimmung innerhalb eines Testlaufs (das heit gleichzeitige Testung von drei
negativen, drei schwach-positiven und drei stark-positiven Proben). Die Probenmatrix soll
dabei Patientenmaterialien entsprechen. Die Intraassay-Prézision muss einen Variations-
koeffizienten von < 30 % aufweisen.

e Interassay-Prédzision: Drei Proben aus dem vorgenannten Intraassay-Ansatz — hier
entsprechend eine negative, eine schwach-positive und eine stark-positive Probe — werden
an zwei weiteren (= unterschiedlichen) Tagen in Einfachbestimmung untersucht. Die
Interassay-Prézision muss einen Variationskoeffizienten von < 50 % aufweisen.

e Sensitivitit: Zur Bestimmung der Sensitivitdt soll die Testung von mindestens fiinf bekannt
positiven und mindestens fiinf bekannt schwach-positiven Proben durchgefiihrt werden.

e Sperzifitit: Mindestens 20 bekannt negative Proben sollen zur Bestimmung der Spezifitét
getestet werden.

e Kreuzreaktivitit: Hierfiir werden 20 Proben, die fiir Bakterien/Pilze positiv getestet oder
mit potenziell kreuzreaktivem Referenzmaterial (Spiken) versetzt wurden. Die bei der
Priifung eingesetzten Proben sollen fiir den potenziell kreuzreaktiven Parameter stark-
positiv sein.

e Matrixeffekt: Es erfolgt die Testung von 20 Probenmaterialien, die zur Durchfiihrung der

Testung als Untersuchungsmaterialien sinnvoll sind. Die Ziel-Erreger werden in definierter
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Menge zugesetzt und die erzielten Ci-Werte mit einer entsprechenden Wasserprobe
abgeglichen.

e Dariiber hinaus kann ggf. kann ein Vergleich mit etablierten Methoden erfolgen.

3.5.Genereller Arbeitsablauf am PCR-Automaten

Der Arbeitsablauf am BD MAX™ System folgt einem immer gleichen Schema und kann
grundsitzlich in zwei Phasen geteilt werden: Die erste Phase ist die anwenderseitige
Probenvorbereitung; die zweite Phase entspricht dem systemseitigen Arbeitsablauf

(Workflow), bestehend aus Nukleinsdure-Extraktion und PCR [128].

3.5.1. Phase 1: Testvorbereitung

Die Testvorbereitung besteht aus der korrekten Auswahl der DNA-Extraktionsgebinde bzw.
Extraktionsrohrchen (in Form der Teststreifengebinde ExXK™ DNA-1 oder DNA-2) inklusive
der passend mitgelieferten Probenrohrchen (SBT). Es gilt beziiglich der zu wihlenden

Teststreifenanzahl: nProben = nDNA-Teststreifen.

Je 100 pl der zu untersuchenden Probe werden in die zum ExK™-DNA-1 gehdrenden
Probenréhrchen gegeben. Es folgt das Mischen der befiillten Probenrdhrchen fiir eine Minute
auf dem Laborschiittler, um eine ausreichende Vermischung der Pufferlosungen mit den
jeweiligen Proben zu gewéhrleisten. Daraufhin wird der Drehverschluss der Probenrdhrchen
gegen eine von Pipettenspitzen penetrierbare Kappe ersetzt. Die einzelnen Probenréhrchen
werden nun mittels Strichcodescanner eingelesen, in der Software benannt und anschlieend
in das Probengestell gestellt. Die DNA-Gebinde werden vorbereitet, indem die
Einsteckrohrchen in die Teststreifen an Position 1 und die BD DNA MMK(SPC)-Rohrchen
an Position 2 eingeklickt werden (Abbildung 6). Der Arbeitsmix wird an Position 3 des DNA-
Teststreifens eingeklickt (Abbildung 6). Der nun komplettierte Teststreifen wird in das
Probengestell geklemmt. Das so préiparierte Probengestell kann nun in den BD MAX™
gestellt (Position A oder B, Abbildung 5) und das Gestell verriegelt werden.

Die eingescannten Strichcodes der Probenrohrchen erscheinen in der Softwareansicht in einer
Arbeitsliste. Hier werden den Proben der geplante Test, die passende Position auf dem
Probengestell sowie die Chargennummern der DNA-Gebinde zugeordnet. Nun wird der
Strichcode der PCR-Karte — zwecks Zuordnung zu den Teststreifen — eingelesen. Die

Systemsoftware priift die noch freien Positionen auf der PCR-Karte und zeigt die zu

41



Materialien und Methoden

beschickenden Bahnen des PCR-Gestells an. Die Teststeifen und die SBTs werden
entsprechend angeordnet und das Gestell in das Gerdt gestellt. Die Tiir des BD MAX™
Systems wird geschlossen; darauthin kann der PCR-Lauf benannt und gestartet werden. Der

anwenderseitige Arbeitsablauf ist hiermit abgeschlossen.

3.5.2. Phase 2: Extraktion und PCR
Das BD MAX™ System startet nun den PCR-Lauf (systemseitiger Arbeitsablauf) und beginnt

zundchst mit der Priifung der Test-Einstellungen. Der Strichcodeleser des Roboterarms liest
dazu die Probenrohrchen ein. DNA-Streifen, Einsteckrohrchen (Position 1, Position 2) und
die PCR-Karte(n) werden iiberpriift. Ist die Priifung erfolgreich, schlie8t sich automatisch die

eigentliche Abarbeitung an. Sie besteht aus:

1. Nukleinsdureextraktion,

Vorbereitung des PCR-Reaktionsgemisches,
Ansatz des finalen Reaktionsgemisches,

Transfer des Reaktionsansatzes in die PCR-Karte,

Durchfiihrung der PCR geméiB Protokoll und

AN

vollautomatische Auswertung.
Im Folgenden sind die methodischen Grundlagen der aufgefiihrten Schritte kurz erldutert.
Extraktion sowie Vorbereitung und Transfer des Reaktionsansatzes (Schritte 1-4)

Das Extraktions-Rohrchen des Gebindes ,,ExK™-DNA-1* enthdlt einen eingetrockneten
Extraktionsmix aus Proteinase K zur Zelllyse und Freisetzung der Nukleinsduren,
magnetische Perlen zur Aufreinigung der Nukleinséduren und die Zutaten der SPC. Die SPC
ist eine DNA-Sequenz aus Drosophila melanogaster und dient hier als Eignungspriifung, ob
das Patientenmaterial in der eingesetzten Form iiberhaupt fiir eine PCR-Amplifikation

verwendet werden kann.

Die durch den Hersteller definierte Standardprobenmenge von 937,5 pl wird vom
Probenrohrchen in das Extraktions-Rohrchen (Position 1) transferiert, um die Extraktions-
reagenzien zu rehydrieren. Nach dieser Hydrierungsphase wird dieses Gemisch nach
Position 0, dem Lyse-/Reaktions-Réhrchen, verbracht, sodass Zellen zerstort und DNA
freigesetzt wird (siehe auch Abbildung 6). Nach der Lysephase bindet die in den Proben nun

freigesetzte DNA an die magnetischen Perlen. Ein kleiner Magnetstreifen fixiert darauthin die
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Perlen-DNA-Konglomerate an der GefaBwand. Der Fliissigkeitsiiberstand wird abgesogen
und der Magnetstreifen von der GefiBBwand entfernt, sodass die DNA-behafteten

Magnetperlen wieder freigegeben werden.

Mit Zugabe einer Losung (,,DNA Ldsung A“, Inhalt unterliegt dem Betriebsgeheimnis von
BD) wird die Probenlosung mittels starker, basischer Puffer gewaschen, um unspezifisches
Material wie Zucker- und Proteinreste zu entfernen. Ein Wiederanfithren des Magnets fixiert
nun nochmals die Magnetperlen, sodass wiederum der Uberstand der Waschldsung abgezogen
werden kann. In einem weiteren Schritt wird eine zusétzliche Losung (,,DNA Losung B*,
Inhalt unterliegt dem Betriebsgeheimnis von BD) ins Lysegefd3 gegeben, welches kurzzeitig
inkubiert wird. Nach erneuter Hitzeapplikation lost sich die DNA von den magnetischen
Perlen, die wiederum magnetfixiert werden, damit im Anschluss die saubere DNA in das den
Arbeitsmix enthaltene, konische Rohrchen (Position 3) transferiert werden kann. Eine
zusétzliche ,,DNA-Losung C* (Inhalt unterliegt dem Betriebsgeheimnis von BD) wird zur
weiteren Elution hinzugefiigt; das PCR-Reagenz ist nun fiir die Analyse aufbereitet und wird
in die PCR-Karte tiberfiihrt. Eine schematische Darstellung dieses Ablaufs ist in Abbildung
10 dargestellt.

Sample PCR-Ready
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Abbildung 10 Schema des Extraktionsvorganges am BD Max™. Abkiirzung: NS, Magnet. Grafik des
Herstellers, entnommen aus [118].
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Durchfiihrung der PCR und deren Auswertung (Schritte 5-6)

Das offene BD MAX™ System stellt zur Entwicklung hauseigener Testverfahren und PCR-
Laufe einen Test-Editor (integriertes Softwarementi) bereit. Neben Basiseinstellungen, wie
z. B. der Benennung des Testes, konnen dort die gewiinschten weiteren Informationen und

Spezifikationen festgelegt werden:

- Extraktionstyp (bezieht sich auf das Gebinde — vgl. ExXK™ — das gewéhlt wird),
- Mastermix-Format (bezieht sich auf den Arbeitsmix an Position 3),

- Ci-Berechnung.

Weitere vorgespeicherte Parameter, wie u. a. die Lyse-Heizdauer und -Temperatur sowie
Probenvolumina, konnen bei Bedarf hidndisch abgedndert und gespeichert werden. Im
Rahmen der Vorversuche wurden diese jedoch nur sporadisch gedndert und letztlich im

finalen Protokoll nicht von den voreingestellten Einstellungen abgewandelt.

Wiahrend der Vorversuche wurde zunichst der Extraktionstyp ,,PCR Only®, also alleinige
Nutzung der PCR-Funktion, spdter wihrend der Validierung der Typ DNA-1 und DNA-2
gewihlt: Diese Einstellungen beinhalten dann sowohl den Vorgang der DNA-Extraktion als
auch die PCR. Als Mastermix-Format war der ,,Typ 2* (BD MMK oder MMK SPC und
fliissige Primer und Sonden) vorgesehen. Der Zusatz ,,fliissige Primer und Sonden* verweist
auf den geriteseitigen Umgang mit den Primern und Sonden an Position 3 des Teststreifens.

Die Arbeitsmixe (Position 3) lagen in anwendbarer fliissiger Form vor.

Unter dem Meniipunkt ,,Kanaleinstellungen* wurden die Kanéle zur Detektion gewéhlt,
benannt und spezifiziert (Tabelle 16). Es wurde darauf geachtet, dass die
Detektionskandle jeweils durch freie, also unbelegte, Kanidle getrennt waren, um
Interferenzen (sogenannter ,,Crosstalk®) zwischen den Anregungs- und Emissionskanélen

zu vermeiden.

Tabelle 16 Kanaleinstellungen am BD MAX™

Kanal/Wellenléingen (nm) Name PCR Verstiarkung Threshold?
475/520 MTC 40 200
530/565 -/- -/- -/-

585/630 Myspp 30 200
630/665 -/- -/- -/-

680/715 SPC 40 200

Erlauterung: * Cut-off-Wert, ab dem C-Werte bestimmt werden sollen. Abkiirzung: nm, Nanometer.
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Das BD MAX™ System fiihrt die Testschritte geméf der Protokollvorgaben
selbststindig aus. Nachdem der Testlauf beendet ist, werden die Ergebnisse automatisch
ausgewertet und sowohl tabellarisch als auch als Amplifikationskurve dargestellt
(Abbildung 11). Die so erzielten Ergebnisse wurden ausgedruckt und standen dann fiir

die Testvalidierung zur Verfiigung.

Run 655 TBC/Myspp Extr+PCR Myspp

800

600 M s

400 L E
200

DP

5 10 15 20 25 30 35 40

Abbildung 11 Beispielhafte Darstellung der Amplifikationskurven aus einem Laufergebnisbericht des BD
MAX™. X-Achse: Anzahl der Zyklen; Y-Achse: Rn-Wert (Fluoreszenz). Eigene Abbildung.
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4. Ergebnisse

Entsprechend der Zielsetzung dieser Arbeit wurden Mykobakterien-spezifische PCR-
Verfahren auf dem BD MAX™ System unter Zuhilfenahme vorhandener Fachpublikationen
und bereits am IMIKRO etablierter Protokolle entwickelt. Die durchgefiihrte Literatur-
recherche, mit dem Ziel ein methodisches Testschema inklusive geeigneter Primer- und
Sondenkombinationen zu finden ergab, dass aufgrund der methodischen Vereinbarkeit zum
einen das Protokoll von Bruijnesteijn van Coppenraet und Kollegen aus dem Jahr 2004 fiir
den Nachweis von NTM/Myspp. und zum anderen das Protokoll des bereits am IMIKRO
bekannten Tests von Eisenach und Kollegen aus dem Jahr 1990 zum Nachweis von MTC fiir

die Etablierung der Multiplex PCR ausgewahlt wurden [117,120].

4.1.Vorversuche

In der Zusammenschau der Vorversuche konnen folgende Ergebnisse genannt werden: Die
PCR-Versuche zum generellen Funktionsnachweis der PCR im BD MAX™ — ohne vorherige
Extraktion (im Software-Modus ,,PCR only“) und unter Verwendung von Plasmid-DNA
(kloniertes Amplikon der PCR des IS6110-Insertionselementes von MTC, 1pg/ul) — lieferten
ad hoc zufriedenstellende Ergebnisse. Die grundsitzliche Funktionalitdt der eingesetzten

Arbeitsmixe war hierdurch bestétigt.

AnschlieBende Testlaufe im Modus ,Extraktion und PCR* unter Verwendung der
Kulturproben T1057, T1079 und T1086 erzeugten ebenfalls positive PCR-Ergebnisse im
Rahmen des getrennten (Einzel-)Nachweises von MTC bzw. NTM/Myspp. Die im BD
MAX™ Vollautomaten integrierten DNA-Extraktionsprotokolle schienen somit geeignet zur

Extraktion und Aufreinigung der DNA aus den Bakterienzellen.

Nach diesen grundsitzlich ,,richtig-positiven® PCR-Ergebnissen traten in der Folge bei der
Untersuchung mehrerer bekannter und zum Teil mit Ziel-DNA versetzter Patientenmaterialien
in seltenen Féllen unerwartete negative und nicht interpretierbare Ergebnisse durch PCR-
Inhibition (z. B. C; der SPC = -1) auf. Es war also zum damaligen Stand der Methoden-

etablierung von einer noch unzureichenden Robustheit der Methode auszugehen.

Um die Robustheit zu verbessern, wurden in der Folge verschiedene Optionen zur
Methodenoptimierung getestet. Unter der Vorstellung, dass es bei einer ggf. zu niedrig
gewihlten Annealingtemperatur durch bspw. Primerdimerisierung zu einer geringeren Primer-

Target-Bindungsspezifitit kommen kann, wurde die Annealingtemperatur zunichst auf 58 °C
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und spiter auf 60 °C erhdht. Die Anderung der Annealingtemperatur bei der Untersuchung
der von den Erwartungswerten abweichenden Proben jedoch keine suffiziente Verbesserung
der PCR-Ergebnisse. Die Annealingtemperatur wurde daher wieder auf den Ausgangswert

von 55 °C reduziert.

Um die Moglichkeit insuffizient pipettierter PCR-Arbeitsmixe auszuschlieBen, wurde das

Volumen des Arbeitsmixes verdoppelt (von 12,5 ul auf 25 pl). Dies flihrte ebenfalls zu keiner

Verbesserung der Ergebnisse, sodass das Volumen wieder auf 12,5 ul reduziert wurde.

In einem dritten Schritt wurde die eingangs definierte Primerkonzentration (20 pmol je

eingesetztem Primer) im Arbeitsmix reduziert: Die Reduktion auf 10 pmol deutete bereits
verbesserte Resultate an, da hiufiger erwartete Ergebnisse erzielt wurden und die Rate
gehemmter Proben abnahm. Nach weiterer Reduktion der Primerkonzentration auf 5 pmol

wurde eine Ubereinstimmung von 100 % mit den erwarteten Ergebnissen erreicht.

Die PCR-Methodik erschien nach dieser Anpassung im Vergleich mit etablierten Methoden
somit als ausreichend robust. Auf dieser Basis konnte darauthin die Etablierung der Methode

als routinediagnostischer Untersuchungsgang fortgefiihrt werden.

4.1.1. MTC-bezogene Vorversuche

Schon der erste PCR-Testlauf mit 50 pl Tuberkulose-Kultur (Probe T1017) erbrachte fiir
M. tuberculosis (Cy 26,7), fir Myspp. (Ci¢ 23,9) und fiir die positive SPC (C; 27,6) ein
korrektes Ergebnis fiir die Detektion von M7C. Die Primermenge lag fiir die Detektion von
MTC und NTM/Myspp. bei je 1 ul innerhalb des Arbeitsmixes mit einer Primerkonzentration
von 5 pmol/ul. Diese genannten Volumina und Konzentrationen entsprachen den am
IMIKRO bereits genutzten und zuvor validierten Tests auf anderen Geriten, sodass auch hier
von einer guten Leistungsfahigkeit in der PCR ausgegangen werden konnte. Das gewéhlte
PCR-Profil beinhaltete, abgesehen vom initialen Denaturierungs-/Aktivierungsschritt, wie in
der etablierten Routine-Methode gleichbleibende Temperaturen fiir die Annealing- und

Elongationsschritte (Tabelle 17).

Die Amplifikate wurden nach der erfolgten Elongation detektiert. Die eingesetzten Farbstoffe
FAM (Wellenldnge 475/520nm) und ROX (Wellenldnge 585/630nm, vgl. jeweils Tabelle 16)
erbrachten direkt zu Beginn der Vorversuche korrekte Ergebnisse flir die entsprechend
gewdhlten Kanéle; die Signale wurden vom BD MAX™ entsprechend der programmierten

Kanile ausgewertet.
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Tabelle 17 PCR-Profil am BD MAX™

Schritt Name Dauer (s) Temperatur (°C) Detektion = Anzahl Zyklen
1 Aktivierung 600 98 Nein 1

2 Denaturierung 10 98 Nein .

3 Annealing/Elongation 49 55 Ja Je40

In einer ersten Zusammenschau schienen die gewéhlten Primer zum MTC-Nachweis fiir den
Einsatz im BD MAX™ geeignet zu sein und konnten nachfolgend zur Validierung eingesetzt

werden.

4.1.2. NTM/Myspp.-bezogene Vorversuche

Zeitgleich zu den Vorversuchen fiir MTC wurde mit dem Vorversuchen fiir NTM/Myspp.
begonnen. Da fiir die spdteren Analysen ein simultaner Multiplex-Ansatz vorgesehen war,
wurde das gleiche PCR-Protokoll wie fiir M7TC angewandt. Anhand der im BD MAX™
verarbeiteten Proben, wie z. B. atypische Mykobakterien in Kultur, ergab sich jeweils ein
positives Ergebnis bei gleichzeitig positiver SPC. Es konnte dementsprechend auch fiir
NTM/Myspp. davon ausgegangen werden, dass die Versuche anhand des spezifizierten

Protokolls durchfiihrbar waren korrekte Ergebnisse erbringen wiirden.

4.1.3. Besonderheiten der M. abscessus- und M. chelonae-Gruppe

Im Laufe der Vorversuche waren mehrmalig inhibierte bzw. ungeklirte PCR-Myspp.-
Testergebnisse auftillig: Die dort gepriiften Proben entstammten den Ringversuchsproben RV
139 und RV 133 mit den darin enthaltenen verwandten Stimmen M. abscessus und
M. chelonae. Die PCR erkannte bei positiver SPC die Zielsequenzen nicht sicher. Auch eine
Erhohung der eingesetzten Zielsequenzmenge auf 100 pl oder spéter 200 pl M. abscessus-
und M. chelonae-Kulturlosung erbrachten keine positiven Testergebnisse im Auswertungs-
kanal fiir NTM/Myspp. Das Ergebnis der SPC in den Uberpriifungsliufen war dabei jeweils

positiv, sodass die PCR-Liufe jedoch per se als giiltig zu bewerten waren.

4.1.4. Aliquotierung und Vorbereitungen am PlateMax™

Die Nutzung des halbautomatischen Plate-Sealing-Systems PlateMax™ gestaltete sich
einfach und anwenderfreundlich. Die wenigen Arbeitsschritte, die flir die Aliquotierung des
Arbeitsmixes notig waren, konnten ziigig umgesetzt werden. Der jeweilige Zeitaufwand vom

Ansetzen des Arbeitsmixes bis zum versiegelten Aliquot war gering (wenige Minuten).
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Aufgrund der Geridtearchitektur war es moglich im Mastermixraum des Labors Arbeitsmixe
im Mehrfachansatz in konischen Réhrchen vorzubereiten, um sie dann bis zur Verwendung
bei -20 °C zu lagern. Die Lagerung der prédaliquotierten Mixe itiber mehrere Wochen zeigte
keinen Einfluss auf die Leistungsfdahigkeit der PCR. Aus der Anfertigung grof3er
Aliquotmengen (bis zu 70 Aliquots in einem ,,Versiegelungsvorgang*) ergibt sich der Vorteil,
dass die Reproduzierbarkeit einzelner Untersuchungsginge erhoht wird, da mehrfach mit dem

gleichen ,,Primer/Probe-Mix“ gearbeitet werden kann.

4.2. Entwicklung der Multiplex PCR

Der im Rahmen der Vorversuche entwickelte Arbeitsmix konnte anschliefend fiir die
Etablierung der Multiplex PCR genutzt werden (Tabelle 18). Die Kombination der beiden
PCRs zu einem dualen Nachweis von M7TC und NTM/Myspp. im Multiplex-Format konnte
aufgrund der Infrastruktur des BD MAX™ sowie des simplen Arbeitsablaufes schon ab PCR-
Testlauf Nr. 2 erfolgen.

Die empirische Anpassung von (System-)Einstellungen am BD MAX™, wie z. B. Anderung
der voreingestellten Primerform (fliissig vs. fest) und des Masermixformates (,, MM-Format*)
sowie die Nutzung unterschiedlicher DNA-Extraktions-Streifen (DNA-1 vs. DNA-2) hatten
keinerlei Einfluss auf die Ergebnisse, sodass das in den Vorversuchen erprobte PCR-Profil
(Tabelle 17) beibehalten werden konnte. Als Extraktionsprotokoll bewéhrte sich das
Standard-Extraktionsprogramm des BD MAX™, sodass acuh hier keine weitere Anpassung
des Extraktionsprozederes vorgenommen werden musste. Die jeweils gewéhlten Farbstoffe
und Fluoreszenzkanaleinstellungen wurden bereits in der Tabelle 16 beschrieben. Die Wahl
der Farbstoffe erfolgte aufgrund interner Erfahrungswerte mit bspw. FAM sowie den

herstellerseitigen Empfehlungen (BD).

Tabelle 18 Arbeitsmixrezept nach Abschluss der Vorversuche

Ingredienz/Reagenz/Name Volumen Konzentration
MysppF 0,25 ul 5 pmol
MysppR 0,25 ul 5 pmol
Myspp-Probe 0,5 ul 5 pmol

TB-1F 0,25 ul 5 pmol

TB-1R 0,25 ul 5 pmol
FAM-TB 0,5 ul 5 pmol

BD Diluent 2 ul -

ddH,O 8,5 ul -
Gesamtvolumen 12,5 pl
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Im Anschluss an die Vorversuche und die eigentliche Entwicklung der Multiplex PCR konnte
die Validierung und Uberpriifung der analytischen Leistungsfihigkeit der entwickelten
Methode mit insgesamt 167 Proben (Rohmaterial, Kulturmaterial, versetzte Proben) in 32

Testldufen beginnen.

4.3.Validierung

Im Folgenden werden die gemessenen Leistungskenndaten der Testverfahren (Sensitivitit,
Spezifitit, negativer pridiktiver Wert, positiver priadiktiver Wert, analytische Sensitivitit,
Prizision bzw. Richtigkeit, Kreuzreaktivitit sowie Matrixeffekt) dargestellt. Dariliber hinaus
werden die Testverfahren mit bereits am IMIKRO etablierten Untersuchungsmethoden

verglichen.

4.3.1. Sensitivitit und Spezifitit

Vorgegeben ist die Testung von mindestens fiinf bekannt positiven sowie mindestens finf
bekannt schwach-positiven Proben fiir den jeweils zu testenden Analyten (MTC oder
NTM/Myspp.). Zur Uberpriifung der Sensitivitit sowie der Spezifitit wurden speziell fiir diese
Arbeit elf bekannt positive bzw. schwach-positive MTC- bzw. NTM/Myspp.-Proben und
jeweils 20 bekannt negative Patientenisolate getestet (Abbildung 12, vgl. Anhang Tabellen 25
ff.). Die insgesamt 31 Proben wurden im Rahmen der vorliegenden Analyse immer korrekt
detektiert. In wenigen Laufen musste die Verdiinnung der schwach-positiven Proben von

1:1000 auf zundchst 1:100 und spéter 1:10 vermindert werden.

, Keine Keine
%) MTC MTC b) Myspp. Myspp.
Positives Positives
PCR- 1 0 11 PCR- 1 0 11
Ergebnis (a) () Ergebnis (@) ®)
Negatives Negatives q
PCR- 0 20 20 PCR- 0 20 20
Ergebnis () @ Ergebnis (© O]
11 20 11 20

Abbildung 12 Vierfeldertafeln zur Errechnung der Sensitivitiat und Spezifitit sowie der Vorhersagewerte fiir a)
MTC und b) NTM/Myspp.
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Auf Basis der Testergebnisse ergaben sich sowohl fiir die Sensitivitit als KenngroBe, dass
tatsdchlich Kranke im Test auch als krank erkannt werden, als auch fiir die Spezifitit als
Kenngrofle, dass tatsdchlich Gesunde im Test auch als gesund erkannt werden, Werte von

jeweils 100 %. Dieses Ergebnis gilt sowohl fiir MTC als auch fiir NTM/Myspp.

R richtig positive Ergebnisse (a) 11
Sensitivitat = —— — - - = —=100%
richtig positive + falsch negative Ergebnisse (a+c) 11
richtig negative Ergebnisse (d 20
Spezifitit = g1y g (d)  —100%

richtig negative + falsch positive Ergebnisse (d + b) - 20

4.3.2. Positiver und negativer pridiktiver Wert
Der positive (PPW) und der negative pradiktive Wert (NPW) lassen sich ebenfalls aus den
Ergebnissen in Abbildung 12 berechnen:

richtig positive Ergebnisse (a) 11
PPW = ——————— — . = 77~ 100%
richtig positive + falsch positive Ergebnisse (a + b) 11
richtig negative Ergebnisse (d 20
NPW = g9 J (d) = =100%

richtig negative + falsch negative Ergebnisse (d + c) = 20

Sowohl PPW als auch NPW haben 100 % bzw. 1 ergeben. Das Ergebnis ist wiederum
identisch fiir MTC- und NTM/Myspp.-Proben: 100 % der Proben mit positivem Testergebnis
enthalten tatsdchlich MTC bzw. NTM, sowie ebenfalls 100 % der Proben mit negativem
Testergebnis enthalten tatsdchlich keine MTC bzw. NTM.

Inhibition trat in je zwei gleichen Fillen der Analyse bekannt negativer Blut- und
Sekretproben auf. Die Vorhersagewerte sind dennoch jeweils 1, da inhibierte Proben (vgl.
SPC = -1) fiir die PCR-Untersuchung nicht geeignet sind und aus der Wertung entfernt sowie

ersetzt wurden (= aussagelose Ergebnisse; siehe hierzu auch Tabellen 25ff. im Anhang).

4.3.3. Analytische Sensitivitiit

Die analytische Sensitivitidt ist als die niedrigste Konzentration definiert, bei der fiir
mindestens 95 % der Fille ein positiver Nachweis der Ziel-DNA erbracht wird [129]. Zur

Priifung der analytischen Sensitivitit wurden arithmetische Verdiinnungsreihen erreger-
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haltiger Losungen bekannter Konzentrationen (Material aus Ringversuchsproben) angefertigt
und untersucht. Es wurden je drei Versuche a drei Proben getestet: drei Proben mit 25000
Genomkopien/ml, drei Proben mit 2500 Kopien/ml und drei Proben mit 250 Kopien/ml. Alle
Proben mit 250 Kopien/ml wurden erfolgreich detektiert. Die Sensitivititsgrenze liegt also

unterhalb dieses Wertes.

4.3.4. Kreuzreaktivitat
Es folgte die Testung der Kreuzanalyten fiir jeweils MTC und NTM/Myspp. zum Ausschluss

falsch-positiver Ergebnisse. Es wurden 25 bekannte humanpathogene Erreger getestet, die
laut SAA nicht dem Testanalyt der zu testenden PCR entsprechen sollten (gefordert: 10-20
Proben). Es kam weder bei dem Test auf NTM/Myspp. noch bei dem Test auf MTC zu einer
Kreuzreaktion. Alle Proben wurden korrekt als negativ ausgewertet. Eine Inhibition der PCR
trat hierbei nicht auf (Tabellen 27 und 28 im Anhang). Entsprechend werden also bekannt
positive Proben als positiv bzw. bekannt negative Proben als negativ bewertet. Es wurde —

richtigerweise — kein Nachweis fiir MTC bei Léaufen fiir NTM/Myspp. und vice versa erbracht.

Im Anschluss an die Priifung auf Kreuzreaktivitdt wurden die Sonden und Primer zuséatzlich
einer Spezifititsprifung in Form einer (In-silico)-Analyse mittels BLAST® (englisch fiir:
Basic Local Alignment Search Tool) unterzogen. Die entsprechenden Nukleotidsequenzen
wurden hierbei mit der Sequenzdatenbank des National Center for Biotechnology Information
(NCBI) verglichen. Im Anhang werden Ausziige aus diesen Analysen — der Ubersicht halber
jeweils auf 100 Sequenzen beschriankt — aufgefiihrt (Tabellen 29ff. im Anhang).

4.3.5. Richtigkeit und Prizision

Zur Kontrolle der Robustheit der Methode wurden verschiedene QM-Parameter untersucht.
Die Richtigkeit gibt in diesem Zusammenhang an, ob ein Testergebnis den Erwartungswerten
entspricht. Im Rahmen der Validierung wurden alle Werte richtig erkannt. Zur Validierung
der Wiederholungsgenauigkeit (Reproduzierbarkeit) positiver Testergebnisse eines NAT-
Verfahrens wird am IMIKRO bei qualitativen PCRs eine Intraassay-Pridzision (Prézision
innerhalb einer Testserie) mit einem (Variationskoeffizient) Vi < 30 % und eine Interassay-
Préazision (Prédzision von Testserie zu Testserie) mit Vi < 50 % gefordert. Die laut
Validierungsvorgaben geforderten Werte wurden eingehalten (Tabelle 19 fiir MTC und
Tabelle 20 fiir NTM/Myspp.): Fiir den Analyten MTC ergaben sich Vi-Werte im Intraassay
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Tabelle 19 Intra- und Interassay fiir den Analyten M7C

Probenbezeichnung Patmix1®  Patmix2® Patmix3® Patmix4®  VmixI® Vmix2 Vmix3 Vmix4 N1 N2 N3
Sollwert positiv positiv positiv positiv schw. pos. schw.pos. schw.pos. schw.pos. negativ negativ nega
Tag 1 (03.06.2015), C-Werte 26,9 23,4 22,2 -1,0 28,0 23,5 28,6 -1,0 -1,0 0 0
% Tag 1 (03.06.2015), C-Werte 25,1 23,4 22,4 34,0 28,1 24,6 28,0 -1,0 0 0 0
§ Tag 1 (03.06.2015), C-Werte 24,7 22,7 29,0 27,8 27,4 242 27,4 31,4 -1,0 0 0
g Lauf (interne Nr. im BD Max™) 676 676 676 676 687 687 687 687 677 677 677
E ExK™-Gebinde DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DN/
Mittelwert 25,57 23,17 24,53 30,90 27,83 24,10 28,00 31,40 32,7 0 0
Standardabweichung 1,17 0,40 3,87 4,38 0,38 0,56 0,60 -1,0 -/- 0 0
Variationskoeffizient (%) 4,58 1,74 15,77 14,19 1,36 2,31 2,14 -1,0 -/- 0 0
Probenbezeichnung Patmix1 Patmix2 Patmix3 Patmix4 Vmix1 Vmix2 Vmix3 Vmix4 N1 N2 N3
Sollwert positiv positiv positiv positiv schw. pos. schw.pos. schw.pos. schw.pos. negativ negativ nega
ﬁifais(sl\:yi?aigf:oﬁi), Cowere 2557 23,17 24,53 30,90 27,83 24,10 28,00 31,40 0 0 0
o Lag 2 (905 &02.062013), 1,0 23,6 22,6 27,6 1,0 26,3 30,2 293 0 0 0
g Lauf (interne Nr. im BD Max™) 675 675 675 675 686 686 686 686 675 675 675
g ExK™-Gebinde DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DN/
&: L0 (203, & 0106.2013) 274 234 24 250 28,2 24,1 283 28,2 0 10 0
! Lauf (interne Nr. im BD Max™) 655 655 655 655 682 682 682 682 655 655 655
ExK™-Gebinde DNA-1 DNA-1 DNA-1 DNA-1 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-1 DNA-1 DN/
Mittelwert 26,48 23,39 23,17 27,83 28,02 24,83 28,83 29,63 0 0 0
Standardabweichung 1,30 0,22 1,18 2,96 0,26 1,27 1,19 1,63 0 0 0
Variationskoeffizient (%) 4,90 0,92 5,08 10,62 0,93 5,11 4,14 5,49 0 0 0
Erlduterungen: Testname: ,,TBC/Myspp Extr+PCR®; Analyt: MTC, Kanal 475/520; Untersucher: R. Kéhnke; Chargen: K1150487852016020

K12505089820160209 (DNA-2); Untersuchungen entsprechend SAA-IN QM VM / 10 03 05 / Version 02. * Blutprobe “w04314” gespicl
,-RV162%; * Blutprobe ,,w04586* mit M. tuberculosis. ,RV 160; ¢ BAL ,,w04448” mit M. tuberculosis “RV 159”; ¢ BAL “w0429” mit M. bo
Vmix1-4 entsprechen Patmix1-4 in der Verdiinnung 1:10; N1 Blutprobe ,,1049“, N2 Blutprobe ,,555%, N3 BAL ,w997“, N4 BAL ,,w9"*
entspricht Inhibition bzw. unrichtigem Ergebnis. Abkiirzungen: BAL, Probe einer bronchoalveoldren Lavage; N1-4, negative Proben 1-
gespickte Patientenproben 1-4; schw. pos., schwach-positiv; Vmix1-4, Bezeichnung fiir schwach-positive Proben.

53



Ergebnisse

Tabelle 20 Intra- und Interassay fiir den Analyten NTM/Myspp.

Probenbezeichnung Patmix1® Patmix2® Patmix3® Patmix4? VmixI® Vmix2 Vmix3 Vmix4 N1 N2 N3
Sollwert positiv positiv positiv positiv schw. pos.  schw. pos. schw.pos. schw.pos. negativ negativ nega
Tag 1 (03.06.2015), C,-Werte 23,8 233 23,7 28,4 26,3 25,5 29,1 -1,0 0 0 0
g} Tag 1 (03.06.2015), C,-Werte 23,4 23,0 23,4 28,1 26,3 26,4 29,1 34,1 0 0 0
§ Tag 1 (03.06.2015), C,-Werte 22,9 23,0 27,7 243 26,2 26,0 29,2 28,3 -1,0 0 0
g Lauf (interne Nr. im BD Max™) 676 676 676 676 687 687 687 687 677 677 677
E ExK™-Gebinde DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DN/
Mittelwert 23,37 23,10 24,93 26,93 26,27 25,97 29,13 31,20 0 0 0
Standardabweichung 0,45 0,17 2,40 2,29 0,06 0,45 0,06 4,1 0 0 0
Variationskoeffizient (%) 1,93 0,75 9,63 8,49 0,22 1,74 0,20 13,14 0 0 0
Probenbezeichnung Patmix1 Patmix2  Patmix3  Patmix4  Vmixl Vmix2 Vmix3 Vmix4 N1 N2 N3
Sollwert positiv positiv positiv positiv schw. pos.  schw. pos. schw.pos. schw.pos. negativ negativ nega
ﬁlifa;s(gﬁﬁgf;oi‘i)’ Cowerte 2337 23,10 24,93 26,93 26,27 25,97 29,13 31,20 0 0 0
Tag 2 (29.05. & 02.06.2015), 24,0 24,0 24,2 25,0 27,0 274 29,5 283 0 0 0
. C-Werte
g Lauf (interne Nr. im BD Max™) 675 675 675 675 686 686 686 686 675 675 675
% ExK™-Gebinde DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DN/
g Ef‘_%;ef:'os' & 01.06.2015), 25 2.8 24 222 265 26,2 285 27,6 0 1.0 0
o Lauf (interne Nr. im BD Max™) 655 655 655 655 682 682 682 682 655 655 655
ExK™-Gebinde DNA-1 DNA-1 DNA-1 DNA-1 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-2 DNA-1 DNA-1 DN/
Mittelwert 23,29 23,30 23,84 24,71 26,59 26,52 29,04 29,03 0 0 0
Standardabweichung 0,75 0,62 1,30 2,38 0,37 0,77 0,51 1,91 0 0 0
Variationskoeffizient (%) 3,23 2,68 5,46 9,62 1,40 2,90 1,74 6,57 0 0 0

Erlduterungen: Testname: ,,TBC/Myspp Extr+PCR*; Analyt: Myspp., Kanal 585/630; Untersucher: R. Kohnke; Chargen: K115048785201602(
K12505089820160209 (DNA-2); Untersuchungen entsprechend SAA-IN QM VM / 10 03 05 / Version 02. * Blutprobe “w04314” gespicl
,RV162%; * Blutprobe ,,w04586% mit M. tuberculosis. ,RV 160*; ¢ BAL ,,w04448” mit M. tuberculosis “RV 159”; ¢ BAL “w0429” mit M. bo
Vmix1-4 entsprechen Patmix1-4 in der Verdiinnung 1:10; N1 Blutprobe ,,1049%, N2 Blutprobe ,,555%, N3 BAL ,,w997“, N4 BAL ,w9:
entspricht Inhibition bzw. unrichtigem Ergebnis. Abkiirzungen: BAL, Probe einer bronchoalveoldren Lavage; N1-4, negative Proben 1-4; Patmi
Patientenproben 1-4; schw. pos., schwach-positiv; Vmix1-4, Bezeichnung fiir schwach-positive Proben.
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zwischen minimal 1,7 % bis maximal 15,8 %, im Interassay zwischen 0,9 % und maximal
10,6 % fiir positive Proben. Fiir den Analyten NTM/Myspp. ergaben sich Vi-Werte im
Intraassay zwischen minimal 0,2 % bis maximal 13,4 %, im Interassay zwischen 1,4 % und

maximal 9,6 % fiir positive Proben.

4.3.6. Matrixeffekt

Das zu untersuchende Probenmaterial, als vorliegendes Gemisch aus Sputum oder Blut mit
Erreger-DNA und ggf. Verunreinigungen, kann die Ergebnisse der Multiplex PCR negativ
beeinflussen und somit den Direktnachweis erschweren [110,130]. Dieser sogenannte
Matrixeffekt (Probenmaterial = ,,Matrix*) soll vor der Einfiihrung eines diagnostischen Tests
fiir jedes genutzte Material liberpriift werden. Klassischerweise werden die genutzten sicher
negativen Probenmaterialien mit dem nachzuweisenden Erregermaterial in unterschiedlichen
Konzentrationen versetzt. Die unterschiedlichen Ci-Werte werden dann verglichen. Fiir
qualitative Nachweise bei in-house Tests kann die Testung von positiven, schwach-positiven
(bspw. 1:1000, 1:100 oder 1:10) und negativen Proben fiir jedes genutzte Probenmaterial
erfolgen. In jedem der durchgefiihrten PCR-Liufe — von den Vorversuchen bis hin zum
Abschluss der Validierung — wurde deshalb die SPC mitgefiihrt; sowohl bei Einzel-
nachweisen als auch bei Testungen von Leerproben oder sicher negativem Patientenmaterial
(Blut- und Sekretproben). Diese Prozesskontrolle zeigt die korrekte Extraktion, Amplifikation

und Detektion an.

Wird die Ziel-DNA amplifiziert und detektiert, nicht aber die SPC, so darf die jeweilige Probe
dennoch als positiv gewertet werden. Dies kann bspw. der Fall sein, wenn die Ziel-DNA in
sehr grofler Menge vorliegt und es so zu einer Ressourcenkonkurrenz um die bendtigten PCR-
Zutaten kommt. Wenn weder die Ziel-DNA noch die Kontrolle amplifiziert werden, muss von
Inhibitoren im PCR-Ansatz ausgegangen und die PCR wiederholt werden. Die Inhibition
einer PCR erzeugt ein nicht auswertbares (= aussageloses) Ergebnis in der Laufauswertung
(siche Abbildung 9, Ergebnislogik). Die SPC, die in diesen Féllen nicht amplifiziert wird,
zeigt dabei zuverldssig die mangelnde Eignung des Patientenmaterials fiir die PCR-
Untersuchung an. Bei der Uberpriifung der jeweils mitgefiilhrten SPC ergaben sich im
Rahmen der Methoden-Priifung folgende Werte: Von insgesamt 125 Proben (alle Testungen)

wurden sieben gehemmte Materialien detektiert.

Zum Ausschluss eines grundsétzlichen Einflusses unterschiedlicher Probenmaterialarten auf

die Leistungsfihigkeit des Tests wurden die gemittelten Ci-Werte der SPC in Abhéngigkeit
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von der Materialart analysiert. Wie in Tabelle 21 dargestellt, scheint EDTA-Blut (Mittelwert
C:31,5) weniger gut fiir die PCR-Analyse geeignet zu sein als Sekrete des Respirationstraktes
(Mittelwert C; 28,7).

Tabelle 21 Ci-Werte der Prozesskontrolle

Blut (EDTA) Bronchialsekret
Minimaler Wert (Cy) 27,8 26,5
Maximaler Wert (Cy) 38,4 30,1
Mittelwert 31,5 28,7
Mittlere Abweichung +2,08 +0,77

Abkiirzungen: C,, cycle threshold; EDTA, Ethylendiamintetraacetat.

Exemplarisch wurden Ci-Werte fiir die SPC verglichen. Die Analyse von insgesamt 95
Proben, darunter 49 Sekretproben (BAL/Sputum) und 46 Blutproben, in zwolf bewerteten
unterschiedlichen PCR-Léufen, die im Rahmen der Validierung herangezogen wurden, ergab
folgende Ergebnisse: Inhibition trat bei insgesamt zwolf Proben, davon sieben Blutproben und
fiinf BAL-Proben, auf. AuBerhalb dieser Ubersicht sind dariiber hinaus zwei Léufe (insgesamt
25 Proben) der Testung auf Kreuzreaktionen mit anderen pathogenen Erregern gelaufen
(Tabelle 27 und Tabelle 28 im Anhang). Hierbei trat keine Inhibition auf. Die fiir die Ziele
NTM/Myspp. und MTC negativen Proben wurden richtig erkannt. Es wurden also insgesamt
120 (95 + 25) Proben analysiert, bei denen es bei 12 Proben (10 %) zur Inhibition der PCR
kam. Man kann deshalb den Matrixeffekt fiir Sputum/BAL- und Blutproben vor allem vor
klinischem Hintergrund als vertretbar ansehen. Die Rate von gehemmten Materialien zeigt
dariiber hinaus, dass die Inhibitionskontrolle offensichtlich hinreichend empfindlich auf Stor-

substanzen in den Patientenmaterialien reagiert.
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5. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine Multiplex RT-PCR zur Detektion von MTC und
NTM/Myspp. aus Sputum- und Blutproben auf dem BD MAX™ zu entwickeln und zu
etablieren sowie diese nach giiltigen MaBBgaben gemil3 DIN EN ISO 15189:2013-03, DIN EN
ISO/IEC 17025:2005, Rili-BAK und IVD-Richtlinie zu validieren. Zum Zeitpunkt der
Durchfiihrung der Arbeit gab es fiir den BD MAX™ Automaten keine validierte in-house
PCR zur Analyse von MTC bei gleichzeitiger Detektion von NTM/Myspp. unter Mitfiihrung
einer SPC.

Es wurden im Voraus verschiedene Anforderungen an die zu etablierende PCR gestellt. Der
entwickelte Test sollte spezifisch, sensitiv und robust sein. Dariiber hinaus sollten die
Untersuchungsvorbereitung und die Untersuchung technisch kombiniert werden, um durch
diese Automatisierung mit geringem Personalaufwand arbeiten zu konnen. SchlieBlich sollte
das Verfahren so flexibel handhabbar sein, dass es als sogenannte ,,on-demand*-

Untersuchung einsetzbar ist.

Insgesamt sollte die Etablierung des Testverfahrens vor dem Hintergrund erfolgen, die
Mykobakteriendiagnostik moglichst zeitnah, also z. B. auch am Wochenende und auferhalb
der normalen Labordienstzeiten, anbieten zu konnen. Dies ist vor allem von hygienischem
Interesse, da der Nachweis einer isolationspflichtigen TB-Erkrankung weitreichende
Konsequenzen fiir den Patienten selbst, aber ggf. auch fiir Kontaktpatienten und das

pflegerische bzw. édrztliche Personal hat.

Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit etablierte PCR-Verfahren wurde als in-house
Protokoll entwickelt. Ein groBer Vorteil kommerzieller Testsysteme ist die sehr benutzer-
freundliche Konfektionierung dieser Systeme. Die Zutaten werden gebrauchsfertig geliefert
und miissen nur noch der Untersuchung zugefiihrt werden. In-house Verfahren miissen
hingegen zunidchst vorbereitet werden, indem die Grundzutaten wie etwa Primer, Sonden,
Nukleotide, Polymerase und Salze zusammengegeben (als sogenannter ,,Arbeitsmix*) und vor
allem hinsichtlich ihrer Funktionsfdhigkeit getestet werden. Dies ist in der Regel sehr
zeitaufwendig und fehleranfillig, weshalb viele mikrobiologische Labore auf den Einsatz von

in-house Protokollen verzichten.

In diesem Zusammenhang ist eine Besonderheit der hier etablierten Methode gegeniiber
,hormalen“ in-house Protokollen hervorzuheben: Die hier vorgestellte Methode ist im Kern

ein Hybrid aus vorkonfektionierten Reagenzien und individuellen Komponenten, sodass die
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Vorteile beider Test-Philosophien in sich vereint werden. Dabei werden vorgefertigte
Mastermixe, welche alle grundlegenden Reagenzien fiir die PCR enthalten (inklusive einer
Inhibitionskontrolle fiir die Untersuchung), als Basis genutzt und lediglich um die
gewlinschten Primer- und Sondengemische ergédnzt. Dieses Testdesign vereinfacht bzw.
verkiirzt die Vorbereitungszeit der Testldufe und reduziert potenzielle Fehlerquellen. Dartiber
hinaus konnen die Primer-/Sondenmixe durch Einsatz des PlateMax™ in groBer Stiickzahl
hergestellt und anschlieBend als gebrauchsfertige Aliquote gelagert werden. Somit ist das hier
beschriebene in-house Verfahren ohne aufwendige Vorbereitung einsatzfahig. Einzelne PCR-
Ergebnisse kdnnen am BD MAX™ in weniger als zwei Stunden nach Materialeingang im
Labor erwartet werden. Dariiber hinaus besteht die Moglichkeit bis zu 24 Proben gleichzeitig
zu analysieren, wobei sich die Bearbeitungszeit bei voller Auslastung auf circa vier Stunden

erhoht.

5.1. Vergleich mit etablierten Methoden
Aktuell sind am IMIKRO die in Tabelle 22 aufgefiihrten Methoden zum Nachweis von

Mykobakterien verfligbar und werden je nach Anforderung parallel zu dem im Rahmen dieser
Arbeit entwickelten Testverfahren genutzt. Die bis dato verfiigbaren NAT-Verfahren fiir den
Nachweis von Mykobakterien wurden bisher unter relativ groBem Arbeits- und Zeitaufwand
durchgefiihrt. Dies beinhaltete labormedizinische Verfahren (z. B. Elektrophorese), die

besonders geschultes Fachpersonal zur Durchfiihrung bendtigen.

Jedes Verfahren bringt seine besonderen Indikationen, Vorteile, aber auch Limitationen mit
sich. Beispielsweise konnen mit den in Tabelle 22 aufgefiihrten Verfahren nur entweder MTC
oder NTM nachgewiesen werden, es erfolgt kein simultaner Nachweis. Auch kann die 16S-
NAT nicht zwischen M. chelonae und M. abscessus differenzieren. Die nested-PCR ist so
aufwindig, dass sie am IMIKRO z. B. nur noch ergdnzend bei bestimmten Probentypen

durchgefiihrt wird.

Im direkten Vergleich mit den bisher etablierten Methoden fillt vor allem die Einfachheit und
Schnelligkeit des im Rahmen dieser Arbeit etablierten Testverfahrens auf. FEin
Methodenwechsel von anderen etablierten IVD-Tests am IMIKRO war jedoch nicht Ziel
dieser Arbeit und ein Vergleich entsprechend SAA-IN QM VM / 10 03 05 zur Validierung

des neuen Tests nicht gefordert.
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Tabelle 22 Am IMIKRO verfiigbare NAT-Verfahren zum Nachweis von Mykobakterien

RT-TB-PCR 16S rDNA NAT TB-NAT I1S6110 IMIKRO Assay;
nested PCR Multiplex PCR
MTC/Myspp.
Probenmaterial Sekrete des Wie RT-TB-PCR Liquor, Blut, Sekrete des
Respirationstraktes, zzgl. Liquor, Knochengewebe, Respirationstraktes
Magensaft, Paraffinschnitte Paraffinschnitte
Bioptate, Liquor,
Blut, Kulturmaterial
(Fest- & Fliissig-
medien)
Bearbeitung: Extraktion, Ggf. vorherige Produktnachweis Extraktion,
Vorbereitung &  Aufreinigung Aufarbeitung, mittels Amplifikation,
Verarbeitung Extraktion, Gelelektrophorese,  potektion
Amplifikationund ~ Nachamplifikation
elektrophoretische
Auftrennung,
Farbung,
Sequenzierung, ggf.
rpoB-Verdau
Erreger MTC NTM/Myspp. MTC MTC, NTM/Myspp.
Zielsequenz 1S6110 16S rDNA 1S6110 1S6110,1TS
Kontrolle Inhibitionskontrolle 1 Positivkontrolle Inhibitionskontrolle  Inhibitionskontrolle
(B-Globin-PCR), (M. fortuitum), (B-Globin-PCR),
3 Positivkontrollen, 2 Negativkontrollen 2 Positivkontrollen
2 Negativkontrollen  (Extraktions- (kloniertes
(Extraktions- kontrolle, Amplikon von
kontrolle, Mastermix- 1S6110),
Mastermix- kontrolle) 2 Negativkontrollen
kontrolle) (Aufbereitungs-
kontrolle,
Mastermix-
kontrolle)
Giite Hochsensitiv, Geringe Sensitivitit Hochsensitiv, Sensitivitdt 100 %,
Nachweisgrenze Sensitivitat Spezifitat 100 %
~10%-10° ~ 10-100 Kopien
Mykobakterien/ml, des 1S6110-Gens
Sensitivitat 100 %,
Spezifitdt 99,4 %
Zeitaufwand 1-2 Tage insgesamt, ~ 5 h insgesamt, 2 Tage insgesamt, <2 h fiir 1 Probe

6 h reiner
Arbeitsaufwand,

2 x pro Woche am
IMIKRO
durchgefiihrt

3 h reiner
Arbeitsaufwand

7 h reiner
Arbeitsaufwand

Erlauterungen: Spezifikationen und Daten der angegebenen Testverfahren (Assays) wurde den entsprechenden

SAA am

IMIKRO
Desoxyribonukleinsdure;
Mycobacterium tuberculosis-Komplex; NTM/Myspp., nicht-tuberkuldse Mykobakterien.

entnommen.
1S6110,

Abkiirzungen:
6110-Insertionselement;
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Vor dem Hintergrund der Relevanz einer schnellen und zuverldssigen TB-Diagnostik ist die
Entwicklung von ,,on-demand‘“-Systemen zur Detektion von MTC sowie von NTM/Myspp.
ein Ziel verschiedener wissenschaftlicher Arbeitsgruppen wie bspw. Rocchetti et al. (2016),
aber auch kommerzieller Testhersteller wie Cepheid Inc. (Xpert® MTB/RIF Assay, 2010)
sowie mittlerweile auch der Firma BD selbst (Becton, Dickinson and Company, 2018) [131-
133]. Sowohl die Testsysteme als auch die Methoden unterscheiden sich dabei in mehreren
Details; alle Systeme verfolgen jedoch das Ziel den Nachweis von Mykobakterien zu
erbringen. Zusétzlich zu MTC werden wahlweise weitere Zielsequenzen wie etwa
NTM/Myspp. oder Tuberkulostatika-Resistenzen (u. a. gegen Rifampicin (RIF) und Isoniazid
(INH)) detektiert, um weiterfiilhrende Hinweise zur Therapierbarkeit zu erhalten [27,134]. Ein
Uberblick iiber eine Auswahl vergleichbarer und aktuell vorhandener Testverfahren ist in

Tabelle 23 aufgefiihrt.

Parallel zur Entwicklung des neuen IMIKRO-Verfahrens wurde an anderen Forschungs-
einrichtungen an dhnlichen Fragestellungen gearbeitet: So wurde im Jahr 2016 — zeitgleich
zum Abschluss der Validierung des vorliegenden Verfahrens — eine Arbeit zur Detektion von
MTC und NTM/Myspp. (sowie zusitzlich MAC) mittels Multiplex PCR fiir den BD MAX™
von Rocchetti et al. verdffentlicht [131]. Dariiber hinaus sind mittlerweile Gerdte und

Testverfahren anderer kommerzieller Hersteller erhéltlich.

Der kommerzielle Xpert® MTB/RIF-Assay der Firma Cepheid Inc. (Kalifornien, Sunnyvale,
USA) ist ein von der US-amerikanischen Food and Drug Administration zugelassener sowie
von der WHO favorisierter, automatisierter In-vitro-Test zur Detektion von MTC in
Sputumproben. Im Rahmen dieses Testsverfahrens kann die MT7TC-Detektion mit einer
Testung auf Vorliegen einer Mutation im RNA-Polymerasegen und damit einer
wahrscheinlichen RIF kombiniert werden. Eine RIF von mikroskopisch positiven Proben
kann laut WHO als Surrogatparameter fiir MDR-TB genutzt werden, weil diese in der Regel

nur in Kombination mit einer INH-Resistenz auftritt [135,136].

Auch die Firma Becton, Dickinson (BD) selbst hat im Laufe des Jahres 2018 den oben
vorgenannten Test (BD MAX™ MDR-TB) zur Detektion von MTC veroffentlicht; dhnlich
wie der kommerzielle Xpert® MTB/RIF-Test der Firma Cepheid Inc. wurde das
Mykobakterien-spezifische Testverfahren dabei um die Testung auf Medikamentenresistenzen

ergénzt (gegeniiber Isoniazid und Rifampicin) [129,134].
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Tabelle 23 Ubersicht einer Auswahl molekularer Mykobakterien-Testverfahren
[129,131,133,135-138]
Xpert® MTB/RIF, RT-MTC/MAC- BD MAX™ MDR- IMIKRO Assay,
2010 (kommerziell) Assay (nach TB, 2018 2015 (in-house)
Rocchetti et al. (kommerziell)
2016) (in-house)
Einsatz Nach Bedarf Nach Bedarf Nach Bedarf Nach Bedarf
Format Kartusche Kartusche Karte/Kartusche Karte/Kartusche
Proben- Sputum, Kultur Sekrete des Sputum Sekrete des
material Respirationstraktes, Respirationstraktes,
Bioptate, Blut, Kultur
Peritonealfliissigkeit,
Kultur
Proben- 0,5 bis 1 ml 250 pl 2,5 ml 100 pl
volumen
Proben- Verfliissigung und Proteinase K, 30 Mittels ,,BD MAX™  Keine
vorbereitung  Inaktivierung des Min. bei 60 °C, dann STR* (Behandlungs-
Materials, 5 Min. bei 95 °C reagenz, BD) ~ 30
~ 15 Min./Probe min
DNA- Integriert Integriert Integriert Integriert
Extraktion
Ziel rpoB 16S-rRNA, 1S6710, 1S6110,1S1081 1S6110,1TS
ITS
RIF Ja Nein Ja Nein
INH Nein Nein Ja Nein
NTM Nein ja (Myspp. und MAC  Nein Ja (Myspp.)
separat)
Erweiterbar Nein Ja Nein Ja
Hands-on- ~ 3 Min./Probe ~ 35 Min. 30 Min. + X ~ 2 Min.
Time
Zeitaufwand ~2h <4 h/1-24 Proben 30 Min. + X <2 h/Probe
insgesamt X=<2 h/1 Probe <4 h/24 Proben
Proben- 4 Proben/2 h Bis 24 Proben/Lauf  Bis 24 Proben/Lauf  Bis 24 Proben/Lauf
durchsatz
Kosten ~ 45-50 €/Probe keine Angabe ~40€ ~ 15 €/Probe
Abkiirzungen: 16S-rRNA, 16S-Untereinheit der ribosomalen Ribonukleinsdure; INH, Isoniazid-Resistenz;

IS6110, 6110-Insertionselement; IS/081 1081-Insertionselement; ITS, internal transcribed spacer; MAC,
Mycobacterium avium-Komplex; MTB, Mycobacterium tuberculosis; MTC, Mycobacterium tuberculosis-
Komplex; MDR-TB, multi-drug-resistant tuberculosis; NTM, nicht-tuberkulése Mykobakterien; RIF,
Rifampicin-Resistenz; rpoB, Gen von MTC, das die Beta-Untereinheit einer RNA-Polymerase kodiert; STR,
sample treatment reagent/Behandlungsreagenz (hier: Reagenz fiir die Aufbereitung von Sputumproben).

Diese innerhalb kurzer Zeit deutlich voranschreitenden Entwicklungen auf dem Gebiet der
TB-Diagnostik unterstreichen die Aktualitdt und Relevanz der vorliegenden Arbeit. In den
folgenden Abschnitten wird ein Vergleich des im Rahmen dieser Arbeit etablierten IMIKRO-
Testverfahrens mit den entsprechend dhnlichen Testverfahren der Firmen Cepheid (Xpert®
MTB/RIF Assay), BD (BD MAX™ MDT-TB) und dem Testverfahren der Arbeitsgruppe um
Rocchetti et al. (2016) hinsichtlich der Faktoren Patientenmaterialien, Leistungsdaten,

Einfluss ausgewihlter Ergebnisse, Arbeitsabldufe, Kosten und Automation dargelegt.
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5.1.1. Patientenmaterialien

Im Rahmen der TB-Diagnostik ist es wichtig und sinnvoll, die Untersuchung an
verschiedenen Patientenmaterialien durchfithren zu kénnen. Viele kommerzielle Tests sind
aufgrund 6konomischer Zwénge auf die Untersuchung von Sputumproben beschrankt: Andere
gingige Probenmaterialien, wie Trachealsekret, Biopsien, Punktate, Blut und Liquor, in denen
Mykobakterien auch nachgewiesen werden konnten, sollten mit diesen Systemen nicht
untersucht werden, da die Qualitdt der Untersuchungsergebnisse nicht garantiert werden kann.
Die im Rahmen dieser Arbeit am IMIKRO etablierte Multiplex RT-PCR auf dem BD MAX™
kann neben verschiedenen Sekreten des Respirationstraktes auch Blutproben auf das
Vorliegen von Mykobakterien(-DNA) ausreichend sensitiv und spezifisch analysieren.
Blutproben erscheinen zunédchst nicht als das klassische Probenmaterial fiir die TB-
Diagnostik; es wurde allerdings in Studien gezeigt, dass M. tuberculosis wihrend der
Bakteridmie durchaus im Blut nachweisbar ist (insbesondere bei HIV-positiven Erwachsenen,
seltener bei Kindern) [139]. Fiir nicht-tuberkulése Mykobakterien aus dem MAC-Komplex
gilt dies umso mehr [140,141]. Die Probengewinnung mittels Blutentnahme erscheint
demnach als sinnvolle Ergidnzung zur Probenasservation und ldsst sich zudem einfach

durchfihren.

Die Kollegen um Rocchetti et al. nutzten zur Validierung ihres Verfahrens hauptsichlich
Sekrete der Atemwege, Peritonealfliissigkeit und in sieben Fillen Bioptate. Die Analyse von
Bioptaten zur Detektion einer Mykobakteriose ist — z. B. bei klinischer Manifestation einer
Lymphadenopathie — positiv zu bewerten und stellt sicherlich eine sinnvolle Erweiterung des
Probenspektrums dar. Blutproben wurden — anders als am IMIKRO — durch Rocchetti et al.
nicht mit in die Analysen einbezogen. Der kommerzielle BD MAX™ MDR-TB-Test ist
lediglich fiir die Analyse von Sputum — insbesondere auch aufgereinigtem Sputum — validiert.
Ebenfalls fiir Sputum validiert ist der Xpert® MTB/RIF-Test. Dieses Testverfahren wird in
der praktischen Anwendung jedoch auch zum TB-Nachweis in anderen Probenmaterialen
genutzt, wobei hierbei die Sensitivitit ggf. niedriger ausfillt (siehe unten). Der Xpert®
MTB/RIF-Test wird von der WHO bisher nicht fiir die Analyse von Blutproben empfohlen
[142].

5.1.2. Leistungsdaten
Die analytische Sensitivitidt des IMIKRO-Testverfahrens liegt bei < 250 Kopien pro Milliliter

Probe (bei nicht-aufgereinigten bzw. unvorbereiteten Proben). Bei dem von Rocchetti et al.
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entwickelten Test liegt die analytische Sensitivitit zwischen 10! CFU/ml fiir MTC und 10°
CFU/ml fiir M. abscessus [131]. BD gibt fir den BD MAX™ MDR-TB-Test fiir den
M. tuberculosis-Nachweis aus aufgereinigtem Sputum eine analytische Sensitivitit von 10%
CFU/ml an. Die analytische Sensitivitit fiir den Resistenznachweis liegt bei 10*7°-10° [129].
Fiir das Testverfahren Xpert® MTB/RIF der Firma Cepheid werden 4,5 Genomkopien in
aufgereinigter DNA oder 131 CFU pro Milliliter Sputumprobe angegeben [143]. Eine
Weiterentwicklung des Xpert®-Tests findet sich mit dem Xpert® MTB/RIF Ultra: Die DNA-
Reaktionskammer (Kammer innerhalb einer Kartusche) wurde vergroBert, sodass die

Nachweisgrenze weiter reduziert werden konnte [144,145].

CFU oder KBE bedeutet Kolonie-bildende Einheit: In der Regel entspricht eine CFU genau
einer vitalen Bakterienzelle, die in der Lage ist, eine Bakterienkolonie auf Festmedium zu
bilden. Die Ubersetzung zu Kopien/ml entspricht bei einmaliger Vorlage der Zielsequenz im
Gesamtgenom genau dem Faktor 1 (1 KBE = 1 Kopie). Liegt die Zielsequenz hédufiger im
Genom vor édndert sich das Verhéltnis. Im Fall des vorliegenden IMIKRO-Testverfahrens
liegt die Zielsequenz IS61710 (Insertions-Sequenz 6110, eine bei MTC repetitive Sequenz)
mehrfach im Genom vor (z. B. circa 20 Kopien bei M. tuberculosis). Im Vergleich zum
kommerziellen Gebinde des BD MAX™ MDR-TB-Assay ist nicht klar, ob BD ggf. andere
Sequenzen nutzt, welche mdglicherweise noch hiufiger im Genom vorkommen. Die Werte

der verschiedenen Testverfahren sind also nicht zwingend miteinander vergleichbar.

Beide kommerziellen Testverfahren (BD MAX™ MDR-TB und Xpert® MTB/RIF)
differenzieren nicht zwischen MTC und NTM — im Gegensatz zum Testverfahren von
Rocchetti et al. und dem am IMIKRO etablierten Verfahren. Eine Arbeitsgruppe der
Universitidt Heidelberg analysierte das Testverfahren von BD vor der Veroffentlichung des
Tests durch den Hersteller (BD). Die errechnete Gesamtspezifitit zur Detektion von MTC lag
bei 96,4 %, die Sensitivitdt fiir den Nachweis in Ausstrich-negativen MTC-Proben bei 87,2 %
und fiir Ausstrich-positive Proben bei 99,0 % [134]. Der Hersteller gibt fiir den Nachweis von
MTC in nativem Sputum folgende Werte an: Gesamtsensitivitdt bei Ausstrich-positiven und
Ausstrich-negativen Proben 94,5 %, Gesamtspezifitit bei Ausstrich-positiven und Ausstrich-

negativen Proben 94,9 % [129].

Die WHO fasste die Untersuchungsergebnisse des Xpert® MTB/RIF-Testverfahrens fiir
verschiedene Untersuchungsmaterialien (z. B. Liquor, Aspirate, Pleurafliissigkeit und u. a.

Blut) zusammen und zeigte auf, dass die gepoolten Sensitivititen des Tests fiir die
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unterschiedlichen Materialen bei > 80 % liegen. Die Analyse der Pleurafliissigkeit fiel mit
einer Sensitivitdit von nur knapp 43 9% als deutlich schlechter auf; Blutproben wurden

aufgrund von Datenmangel aus der Analyse ausgeschlossen [142].

Ein Review aus 2014 analysierte die Testgenauigkeit des Xpert®-Testverfahrens auf die
Detektion von M7TC und RIF fiir Proben des Respirationstraktes vor dem Hintergrund, dass
das Testverfahren sowohl als Primardiagnostikum als auch als Diagnostik-Zusatz zum Einsatz
gekommen ist. Als Eingangstest, der die mikroskopische Diagnostik ersetzen soll, ergab sich
im Mittel eine gepoolte Sensitivitit von 89 % und eine Spezifitit von 99 % fiir den Nachweis
von MTC. Als Zusatz-Test bei negativem mikroskopischem Ergebnis wurde eine gepoolte
Sensitivitit von 67 % und eine Spezifitit von 99 % ermittelt. Bei positivem mikroskopischem

Nachweis und positiver Erregerkultur lag die Sensitivitét bei 98 % [138].

Bei Rocchetti et al. wurden auf dem BD MAX™ neben Primern und Sonden fiir M7C und
NTM (hier: sogenanntes ,,PAN-Target, 16s-rRNA) dem Arbeitsmix noch Primer fiir die
Detektion von MAC hinzugefiigt — MAC als SGM und Ausloser von NTM-assoziierter
Lungenerkrankung. Nach einer Probenaufbereitung ergaben sich beziiglich der Giite des Tests
von Rocchetti et al. laut der Autoren folgende Werte: MTC: Sensitivitit 100 %, Spezifitit
97,1 %, PPV 84,2 %, NPV 100 %; NTM/Myspp.: Sensitivitdt 89,7 %, Spezifitit 100 %, PPV
100 %, NPV 84,0 %; MAC: Sensitivitit 83,8 %, Spezifitit 100 %, PPV 100 %, NPV 93,3 %
[131]. Die erhobenen Werte beziehen sich auf kulturpositive bzw. mit Zielsequenz versetzte
Proben. Im Vergleich zu den Werten des Verfahrens am IMIKRO sind die Werte von
Rocchetti et al. fiir NTM/Myspp. und MTC trotz ausgiebiger Probenvorbereitung geringfiigig
niedriger. Zur Testung wurde dort ebenfalls positives Kulturmaterial herangezogen. In
wenigen Fillen gab es unterschiedliche Ergebnisse bei PCR und Erregerkultur, sodass die
Autoren annahmen, dass eine niedrige Erregerkonzentration in der jeweiligen Probe vorlag
und ggf. deshalb die DNA-Extraktion erschwert wurde. Die Spezifitit des Tests wurde dort an
acht verschiedenen Mykobakterienstimmen gepriift, darunter auch M. abscessus (ATCC

19977) und M. chelonae (ATCC 35752) — alle seien korrekt identifiziert worden [131].

Im Vergleich mit dhnlichen Tests zum Nachweis von Mykobakterien schneidet das IMIKRO-
Testverfahren mit einer Sensitivitdt und Spezifitit von jeweils 100 % dementsprechend
positiv ab. Offen bleibt die Frage, wie gut die Sensitivitidt und Spezifitit des IMIKRO-Tests

bei nicht-kulturpositiven Proben ausfillt. Dies wird die Praxis zeigen.
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5.1.3. Beurteilung ausgewiihlter Ergebnisse

Wichtig fiir die korrekte Behandlung von NTM-Infektionen ist die diagnostische Erfassung
von M. abscessus als einem der virulentesten Stimme innerhalb der RGM; zu beachten ist die
erschwerte Therapie aufgrund ausgepriagter Medikamentenresistenzmechanismen [146].
M. chelonae und M. abscessus wurden mit dem IMIKRO-Test nicht regelhaft sicher
detektiert. Es konnte abschlieBend nicht geklart werden, ob die am IMIKRO genutzten
Stamme denen der oben erwidhnten, von Rocchetti et al. genutzten, entsprechen: Eine
ATCC®-Bezeichnung (American Type Culture Collection) der genutzten N7M konnte nicht
ermittelt werden, da die Stimme aus Ringversuchsproben stammten (RV 133, RV 139) —
somit war an dieser Stelle der riickwirkende Vergleich mit z. B. Rocchetti et al. (2016) nicht

moglich (M. abscessus, ATCC 19977 und M. chelonae, ATCC 35752).

Eine Besonderheit der beiden vorgenannten Mykobakterienstimmen ist u. a. ihre
taxonomische Ahnlichkeit. Bis in die friilhen 1990er Jahre waren M. abscessus und
M. chelonae noch in einer Gruppe zusammengefasst. M. abscessus ist eine der am hiufigsten
nachgewiesenen NTM-Spezies [18]. Die komplizierte Taxonomie wird auch bei der
Durchsicht der Literatur deutlich: Manchmal werden beide Stidmme auch in einem
M. chelonae-abscessus-Komplex zusammengefasst. Die exakte Differenzierung ist
kompliziert, wird allerdings durch den Einsatz von molekularbiologischen Methoden
zunehmend vereinfacht. Die Nutzung von Zielgenen wie die Asp65- und rpoB-Gene und die
ITS-Region ermdglicht die Differenzierung bis zum Niveau der Subspezies. Das Ausnutzen
der 16S-rRNA ermoglicht bei RGM immerhin die Differenzierung auf Komplex-Niveau
(z. B. M. chelonae-M. abscessus-Komplex) [60].

Der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte In-silico-Analyse kann man entnehmen, dass die
am IMIKRO eingesetzten Primer und Sonden M. chelonae (CCUG 47445, complete genome)
und M. abscessus (strain WH836 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, partial
sequence) formal erfassen konnen. In der Datenbank zur BLAST-Analyse werden noch
weitere M. chelonae- und M. abscessus-Stamme flir die Myspp.-Sonde angegeben, die erfasst
werden konnen. Der 2016 entwickelte Test von Rocchetti et al. nutzte M. abscessus
ATCC19977 als Referenzstamm — ebendieser wird laut BLASTn auch von der am IMIKRO
eingesetzten Sonde abgedeckt bzw. erfasst [131]. Fiir die Detektionsschwiche des IMIKRO-
Verfahrens kommen neben ggf. falsch gewihltem Target der Myspp.-Sonde auch
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Kulturfehler, niedrige DNA-Konzentration oder das Vorliegen von PCR-Inhibitoren infrage
(beispielsweise durch EDTA-haltige Proben) [147].

Rocchetti et al. publizierten im Verlauf 2017 einen weiteren Test zur Detektion von
M. chelonae, M. abscessus und M. fortuitum-Komplex [27]. Die Autoren hatten bei teilweise
ungeldsten PCR-Ergebnissen u. a. niedrige DNA-Konzentrationen als Ursache angenommen.
Anders als beim IMIKRO-Test wurden jedoch keine Blutproben zur Analysenvalidierung
genutzt [27].

Die mit dem IMIKRO-Test nachgewiesene 1S6//0-Region, in den friihen 1990er Jahren
erstmals beschrieben, kommt ausschlieBlich in M7C vor. Aufgrund dieser Gegebenheit sowie
guter Erfahrungen am IMIKRO mit der Ausnutzung von IS6/70 in NAT-Verfahren wurde fiir
die hier beschriebene PCR entsprechend dieses Target ausgewéhlt [148]. Die am IMIKRO
bisher verfiigbare 16S-PCR ist fiir die Identifikation von Mykobakterien wichtig. Anhand der
16S-rRNA konnen — bis auf einige Ausnahmen (z. B. M. avium, M. chelonae, M. abscessus) —
mykobakterielle Spezies gut und sicher differenziert werden [149]. Fiir die Detektion von
NTM/Myspp. wurde im Rahmen dieser Arbeit — wie auch bei den Kollegen um Rocchetti —
die ITS-Sequenz als Mykobakterien-spezifische Sonde genutzt. ITS befindet sich zwischen
den 16S- und 23S-rRNA-Genen von Mykobakterien. Diese Sequenz kann genutzt werden, um
verschiedene Mykobakterien zu unterscheiden, teilweise sogar solche, die durch eine 16S-
rRNA-PCR nicht unterschieden werden konnten [117]. Die benannten Detektionsschwéchen
konnten sich u. a. auch aufgrund von Sequenzvariationen innerhalb der ITS-Sequenz der

gesuchten Erreger, wie z. B. M. abscessus, erklaren [150].

Neben der oben genannten Schwiche hinsichtlich der Detektion von M. abscessus und
M. chelonae ist ein ggt. weiterer Schwachpunkt des IMIKRO-Tests, dass die Verdiinnung der
schwach-positiven Proben (z. B. wihrend der Vorversuche und spdter bei der
Prizisionspriifung) von 1:1000 auf 1:10 gesenkt werden musste, um schwankende PCR-
Ergebnisse aufzufangen. Dies kann durch eine geringe Bakterienmenge (ggf. mit
inhomogener Verteilung innerhalb der Probe) im Bereich der Sensitivititsgrenze des

Verfahrens oder das Vorkommen inhibitorischer Substanzen erklirt werden.

5.1.4. Arbeitsabliufe

Die Arbeitsabldufe umfassen vor allem die manuellen Schritte, die fiir eine vollstindige

Probenanalyse notwendig sind (z. B. ausgiebige Pipettierschritte zur Erstellung des Primer-
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und Sondenmixes, Probenvorbereitungen). Das Testprotokoll des Verfahrens von Rocchetti et
al. enthielt eine Probenvorbereitung: Die Proben wurden dort vor der PCR fiir 30 Minuten mit
Proteinase K ,,vorverdaut™; die Bearbeitungszeit bzw. die ,,Hands-on-Zeit* verlédngert sich

entsprechend, lag aber in den Analysen laut der Autoren noch unter vier Stunden pro Probe.

Der kommerzielle BD MAX™ MDR-TB-Test erscheint in der Anwendbarkeit einfach, bspw.
hinsichtlich der kurzen hindischen Bearbeitungszeit sowie mit eingdngigen Arbeitsablaufen
am Geridt. Bei dem Testverfahren ist jedoch eine Probenvorbereitung mittels ,,STR-Kit*
(Sample Treatment Reagent, herstellerseitige Bezeichnung) nétig bzw. vorgesehen: Dies ist
eine circa 30 Minuten (zusdtzlich zum PCR-Lauf) beanspruchende Methode zur
Verfliissigung zdher Sputumproben [129,134]. Fiir den Xpert® MTB/RIF-Test gilt, dass die
in Studien ermittelte Trainingsdauer von ein bis zwei Tagen an der Testplattform zundchst
zwar ausreicht, flir solide Testergebnisse allerdings deutlich lidngeres Training und
Supervision — insbesondere in den ersten zwei Monaten nach Testeinfiihrung — nétig sind

[151].

Hinsichtlich des IMIKRO-Tests konnen die Arbeitsabldufe durch die Praaliquotierung der
Arbeitsmixe sowie die nicht notwendige Probenvorbereitung einfach gehalten werden. Die
Probeneingabe in den BD MAX™, die Hinzugabe der Aliquote in den BD-Teststreifen sowie
das Starten der automatischen Analyse sind die einzigen manuellen Schritte, die beherrscht
werden miissen, um valide Testergebnisse zu erhalten. Pipettierfehler konnen so vermieden,

das Kontaminationsrisiko kann niedrig gehalten werden.

Es wird deutlich, dass der IMIKRO-Test aufgrund der nicht notwendigen Probenvorbereitung
die praktische Bearbeitungszeit reduziert und die Arbeitsabliufe vereinfacht. Ein
medizinisches Labor profitiert von der Moglichkeit, zeitnahe und mdglichst Personal-

unabhingige, valide Testergebnisse hinsichtlich spezieller Fragestellungen liefern zu kénnen.

5.1.5. Automation

Der fiir diese Arbeit genutzte BD MAX™ arbeitet als PCR-Vollautomat. Dies bedeutet, dass
der BD MAX™ im Vergleich zu klassischen Systemen die Arbeitsschritte der Proben-
vorbereitung, Amplifikation und Detektion auf einem einzigen Instrument vereint [152]. Die
Nutzung einer automatisierten Plattform wie der BD MAX™ ist speziell aufgrund des hohen
Automatisierungsgrades wenig fehleranfillig. Es ist schon lange bekannt, dass die PCR-

Automation die Kontaminationsgefahr reduziert bzw. minimiert [153]. Dabei ist die
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Moglichkeit der Etablierung von in-house Protokollen auf dem BD MAX™ ein wichtiger
Vorteil gegeniiber vielen anderen PCR-Automaten, die nur kommerzielle und konfektionierte,
d.h. vom Hersteller angebotene, Tests durchfiihren konnen. Typischerweise ist allen in-house
Tests die besondere Anpassung an die individuellen Anspriiche der Einsender bzw. des
diagnostischen Labors gemein, wéihrend kommerzielle Testsysteme diese individuellen
Anspriiche oft nur teilweise erfiillen konnen. Neben der Nutzung speziell entwickelter PCR-
Tests ist die Automation molekularbiologischer Verfahren derzeit einer der wichtigsten
Trends in der molekularbiologischen Routinediagnostik, was sich u. a. auch in der

Markteinfiihrung immer neuer Automaten — neben dem BD MAX™ — zeigt (Tabelle 24).

Tabelle 24 Auswahl akueller PCR-Automaten — neben dem BD MAX™ (Daten entnommen
[154-156])*

Hersteller Name Erliuterung

Roche, Roche cobas® Bisher ohne kommerzielles Gebinde zum MTB-Nachweis; nur zu
Basel, 6800/8800 Forschungszwecken, Stand 1/2020

Schweiz

bioMérieux, Biofire® Bisher ohne kommerzielles Gebinde zum MTB-Nachweis; bisher keine
Marcy-1’Etoile, ~ Filmarray® durch Anwender entwickelte Protokolle unterstiitzt, Stand 1/2020
Frankreich

Curetis, Curetis Unyvero Testkartusche fiir Mykobakterien-Nachweis aus Blutkulturen
Holzgerlingen, vorhanden; bisher keine durch Anwender entwickelte Protokolle
Deutschland unterstiitzt, Stand 1/2020

* Dies entspricht einer Auswahl aktueller PCR-Automaten, vorwiegend gebriuchlich im europdischen Raum.
Diese Auwahl erhebt keinen Anspruch auf Vollstindigkeit.

Die Entwicklung vollautomatisierter Testverfahren erscheint sinnvoll, denn zum einen
miissen aufgrund der zunehmenden Menge potenzieller Zielorganismen immer mehr Proben
und diagnostische Fragestellungen bearbeitet werden, zum anderen ist es heutzutage schwer,
den Einsendern Abarbeitungszeiten von mehr als 24 h zu vermitteln, wo doch die
Schnelligkeit der PCR immer wieder als wichtiger Vorteil dieser Methode beworben wird.
Die Automation der Prozesse der DNA-Extraktion durch Pipettierroboter sowie die
automatische PCR mit Amplifikation und Detektion vereint auf einer Arbeitsplattform (wie
etwa dem BD MAX™) ermdglicht dabei eine sehr kurze Bearbeitungsszeit der einzelnen
Proben, was zu einer schnelleren Diagnosefindung fiihrt und in der Folge zu einer
Verbesserung der Behandlungsqualitdt beitrdgt [157]. Dariiber hinaus kann die PCR-
Automation zu einem hoheren Probendurchsatz bei geringerem Personalaufwand (im
Vergleich zu konventionellen Verfahren), zur Reduktion der Subjektivitit der Testverfahren

und zur Steigerung der Testrobustheit beitragen [101].
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5.1.6. Kosten

Bald nach der Entwicklung des Xpert® MTB/RIF-Testverfahrens (2009) empfahl die WHO
im Jahr 2010 die Nutzung dieses Verfahrens zur Detektion von (MDR)-TB und HIV-TB
sowie als Bestdtigungstest bei mikroskopisch negativen TB-Patienten. Die Nutzung des
Verfahrens nahm darauthin weltweit zu und wurde fortan auch bei padiatrischen Patienten

und bei extrapulmonaler Tuberkulose immer haufiger eingesetzt [151].

Fiir Entwicklungsldnder bzw. eine bestimmte Gruppe von Kunden (u. a. ausgewdihlter
offentlicher Sektor, Nichtregierungsorganisationen) konnten besondere Preise pro Kartusche
ausgehandelt werden: So kostet eine Testkartusche im Jahr 2020 noch etwa US$ 10 [158]. Im
privaten Sektor sind die Kosten fiir die bendtigten Kartuschen hoher und liegen zwischen
etwa US$ 25 und USS$ 183. So hat z. B. im Jahr 2011 die Analyse einer Probe in Frankreich
circa 50 € gekostet [135]. Diese Kosten konnen vor allem in Hochprivalenzldndern ein
Problem darstellen, da in diesen Landern der private Sektor mehrheitlich eine wichtige Sdule
der Krankenversorgung darstellt [159]. Vor diesem Hintergrund erscheinen die Kosten fiir
den Xpert® MTB/RIF-Test aktuell weiterhin hoch und sind insbesondere im Durchschnitt
hoher als die Kosten des IMIKRO-Verfahrens oder vergleichbarer Tests auf dem BD
MAX™., Entsprechend eigener Korrespondenz wird fiir den kommerziellen BD MAX™
MDR-TB-Test in Deutschland ein Preis von circa 40 € veranschlagt. Die aktuell verursachten
Kosten von circa 15 € fiir den IMIKRO-Test konnen demnach als groBer Vorteil der
Entwicklung von in-house Testverfahren gewertet werden. Ein dhnlicher Preis pro PCR-Lauf

ist fiir den Test von Rocchetti et al. (2016) anzunehmen.

5.2. Aktuelle Entwicklungen in der Diagnostik von Mykobakterien

Die Entwicklung von Multiplex PCR-Verfahren bringt die mykobakterielle Diagnostik im
Hinblick auf Schnelligkeit, Effizienz und Verldsslichkeit voran [160]. Wie zuvor beschrieben
gibt es neben zahlreichen in-house Multiplex PCR-Verfahren gebrauchsfertige, kommerzielle
PCR-Gebinde und Nachweissysteme fiir den Einsatz als Point-of-Care-Tests (POCT,
Patientennahe Sofortdiagnostik) [152,161]. Die Entwicklung von POCT erscheint besonders
wichtig fiir die TB-Diagnostik in Entwicklungsldndern; hierzu kénnen RT-PCR-Verfahren
genutzt werden [162]. Kiirzlich wurden Ergebnisse einer Multikohorten-Studie verdffentlicht,
die u. a. fir Testentwicklungen zur Aufdeckung einer aktiven versus einer latenten
Tuberkuloseerkrankung mittels Detektion unterschiedlicher Genexpression genutzt werden

konnten. Dies konnte unter Umsténden auch zur Entwicklung neuer POCTs fithren [163].
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Einige bisher verfliigbare NAT-Verfahren wurden bereits als mogliche Ersatzdiagnostika des
mikroskopischen Nachweises benannt, weitere sind derzeit in der Entwicklung bzw.
Markteinfithrung: EOSCAPE-TB Assay, Genedrive® Mycobacterium tuberculosis iD®,
TrueNAT™ TB Assay, Isothermal TB POC Assays, EasyNAT® TB Assay und Loopamp™
MTBC Detection Kit sind hier als Beispiele zu nennen [137]. Als weiterhin relevantes PCR-
Kartuschensystem ist die zuvor beschriebene Produktreihe Xpert® der Firma Cepheid
Incorporated (USA) zu nennen. Dieses Produkt befindet sich in stetiger Weiterentwicklung
und setzt Schwerpunkte auf die Analyse von M7TC und Resistenzen (Xpert® MTB/RIF); wie
jedoch bereits beschrieben ist dieses System verhdltnismaBig teuer. Die Entwicklung von
immer mehr Tests und Analyseverfahren soll es in Zukunft auch kleineren, ggf. peripher
gelegenen und damit haufig nicht spezialisierten Laboratorien ermdglichen eine suffiziente
Analyse von Patientenproben zu gewihrleisten [152]. Nutzbar fiir die POCT-Diagnostik sind
z. B. auch kostengiinstigere PCR-Gebinde, die auf bestimmten Chips basieren; hierdurch

sollen noch schnellere Diagnoseergebnisse ermoglicht werden [164].

Eine weitere Moglichkeit der patientennahen Sofortdiagnostik stellt dariiber hinaus die Loop-
mediated isothermal amplicifation, LAMP, dar. Bei dieser Methode herrschen isothermale
Reaktionsbedingungen bei 60 bis 65 °C; durchgefiihrt wird dieses Testverfahren in einem
Wasserbad. Nach einer DNA-Extraktion werden dem extrahierten Material spezifische Primer
zugesetzt. Durch die Nutzung mehrerer Primer, die sechs verschiedene DNA-Regionen
binden konnen, ist eine hohe Spezifitit gegeben; ein Primerpaar ist komplementér, weshalb
Loop-artige Sekundirstrukturen ausgebildet werden und die exponentielle Amplifikation
erleichtert werden soll. Dieses Testverfahren ist mit einer Inkubationszeit von circa 60
Minuten verhdltnismaBig schnell und bietet einen insgesamt zeitsparenderen Ablauf als eine
gewoOhnliche PCR, da aufgrund des sogenannten Autocyclings (durch Nutzung einer
bestimmten DNA-Polymerase) kein Thermocycling nétig ist. Die DNA-Strangauftrennung
erfolgt nicht durch Hitze, wie bei der konventionellen PCR, sondern durch die
Enzymaktivitdt. Es werden groe Mengen Amplifikate gebildet, was die Detektion
vereinfacht. Es gibt bereits Methoden zur gleichzeitigen Testung auf M. tuberculosis,
M. intracellulare und M. avium [165—167]. Diese Methode soll leicht durchzufiihren sein und
arbeitet von einer Stromquelle unabhédngig. Dies ermoglicht den Einsatz z. B. nach
Katastrophenfillen, um frithzeitig ein Aufkeimen an Infektionskrankheiten (in diesem Falle
Tuberkulose) erkennen zu kdnnen [168]. Zu erwerben gibt es bspw. das Loopamp™ MTBC

Detection Kit (Eiken, Japan), das eine Sensitivitit von 98 % bei Kultur-positivem Material
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aufweist, jedoch nur 56 % bei Kultur-negativen Proben. Die mangelnde Sensitivitdt ist nicht
nur der Nachteil dieses Systems, sondern der von zahlreichen in-house LAMP-Tests. Zudem
ist das Etablieren solcher Verfahren aufgrund Primer-Primer-Interaktionen verhéltnisméBig
aufwendig [137]. Weitere isothermal arbeitende Tuberkulose-POCTs befinden sich derzeit in
der Entwicklung. Neben dem Einsatz in Katastrophengebieten kdnnten solche Testverfahren
ebenso in Gesundheitszentren in Entwicklungslindern ohne stete Stromversorgung zum

Einsatz kommen [137].

Neben dem eigentlichen Erregernachweis ist zusétzlich auch die Resistenztestung von
Bedeutung. So gibt es — bei bereits mikroskopisch positivem Probenmaterial — die
Moglichkeit der Nutzung von Schnellresistenzverfahren, einem ,,Line Probe Assay* (kurz
LiPA oder LPA). Dieses Diagnose-Tool im Teststreifenformat arbeitet nach dem Prinzip der
reversen Hybridisierung, bei dem auf einem Nitrozellulosestreifen bestimmte Sonden
(Oligonukleotide) an gewissen Positionen verankert sind. Je nach Teststreifendesign konnen
innerhalb von wenigen Stunden MT7C und Tuberkulostatikaresistenzen (RIF, INH)
nachgewiesen werden [169,170]. Es sind kommerzielle Line Probe Testgverfahren (z. B.
INNO-LiPA Rif.TB test, Innogenetics NV, Gent, Belgien) erhiltlich, deren Nutzung bei
mikroskopisch positiver Lungentuberkulose im Jahr 2008 von der WHO empfohlen wurde
[171,172]. Dariiber hinaus ermdglichen Line Probe Tests die Differenzierung mehrerer
Mykobakterienspezies, jedoch teilweise mit falsch-positiven Ergebnissen [173]. Die
Kombination dieses NAT-Verfahrens mit integrierten PCR-Automaten wie dem BD MAX™
erscheint sinnvoll: Die Erweiterung der Nachweise um zusitzliche Erreger sollte von der
jeweils genutzten PCR-Plattform unterstiitzt werden. Neben den vorgenannten Weiter-
entwicklungen von NAT-Verfahren, gibt es auch Neuentwicklungen in anderen Diagnostik-
Bereichen, beispielsweise hinsichtlich Kulturmedien und Mikroskopie, Bildgebung oder

Atemanalyse (z. B. mittels Biomarker).

Die kiirzliche Entwicklung des BD MAX™ MDR-TB-Testverfahrens von Becton, Dickinson
fiir den BD MAX™ (2018) unterstreicht die Aktualitit der vorliegenden Arbeit, einerseits
bezogen auf das Erregerspektrum, andererseits bezogen auf das genutzte NAT-Verfahren und
Nutzung von Automation. Im Hinblick auf die Entwicklung zukiinftiger POCT zur Diagnostik
von Tuberkulose kann man auf die Entwicklung und Weiterentwicklung von Multiplex-PCR,

ggf. sogar als bedside-Diagnosetool, hoffen [174].
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5.3.Relevanz und Ausblick

Die Bedeutung einer raschen und im Idealfall einfachen sowie patientennahen
mikrobiologischen Diagnostik zur schnellen Einleitung von spezifischen Therapie- und
Hygienemaflnahmen bei an Tuberkulose erkrankten bzw. mit N7M infizierten Patienten
unterstreicht die Relevanz der vorliegenden Arbeit. Das ideale Diagnostikinstrument fiir TB
sowie NTM-bezogene Erkrankungen wire eines, das einfach und schnell anzuwenden ist,
dabei wenig technisches Know-how vorraussetzt und trotzdem ausreichend solide
Testergebnisse generiert. Optimal wéare darliber hinaus eine gleichzeitige Detektion von

Tuberkulostatikaresistenzen [171].

Mit der Entwicklung der im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Multiplex RT-PCR konnte
fiir das IMIKRO ein PCR-Verfahren etabliert werden, das die Anforderungen des einfachen
und schnellen Arbeitsablaufes sowie solider und robuster Testergebnisse erfiillt. Das
entwickelte Testverfahren hat mit einer Sensitivitit und Spezifitit von jeweils 100 % eine sehr
gute Leistung aufgezeigt. Die geltenden SAA, einschlieBlich der enthaltenen Richtlinien, sind
im Rahmen der Validierung befolgt worden. Eine abschlieBende praktische Bewertung des
hier beschriebenen Multiplex PCR-Testverfahrens im Rahmen der Diagnostikroutine am

IMIKRO steht zu diesem Zeitpunkt noch aus.

Eine zusétzliche Verbesserung der Ergebnisse, bei ansonsten ausreichender Robustheit, kann
ggf. auch durch eine weitere Probenvorbehandlung (vgl. das vorgefertigte BD MAX™ STR-
Kit) erzielt werden. Dies wiirde dann jedoch auf Kosten der Bearbeitungszeit geschehen. Bei
der Etablierung des Testverfahrens am IMIKRO wurde zugunsten der Einfachheit des
Testverfahrens auf eine Probenvorbereitung zundchst verzichtet. Im Sinne einer weiteren
Optimierung des hier entwickelten und etablierten Multiplex PCR-Testverfahrens auf dem
BD MAX™ ist zukiinftig ein Funktionsausbau denkbar und sinnvoll, beispielsweise durch die
Einbindung zusitzlicher Patientenmaterialien oder die zusitzliche Uberpriifung von
Resistenzen. Eine Leistungsoptimierung fiir den Nachweis von u. a. M. abscessus und
M. chelonae wire ebenso wiinschenswert — beispielsweise durch Hinzugabe eines weiteren
Primer-Sonden-Mixes im Multiplexansatz. Die Anpassungfdhigkeit des Testverfahrens an
sich ggf. noch entwickelnde Fragestellungen ist als grofer Vorteil von in-house PCR-
Testverfahren und offenen PCR-Systemen, wie dem BD MAX™, im Vergleich zu

kommerziellen Testgebinden und geschlossenen Testsystemen zu werten.
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6. Zusammenfassung

Tuberkuloseerkrankungen sowie durch nicht-tuberkulose Mykobakterien ausgeldste
Erkrankungen sind weltweit relevante Krankheitsentititen, die die Laboratoriumsmedizin vor
groBe Herausforderungen stellen. Kulturelle Verfahren sind als bisheriger Standard der
Tuberkulose-Diagnostik zeit- und kostenintensiv. Aus diesem Grund erscheinen molekular-
biologische Verfahren zur raschen Identifikation der Erreger sowie zu schnellen Einleitung
addquater Therapie- und HygienemafBlnahmen in der Labordiagnostik von Mykobakteriosen
als unverzichtbar. Mit der vorliegenden Arbeit sollte fiir das Institut fiir medizinische
Mikrobiologie, Virologie und Hygiene der Universititsmedizin Rostock eine qualitative
Multiplex Real-Time PCR zur Detektion von Bakterien des Mycobacterium tuberculosis-
Komplex (MTC) und (nicht-tuberkuldse) Mycobacterium Spezies (NTM/Myspp.) aus Sputum-
/Blutproben entwickelt und validiert werden. Als Arbeitsplattform wurde hierfiir der PCR-
Vollautomat BD MAX™ gewihlt, der die Arbeitsschritte der Probenaufbereitung, des
eigentlichen PCR-Laufs und der Auswertung auf einem System vereint. Zunédchst wurde
jeweils der Einzelnachweis (MTC und NTM/Myspp.) getestet; im Anschluss wurde ein
Multiplex PCR-Test zum dualen Nachweis etabliert.

Nach initialer Literaturrecherche konnte eine Auswahl entsprechend spezifischer Primer und
Sonden fiir MTC und NTM/Myspp. zur Entwicklung eines sogenannten PCR-Arbeitsmixes
getroffen werden, der zur Etablierung dieses in-house Multiplex PCR-Verfahrens genutzt
werden sollte. Dieser entwickelte Arbeitsmix wurde mit der Plattform PlateMax™ fiir den
spiateren Gebrauch prialiquotiert. Nach Vorversuchen, die den prinzipiellen Funktions-
nachweis des Testverfahrens aufzeigen konnten, wurde eine Methodenvalidierung (unter
Beachtung giiltiger Standardarbeitsanweisungen und Richtlinien) mittels PCR-Testldufen an
Kultur-positiven, schwach-positiven, Kultur-negativen und kreuzreaktiven = Proben
durchgefiihrt. Nach Abschluss der Validierung konnte ein robust arbeitender Test vorgelegt
werden. Aufgrund der Nutzung der Plattform BD MAX™ stellt dieses Nachweisverfahren
eine Moglichkeit zur raschen Diagnostik von Tuberkulose und Mykobakteriosen dar,
insbesondere  bedingt durch die einfachen Arbeitsabldufe und den hohen
Automatisierungsgrad. Entsprechend moglicherweise aufkommender Fragestellungen (z. B.
Resistenztestungen, Einsatz verschiedener Probenmaterialien etc.) erscheint das Verfahren fiir
zukiinftige Entwicklungen leicht erweiterbar und entspricht damit den Anforderungen, die

aktuelle Forschergruppen und kommerzielle Hersteller an PCR-Tests stellen.
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Bronchoalveldre Lavage

BlackBerry® Quencher

Bacillus Calmette-Guérin

Becton, Dickinson and Company
Basenpaar

Carbonium/Kohlenstoff

Colony forming unit/Kolonie-bildende Einheit
Cycle Threshold

Doppelt-deionisiertes Wasser
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonukleosidtriphosphat/e
Doppelstrang-Desoxyribonukleinséure
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
Ethyldiamintetraacetat
6-Carboxyfluorescein

Filtering face piece

Fliissigmedium

Humanes Immundefizienz-Virus

Gen, kodiert das 65-Kilodalton Hitzeschockprotein (in z. B. NTM)
Interferon-y-Release-Assay

Institut fiir medizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene der
Universitidt Rostock

Isoniazid/Isoniazid-Resistenz
Insertionselement

Internal transcribed spacer
Kolonie-bildende Einheit
Loop-mediated isothermal amplicifation
Line Probe Assay
Lowenstein-Jensen-Agar

Latente Tuberkulose-Infektion

Mycobacterium
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MAC Mycobacterium avium-intracellulare-Komplex
MCAC Mycobacterium chelonae-abscessus-Komplex
MDR Multi-drug-resistance (Tuberkulose)

MgCl Magnesiumchlorid

MOTT Mycobacteria other than tuberculosis

MTC Mycobacterium tuberculosis-Komplex

Myspp Mycobacterium Spezies

NAT Nukleinsdureamplifikationstechnik

NCBI National Center for Biotechnology Information
NCTC National Collection of Type Cultures

NTM Nontuberculous mycobacteria/nicht-tuberkulése Mykobakterien
PA Priméraftekt

PCR Polymerase Chain Reaction/Polymerase-Kettenreaktion
POCT Point-of-Care-Testing

oM Qualitdtsmanagement

RGM Rapid-growing mycobacteria

RIF Rifampicin-Resistenz

Rili-BAK Richtlinie der Bundesirztekammer

RKI Robert Koch-Institut

Rn Normalized reporter value

RNA Ribonukleinsdure

rRNA Ribosomale Ribonukleinsédure

ROX X-Rodamin

rpoB Gen, kodiert die Beta-Untereinheit einer RNA-Polymerase
RT-PCR Real Time Polymerase-Kettenreaktion

SAA Standardarbeitsanweisung

SB Sample buffer

SBT Sample buffer tube/s

SDR Single-drug-resistance (Tuberkulose)

SGM Slow-growing mycobacteria

SPC Sample Process Control

spp Spezies

ssp Subspezies
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Stb
STIKO
STR
Taq
TB, TBC
TDR
THT
UDP
UMR
URL
WHO
XDR

Stonebrink-Medium

Stiandige Impfkommission

Sample treatment reagent
Thermofilus aquaticus

Tuberkulose, Tuberkulose-Komplex
Total-drug-resistance (Tuberkulose)
Tuberkulin-Hauttest

User developed protocol
Universitidtsmedizin Rostock
Uniform Resource Locator

World Health Organization/Weltgesundheitsorganisation

Extensively-drug-resistance (Tuberkulose)
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11.Anhang

11.1. Thesen

1. Etablierung der in-house Mycobacterium tuberculosis-Komplex PCR auf dem BD
MAX™ unter Zuhilfenahme vorhandener Publikationen und Protokolle.

2. Etablierung der in-house NTM/Myspp.-PCR auf dem BD MAX™ unter Zuhilfenahme
vorhandener Publikationen und Protokolle.

3. Kombination beider PCR-Protokolle.

4. Validierung der in-house Mycobacterium tuberculosis-Komplex- und NTM-PCR am
BD MAX™ nach géngigen QM-Richtlinien (MIQ 01, DIN EN ISO 15189:2013-03,
DIN EN ISO/IEC 17025:2005, RiLi-BAK, IVD-Richtlinie).

5. Etablierung der Testreagenzienvorportionierung (Praaliquotierung) mittels

PlateMax™,
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11.2. Testung von Sensitivitit und Richtigkeit
Analyt: NTM/Myspp.

Sensitivitit: Testung von 5 bekannt positiven, 5 bekannt schwach-positiven Proben

Spezifitit: Testung von 20 bekannt negativen Proben hinsichtlich Kreuzreaktionen

Tabelle 25 Testung von Sensitivitdt und Spezifitit; Analyt: NTM/Myspp.

Nr. Probe Sollwert Resultat  Datum Testlauf Beurteilung
1 Patmix1 Blut positiv 22,9 03.06.2015 676, DNA-2 richtig

2 Patmix2 Blut positiv 24,0 02.06.2015 675, DNA-2 richtig

3 Patmix3 BAL positiv 22,4 26.05.2015 655, DNA-1 richtig

4 Patmix4 BAL positiv 22,2 26.05.2015 655, DNA-1 richtig

5 RV 160 (MTC) in BAL w04011 positiv 23,5 10.06.2015 706, DNA-2 richtig

6 Vmix1 schwach-positiv 26,5 01.06.2015 682, DNA-2 richtig

7 Vmix2 schwach-positiv 274 02.06.2015 686, DNA-2 richtig

8 Vmix3 schwach-positiv 29,1 03.06.2015 687, DNA-2 richtig

9 Vmix4 schwach-positiv 28,3 02.06.2015 686, DNA-2 richtig

10 1:10 aus Nr. 5 schwach-positiv 28,4 10.06.2015 706, DNA-2 richtig

11 1:100 aus Nr. 5 schwach-positiv 31,3 10.06.2015 706, DNA-2 richtig

12 N1 Blut (1049) SPC negativ 32,7 03.06.2015 677, DNA-2 richtig

13 N2 Blut (555) negativ 34,1 03.06.2015 677, DNA-2 richtig

14 N3 BAL (w997) negativ 28,9 03.06.2015 677, DNA-2 richtig

15 N4 BAL (w953) negativ 28,7 03.06.2015 677, DNA-2 richtig

16 NS5A Blut (w06103) negativ -1,0 07.06.2015 698, DNA-2 Inhibition
17 N6A Blut (w06026) negativ 31,6 07.06.2015 698, DNA-2 richtig

18 N7A Blut (w06028) negativ 38,4 07.06.2015 698, DNA-2 richtig

19 N8A Blut (w05797) negativ 33,2 07.06.2015 698, DNA-2 richtig

20 N9A Blut (w05831) negativ 30,9 07.06.2015 698, DNA-2 richtig

21 N10A Blut (w05844) negativ -1,0 07.06.2015 698, DNA-2 falsch

22 N11A Blut (w06218) negativ 31,0 07.06.2015 698, DNA-2 richtig

23 N12A Blut (w06216) negativ 30,6 07.06.2015 698, DNA-2 richtig

24 N13A BAL (w06298) negativ -1,0 07.06.2015 698, DNA-2 Inhibition
25 N14A BAL (w06299) negativ 26,5 07.06.2015 698, DNA-2 richtig

26 N15A BAL (w06196) negativ 27,3 07.06.2015 698, DNA-2 richtig

27 N16A BAL (w05878) negativ 28,3 07.06.2015 698, DNA-2 richtig

28 N17A BAL (w05879 I) negativ -1,0 08.06.2015 699, DNA-2 Inhibition
29 N18A BAL (w05879 II) negativ 29,2 08.06.2015 699, DNA-2 richtig

30 N19A BAL (w05942) negativ 28,5 08.06.2015 699, DNA-2 richtig

31 N20A BAL (w05915) negativ 30,1 08.06.2015 699, DNA-2 Richtig

a ATCC 29213/S. aureus negativ 30,2 09.06.2015 702, DNA-2 richtig

b ATCC 25922/E. coli negativ 28,4 09.06.2015 702, DNA-2 richtig

c NCTC 12493/S. aureus negativ 30,9 09.06.2015 702, DNA-2 richtig

d ATCC 27853/P. aeruginosa negativ 27,6 09.06.2015 702, DNA-2 richtig

Bemerkungen: Untersucher: R. Koéhnke; Testname: TBC/Myspp Extr+PCR; ausgewerteter Kanal: Myspp (C;
585/630); Charge/Extraktionsgebinde: K11504878520160202 DNA-1, K12505089820160209 DNA-2; Proben
a-d sind Ergénzungen von sicher negativen Laufen aufgrund Inhibition in Nr. 16, 21, 24 & 28 (Siche auch
Testung auf Kreuzreaktive weiter unten).
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Analyt: MTC

Sensitivitit: Testung von 5 bekannt positiven, 5 bekannt schwach-positiven Proben

Spezifitit: Testung von 20 bekannt negativen Proben hinsichtlich Kreuzreaktionen

Tabelle 26 Testung von Sensitivitdt und Spezifitit; Analyt: MTC

Nr.  Probe Sollwert Resultat Datum Testlauf Beurteilung
1 Patmix1 Blut (w04314) + M. bovis (RV 162)  positiv 25,1 03.06.2015 676, DNA-2 richtig

2 Patmix2 Blut (w04586) + M. tuberculosis positiv 23,6 02.06.2015 675, DNA-2 richtig

3 g:t\ll'n})go )BAL (w04448) + M. tuberculosis positiv 22,4 26.05.2015 655, DNA-1 richtig

4 i’l:t\r/nifj)BAL (w04295) + M. bovis (RV 155)  positiv 25,0 26.05.2015 655, DNA-1 richtig

5 RV 160 (MTC) in BAL w04011 positiv 233 10.06.2015 706, DNA-2 richtig

6 Vmix1 1:10 von Nr. 1 schwach-positiv. 28,2 01.06.2015 682, DNA-2 richtig

7 Vmix2 1:10 von Nr. 2 schwach-positiv. 26,3 02.06.2015 686, DNA-2 richtig

8 Vmix3 1:10 von Nr. 3 schwach-positiv. 27,4 03.06.2015 687, DNA-2 richtig

9 Vmix4 1:10 von Nr. 4 schwach-positiv. 29,3 02.06.2015 686, DNA-2 richtig

10 1:10 aus Nr. 5 schwach-positiv. 29,6 10.06.2015 706, DNA-2 richtig

11 1:100 aus Nr. 5 schwach-positiv. 34,9 10.06.2015 706, DNA-2 richtig

12 N1 Blut (1049) SPC negativ 32,7 03.06.2015 677, DNA-2 richtig

13 N2 Blut (555) negativ 34,1 03.06.2015 677, DNA-2 richtig

14 N3 BAL(997) negativ 28,9 03.06.2015 677, DNA-2 richtig

15 N4 BAL (w953) negativ 28,7 03.06.2015 677, DNA-2 richtig

16 NS5A Blut (w06103) negativ -1,0 07.06.2015 698, DNA-2 Inhibition
17 N6A Blut (w06026) negativ 31,6 07.06.2015 698, DNA-2 richtig

18 N7A Blut (w06028) negativ 38,4 07.06.2015 698, DNA-2 richtig

19 N8A Blut (w05797) negativ 33,2 07.06.2015 698, DNA-2 richtig

20 NIA Blut (w05831) negativ 30,9 07.06.2015 698, DNA-2 richtig

21 N10A Blut (w05844) negativ -1,0 07.06.2015 698, DNA-2 Inhibition
22 N11A Blut (w06218) negativ 31,0 07.06.2015 698, DNA-2 richtig

23 N12A Blut (w06216) negativ 30,6 07.06.2015 698, DNA-2 richtig

24 N13A BAL (w06298) negativ -1,0 07.06.2015 698, DNA-2 Inhibition
25 NI14A BAL (w06299) negativ 26,5 07.06.2015 698, DNA-2 richtig

26 NI15A BAL (w06196) negativ 27,3 07.06.2015 698, DNA-2 richtig

27 NI16A BAL (w05878) negativ 28,3 07.06.2015 698, DNA-2 richtig

28 N17A BAL (w05879 I) negativ -1,0 08.06.2015 699, DNA-2 Inhibition
29 NI18A BAL (w05879 II) negativ 29,2 08.06.2015 699, DNA-2 richtig

30 NI19A BAL (w05942) negativ 28,5 08.06.2015 699, DNA-2 richtig

31 N20A BAL (w05915) negativ 30,1 08.06.2015 699, DNA-2 richtig

a ATCC 29213/S. aureus negativ 30,2 09.06.2015 702, DNA-2  richtig

b ATCC 25922/E. coli negativ 28,4 09.06.2015 702, DNA-2  richtig

c NCTC 12493/S. aureus negativ 30,9 09.06.2015 702, DNA-2  richtig

d ATCC 27853/P. aeruginosa negativ 27,6 09.06.2015 702, DNA-2  richtig

Bemerkungen: Untersucher: R. Kohnke; Testname: TBC/Myspp Extr+PCR; ausgewerteter Kanal: MTC (C;
475/520); Charge/Extraktionsgebinde: K11504878520160202DNA-1, K12505089820160209 DNA-2; Proben a-
d sind Ergdnzungen von sicher negativen Laufen aufgrund Inhibition in Nr. 16, 21, 24 & 28.

96



Anhang

Beurteilung: Inhibition erzeugt ein ,unrichtiges* Ergebnis. Die SPC in jenen Féllen wurde
nicht amplifiziert. Das Ergebnis darf bei fehlendem Erregernachweis nicht zur Diagnostik
herangezogen werden. Die Ci-Werte der richtig-negativen Ergebnisse sind Werte der

mitgefiihrten SPC.

11.3. Testung von potenziell kreuzreaktiven Analyten
Analyt: NTM/Myspp.

Getestet werden mindestens 10, besser 20, Patientenmaterialien (bei bakteriellen Erregern
auch mit Kulturmaterialien gespickte Proben zuldssig) mit verschiedenen bekannten
humanpathogenen Erregern, die nicht dem Testanalyt der zu testenden PCR entsprechen. Alle

Testungen sollten negativ sein.

Tabelle 27 Testung von potenziell kreuzreaktiven Analyten; Analyt: Myspp.

Nr. Probenbezeichnung Organismus Resultat (Myspp.) C~Wert (SPC) Datum/Testlauf Beurteilung
(DSM/ATCC/NCTC)

1 ATCC 29213 S. aureus -1,0 30,2 09.06.2015, 702 richtig negativ
2 ATCC 25922 E. coli -1,0 28,4 09.06.2015, 702 richtig negativ
3 NCTC 12493 S. aureus -1,0 30,9 09.06.2015, 702 richtig negativ
4 ATCC 27853 P. aeruginosa -1,0 27,6 09.06.2015, 702 richtig negativ
5 ATCC 49619 S. pneumoniae -1,0 28,1 09.06.2015, 702 richtig negativ
6 ATCC 9334/ NCTC H. influencae -1,0 28,0 09.06.2015, 702 richtig negativ
7 8AAEI%C 49247 H. influencae -1,0 28,4 09.06.2015, 702 richtig negativ
8 ATCC 51299 E. faecalis -1,0 28,2 09.06.2015, 702 richtig negativ
9 ATCC 700603 K. pneumoniae -1,0 26,9 09.06.2015, 702 richtig negativ
10 ATCC 700324 K. oxytoca -1,0 27,5 09.06.2015, 702 richtig negativ
11 ATCC BAA 1152 E. corrodens -1,0 27,5 09.06.2015, 702 richtig negativ
12 ATCC 29212 E. faecalis -1,0 28,8 09.06.2015, 702 richtig negativ
13 ATCC 13048 E. aerogenes -1,0 27,7 09.06.2015, 702 richtig negativ
14 ATCC 14053 C. albicans -1,0 30,4 09.06.2015, 702 richtig negativ
15 ATCC NYA 2950 C. glabrata -1,0 30,3 09.06.2015, 702 richtig negativ
16 ATCC 35218 E. coli -1,0 28,3 09.06.2015, 702 richtig negativ
17 ATCC 13813 S. agalactiae -1,0 29,3 09.06.2015, 702 richtig negativ
18 ATCC 12344 S. pyogenes -1,0 28,9 09.06.2015, 702 richtig negativ
19 DSM 1798 S. epidermidis -1,0 29,8 09.06.2015, 702 richtig negativ
20 ATCC 29212 E. faecalis -1,0 28,6 09.06.2015, 702 richtig negativ
21 ATCC 13883 K. pneumoniae -1,0 25,5 09.06.2015, 702 richtig negativ
22 ATCC 9542 S. equisimilis -1,0 33,5 09.06.2015, 702 richtig negativ
23 DSM 5570 S. sonnei -1,0 28,6 09.06.2015, 702 richtig negativ
24 ATCC 9610 Y. entercocolitica ~ -1,0 27,6 09.06.2015, 702 richtig negativ
25 DSM 5569 S. typhimurium -1,0 27,6 10.06.2015, 706 richtig negativ

Bemerkungen: Untersucher: R. Kohnke; Testname: ,Rkoeh Myspp. Kreuzreaktive 1-24“ & ,,10.06.2015%;
Charge/Extraktionsgebinde: K12505089820160209 DNA-2
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Analyt: MTC

Getestet werden mindestens 10, besser 20, Patientenmaterialien (bei bakteriellen Erregern
auch mit Kulturmaterialien gespickte Proben zuldssig) mit verschiedenen bekannten
humanpathogenen Erregern, die nicht dem Testanalyt der zu testenden PCR entsprechen. Alle

Testungen sollten negativ sein.

Tabelle 28 Testung von potenziell kreuzreaktiven Analyten; Analyt: MTC

Nr. Probenbezeichnung Organismus Resultat (MTC) CeWert (SPC)  Datum/Testlauf Beurteilung
(DSM/ATCC/NCTC)

1 ATCC 29213 S. aureus -1,0 30,2 09.06.2015, 702 richtig negativ
2 ATCC 25922 E. coli -1,0 28,4 09.06.2015, 702 richtig negativ
3 NCTC 12493 S. aureus -1,0 30,9 09.06.2015, 702 richtig negativ
4 ATCC 27853 P. aeruginosa -1,0 27,6 09.06.2015, 702 richtig negativ
5 ATCC 49619 S. pneumoniae -1,0 28,1 09.06.2015, 702 richtig negativ
6 ATCC 9334 /NCTC 8468  H. influencae -1,0 28,0 09.06.2015, 702 richtig negativ
7 ATCC 49247 H. influencae -1,0 28,4 09.06.2015, 702 richtig negativ
8 ATCC 51299 E. faecalis -1,0 28,2 09.06.2015, 702 richtig negativ
9 ATCC 700603 K. pneumoniae -1,0 26,9 09.06.2015, 702 richtig negativ
10 ATCC 700324 K. oxytoca -1,0 27,5 09.06.2015, 702 richtig negativ
11 ATCC BAA 1152 E. corrodens -1,0 27,5 09.06.2015, 702 richtig negativ
12 ATCC 29212 E. faecalis -1,0 28,8 09.06.2015, 702 richtig negativ
13 ATCC 13048 E. aerogenes -1,0 27,7 09.06.2015, 702 richtig negativ
14 ATCC 14053 C. albicans -1,0 30,4 09.06.2015, 702 richtig negativ
15 ATCC NYA 2950 C. glabrata -1,0 30,3 09.06.2015, 702 richtig negativ
16 ATCC 35218 E. coli -1,0 28,3 09.06.2015, 702 richtig negativ
17 ATCC 13813 S. agalactiae -1,0 29,3 09.06.2015, 702 richtig negativ
18 ATCC 12344 S. pyogenes -1,0 28,9 09.06.2015, 702 richtig negativ
19 DSM 1798 S. epidermidis -1,0 29,8 09.06.2015, 702 richtig negativ
20 ATCC 29212 E. faecalis -1,0 28,6 09.06.2015, 702 richtig negativ
21 ATCC 13883 K. pneumoniae -1,0 25,5 09.06.2015, 702 richtig negativ
22 ATCC 9542 S. equisimilis -1,0 335 09.06.2015, 702 richtig negativ
23 DSM 5570 S. sonnei -1,0 28,6 09.06.2015, 702 richtig negativ
24 ATCC 9610 Y. entercocolitica -1,0 27,6 09.06.2015, 702 richtig negativ
25 DSM 5569 S. typhimurium -1,0 27,6 10.06.2015, 706 richtig negativ

Bemerkungen: Untersucher: R. Kohnke; Testname: ,Rkoeh TBC Kreuzreaktive 1-24“ & ,,10.06.2015%;
Charge/Extraktionsgebinde: K12505089820160209 DNA-2
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11.4. In-silico Analyse (BLASTn)
Einstellungen fiir die In-silico-Analyse (BLASTn) der Sonden von MTC und Myspp:

Tabelle 29 Einstellungen inkl. Erlauterungen der NCBI-Website? zur In-silico Analyse

Einstellung Erlduterung
Database ,,Others”, Title: Nucleotide collection (nt)
Description The nucleotide collection consists of GenBank+EMBL+DDBJ+PDB+RefSeq sequences, but

excludes EST, STS, GSS, WGS, TSA, patent sequences as well as phase 0, 1, and 2 HTGS
sequences. The database is non-redundant. Identical sequences have been merged into one
entry, while preserving the accession, GI, title and taxonomy information for each entry.

Molecule Type Mixed DNA

Number of sequences 38406974

Exclude Uncultured/environmental sample sequences
Progamm selection Optimize for somewhat similar sequences (blastn)

Max target sequences 100

2URL:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?’PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch& BLAST SPEC=&LIN
K LOC=blasttab&LAST PAGE=blastn (abgerufen am 30.08.2016)

Tabelle 30 In-silico-Analyse (BLASTn) der Sonde fiir MTC; Abbildung von 100
Zielsequenzen

Description Max  Total Query E value Ident Accession
score score cover

gb|CP012506.2| Mycobacterium tuberculosis strain SCAID 187.0, complete genome 48.1 1183 100% 0.002 100% CP012506.2

gb|CP016794.1] Mycobacterium tuberculosis strain SCAID 320.0, complete genome 48.1 1280 100% 0.002 100% CP016794.1

gb|CP015773.2] Mycobacterium bovis strain SP38, complete genome 48.1 78.3 100% 0.002 100% CP015773.2

gb|KU301340.1| Mycobacterium tuberculosis isolate 2206/15 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KU301340.1
IS6110, partial sequence

gb|CP014617.1] Mycobacterium africanum strain UT307 genome 48.1 78.3 100% 0.002 100% CP014617.1
gb|CP010968.1| Mycobacterium tuberculosis strain PR10 genome 48.1 78.3 100% 0.002 100% CP010968.1
gb|CP014566.1] Mycobacterium bovis BCG str. Tokyo 172 substrain TRCS, 48.1 126 100% 0.002 100% CP014566.1
complete genome
gb|CP010340.1| Mycobacterium tuberculosis strain 26105, complete genome 48.1 847 100% 0.002 100% CP010340.1
gb|CP010339.1] Mycobacterium tuberculosis strain 22103, complete genome 48.1 78.3 100% 0.002 100% CP010339.1
gb|CP010338.1| Mycobacterium tuberculosis strain 37004, complete genome 48.1 558 100% 0.002 100% CP010338.1
gb|CP010337.1] Mycobacterium tuberculosis strain 22115, complete genome 48.1 558 100% 0.002 100% CP010337.1
gb|CP010336.1] Mycobacterium tuberculosis strain 2279, complete genome 48.1 895 100% 0.002 100% CP010336.1
gb|CP010335.1] Mycobacterium tuberculosis strain 2242, complete genome 48.1 1087 100% 0.002 100% CP010335.1
gb|CP010334.1| Mycobacterium africanum strain 25, complete genome 48.1 270 100% 0.002 100% CP010334.1
gb|CP010333.1] Mycobacterium microti strain 12, complete genome 48.1 414 100% 0.002 100% CP010333.1
gb|CP010332.1| Mycobacterium bovis strain 30, complete genome 48.1 78.3 100% 0.002 100% CP010332.1
gb|CP010331.1| Mycobacterium bovis BCG strain 26, complete genome 48.1 78.3 100% 0.002 100% CP010331.1
gb|CP010330.1] Mycobacterium tuberculosis strain F28, complete genome 48.1 895 100% 0.002 100% CP010330.1
gb|CP010329.1| Mycobacterium tuberculosis strain F1, complete genome 48.1 799 100% 0.002 100% CP010329.1

gb|CP013741.1| Mycobacterium bovis strain BCG-1 (Russia), complete genome 48.1 126 100% 0.002 100% CP013741.1
gb|KT275244.1] Mycobacterium tuberculosis isolate TB_INS1/INS2 transposase 48.1 48.1 100% 0.002 100% KT275244.1
gene, partial cds

gb|CP011455.1] Mycobacterium bovis strain BCG-1 genome 48.1 126 100% 0.002 100% CP011455.1
gb|CP009243.1] Mycobacterium bovis BCG strain Russia 368, complete genome ~ 48.1 126 100% 0.002 100% CP009243.1
gb|CP012090.1| Mycobacterium tuberculosis W-148, complete genome 48.1 1039 100% 0.002  100% CP012090.1
gb|CP012095.1] Mycobacterium bovis strain 1595, complete genome 48.1 78.3 100% 0.002 100% CP012095.1
gb|CP008744.1] Mycobacterium bovis BCG strain 3281, complete genome 48.1 108 100% 0.002 100% CP008744.1
gb|KP844721.1] Mycobacterium tuberculosis haplotype 36 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844721.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds
gb|KP844720.1] Mycobacterium tuberculosis haplotype 35 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844720.1

IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds
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gb|KP844719.1] Mycobacterium tuberculosis haplotype 34 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844719.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844718.1] Mycobacterium tuberculosis haplotype 33 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844718.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844717.1] Mycobacterium tuberculosis haplotype 32 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844717.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844716.1] Mycobacterium tuberculosis haplotype 31 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844716.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844715.1] Mycobacterium tuberculosis haplotype 30 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844715.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844714.1] Mycobacterium tuberculosis haplotype 29 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844714.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844713.1] Mycobacterium tuberculosis haplotype 28 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844713.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb/KP844712.1| Mycobacterium tuberculosis haplotype 27 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844712.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb/KP844711.1] Mycobacterium tuberculosis haplotype 26 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844711.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844710.1] Mycobacterium tuberculosis haplotype 25 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844710.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb/KP844709.1] Mycobacterium tuberculosis haplotype 24 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844709.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844708.1| Mycobacterium tuberculosis haplotype 23 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844708.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844707.1] Mycobacterium tuberculosis haplotype 22 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844707.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb/KP844706.1] Mycobacterium tuberculosis haplotype 21 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844706.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844705.1] Mycobacterium tuberculosis haplotype 20 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844705.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844704.1] Mycobacterium tuberculosis haplotype 19 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844704.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb/KP844703.1] Mycobacterium tuberculosis haplotype 18 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844703.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844702.1| Mycobacterium tuberculosis haplotype 17 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844702.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844701.1] Mycobacterium tuberculosis haplotype 16 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844701.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844700.1] Mycobacterium tuberculosis haplotype 15 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844700.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844699.1| Mycobacterium tuberculosis haplotype 14 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844699.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844698.1| Mycobacterium tuberculosis haplotype 13 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844698.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844697.1| Mycobacterium tuberculosis haplotype 12 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844697.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844696.1| Mycobacterium tuberculosis haplotype 11 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844696.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844695.1] Mycobacterium tuberculosis haplotype 10 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844695.1
IS6110 transposase (orfB) gene, partial cds

gb/KP844694.1| Mycobacterium tuberculosis haplotype 9 insertion sequence IS6110 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844694.1
transposase (orfB) gene, partial cds

gb/KP844693.1| Mycobacterium tuberculosis haplotype 8 insertion sequence IS6110 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844693.1
truncated transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844692.1| Mycobacterium tuberculosis haplotype 7 insertion sequence IS6110 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844692.1
transposase (orfB) gene, partial cds

gb/KP844691.1| Mycobacterium tuberculosis haplotype 6 insertion sequence IS6110 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844691.1
transposase (orfB) gene, partial cds

gb/KP844690.1| Mycobacterium tuberculosis haplotype 5 insertion sequence IS6110 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844690.1
transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844689.1| Mycobacterium tuberculosis haplotype 4 insertion sequence IS6110 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844689.1
transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844688.1| Mycobacterium tuberculosis haplotype 3 insertion sequence IS6110 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844688.1
transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844687.1| Mycobacterium tuberculosis haplotype 2 insertion sequence IS6110 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844687.1
transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844686.1| Mycobacterium tuberculosis haplotype 1 insertion sequence IS6110 48.1 48.1 100% 0.002 100% KP844686.1
transposase (orfB) gene, partial cds

dbj|LC005482.1| Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110, 48.1 48.1 100% 0.002 100% LCO005482.1
VNTR, complete sequence, strain: F309

dbj|LC005481.1| Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110, 48.1 48.1 100% 0.002 100% LCO005481.1

VNTR, complete sequence, strain: F302
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dbj|LC005477.1] Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110, 48.1 48.1 100% 0.002 100% LC005477.1
VNTR, complete sequence, strain: F208

dbj|LC005476.1] Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110, 48.1 48.1 100% 0.002 100% LC005476.1
VNTR, complete sequence, strain: F200

dbj|LC005475.1] Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:IS6110, 48.1 48.1 100% 0.002 100% LC005475.1
VNTR, complete sequence, strain: F194

dbj|LC005473.1| Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110, 48.1 48.1 100% 0.002 100% LC005473.1
VNTR, complete sequence, strain: F178

dbj|LC005472.1| Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110, 48.1 48.1 100% 0.002 100% LC005472.1
VNTR, complete sequence, strain: F158

dbj|LC005471.1] Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:IS6110, 48.1 48.1 100% 0.002 100% LC005471.1
VNTR, complete sequence, strain: F145

dbj|LC005465.1] Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110, 48.1 48.1 100% 0.002 100% LC005465.1
VNTR, complete sequence, strain: F97

dbj|LC005463.1| Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110, 48.1 48.1 100% 0.002 100% LC005463.1
VNTR, complete sequence, strain: F76

dbj|LC005462.1| Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110, 48.1 48.1 100% 0.002 100% LC005462.1
VNTR, complete sequence, strain: F60

dbj|LC005461.1| Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110, 48.1 48.1 100% 0.002 100% LCO005461.1
VNTR, complete sequence, strain: F49

dbj|LC005459.1| Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:IS6110, 48.1 48.1 100% 0.002 100% LC005459.1
VNTR, complete sequence, strain: F41

dbj|LC005458.1| Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110, 48.1 48.1 100% 0.002 100% LC005458.1
VNTR, complete sequence, strain: F33

dbj|LC005457.1] Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110, 48.1 48.1 100% 0.002 100% LC005457.1
VNTR, complete sequence, strain: F31

dbj|LC005456.1| Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110, 48.1 48.1 100% 0.002 100% LC005456.1
VNTR, complete sequence, strain: F20

dbj|LC005455.1| Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:IS6110, 48.1 48.1 100% 0.002 100% LC005455.1
VNTR, complete sequence, strain: F16

dbj|LC005454.1| Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110, 48.1 48.1 100% 0.002 100% LC005454.1
VNTR, complete sequence, strain: F9

gb|CP010873.1] Mycobacterium tuberculosis strain Beijing-like, complete genome 48.1 847 100% 0.002 100% CP010873.1

dbj|AP014573.1| Mycobacterium tuberculosis str. Kurono DNA, complete genome ~ 48.1 751 100% 0.002 100% AP014573.1

gbl[KM516707.1] Mycobacterium tuberculosis strain IMR 672/14 insertion sequence 48.1 48.1 100% 0.002 100% KMS516707.1
IS6110 transposase gene, partial cds

emb|HG813240. Mycobacterium tuberculosis 49-02 complete genome 48.1 895 100% 0.002 100% HG813240.1

1

gb|CP009480.1] Mycobacterium tuberculosis H37Rv, complete genome 48.1 799 100% 0.002 100% CP009480.1

gb|CP009449.1| Mycobacterium bovis strain ATCC BAA-935, complete genome ~ 48.1 78.3 100% 0.002 100% CP009449.1

gb|CP009427.1] Mycobacterium tuberculosis strain 96121, complete genome 48.1 847 100% 0.002 100% CP009427.1

gb|CP009426.1] Mycobacterium tuberculosis strain 96075, complete genome 48.1 847 100% 0.002 100% CP009426.1

gb|CP009101.1| Mycobacterium tuberculosis strain ZMC13-88, complete genome  48.1 799 100% 0.002 100% CP009101.1

gb|CP009100.1] Mycobacterium tuberculosis strain ZMC13-264, complete genome 48.1 799 100% 0.002 100% CP009100.1

gb|CP008981.1] Mycobacterium tuberculosis strain 0A029DS genome 48.1 1039 100% 0.002 100% CP008981.1

gb|CP008980.1| Mycobacterium tuberculosis strain 0A033DS genome 48.1 1039 100% 0.002  100% CP008980.1

gb|CP008978.1] Mycobacterium tuberculosis strain 0A087DS genome 48.1 1039 100% 0.002 100% CP008978.1

gb|CP008977.1] Mycobacterium tuberculosis strain 0A092DS genome 48.1 1039 100% 0.002 100% CP008977.1

gb|CP008976.1| Mycobacterium tuberculosis strain 0A093DS genome 48.1 1039 100% 0.002  100% CP008976.1

gb|CP008975.1] Mycobacterium tuberculosis strain 0A094DS genome 48.1 1039 100% 0.002 100% CP008975.1

gb|CP008973.1] Mycobacterium tuberculosis strain 0A117DS genome 48.1 1039 100% 0.002 100% CP008973.1

gb|CP008970.1] Mycobacterium tuberculosis strain 0B070XDR genome 48.1 1039 100% 0.002  100% CP008970.1

gb|CP008968.1] Mycobacterium tuberculosis strain 0B123ND genome 48.1 1039 100% 0.002 100% CP008968.1

gb|CP008966.1| Mycobacterium tuberculosis strain 0B218DS genome 48.1 1039 100% 0.002  100% CP008966.1

Tabelle 31 In-silico-Analyse (BLASTn) der Sonde fiir Myspp.; Abbildung von 100

Zielsequenzen

Description

Max
score

Total QueryE

Ident Accession
score cover value

dbjAPO17624.1] X "m0

gb|CP016640.1] Mycobacterium sp. djl-10, complete genome
gb|CP016396.1] Mycobacterium avium strain RCAD0278, complete genome
gb|CP011491.1] Mycobacterium vaccae 95051, complete genome

Mycobacterium ulcerans subsp. shinshuense DNA, complete genome, strain:

emb|LT549889.1|Mycobacterium aurum isolate liquid genome assembly, chromosome: I

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis strain
gbICP015495.1| MAP/TANUVAS/TN/India/2008, complete genome
gb|CP010996.1] Mycobacterium simiae strain MO323 genome

42.1

42.1
42.1
42.1
42.1

42.1
42.1

42.1 100% 0.050 100% AP017624.1

84.2 100% 0.050 100% CP016640.1
98.6 100% 0.050 100% CP016396.1
84.2 100% 0.050 100% CP011491.1
112 100% 0.050 100% LT549889.1

98.6 100% 0.050 100% CP015495.1
70.4 100% 0.050 100% CP010996.1
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Total QueryE
score cover value

Ident Accession

Description Max
score
gb|CP014475.1] Mycobacterium phlei strain CCUG 21000, complete genome 42.1
gb|CP011022.1] Mycobacterium sp. NRRL B-3805, complete genome 42.1
gbCPO14258.1] g/glf)(r)r‘tl):cterlum fortuitum subsp. fortuitum DSM 46621 = ATCC 6841 1
gb|CPO11883.2] g/glzcr)rll):cterlum haemophilum DSM 44634 strain ATCC 29548, complete 4.1
gb|CP011269.1] Mycobacterium fortuitum strain CT6, complete genome 42.1
gb|CP012506.2] Mycobacterium tuberculosis strain SCAID 187.0, complete genome 42.1
gb|CP016794.1] Mycobacterium tuberculosis strain SCAID 320.0, complete genome 42.1
gb|CP015773.2] Mycobacterium bovis strain SP38, complete genome 42.1
Mycobacterium gordonae strain IRLMedNTM_20 16S ribosomal RNA gene,
gb|KX263298.1| partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, complete 42.1

sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_18 16S ribosomal RNA
gb|KX263296.1| gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, complete 42.1

sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_17 16S ribosomal RNA
gb|KX263295.1| gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, complete 42.1

sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_16 16S ribosomal RNA
gb|KX263294.1| gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, complete 42.1

sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_15 16S ribosomal RNA
gb|KX263293.1| gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, complete 42.1

sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_14 16S ribosomal RNA
gb|KX263292.1| gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, complete 42.1

sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_13 16S ribosomal RNA
gb|KX263291.1| gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, complete 42.1

sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_12 16S ribosomal RNA
gblKX263290.1] gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, complete 42.1

sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence

Mycobacterium simiae strain IRLMedNTM_10 16S ribosomal RNA gene,
gb|KX263288.1| partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, complete

sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence

Mycobacterium gordonae strain IRLMedNTM_09 16S ribosomal RNA gene,
gb|KX263287.1] partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, complete

sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence

Mycobacterium kansasii strain IRLMedNTM_07 16S ribosomal RNA gene,
gb|KX263285.1| partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, complete

sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_06 16S ribosomal RNA
gblKX263284.1] gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, complete 42.1

sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence

Mycobacterium gordonae strain IRLMedNTM_05 16S ribosomal RNA gene,
gb|KX263283.1| partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, complete
sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence
Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_01 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, complete 42.1
sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence

42.1

42.1

42.1

42.1

gbKX263279.1]

gb|CP015596.1] Mycobacterium sp. YC-RL4, complete genome 42.1
gb|CP007220.1] Mycobacterium chelonae CCUG 47445, complete genome 42.1
gb|CP010071.1] Mycobacterium sp. QIA-37, complete genome 42.1
gb|CP014617.1] Mycobacterium africanum strain UT307 genome 42.1
gb|CP010968.1] Mycobacterium tuberculosis strain PR10 genome 42.1
eb|CPO14566.1] ggzzlﬁa:cterium bovis BCG str. Tokyo 172 substrain TRCS, complete 01
dbj|LC126335.1] Myc;obacterium sp. S-1-6 DNA, 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, 1
partial sequence
gb|CP010340.1] Mycobacterium tuberculosis strain 26105, complete genome 42.1
gb|CP010339.1] Mycobacterium tuberculosis strain 22103, complete genome 42.1
¢b|CP010338.1] Mycobacterium tuberculosis strain 37004, complete genome 42.1
¢b|CP010337.1] Mycobacterium tuberculosis strain 22115, complete genome 42.1
gb|CP010336.1] Mycobacterium tuberculosis strain 2279, complete genome 42.1
¢b|CP010335.1] Mycobacterium tuberculosis strain 2242, complete genome 42.1
gb|CP010334.1| Mycobacterium africanum strain 25, complete genome 42.1
gb|CP010333.1] Mycobacterium microti strain 12, complete genome 42.1
gb|CP010332.1| Mycobacterium bovis strain 30, complete genome 42.1
gb|CP010331.1] Mycobacterium bovis BCG strain 26, complete genome 42.1
gb|CP010330.1] Mycobacterium tuberculosis strain F28, complete genome 42.1
gb|CP010329.1] Mycobacterium tuberculosis strain F1, complete genome 42.1

140 100% 0.050
84.2 100% 0.050

84.2 100% 0.050

42.1

84.2
70.4
70.4
70.4

100% 0.050

100% 0.050
100% 0.050
100% 0.050
100% 0.050

42.1 100% 0.050

42.1 100% 0.050

42.1 100% 0.050

42.1 100% 0.050

42.1 100% 0.050

42.1 100% 0.050

42.1 100% 0.050

42.1 100% 0.050

42.1 100% 0.050

42.1 100% 0.050

42.1 100% 0.050

42.1 100% 0.050

42.1 100% 0.050

42.1 100% 0.050
84.2
42.1
70.4
70.4
70.4

70.4

100% 0.050
100% 0.050
100% 0.050
100% 0.050
100% 0.050

100% 0.050

42.1

70.4
70.4
70.4
70.4
70.4
70.4
70.4
70.4
70.4
70.4
70.4
70.4

100% 0.050

100% 0.050
100% 0.050
100% 0.050
100% 0.050
100% 0.050
100% 0.050
100% 0.050
100% 0.050
100% 0.050
100% 0.050
100% 0.050
100% 0.050

100% CP014475.1
100% CP011022.1

100% CP014258.1

100% CP011883.2

100% CP011269.1
100% CP012506.2
100% CP016794.1
100% CP015773.2

100% KX263298.1

100% KX263296.1

100% KX263295.1

100% KX263294.1

100% KX263293.1

100% KX263292.1

100% KX263291.1

100% KX263290.1

100% KX263288.1

100% KX263287.1

100% KX263285.1

100% KX263284.1

100% KX263283.1

100% KX263279.1

100% CP015596.1
100% CP007220.1
100% CP010071.1
100% CP014617.1
100% CP010968.1

100% CP014566.1

100% LC126335.1

100% CP010340.1
100% CP010339.1
100% CP010338.1
100% CP010337.1
100% CP010336.1
100% CP010335.1
100% CP010334.1
100% CP010333.1
100% CP010332.1
100% CP010331.1
100% CP010330.1
100% CP010329.1
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gb|CPO13741.1|
gb|KR856205.1|

dbj|LC055543.1]
gbKT149382.1|
gbKT149381.1|
gbKT935472.1]
gbKT168287.1]
gblKT168286.1]

gbKT168285.1]
gb|CPO11455.1|
gbKR995227.1|

gblKR995226.1|
gbKR995225.1|
gbKR995223.1|
gbKR995214.1|
gbKR995213.1|
gbKR995212.1|
gbKR995211.1|
gbKR995201.1|
gb/KR995200.1|
gbKR995197.1|
gbKR995196.1|
gbKR995195.1|
gbKR995194.1|
gbKR995193.1|
gbKR995191.1|
gbKR995190.1|
gbKR995189.1|
gbKR995188.1|
gbKR995187.1|
gbKR995184.1|
gbKR995183.1|
gbKR995182.1|
gbKR995181.1|
gbKR995180.1|
gbKR995179.1|

gbKR995178.1|
gbKR995176.1]

Max
score

Mycobacterium bovis strain BCG-1 (Russia), complete genome 42.1
Mycobacterium intracellulare 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, 01
partial sequence '
Mycobacterium haemophilum gene for internal transcribed spacer 1, strain: 1
KBI12MH ’
Mycobacterium yongonense strain NTM 359 16S-23S ribosomal RNA 1
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium yongonense strain NTM 211 16S-23S ribosomal RNA 01
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium kansasii strain 2009-13641 16S-23S ribosomal RNA 1
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium nonchromogenicum strain DSM 44164 16S-23S ribosomal

. . - 42.1
RNA intergenic spacer, partial sequence
Mycobacterium alsense strain FI-02209 16S ribosomal RNA gene and 16S- 01
23S ribosomal RNA intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium szulgai strain DSM 44166 16S ribosomal RNA gene and 1
16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium bovis strain BCG-1 genome 42.1
Mycobacterium intracellulare strain WH1053 16S-23S ribosomal RNA 1
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium intracellulare strain WH1034 16S-23S ribosomal RNA 1
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium intracellulare strain WH1026 16S-23S ribosomal RNA 01
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium sp. QGD 101 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, 1
partial sequence '
Mycobacterium obuense strain WH637 16S-23S ribosomal RNA intergenic 1
spacer, partial sequence '
Mycobacterium aubagnense strain WH537 16S-23S ribosomal RNA 01
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium porcinum strain WH500 16S-23S ribosomal RNA intergenic 01
spacer, partial sequence
Mycobacterium fortuitum strain WH450 16S-23S ribosomal RNA intergenic 1
spacer, partial sequence
Mycobacterium avium strain WH425 16S-23S ribosomal RNA intergenic 01
spacer, partial sequence '
Mycobacterium intracellulare strain WH406 16S-23S ribosomal RNA 01
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium intracellulare strain WH585 16S-23S ribosomal RNA 1
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium intracellulare strain WH579 16S-23S ribosomal RNA 01
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium intracellulare strain WH520 16S-23S ribosomal RNA 01
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium porcinum strain WH493 16S-23S ribosomal RNA intergenic 01
spacer, partial sequence
Mycobacterium porcinum strain WH479 16S-23S ribosomal RNA mtergemc 4.1
spacer, partial sequence
Mycobacterium fortuitum strain WH313 16S-23S ribosomal RNA intergenic 01
spacer, partial sequence
Mycobacterium intracellulare strain WH278 16S-23S ribosomal RNA 1
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium avium strain WH245 16S-23S ribosomal RNA intergenic 01
spacer, partial sequence '
Mycobacterium intracellulare strain WH722 16S-23S ribosomal RNA 01
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium avium strain WH906 16S-23S ribosomal RNA intergenic 1
spacer, partial sequence '
Mycobacterium abscessus strain WH836 16S-23S ribosomal RNA mtergemc 21
spacer, partial sequence
Mycobacterium fortuitum strain WH833 16S-23S ribosomal RNA intergenic 01
spacer, partial sequence
Mycobacterium intracellulare strain WH831 16S-23S ribosomal RNA 01
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium intracellulare strain WH799 16S-23S ribosomal RNA 01
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium intracellulare strain WH787 16S-23S ribosomal RNA 01
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium intracellulare strain WH784 16S-23S ribosomal RNA 1
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium intracellulare strain WH781 16S-23S ribosomal RNA 21

intergenic spacer, partial sequence
Mycobacterium fortuitum strain WH723 16S-23S ribosomal RNA intergenic 42.1

70.4 100% 0.050
42.1 100% 0.050

42.1 100% 0.050

42.1 100% 0.050

42.1 100% 0.050

42.1 100% 0.050

42.1 100% 0.050

42.1 100% 0.050

42.1
70.4
42.1

100% 0.050
100% 0.050

100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050

42.1
42.1

100% 0.050
100% 0.050

100% CP013741.1
100% KR856205.1

100% LC055543.1

100% KT149382.1

100% KT149381.1

100% KT935472.1

100% KT168287.1

100% KT168286.1

100% KT168285.1
100% CP011455.1
100% KR995227.1

100% KR995226.1

100% KR995225.1

100% KR995223.1

100% KR995214.1

100% KR995213.1

100% KR995212.1

100% KR995211.1

100% KR995201.1

100% KR995200.1

100% KR995197.1

100% KR995196.1

100% KR995195.1

100% KR995194.1

100% KR995193.1

100% KR995191.1

100% KR995190.1

100% KR995189.1

100% KR995188.1

100% KR995187.1

100% KR995184.1

100% KR995183.1

100% KR995182.1

100% KR995181.1

100% KR995180.1

100% KR995179.1

100% KR995178.1
100% KR995176.1
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Description

Max
score

Total QueryE
score cover value

Ident Accession

gbKR995175.1|
gbKR995173.1|
gbKR995171.1|
gbKR995170.1|
gbKR995169.1|
gbKR995165.1|
gbKR995163.1|
gbKR995160.1|
gbKR995159.1|
gbKR995158.1|
gbKR995157.1|
gbKR995156.1|
gbKR995155.1|

gbKR995154.1|

spacer, partial sequence
Mycobacterium intracellulare strain WH676 16S-23S ribosomal RNA

intergenic spacer, partial sequence 421
Mycobacterium intracellulare strain WH622 16S-23S ribosomal RNA 1
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium fortuitum strain WH996 16S-23S ribosomal RNA intergenic 1
spacer, partial sequence '
Mycobacterium fortuitum strain WH1072 16S-23S ribosomal RNA 01
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium fortuitum strain WH979 16S-23S ribosomal RNA intergenic 1
spacer, partial sequence '
Mycobacterium intracellulare strain WH1035 16S-23S ribosomal RNA 01
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium intracellulare strain WH1000 16S-23S ribosomal RNA 01
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium intracellulare strain WH966 16S-23S ribosomal RNA 1
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium intracellulare strain WH957 16S-23S ribosomal RNA 1
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium intracellulare strain WH916 16S-23S ribosomal RNA 01
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium intracellulare strain WH965 16S-23S ribosomal RNA 1
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium intracellulare strain WH1036 16S-23S ribosomal RNA 1
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium intracellulare strain WH995 16S-23S ribosomal RNA 01
intergenic spacer, partial sequence '
Mycobacterium intracellulare strain WH994 16S-23S ribosomal RNA 1

intergenic spacer, partial sequence

42.1 100% 0.050

42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050
42.1 100% 0.050

42.1 100% 0.050

100% KR995175.1

100% KR995173.1

100% KR995171.1

100% KR995170.1

100% KR995169.1

100% KR995165.1

100% KR995163.1

100% KR995160.1

100% KR995159.1

100% KR995158.1

100% KR995157.1

100% KR995156.1

100% KR995155.1

100% KR995154.1

Tabelle 32 In-silico-Analyse (BLASTn) des forward primers TB1F (MT7TC); Abbildung von
100 Zielsequenzen

Max

Total QueryE value Ident

Description Accession
score score cover
ob|CP012506.2| g/ggcsr‘tl):ctenum tuberculosis strain SCAID 187.0, complete 421 1010 100% 0.050 100% CP012506.2
gb|CP016794.1] Mycobacterium tuberculosis strain SCAID 320.0, complete genome  42.1 1095 100% 0.050 100% CP016794.1
gb|CP015773.2] Mycobacterium bovis strain SP38, complete genome 42.1  42.1 100% 0.050 100% CP015773.2
eb|CPO14566.1] lg/iif)?::ctenum bovis BCG str. Tokyo 172 substrain TRCS, complete 421 842 100% 0050 100% CP014566.1
gb|CP010340.1] Mycobacterium tuberculosis strain 26105, complete genome 42.1 716 100% 0.050 100% CP010340.1
gb|CP010339.1| Mycobacterium tuberculosis strain 22103, complete genome 42.1  42.1 100% 0.050 100% CP010339.1
gb|CP010338.1] Mycobacterium tuberculosis strain 37004, complete genome 42.1 463 100% 0.050 100% CP010338.1
gb|CP010337.1] Mycobacterium tuberculosis strain 22115, complete genome 42.1 463 100% 0.050 100% CP010337.1
gb|CP010336.1| Mycobacterium tuberculosis strain 2279, complete genome 42.1 758 100% 0.050 100% CP010336.1
gb|CP010335.1] Mycobacterium tuberculosis strain 2242, complete genome 42.1 926 100% 0.050 100% CP010335.1
gb|CP010334.1] Mycobacterium africanum strain 25, complete genome 42.1 210 100% 0.050 100% CP010334.1
gb|CP010333.1] Mycobacterium microti strain 12, complete genome 42.1 336 100% 0.050 100% CP010333.1
gb|CP010332.1] Mycobacterium bovis strain 30, complete genome 42.1  42.1 100% 0.050 100% CP010332.1
gb|CP010331.1] Mycobacterium bovis BCG strain 26, complete genome 42.1  42.1 100% 0.050 100% CP010331.1
gb|CP010330.1] Mycobacterium tuberculosis strain F28, complete genome 42.1 758 100% 0.050 100% CP010330.1
gb|CP010329.1] Mycobacterium tuberculosis strain F1, complete genome 42.1 673 100% 0.050 100% CP010329.1
gb|CP013741.1] Mycobacterium bovis strain BCG-1 (Russia), complete genome 42.1 84.2 100% 0.050 100% CP013741.1
gb|CP011455.1] Mycobacterium bovis strain BCG-1 genome 42.1 842 100% 0.050 100% CPO011455.1
gb|CP009243.1] Mycobacterium bovis BCG strain Russia 368, complete genome 42.1  84.2 100% 0.050 100% CP009243.1
gb|CP012090.1] Mycobacterium tuberculosis W-148, complete genome 42.1 884 100% 0.050 100% CP012090.1
gb|CP012095.1] Mycobacterium bovis strain 1595, complete genome 42.1  42.1 100% 0.050 100% CP012095.1
gb|CP008744.1] Mycobacterium bovis BCG strain 3281, complete genome 42.1  42.1 100% 0.050 100% CP008744.1
dbj|LC005482.1] Mycobacterium tubercu_lo.SIS DNA, insertion sequence:1S6110, VNTR,42_1 421 100% 0.050 100% LC005482.1
complete sequence, strain: F309
dbj|LC005481.1] Mycobacterium tubercu‘losm DNA, insertion sequence:1S6110, VNTR,42.1 421 100% 0050 100% LC005481. 1
complete sequence, strain: F302
dbj|LC005473.1| Mycobacterium tubercu‘losm DNA, insertion sequence:IS6110, VNTR,42_1 421 100% 0050 100% LC005473.1
complete sequence, strain: F178
dbj|LC005472.1] Mycobacterium tubercu_lo.sm DNA, insertion sequence:1S6110, VNTR,42.1 421 100% 0.050 100% LC005472.1
complete sequence, strain: F158
dbj|LC005471.1] Mycobacterium tubercu}o'31s DNA, insertion sequence:1S6110, VNTR,42.1 421 100% 0050 100% LC005471.1
complete sequence, strain: F145
dbj|LC005469.1| Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:IS6110, VNTR,42.1  42.1 100% 0.050 100% LC005469.1
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Description Max  Total QueryE value Ident  Accession
score score cover

complete sequence, strain: F130

dbj|LC005463.1| Mycobacterium tubercu}0'31s DNA, insertion sequence:IS6110, VNTR,42‘1 421 100% 0050 100% LC005463.1
complete sequence, strain: F76

dbj|LC005462.1] Mycobacterium tubercu_lo.sw DNA, insertion sequence:1S6110, VNTR,42‘1 421 100% 0.050 100% LC005462.1
complete sequence, strain: F60

dbj|LC005460.1] Mycobacterium tubercu}o'81s DNA, insertion sequence:1S6110, VNTR,42.1 421 100% 0.050 100% LC005460.1
complete sequence, strain: F47

dbj|LC005459.1| Mycobacterium tubercu}osm DNA, insertion sequence:IS6110, VNTR,42‘1 421 100% 0050 100% LC005459 1
complete sequence, strain: F41

dbj|LC005458.1] Mycobacterium tubercu_lo.sw DNA, insertion sequence:1S6110, VNTR,42‘1 421 100% 0.050 100% LC005458.1
complete sequence, strain: F33

dbj|LC005457.1] Mycobacterium tubercu}0'31s DNA, insertion sequence:IS6110, VNTR,42.1 421 100% 0.050 100% LC005457.1
complete sequence, strain: F31

gb|CP010873.1] Mycobacterium tuberculosis strain Beijing-like, complete genome 42.1 716 100% 0.050 100% CP010873.1

dbj|AP014573.1] Mycobacterium tuberculosis str. Kurono DNA, complete genome 42.1 631 100% 0.050 100% AP014573.1

emb|HG813240.1|Mycobacterium tuberculosis 49-02 complete genome 42.1 758 100% 0.050 100% HG813240.1

gb|CP009480.1] Mycobacterium tuberculosis H37Rv, complete genome 42.1 673 100% 0.050 100% CP009480.1

gb|CP009449.1] Mycobacterium bovis strain ATCC BAA-935, complete genome 42.1  42.1 100% 0.050 100% CP009449.1

gb|CP009427.1] Mycobacterium tuberculosis strain 96121, complete genome 42.1 716 100% 0.050 100% CP009427.1

gb|CP009426.1] Mycobacterium tuberculosis strain 96075, complete genome 42.1 716 100% 0.050 100% CP009426.1

gb|CP009101.1] Mycobacterium tuberculosis strain ZMC13-88, complete genome 42.1 673 100% 0.050 100% CP009101.1

gb|CP009100.1] Mycobacterium tuberculosis strain ZMC13-264, complete genome ~ 42.1 673 100% 0.050 100% CP009100.1

gb|CP008981.1] Mycobacterium tuberculosis strain 0A029DS genome 42.1 884 100% 0.050 100% CPO008981.1

gb|CP008980.1] Mycobacterium tuberculosis strain 0A033DS genome 42.1 884 100% 0.050 100% CP008980.1

gb|CP008979.1] Mycobacterium tuberculosis strain 0A036DS genome 42.1 884 100% 0.050 100% CP008979.1

gb|CP008978.1] Mycobacterium tuberculosis strain 0A087DS genome 42.1 884 100% 0.050 100% CP008978.1

gb|CP008977.1] Mycobacterium tuberculosis strain 0A092DS genome 42.1 884 100% 0.050 100% CP008977.1

gb|CP008976.1] Mycobacterium tuberculosis strain 0A093DS genome 42.1 884 100% 0.050 100% CP008976.1

gb|CP008975.1] Mycobacterium tuberculosis strain 0A094DS genome 42.1 884 100% 0.050 100% CP008975.1

gb|CP008974.1] Mycobacterium tuberculosis strain 0A115DS genome 42.1 884 100% 0.050 100% CP008974.1

gb|CP008973.1] Mycobacterium tuberculosis strain 0A117DS genome 42.1 884 100% 0.050 100% CP008973.1

gb|CP008972.1] Mycobacterium tuberculosis strain 0B026XDR genome 42.1 884 100% 0.050 100% CP008972.1

gb|CP008971.1] Mycobacterium tuberculosis strain 0B0O49XDR genome 42.1 884 100% 0.050 100% CPO008971.1

gb|CP008970.1| Mycobacterium tuberculosis strain 0BO70XDR genome 42.1 884 100% 0.050 100% CP008970.1

gb|CP014617.1] Mycobacterium africanum strain UT307 genome 42.1  42.1 100% 0.050 100% CP014617.1

gb|CP010968.1] Mycobacterium tuberculosis strain PR10 genome 42.1  42.1 100% 0.050 100% CP010968.1

eb[KP844720.1| Mycobacterium tuberculosis _haplotype 35 insertion sequence IS6110 2.1 421 100% 0.050 100% KP844720.1
transposase (orfB) gene, partial cds

ob|KP844719.1| Mycobacterium tuberculosis haplotype 34 insertion sequence 1S6110 421 421 100% 0050 100% KP844719.1
transposase (orfB) gene, partial cds

oblKP844718.1| Mycobacterium tuberculosis _haplotype 33 insertion sequence IS6110 421 421 100% 0050 100% KP844718.1
transposase (orfB) gene, partial cds

eb[KP844717.1| Mycobacterium tuberculosis _haplotype 32 insertion sequence IS6110 421 421 100% 0.050 100% KP844717.1
transposase (orfB) gene, partial cds

obKP844716.1| Mycobacterium tuberculosis haplotype 31 insertion sequence IS6110 421 421 100% 0050 100% KPS44716.1
transposase (orfB) gene, partial cds

oblKP844715.1| Mycobacterium tuberculosis _haplotype 30 insertion sequence 1S6110 421 421 100% 0050 100% KP844715.1
transposase (orfB) gene, partial cds

ob[KP844714.1| Mycobacterium tuberculosis _haplotype 29 insertion sequence IS6110 2.1 421 100% 0.050 100% KP844714.1
transposase (orfB) gene, partial cds

obKP844713.1| Mycobacterium tuberculosis _hap]otype 28 insertion sequence IS6110 421 421 100% 0050 100% KPS44713.1
transposase (orfB) gene, partial cds

obKP844712.1| Mycobacterium tuberculosis hap]otype 27 insertion sequence IS6110 421 421 100% 0050 100% KP844712.1
transposase (orfB) gene, partial cds

eb[KP844711.1| Mycobacterium tuberculosis haplotype 26 insertion sequence 1S6110 421 421 100% 0.050 100% KP844711.1
transposase (orfB) gene, partial cds

obKP844710.1| Mycobacterium tuberculosis _hap]otype 25 insertion sequence IS6110 421 421 100% 0050 100% KPS44710.1
transposase (orfB) gene, partial cds

ob|KP844709.1| Mycobacterium tuberculosis hap]otype 24 insertion sequence IS6110 421 421 100% 0050 100% KP844709.1
transposase (orfB) gene, partial cds

ob[KP844708.1| Mycobacterium tuberculosis haplotype 23 insertion sequence 1S6110 421 421 100% 0.050 100% KP844708.1
transposase (orfB) gene, partial cds

obKP844707.1| Mycobacterium tuberculosis _hap]otype 22 insertion sequence IS6110 421 421 100% 0050 100% KP844707.1
transposase (orfB) gene, partial cds

ob|KP844706.1| Mycobacterium tuberculosis haplotype 21 insertion sequence IS6110 421 421 100% 0050 100% KP844706.1
transposase (orfB) gene, partial cds

ob[KP844705.1| Mycobacterium tuberculosis _haplotype 20 insertion sequence 1S6110 421 421 100% 0.050 100% KP844705.1
transposase (orfB) gene, partial cds

oblKP844704.1| Mycobacterium tuberculosis _haplotype 19 insertion sequence IS6110 421 421 100% 0.050 100% KPR44704 1
transposase (orfB) gene, partial cds

eb[KP844703.1| Mycobacterium tuberculosis haplotype 18 insertion sequence 1S6110 41 421 100% 0.050 100% KP844703.1
transposase (orfB) gene, partial cds

gb|KP844702.1] Mycobacterium tuberculosis haplotype 17 insertion sequence IS6110 42.1  42.1 100% 0.050 100% KP844702.1

105



Anhang

Max = Total Queryp .o 1gent

Description score  score cover Accession
transposase (orfB) gene, partial cds

gb[KP844700.1] ?faffs‘l’)t(’)zz;f‘(frntg‘)‘bgf’;ﬁ?‘l’)jrstgﬁlgstype I3 insertion sequence ISGT10° 45 1 4 1 1009 0,050 100% KP844700.1
gb|KP844699.1| ﬁ’iﬁg‘(’;gﬁr‘(ﬁ%‘t’g@éﬁg1‘;2;2?111:1’:”6 14 insertion sequence IS6TI0 ) 1 45 1 10094 0.050  100% KP844699.1
gb|KP844698.1| ﬁ’;ﬁ%‘f}iﬁ‘:e“(ﬁg)‘bgfﬁs1‘;2;2*1‘1301(‘1’;”6 13 insertion sequence IS6110 4> 1 45 1 10094 0.050 100% KP844698.1
gb[KP844697.1] ?faffs‘l’)t(’)zz;f‘(frntg‘)‘bgf’;ﬁ?‘l’)jrstgﬁlgstype 12 insertion sequence ISGT10° 45 1 4 1 1009 0,050 100% KP844697.1
gb|KP844696.1| ﬁ’iﬁg‘(’;gﬁr‘(ﬁ%‘t’g@éﬁg1‘;2;2?111:1’:”6 I insertion sequence IS6TI0 ) 1 45 1 10094 0.050  100% KP844696.1
gb|KP844695.1| ﬁﬁ‘;ﬂiﬁiﬂiﬁ%ﬁﬁ?ﬁiEﬁfiype 10 insertion sequence IS6110- 4> 1 45 1 10094 0.050 100% KP844695.1
gb[KP844694.1] i\rgcs‘;zzztsfi(f:‘ﬂ;‘)‘ggg‘;2;2?‘11(‘1’;”69insem°n sequence ISOI10 4» 1 451 100% 0.050 100% KP844694.1
gblKP844693.1| i\fuyncc‘;'zggtfrg;‘g;‘s‘::éi‘;ﬁ)sgé‘fé"’tpy{frfifli?;:mon sequence ISOI10 4» 1 451 100% 0.050 100% KP844693.1
gblKP844692.1| g’;flcs‘;'f)iziri(‘(‘)‘;’ﬂ;‘;zfﬁg’l%j:tg?‘llgsype7insem°“ sequence ISO110 4» 1 451 100% 0.050 100% KP844692.1
gb[KP844691.1] ]t\r’zcs‘l’)zizts‘zri(i‘;’fg‘;bgfﬁg}‘;jrsﬁl;?pclgs‘ype6i“56“i°“ sequence ISOL10 45 1 45 1 100% 0.050 100% KP844691.1
gb[KP844690.1| ?gj‘;‘;zi‘;?‘(ﬁg‘;f;ﬁzlgzig?l’clc‘l’stype5 insertion sequence IS6T10 4 | 45 1 100% 0.050 100% KP844690.1
gb|KP844689.1| g’;flcs‘;'f)iziri(‘(‘)‘;’ﬂ;‘;zfﬁg’l%j:tg?‘llgsype4i““m"“ sequence ISO110 4» 1 451 100% 0.050 100% KP844689.1
gb|KP844688.1| g’;ﬁ‘;ﬁiﬁ‘s‘zz‘;‘;’é‘;‘gﬁz};f;g?pclgstype3 insertion sequence ISGT10 1) 1 45 1 100% 0.050 100% KP844688.1
gblKP844687.1| i\rz‘;‘;‘ﬁ‘;‘zi&f}g‘fgﬁggiig?l’cﬁ’stype2inse“ion sequence IS6I10 4» 1 451 100% 0.050 100% KP844687.1
gb|KP844686.1| ?faflcs‘];'f)zz‘;r‘(‘(‘)‘;’ﬂ;‘;ze;ﬁzl‘I’erstg?‘llgstype Iinsertion sequence ISO110 ) 1 45 1 1009 0.050 100% KP844686.1
dbj|LC005477.1] ](?g}r:;ll:i:t:;ir:nt(ibesicr;l}ssISZBI;A insertion sequence:ISO110, VNTR, 4 1 45 1 100% 0.050 100% LCO05477.1
dbjILC005476.1| lc\gncsggt:;ﬁntc‘fzrfg}ﬁS‘FSZ'gONA insertion sequence:IS6110, VNTR. 45 1 45 1 100% 0.050 100% LC005476.1
dbj|LC005475.1] ]C\gncr‘,’g::t:erll‘i::ntc‘fzcr;lgs‘;&NA insertion sequence:ISO110, VNTR, ) 1+ 45 1 100% 0.050  100% LC005475.1
dbj|LC005465.1] ]C\gfncslt:;gt:;‘:gntc‘fzcr;lgS‘FS92NA insertion sequence:ISOT10, VNTR, 45 1+ 45 1 100% 0.050 100% LC005465.1
dbjILC005461.1| ﬂf,ﬁgﬁ?ﬁfgﬁ‘jﬁ;“fZii;‘}ﬁs‘éjgNA insertion sequence:IS6110, VNTR. 45 1 45 1 100% 0.050 100% LC0O05461.1
dbj|LC005456.1] ]C\gncr‘,’g::t:erll‘i::ntc‘fzcr;lgS‘lﬁzlgNA insertion sequence:ISO110, VNTR, 4 1 45 1 100% 0.050  100% LC005456.1
dbj|LC005455.1] ]C\gfncslz‘gt:;‘:gntc‘zbzcrggs‘s]'gNA insertion sequence:ISO110, VNTR, 45 1+ 45 1 100% 0.050 100% LC005455.1
dbj[LCO05454.1| l(?;l)}r:;(:lt:zt:;ilgnt;%esrtcr;lilr(:?i]%DNA, insertion sequence:IS6110, VNTR. 45 1 45 1 100% 0.050 100% LC005454.1
ebKM516707.1] Mycobacterium tuberculosis strain IMR 672/14 insertion sequence 421 421 100% 0.050 100% KMS516707.1

IS6110 transposase gene, partial cds

Tabelle 33 In-silico-Analyse (BLASTn) des reverse primers TB1R (MTC);

100 Zielsequenzen

Abbildung von

Max Total Query E value

Description Ident Accession
score score cover
gb|CP012506.2] Mycobacterium tuberculosis strain SCAID 187.0, complete genome 48.1 1153 100%  0.002 100% CP012506.2
gb|CP016794.1] Mycobacterium tuberculosis strain SCAID 320.0, complete genome 48.1 1249 100% 0.002 100% CP016794.1
gb|CP015773.2] Mycobacterium bovis strain SP38, complete genome 48.1 48.1 100% 0.002 100% CP015773.2
ebKU301340.1] IIVlycobacteri_um tuberculosis isolate 2206/15 insertion sequence 481 481 100% 0.002 100% KU301340.1
S6110, partial sequence

gb|CP014617.1] Mycobacterium africanum strain UT307 genome 48.1 48.1 100% 0.002 100% CP014617.1
gb|CP010968.1] Mycobacterium tuberculosis strain PR10 genome 48.1 48.1 100% 0.002 100% CP010968.1
ob|CPO14566.1| lg/elzi(:)c;ll)scterlum bovis BCG str. Tokyo 172 substrain TRCS, comp]ete4&1 96.1 100% 0.002 100% CP014566.1
gb|CP010340.1] Mycobacterium tuberculosis strain 26105, complete genome 48.1 817 100% 0.002 100% CP010340.1
gb|CP010339.1] Mycobacterium tuberculosis strain 22103, complete genome 48.1 48.1 100% 0.002 100% CP010339.1
gb|CP010338.1] Mycobacterium tuberculosis strain 37004, complete genome 48.1 528 100% 0.002 100% CP010338.1
gb|CP010337.1] Mycobacterium tuberculosis strain 22115, complete genome 48.1 528 100% 0.002 100% CP010337.1
gb|CP010336.1] Mycobacterium tuberculosis strain 2279, complete genome 48.1 865 100% 0.002 100% CP010336.1
gb|CP010335.1] Mycobacterium tuberculosis strain 2242, complete genome 48.1 1057 100% 0.002 100% CP010335.1
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Description

Max Total Query E value

score score cover

Ident Accession

gb|CP010334.1|
gb|CP010333.1|
gb|CP010332.1|
gb|CP010331.1|
gb|CP010330.1|
gb|CP010329.1|
gb|CPO13741.1|

gb|KT275244.1

gb|CPO11455.1|
gb|CP009243.1|
gb|CP012090.1|
gb|CP012095.1|
gb|CP008744.1|

gbKP844721.1|

gb|KP844720.1|
gbKP844719.1|
gbKP844718.1|
gb|KP844717.1|
gbKP844716.1|
gbKP844715.1|
gb|KP844714.1|
gbKP844713.1|
gbKP844711.1|
gb|KP844710.1|
gbKP844709.1|
gbKP844708.1|
gbKP844707.1|
gbKP844706.1|
gbKP844705.1|
gb|KP844704.1|
gbKP844703.1|
gbKP844702.1|
gb|KP844701.1|
gbKP844700.1|
gbKP844699.1|
gbKP844698.1|
gbKP844697.1|
gbKP844696.1|
gbKP844695.1|
gbKP844694.1|
gblKP844693.1|

gbKP844692.1|
gbKP844691.1|

Mycobacterium africanum strain 25, complete genome
Mycobacterium microti strain 12, complete genome

Mycobacterium bovis strain 30, complete genome

Mycobacterium bovis BCG strain 26, complete genome
Mycobacterium tuberculosis strain F28, complete genome
Mycobacterium tuberculosis strain F1, complete genome
Mycobacterium bovis strain BCG-1 (Russia), complete genome
Mycobacterium tuberculosis isolate TB_INS1/INS2 transposase gene
partial cds

Mycobacterium bovis strain BCG-1 genome

Mycobacterium bovis BCG strain Russia 368, complete genome
Mycobacterium tuberculosis W-148, complete genome
Mycobacterium bovis strain 1595, complete genome
Mycobacterium bovis BCG strain 3281, complete genome
Mycobacterium tuberculosis haplotype 36 insertion sequence IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 35 insertion sequence IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 34 insertion sequence IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 33 insertion sequence IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 32 insertion sequence IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 31 insertion sequence 1S6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 30 insertion sequence IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 29 insertion sequence IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 28 insertion sequence 1IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 26 insertion sequence IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 25 insertion sequence IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 24 insertion sequence 1S6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 23 insertion sequence IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 22 insertion sequence IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 21 insertion sequence 1S6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 20 insertion sequence IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 19 insertion sequence IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 18 insertion sequence 1S6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 17 insertion sequence IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 16 insertion sequence IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 15 insertion sequence IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 14 insertion sequence IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 13 insertion sequence IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 12 insertion sequence 1IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 11 insertion sequence IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 10 insertion sequence IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 9 insertion sequence IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 8 insertion sequence 1S6110
truncated transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 7 insertion sequence IS6110
transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 6 insertion sequence IS6110

48.1
48.1
48.1
48.1
48.1
48.1
48.1

’48.1

48.1
48.1
48.1
48.1
48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1
48.1

240
384
48.1
48.1
865
769
96.1

48.1

96.1
96.1
1009
48.1
48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1
48.1

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

100%

100%
100%
100%
100%
100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%
100%

0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002

0.002

0.002
0.002
0.002
0.002
0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002
0.002

100% CP010334.1
100% CP010333.1
100% CP010332.1
100% CP010331.1
100% CP010330.1
100% CP010329.1
100% CP013741.1

100% KT275244.1

100% CP011455.1
100% CP009243.1
100% CP012090.1
100% CP012095.1
100% CP008744.1

100% KP844721.1

100% KP844720.1

100% KP844719.1

100% KP844718.1

100% KP844717.1

100% KP844716.1

100% KP844715.1

100% KP844714.1

100% KP844713.1

100% KP844711.1

100% KP844710.1

100% KP844709.1

100% KP844708.1

100% KP844707.1

100% KP844706.1

100% KP844705.1

100% KP844704.1

100% KP844703.1

100% KP844702.1

100% KP844701.1

100% KP844700.1

100% KP844699.1

100% KP844698.1

100% KP844697.1

100% KP844696.1

100% KP844695.1

100% KP844694.1

100% KP844693.1

100% KP844692.1
100% KP844691.1
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Description

Max Total Query E value
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Ident Accession

gb|KP844690.1|
gb|KP844689.1|

gbKP844688.1|

gb|KP844687.1|

gb|KP844686.1|

dbj|LC005482.1]
dbj|LC005481.1]
dbj|LC005477.1]
dbj|LC005476.1]
dbj|LC005475.1]
dbj|LC005473.1]
dbj|LC005472.1]
dbj|LC005471.1]
dbj|LC005469.1|
dbj|LC005465.1]
dbj|LC005463.1]
dbj|LC005462.1|
dbj|LC005461.1]
dbj|LC005460.1]
dbj|LC005459.1|
dbj|LC005458.1|
dbj|LC005457.1]
dbj|LC005456.1]
dbj|LC005455.1]

dbj|LC005454.1]

gb|CP010873.1|
dbj|AP014573.1]

gbKM516707.1|

transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 5 insertion sequence IS6110

transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 4 insertion sequence 1S6110

transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 3 insertion sequence 1S6110

transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 2 insertion sequence IS6110

transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis haplotype 1 insertion sequence 1S6110

transposase (orfB) gene, partial cds

Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:IS6110,
VNTR, complete sequence, strain: F309

Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:IS6110,
VNTR, complete sequence, strain: F302

Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110,
VNTR, complete sequence, strain: F208

Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110,
VNTR, complete sequence, strain: F200

Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110,
VNTR, complete sequence, strain: F194

Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110,
VNTR, complete sequence, strain: F178

Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110,
VNTR, complete sequence, strain: F158

Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110,
VNTR, complete sequence, strain: F145

Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110,
VNTR, complete sequence, strain: F130

Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110,
VNTR, complete sequence, strain: F97

Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110,
VNTR, complete sequence, strain: F76

Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110,
VNTR, complete sequence, strain: F60

Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110,
VNTR, complete sequence, strain: F49

Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110,
VNTR, complete sequence, strain: F47

Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110,
VNTR, complete sequence, strain: F41

Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110,
VNTR, complete sequence, strain: F33

Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110,
VNTR, complete sequence, strain: F31

Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110,
VNTR, complete sequence, strain: F20

Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110,
VNTR, complete sequence, strain: F16

Mycobacterium tuberculosis DNA, insertion sequence:1S6110,
VNTR, complete sequence, strain: F9

Mycobacterium tuberculosis strain Beijing-like, complete genome
Mycobacterium tuberculosis str. Kurono DNA, complete genome
Mycobacterium tuberculosis strain IMR 672/14 insertion sequence

IS6110 transposase gene, partial cds

emb/HG813240.1|Mycobacterium tuberculosis 49-02 complete genome

gb|CP009480.1|
gb|CP009449.1|
gb|CP009427.1|
gb|CP009426.1|
gb|CP009101.1|
gb|CP009100.1|
gb|CP0089S1.1|
gb|CP008980.1|
gb|CP008978.1|
gb|CP008977.1|
gb|CP008976.1|
gb|CP008975.1|
gb|CP008974.1|
gb|CP008973.1|
gb|CP008972.1|

Mycobacterium tuberculosis H37Rv, complete genome

Mycobacterium bovis strain ATCC BAA-935, complete genome

Mycobacterium tuberculosis strain 96121, complete genome
Mycobacterium tuberculosis strain 96075, complete genome

Mycobacterium tuberculosis strain ZMC13-88, complete genome
Mycobacterium tuberculosis strain ZMC13-264, complete genome

Mycobacterium tuberculosis strain 0A029DS genome
Mycobacterium tuberculosis strain 0A033DS genome
Mycobacterium tuberculosis strain 0A087DS genome
Mycobacterium tuberculosis strain 0A092DS genome
Mycobacterium tuberculosis strain 0A093DS genome
Mycobacterium tuberculosis strain 0A094DS genome
Mycobacterium tuberculosis strain 0A115DS genome
Mycobacterium tuberculosis strain 0A117DS genome
Mycobacterium tuberculosis strain 0B026XDR genome

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1
48.1

48.1

48.1
48.1
48.1
48.1
48.1
48.1
48.1
48.1
48.1
48.1
48.1
48.1
48.1
48.1
48.1
48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

48.1

817
721

48.1

865
769
48.1
817
817
769
769
1009
1009
1009
1009
1009
1009
1009
1009
1009

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%
100%

100%

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002
0.002

0.002

0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002

100% KP844690.1

100% KP844689.1

100% KP844688.1

100% KP844687.1

100% KP844686.1

100% LC005482.1

100% LC005481.1

100% LC005477.1

100% LC005476.1

100% LC005475.1

100% LC005473.1

100% LC005472.1

100% LC005471.1

100% LC005469.1

100% LC005465.1

100% LC005463.1

100% LC005462.1

100% LC005461.1

100% LC005460.1

100% LC005459.1

100% LC005458.1

100% LC005457.1

100% LC005456.1

100% LC005455.1

100% LC005454.1

100% CP010873.1
100% AP014573.1

100% KM516707.1

100% HG813240.1
100% CP009480.1
100% CP009449.1
100% CP009427.1
100% CP009426.1
100% CP009101.1
100% CP009100.1
100% CP008981.1
100% CP008980.1
100% CP008978.1
100% CP008977.1
100% CP008976.1
100% CP008975.1
100% CP008974.1
100% CP008973.1
100% CP008972.1
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Tabelle 34 In-silico-Analyse (BLASTn) des forward primers MysppF (Myspp.); Abbildung
von 100 Zielsequenzen

Description Max Total Query E value Ident Accession
score score cover

gb|CP012506.2| Mycobacterium tuberculosis strain SCAID 187.0, complete genome 34.2 34.2 100% 12 100% CP012506.2

gb|CP016794.1| Mycobacterium tuberculosis strain SCAID 320.0, complete genome 34.2 342 100% 12 100% CP016794.1

gb|CP015773.2| Mycobacterium bovis strain SP38, complete genome 342 342 100% 12 100% CP015773.2

Mycobacterium gordonae strain IRLMedNTM_20 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic
spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_18 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA
intergenic spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_17 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA
intergenic spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_16 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA
intergenic spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_15 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA
intergenic spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_14 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA
intergenic spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM 13 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA
intergenic spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_12 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA
intergenic spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Mycobacterium simiae strain IRLMedNTM_10 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic
spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Mycobacterium gordonae strain IRLMedNTM_09 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic
spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Mycobacterium kansasii strain IRLMedNTM_07 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic
spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_06 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA
intergenic spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Mycobacterium gordonae strain IRLMedNTM_05 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic
spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_01 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA
intergenic spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA
gene, partial sequence

PREDICTED: Rousettus aegyptiacus angiopoietin 4 (ANGPT4),

gb|KX263298.1| 342 342 100% 12 100% KX263298.1

gb|KX263296.1| 342 342 100% 12 100% KX263296.1

gb|KX263295.1| 342 342 100% 12 100% KX263295.1

gb|KX263294.1| 342 342 100% 12 100% KX263294.1

gb|KX263293.1| 342 342 100% 12 100% KX263293.1

gb|KX263292.1| 342 342 100% 12 100% KX263292.1

gblKX263291.1| 342 342 100% 12 100% KX263291.1

gb|KX263290.1| 342 342 100% 12 100% KX263290.1

gb|KX263288.1| 342 342 100% 12 100% KX263288.1

gb|KX263287.1| 342 342 100% 12 100% KX263287.1

gb|KX263285.1| 342 342 100% 12 100% KX263285.1

gb|KX263284.1| 342 342 100% 12 100% KX263284.1

gb|KX263283.1| 342 342 100% 12 100% KX263283.1

gb|KX263279.1| 342 342 100% 12 100% KX263279.1

XM_01614889

reflXM_016148893.1| 342 342 100% 12 100%

mRNA 3.1
gb|CP014617.1| Mycobacterium africanum strain UT307 genome 342 342 100% 12 100% CP014617.1
gb|CP010968.1| Mycobacterium tuberculosis strain PR10 genome 342 342 100% 12 100% CP010968.1

Mycobacterium bovis BCG str. Tokyo 172 substrain TRCS,

342 342 100% 12 100% CP014566.1
complete genome

gb|CP014566.1|

gb|CP010340.1| Mycobacterium tuberculosis strain 26105, complete genome 342 342 100% 12 100% CP010340.1
gb|CP010339.1| Mycobacterium tuberculosis strain 22103, complete genome 342 342 100% 12 100% CP010339.1
gb|CP010338.1| Mycobacterium tuberculosis strain 37004, complete genome 342 342 100% 12 100% CP010338.1
gb|CP010337.1] Mycobacterium tuberculosis strain 22115, complete genome 342 342 100% 12 100% CP010337.1
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gb|CP010336.1|
gb|CP010335.1|
gb|CP010333.1|
gb|CP010332.1|
gb|CP010331.1|
gb|CP010330.1|
gb|CP010329.1|
gb|CPO13741.1|

gb/KR856205.1|
dbj|LC055543.1]
gbKT149382.1|

gbKT149381.1]
gb[KR340011.1|
gbKT896749.1|

emb|LN879547.1|
gbKT168287.1]

gbKT168286.1]

gb|KT168285.1|

gb|CPO11455.1|
gblKR995227.1|

gbKR995226.1|
gbKR995225.1|
gbKR995201.1|
gblKR995200.1|
gbKR995197.1|
gbKR995196.1|
gbKR995195.1|
gbKR995190.1|
gbKR995189.1|
gbKR995188.1|
gbKR995187.1|
gbKR995184.1|
gbKR995182.1|
gbKR995181.1|
gbKR995180.1|
gbKR995179.1|
gbKR995178.1|
gbKR995175.1|
gbKR995173.1|
gbKR995165.1|

gbKR995163.1|

Mycobacterium tuberculosis strain 2279, complete genome 34.2
Mycobacterium tuberculosis strain 2242, complete genome 342
Mycobacterium microti strain 12, complete genome 34.2
Mycobacterium bovis strain 30, complete genome 34.2
Mycobacterium bovis BCG strain 26, complete genome 342
Mycobacterium tuberculosis strain F28, complete genome 34.2
Mycobacterium tuberculosis strain F1, complete genome 34.2
Mycobacterium bovis strain BCG-1 (Russia), complete genome 342
Mycobacterium intracellulare 16S-23S ribosomal RNA intergenic 342
spacer, partial sequence )
Mycobacterium haemophilum gene for internal transcribed spacer 1,3 49
strain: KB12MH :
Mycobacterium yongonense strain NTM 359 16S-23S ribosomal
. . . 34.2
RNA intergenic spacer, partial sequence
Mycobacterium yongonense strain NTM 211 16S-23S ribosomal
. . . 342
RNA intergenic spacer, partial sequence
Jasminum sambac microsatellite Js870 sequence 34.2
Mycobacterium sp. YM12 168 ribosomal RNA gene and 16S-23S
. . . . 342
ribosomal RNA intergenic spacer, partial sequence
Comamonas testosteroni P19 genome assembly Comamonas
. 34.2
testosteroni P19, chromosome : 1
Mycobacterium nonchromogenicum strain DSM 44164 16S-23S
. . . . 342
ribosomal RNA intergenic spacer, partial sequence
Mycobacterium alsense strain FI-02209 16S ribosomal RNA gene 342
and 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, partial sequence )
Mycobacterium szulgai strain DSM 44166 16S ribosomal RNA
gene and 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, partial 342
sequence
Mycobacterium bovis strain BCG-1 genome 342
Mycobacterium intracellulare strain WH1053 16S-23S ribosomal
. . . 342
RNA intergenic spacer, partial sequence
Mycobacterium intracellulare strain WH1034 16S-23S ribosomal 342
RNA intergenic spacer, partial sequence ’
Mycobacterium intracellulare strain WH1026 16S-23S ribosomal 342
RNA intergenic spacer, partial sequence ’
Mycobacterium avium strain WH425 16S-23S ribosomal RNA 342
intergenic spacer, partial sequence :
Mycobacterium intracellulare strain WH406 16S-23S ribosomal 342
RNA intergenic spacer, partial sequence ’
Mycobacterium intracellulare strain WH585 16S-23S ribosomal 342
RNA intergenic spacer, partial sequence ’
Mycobacterium intracellulare strain WH579 16S-23S ribosomal
. . . 342
RNA intergenic spacer, partial sequence
Mycobacterium intracellulare strain WH520 16S-23S ribosomal 342
RNA intergenic spacer, partial sequence ’
Mycobacterium intracellulare strain WH278 16S-23S ribosomal 342
RNA intergenic spacer, partial sequence ’
Mycobacterium avium strain WH245 16S-23S ribosomal RNA 342
intergenic spacer, partial sequence :
Mycobacterium intracellulare strain WH722 16S-23S ribosomal 342
RNA intergenic spacer, partial sequence ’
Mycobacterium avium strain WH906 16S-23S ribosomal RNA 342
intergenic spacer, partial sequence ’
Mycobacterium abscessus strain WH836 16S-23S ribosomal RNA 342
intergenic spacer, partial sequence :
Mycobacterium intracellulare strain WH831 16S-23S ribosomal 342
RNA intergenic spacer, partial sequence ’
Mycobacterium intracellulare strain WH799 16S-23S ribosomal 342
RNA intergenic spacer, partial sequence ’
Mycobacterium intracellulare strain WH787 16S-23S ribosomal
. . . 342
RNA intergenic spacer, partial sequence
Mycobacterium intracellulare strain WH784 16S-23S ribosomal 342
RNA intergenic spacer, partial sequence ’
Mycobacterium intracellulare strain WH781 16S-23S ribosomal
. . . 342
RNA intergenic spacer, partial sequence
Mycobacterium intracellulare strain WH676 16S-23S ribosomal 342
RNA intergenic spacer, partial sequence :
Mycobacterium intracellulare strain WH622 16S-23S ribosomal
. . . 34.2
RNA intergenic spacer, partial sequence
Mycobacterium intracellulare strain WH1035 16S-23S ribosomal
. . . 342
RNA intergenic spacer, partial sequence
Mycobacterium intracellulare strain WH1000 16S-23S ribosomal 342

RNA intergenic spacer, partial sequence

34.2
342
34.2
34.2
342
34.2
34.2
342

34.2

342

34.2

342
34.2
342

34.2

342

342

34.2

34.2
342

34.2

342

342

34.2

342

342

34.2

342

342

34.2

342

342

34.2

342

342

34.2

342

34.2

342

342

342

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

100%

100%

100%

100%
100%
100%

100%

100%

100%

100%

100%
100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

12

12

12
12
12

12

12

12

12

12
12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

100% CP010336.1
100% CP010335.1
100% CP010333.1
100% CP010332.1
100% CP010331.1
100% CP010330.1
100% CP010329.1
100% CP013741.1

100% KR856205.1

100% LC055543.1

100% KT149382.1

100% KT149381.1
100% KR340011.1
100% KT896749.1

100% LN879547.1

100% KT168287.1

100% KT168286.1

100% KT168285.1

100% CP011455.1
100% KR995227.1

100% KR995226.1

100% KR995225.1

100% KR995201.1

100% KR995200.1

100% KR995197.1

100% KR995196.1

100% KR995195.1

100% KR995190.1

100% KR995189.1

100% KR995188.1

100% KR995187.1

100% KR995184.1

100% KR995182.1

100% KR995181.1

100% KR995180.1

100% KR995179.1

100% KR995178.1

100% KR995175.1

100% KR995173.1

100% KR995165.1

100% KR995163.1
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gbKR995160.1|
gbKR995159.1|
gbKR995158.1|
gbKR995157.1|
gbKR995156.1|
gbKR995155.1|
gbKR995154.1|
gbKR995153.1|
gbKR995150.1|
gbKR995148.1|
gbKR995147.1|
gbKR995145.1|

gbKR995144.1|

gb|CP009243.1|
gb|CP012090.1|
gb|CP012095.1|
gb|CP008744.1|

emb|AM902930.2]

gb|CP010873.1|
dbj|AP014573.1]

dbj|AB973499.1|
emb|HG813240.1|
gb|CP009614.1|

gblKM230422.1|

gblKM230421.1|

gblKM230420.1|

dbj|AP017624.1|
gb|CP016396.1|
gb|CP015495.1|
gb|CP010996.1|
gb|CP011883.2|
emb|HG917972.2)
gbKT935472.1]
gb|CP011894.1|

Mycobacterium intracellulare strain WH966 16S-23S ribosomal
RNA intergenic spacer, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain WH957 16S-23S ribosomal
RNA intergenic spacer, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain WH916 16S-23S ribosomal
RNA intergenic spacer, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain WH965 16S-23S ribosomal
RNA intergenic spacer, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain WH1036 16S-23S ribosomal
RNA intergenic spacer, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain WH995 16S-23S ribosomal
RNA intergenic spacer, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain WH994 16S-23S ribosomal
RNA intergenic spacer, partial sequence

Mycobacterium kansasii strain WH993 16S-23S ribosomal RNA
intergenic spacer, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain WH985 16S-23S ribosomal
RNA intergenic spacer, partial sequence

Mycobacterium kansasii strain WH983 16S-23S ribosomal RNA
intergenic spacer, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain WH982 16S-23S ribosomal
RNA intergenic spacer, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain WH978 16S-23S ribosomal
RNA intergenic spacer, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain WH976 16S-23S ribosomal
RNA intergenic spacer, partial sequence

Mycobacterium bovis BCG strain Russia 368, complete genome
Mycobacterium tuberculosis W-148, complete genome
Mycobacterium bovis strain 1595, complete genome
Mycobacterium bovis BCG strain 3281, complete genome
Mycobacterium angelicum ITS1 complete sequence, type strain
DSM 45057T

Mycobacterium tuberculosis strain Beijing-like, complete genome

Mycobacterium tuberculosis str. Kurono DNA, complete genome
Mycobacterium genavense DNA, 16S-238 internal transcribed
spacer, partial sequence, clone: M5112801 2

Mycobacterium tuberculosis 49-02 complete genome
Mycobacterium avium subsp. avium strain DJO-44271, complete
genome

Mycobacterium haemophilum strain KAD61 16S ribosomal RNA
gene and 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, partial
sequence

Mycobacterium haemophilum strain KAD25 16S ribosomal RNA
gene and 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, partial
sequence

Mycobacterium haemophilum strain KAD167 16S ribosomal RNA

gene and 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, partial
sequence

Mycobacterium ulcerans subsp. shinshuense DNA, complete
genome, strain: ATCC33728

Mycobacterium avium strain RCADO0278, complete genome
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis strain
MAP/TANUVAS/TN/India/2008, complete genome
Mycobacterium simiae strain MO323 genome

Mycobacterium haemophilum DSM 44634 strain ATCC 29548,
complete genome

Mycobacterium marinum E11 main chromosome genome
Mycobacterium kansasii strain 2009-13641 16S-23S ribosomal
RNA intergenic spacer, partial sequence

Ovis canadensis canadensis isolate 43U chromosome 9 sequence

342

34.2

342

342

34.2

342

34.2

34.2

34.2

342

342

342

342

342
342
34.2
34.2

342

34.2
342

34.2
342
34.2

34.2

34.2

34.2

342
34.2
342
34.2
342
34.2
30.2
30.2

342

34.2

342

342

34.2

342

34.2

342

34.2

342

342

34.2

342

34.2
342
34.2
34.2

342

34.2
342

34.2
342
34.2

34.2

34.2

34.2

342
34.2
342
62.4
342
68.4
30.2
58.5

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%
100%
100%
100%

100%

100%
100%

100%
100%
100%

100%

100%

100%

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12
12
12
12
12
12
191
191

100% KR995160.1

100% KR995159.1

100% KR995158.1

100% KR995157.1

100% KR995156.1

100% KR995155.1

100% KR995154.1

100% KR995153.1

100% KR995150.1

100% KR995148.1

100% KR995147.1

100% KR995145.1

100% KR995144.1

100% CP009243.1
100% CP012090.1
100% CP012095.1
100% CP008744.1

100% AM902930.2

100% CP010873.1
100% AP014573.1

100% AB973499.1
100% HG813240.1
100% CP009614.1

100% KM230422.1

100% KM230421.1

100% KM230420.1

100% AP017624.1
100% CP016396.1
100% CP015495.1
100% CP010996.1
100% CP011883.2
100% HG917972.2
94% KT935472.1
94% CPO011894.1

Tabelle 35 In-silico-Analyse (BLASTn) des reverse primers MysppR (Myspp.); Abbildung
von 100 Zielsequenzen

Description

Max Total Que .
Query E value Ident Accession
score score cover

emb|LT607755.1]

emb|LT607754.1]

Micromonospora zamorensis strain DSM 45600 genome assembly,

chromosome: I
Micromonospora inositola strain DSM 43819 genome assembly,
chromosome: I

342

342

102

102

100%

100%

12

12

100% LT607755.1

100% LT607754.1
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emb|LT607753.1]
emb|LT607752.1]
emb|LT607751.1]

emb|LT607750.1]
gb|CP016819.1|
emb|LT607733.1]

emb|LT607413.1]
emb|LT607412.1|
emb|LT607411.1]
emb|LT607410.1]

emb|LT607409.1|

gb|CP012506.2|
gb|CPO11533.1
gb|CP016824.1|

reflXM_008823509.2]
reflXM_008823510.2]
ref]XM_008823508.2]
reflXM_008823507.2]

reflXM_008823506.2]

gb|CP016794.1|
gb|CP015529.1|
gb|CP015773.2|
gb|CP013854.1|

ref]XM_017667949.1|
gb|CP016559.1|
reflXM_006236304.3]

ref]XM_006236303.3]
reflXM_006236302.3]
reflXM_006236301.3]
ref]XM_017499749.1|
ref]XM_017499748.1|
reflXM_017499747.1]

gb|CP016438.1|

gbKX263298.1|

gbKX263296.1]

gblKX263295.1]

gbKX263294.1|

gbKX263293.1]

Micromonospora coxensis strain DSM 45161 genome assembly,

34.2
chromosome: I
Micromonospora rifamycinica strain DSM 44983 genome 342
assembly, chromosome: I )
Micromonospora siamensis strain DSM 45097 genome assembly, 342
chromosome: I ’
Micromonospora echinaurantiaca strain DSM 43904 genome 342
assembly, chromosome: I .
Rhodococcus sp. p52, complete genome 34.2

Micromonospora echinofusca strain DSM 43913 genome assembly, 342
chromosome: I

Micromonospora echinospora strain DSM 43816 genome assembly, 342
chromosome: I

Micromonospora coriariae strain DSM 44875 genome assembly, 342
chromosome: I ’
Micromonospora viridifaciens strain DSM 43909 genome assembly,3 42
chromosome: I

Micromonospora purpureochromogenes strain DSM 43821 genome
assembly, chromosome: I

Micromonospora chokoriensis strain DSM 45160 genome
assembly, chromosome: T

Mycobacterium tuberculosis strain SCAID 187.0, complete genome 34.2

342

34.2

Streptomyces noursei ATCC 11455, complete genome 342
Streptomyces sampsonii strain KJ40, complete genome 342
PREDICTED: Nannospalax galili makorin ring finger protein 1 342
(Mkrnl), transcript variant X5, mRNA ’
PREDICTED: Nannospalax galili makorin ring finger protein 1 342
(Mkrn1), transcript variant X4, mRNA )
PREDICTED: Nannospalax galili makorin ring finger protein 1 342
(Mkrnl), transcript variant X3, mRNA ’
PREDICTED: Nannospalax galili makorin ring finger protein 1 342
(Mkrnl), transcript variant X2, mRNA ’
PREDICTED: Nannospalax galili makorin ring finger protein 1 342

(Mkrn1), transcript variant X1, mRNA
Mycobacterium tuberculosis strain SCAID 320.0, complete genome 34.2

Rhodococcus sp. WBI1, complete genome 34.2
Mycobacterium bovis strain SP38, complete genome 342
Pseudonocardia sp. HH130630-07, complete genome 34.2
PREDICTED: Manis javanica makorin ring finger protein 1 342
(MKRN1), mRNA :
Streptomyces clavuligerus strain F613-1, complete genome 34.2
PREDICTED: Rattus norvegicus makorin ring finger protein 1 342
(Mkrn1), transcript variant X4, mRNA ’
PREDICTED: Rattus norvegicus makorin ring finger protein 1 342
(Mkrn1), transcript variant X3, mRNA ’
PREDICTED: Rattus norvegicus makorin ring finger protein 1 342
(Mkrn1), transcript variant X2, mRNA ’
PREDICTED: Rattus norvegicus makorin ring finger protein 1 342
(Mkrn1), transcript variant X1, mRNA ’
PREDICTED: Cebus capucinus imitator makorin ring finger protein 342
1 (MKRN1), transcript variant X3, mRNA

PREDICTED: Cebus capucinus imitator makorin ring finger protein 342
1 (MKRN1), transcript variant X2, mRNA

PREDICTED: Cebus capucinus imitator makorin ring finger protein 342
1 (MKRN1), transcript variant X1, mRNA ’
Streptomyces lincolnensis strain NRRL 2936, complete genome 34.2
Mycobacterium gordonae strain IRLMedNTM_20 16S ribosomal

RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic 342
spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial ’
sequence

Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_18 16S

ribosomal RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA 342
intergenic spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA ’
gene, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM 17 16S

ribosomal RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA 342
intergenic spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA ’
gene, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_16 16S

ribosomal RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA 349
intergenic spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA ’
gene, partial sequence

Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM 15 16S 34.2

136

136

136

102
136
136

102

102

102

136

130

342
239
239

342

342

34.2

342

342

34.2
136
342
102

342
205
342

34.2

342

342

34.2

342

342

235

342

34.2

34.2

342

34.2

100%

100%

100%

100%
100%
100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%
100%
100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%
100%
100%
100%

100%
100%
100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

12

12

12

12
12
12

12

12

12

12

12

12
12
12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

100% LT607753.1
100% LT607752.1
100% LT607751.1

100% LT607750.1
100% CP016819.1
100% LT607733.1

100% LT607413.1
100% LT607412.1
100% LT607411.1
100% LT607410.1

100% LT607409.1

100% CP012506.2
100% CP011533.1
100% CP016824.1
1000/ XM 00882350

1000/ XM 00882351

1000/ XM 00882350

1000/ XM 00882350

IOO‘V XM 00882350
100% CP016794.1
100% CP015529.1
100% CP015773.2
100% CP013854.1
IOO‘V XM _ 01766794
100% CP016559 1
IOO‘V XM 00623630

100% ;(I;/I 00623630
100% XM 00623630

100% XM 00623630
XM_01749974
9.1

100% ) XM 01749974

1000/ XM _ 01749974

100% CP016438.1

100%

100% KX263298.1

100% KX263296.1

100% KX263295.1

100% KX263294.1

100% KX263293.1
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ribosomal RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA
intergenic spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA
gene, partial sequence
Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_ 14 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA
intergenic spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA
gene, partial sequence
Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_13 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA
intergenic spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA
gene, partial sequence
Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_12 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA
intergenic spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA
gene, partial sequence
Mycobacterium simiae strain IRLMedNTM_10 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic
spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial
sequence
Mycobacterium gordonae strain IRLMedNTM_09 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic
spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial
sequence
Mycobacterium kansasii strain IRLMedNTM_07 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic
spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial
sequence
Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_06 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA
intergenic spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA
gene, partial sequence
Mycobacterium gordonae strain IRLMedNTM_05 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic
spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial
sequence
Mycobacterium intracellulare strain IRLMedNTM_01 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal RNA
intergenic spacer, complete sequence; and 23S ribosomal RNA
gene, partial sequence
Micromonospora krabiensis strain DSM 45344 genome assembly,
chromosome: I
Streptomyces griseochromogenes strain ATCC 14511, complete
genome
Dermabacter vaginalis strain AD1-86, complete genome
PREDICTED: Oryctolagus cuniculus makorin ring finger protein 1
(MKRN1), mRNA
PREDICTED: Mus musculus makorin, ring finger protein, 1
(Mkrn1), transcript variant X4, mRNA
PREDICTED: Mus musculus makorin, ring finger protein, 1
(Mkrn1), transcript variant X3, mRNA
PREDICTED: Mus musculus makorin, ring finger protein, 1
(Mkrn1), transcript variant X2, mRNA
PREDICTED: Mus musculus makorin, ring finger protein, 1
(Mkrn1), transcript variant X1, mRNA
Micromonospora narathiwatensis strain DSM 45248 genome
assembly, chromosome: T
Micromonospora auratinigra strain DSM 44815 genome assembly,
chromosome: 1
Homo sapiens chromosome 7 makorin 1 (MKRNI) gene, complete
cds
Streptomyces parvulus strain 2297, complete genome
PREDICTED: Homo sapiens makorin ring finger protein 1
(MKRN1), transcript variant X2, mRNA
Mycobacterium vaccae 95051, complete genome
PREDICTED: Pan troglodytes putative E3 ubiquitin-protein ligase
makorin-4 (LOC739560), mRNA
PREDICTED: Pan troglodytes E3 ubiquitin-protein ligase makorin-
ref XR_001720905.1| 1 pseudogene (LOC746792), misc RNA

PREDICTED: Pan troglodytes makorin ring finger protein 1
reﬂX1\/1—016958266'1|(MKRN1), transcript variant X3, mRNA
PREDICTED: Pan troglodytes makorin ring finger protein 1
reﬂ)(1\/1—()()9454347'2|(MKRN1), transcript variant X2, mRNA 342
ref XM 016945499.1|PREDICTED: Pan troglodytes E3 ubiquitin-protein ligase makorin- 34.2

gb|KX263292.1| 342

gbKX263291.1] 342

gbKX263290.1| 342

gblKX263288.1] 342

gbKX263287.1] 342

gbKX263285.1] 342

gb|KX263284.1| 34.2

gbKX263283.1] 342

gbKX263279.1] 342

emb|LT598496.1| 342

342
34.2
342

gb|CP016279.1|
gb|CPO12117.1|
reflXM_008250781.2]

ref XM_011241413.2] 34.2

reflXM_011241412.2)] 342

reflXM_011241411.2)] 342

reflXM_017321683.1| 34.2

emb|LT594324.1| 342

emb|LT594323.1| 342

gb|AH008807.3]
gb|CP015866.1|
reflXM_011515997.2]
gb|CP011491.1|
ref]XM_016944331.1]

34.2
342
34.2
342
34.2

342

342

342

34.2

34.2

34.2

342

342

34.2

342

342

161

233
102
342

34.2

342

342

34.2

102

136

34.2
205

34.2
68.4
34.2

342

342

34.2
34.2

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%
100%
100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%
100%
100%
100%
100%

100%

100%

100%
100%

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12
12
12

12

12

12

12

12

12

12
12
12
12
12

12

12

12
12

100% KX263292.1

100% KX263291.1

100% KX263290.1

100% KX263288.1

100% KX263287.1

100% KX263285.1

100% KX263284.1

100% KX263283.1

100% KX263279.1

100% LT598496.1

100% CP016279.1

100% CP012117.1
100% i(l;/l_00825078
XM 01124141
32
XM 01124141
22
XM 01124141
12
XM_01732168
3.1

100% LT594324.1

100%
100%
100%

100%

100% LT594323.1

100% AH008807.3

100% CP015866.1
XM_01151599
0, —
100% 79
100% CP011491.1
XM_01694433
0, —
100% 1.1
XR_00172090
5.1
100% XM_01695826
6.1

XM 00945434
0, —
100% 79

100% XM 01694549

100%
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1 (LOC107971684), transcript variant X4, mRNA
PREDICTED: Pan troglodytes E3 ubiquitin-protein ligase makorin-

reflXM_016945498.11, 1 (50107971684), transcript variant X3, mRNA 342
PREDICTED: Pan troglodytes E3 ubiquitin-protein ligase makorin-
reflXM_016945496. 1|1 (LOC107971684), transcript variant X2, mRNA 342
PREDICTED: Pan troglodytes E3 ubiquitin-protein ligase makorin-
reflXM_016945495.11} 1 50107971684), transcript variant X1, mRNA 342
gb|CP015849.1| Streptomyces sp. SAT1, complete genome 34.2
PREDICTED: Cricetulus griseus makorin ring finger protein 1
reflXM_016970562.1 |(Mkrn1), transcript variant X3, mRNA 342
PREDICTED: Cricetulus griseus makorin ring finger protein 1
reﬂXM*007628850'2|(Mkrn1), transcript variant X2, mRNA 342
PREDICTED: Cricetulus griseus makorin ring finger protein 1
reﬂXM—007643644'2|(Mkrn1), transcript variant X1, mRNA 342
gb|CP015726.1| Streptomyces sp. RTd22, complete genome 34.2
gb|CP015596.1| Mycobacterium sp. YC-RL4, complete genome 342
gb|CP012949.1| Streptomyces ambofaciens strain DSM 40697, complete genome ~ 34.2
PREDICTED: Monodelphis domestica makorin ring finger protein
reflXM_007504428 21} \ kRN 1), transcript variant X6, mRNA 342
PREDICTED: Monodelphis domestica makorin ring finger protein
reﬂXM_007504427.2|1 (MKRN1), transcript variant X5, mRNA 342
PREDICTED: Monodelphis domestica makorin ring finger protein
reﬂXM7007504426.2|1 (MKRN1), transcript variant X4, mRNA 342
PREDICTED: Monodelphis domestica makorin ring finger protein
reflXM_007504425.2]} " \ K RN 1), transcript variant X3, mRNA 342
PREDICTED: Monodelphis domestica makorin ring finger protein
reﬂXM_007504424.2|1 (MKRN1), transcript variant X2, mRNA 342
dbj|AP017424.1| ?;rg);omyces laurentii DNA, complete genome, strain: ATCC 342
ref]XM_0162051 00'1|E\I}IEDIC$EIII)1}:{11\\]AXHOPtemS natalensis makorin ring finger protein 1 342
gb|CP015098.1| Streptomyces sp. S10(2016), complete genome 34.2
dbj|BA000030.4] Z;rnegttr(l);nyces avermitilis MA-4680 = NBRC 14893 DNA, complete 342
PREDICTED: Peromyscus maniculatus bairdii makorin ring finger
reflXM_006990406. 2|protem 1 (Mkrnl), transcript variant X3, mRNA 342
PREDICTED: Peromyscus maniculatus bairdii makorin ring finger
reflXM_016008724. ll rotein 1 (Mkrnl), transcript variant X2, mRNA 342
PREDICTED: Peromyscus maniculatus bairdii makorin ring finger
reﬂX1\/1*006990405'zlprotein 1 (Mkrnl), transcript variant X1, mRNA 342
gb|CP014617.1| Mycobacterium africanum strain UT307 genome 34.2
gb|CP010968.1| Mycobacterium tuberculosis strain PR10 genome 34.2
gb|CP014475.1| Mycobacterium phlei strain CCUG 21000, complete genome 342
Mycobacterium bovis BCG str. Tokyo 172 substrain TRCS,
gb|CP014566.1| complete genome 34.2
gb|CP014485.1| Streptomyces albus strain SM254, complete genome 342
. Mycobacterium ulcerans subsp. shinshuense DNA, complete
dbjAPO17624.1| genome, strain: ATCC33728 342
gb|CP016640.1| Mycobacterium sp. djl-10, complete genome 342
gb|CP016396.1| Mycobacterium avium strain RCADO0278, complete genome 34.2
gb|CP016174.1| Amycolatopsis orientalis strain B-37, complete genome 34.2
eb|CPO15495.1] Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis strain 342

MAP/TANUVAS/TN/India/2008, complete genome
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12. Eidesstattliche Erklirung

Hiermit versichere ich an Eides statt, dass ich die hier vorliegende Arbeit selbststindig
verfasst und keine anderen Hilfsmittel als die angegebenen benutzt habe. Die Stellen, die
anderen Werken dem Wortlaut oder dem Sinn nach entnommen sind, habe ich durch Angabe

der Quelle kenntlich gemacht.

Ich erkldre hiermit weiterhin, dass ich meine wissenschaftlichen Arbeiten nach den Prinzipien
der guten wissenschaftlichen Praxis gemdl der giiltigen ,,Regeln zur Sicherung guter
wissenschaftlicher Praxis und zur Vermeidung wissenschaftlichen Fehlverhaltens® an der

Universitit Rostock angefertigt habe.

Dariiber hinaus versichere ich, dass ich an keiner weiteren Stelle als der Universitdt Rostock
einen Antrag auf Zulassung zur Promotion gestellt bzw. bereits einen Doktortitel auf der
Grundlage des Medizinstudiums erworben habe oder mich auch nicht einer medizinischen

Doktorpriifung erfolglos unterzogen habe.

Rostock, den 10.08.2020

Richard Werner Kohnke

115



Lebenslauf

13. Lebenslauf

Rostock, den 10.08.2020
116



Danksagung

14. Danksagung

117



