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1 Einleitung

In den deutschen Meeresgewassern kommen zahlreiche Robbenarten vor,
wobel die meisten Arten wie die Bartrobbe (Erignathus barbatus), die
Klappmitze (Cystophora cristata), die Ringelrobbe (Phoca hispida) und die
Sattelrobbe  (Phoca  groenlandica) ,Irrgéste® snd (SCHWARZ  und
HEIDEMANN, 1994; HARDER, 1996). Zwe Robbenarten, der Seehund
(Phoca vitulina) und die Kegelrobbe (Halichoerus grypus) sind in den deutschen
Gewassern heimisch und kommen ganzjahrig in der Nord- und Ostsee vor.

Der Seehund und die Kegelrobbe leben, wie alle mit ihnen verwandten Robben,
in einem weitgehend stabilen Okosystem, das jedoch durch anthropogenen
Einfluld zunehmend verdndert wird (SONNTAG, 1995). Beide Arten sind
Nahrungsopportunisten und ihr Beutespektrum wird hauptsachlich von den am
haufigsten  vorkommenden  Fischarten  bestimmt  (SCHWARZ  und
HEIDEMANN, 1994).

Der Weltbestand der Seehunde wurde von BONNER (1989) aufgrund von
Zahlungen und Schétzungen mit 300 000 — 400 000 Individuen angegeben. Der
Teilbestand im Wattenmeer, der sich geographisch Uber die Staaten Dénemark,
Deutschland und die Niederlande erstreckt, wird seit 1951 regelmaldig gezahit.
Mit Beginn dieser quantitativen Erfassung des Seehundbestandes nahm der
Bestand im Wattenmeer kontinuierlich bis auf 4000 Seehunde im Jahre 1975 ab
(SCHWARZ und HEIDEMANN, 1994). Als einflussreichster Faktor fir den
Ruckgang der Seehundpopulation wurde die Jagd angesehen. Weitere Ursachen
schienen Belastungen mit chlorierten Kohlenwasserstoffen sowie Stoérungen der
Seehunde auf den Sandbénken durch den Menschen zu sein (WIPPER, 1974;
REIINDERS, 1978; DRESCHER, 1979; REIINDERS, 1983). Die Einfihrung
des Jagdverbots (in den Niederlanden 1962, in Niedersachsen 1971, in
Schleswig-Holstein 1973, in Déanemark 1977) sorgte fur eine deutliche



Verbesserung der Lebensbedingungen und ermoglichte erstmalig  seit
Jahrhunderten eine anndhernd ungestorte Entwicklung der Seehundpopulation.
Die Zahl der Tiere stieg nach Einstellung der Bejagung bis 1988 stetig an.
Infolge der Seehundepidemie, ausgeltst durch das Phocine Distemper Virus
(PDV), reduzierte sich der Seehundbestand innerhalb eines Jahres auf etwa 40%
(SCHWARZ und HEIDEMANN, 1994). Insgesamt fielen mehr as 18000
Seehunde diesem Massensterben zum Opfer. Im Anschlul3 an die Epidemie
folgte eine deutliche Zunahme des Seehundbestandes mit Wachstumsraten wie
vor 1988 und liegt nunmehr mit knapp 20 000 gezahiten Tieren im Jahr 2001
(TRILATERAL SEAL EXPERT GROUP, 2001) in alen Regionen Uber den
Zahlen vor der Epidemie.

Der Bestand der Kegelrobben wurde weltweit mit etwa 90000 Individuen
angegeben (SCHWARZ und HEIDEMANN, 1994). Im Wattenmeer kommen
Uber 250 Tiere vor, wobei in deutschen Gewéssern zwischen Amrum und Sylt
etwa 100 Tiere beobachtet werden. Der typische Lebensraum der Kegelrobbe ist
die Felskuste. Die Tiere aus dem Wattenmeer stammen vermutlich aus Gebieten
um Farne Idand, der Ostkiste Englands (VAN HAAFTEN, 1974) oder der
stidnorwegischen Kuste  (SCHEIBEL und  WEIDEL, 1988). Das
Populationswachstum  in  Grofbritannien  fohrte zu ener  erhdhten
Abwanderungsbereitschaft, so dass einige dieser Tiere den Wattenmeerbestand
vergrofRern (SCHWARZ und HEIDEMANN, 1994).

Im Rahmen des vom Ministerium fur Umwelt, Natur und Forsten des Landes
Schleswig-Holstein gefdrderten Forschungsvorhabens |, Totfundmonitoring von
Robben™ und ,,Lebendmonitoring von Robben" zeigte sich bei bakteriologischen
Untersuchungen ein vermehrtes VVorkommen von Escherichia coli sowie von a-,
b- und g-héamolysierenden Streptokokken. Die [Fha@molysierenden Streptokokken
konnten bel Seehunden und Kegelrobben aus verschiedenen Organen mit
purulenten Veradnderungen teillweise in Reinkultur isoliert werden (ABT et 4.,
1998, BANDOMIR et al., 1999; 2000a und b). Zu diesen b-hdmolysierenden

Streptokokken liegen bislang keine weiteren Untersuchungen hinsichtlich



serologischer Einordnung, Speziesidentifizierung oder auch weitergehender
Eigenschaften vor. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung und
Charakterisierung solcher b-hamolysierenden Streptokokken, isoliert von

Seehunden und Kegelrobben aus der deutschen Nord- und Ostsee.



2 LiteraturUbersicht
2.1 Die Familie der Seehunde und Kegelrobben
211 Klassifizierung

Die Arten Seehund (Phoca vitulina) (Abb.1) und Kegelrobbe
(Halichoerus grypus) (Abb. 2) gehdren beide zur grof3en Ordnung der Carnivora
(KING, 1983) und sind die haufigsten Robben der europédischen Fauna. Sie
werden der Unterordnung Pinnipedia, die weltweit 35 Arten umfasst
(KING, 1983), der Uberfamilie Phocoidea, der Familie Phocidae und der
Unterfamilie Phocinae zugeordnet. Auf dieser Stufe tellt sich die bisherige
gemeinsame Klassifikation von Seehund und Kegelrobbe in die Gattungen Phoca
und Halichoerus (Abb. 3).

Abb. 1: Seehund (Phoca vitulina) (nach DUGUY und ROBINEAU, 1982,
Zeichnung P. MARS)
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Abb. 2: Kegelrobbe (Halichoerus grypus) (nach DUGUY und ROBINEAU,
1982; Zeichnung P. MARS)



Die im Atlantik und Pazifik vorkommende Spezies Phoca vitulina wurde friher
in die drei weiteren Unterarten Phoca vitulina steijnegeri, Phoca vitulina
richardsi und Phoca vitulina largha unterteilt. Nach SCHEFFER (1958) erfolgte
die Zuordnung der Arten Phoca sibirica, Phoca hispida und Phoca caspica zu
der Gattung Pusa, da sie sich von der Gattung Phoca durch Kopfform, Geruch,
Wurfplatz und Nahrung unterschieden. Diese Unterteilung wird heute aufgrund
weiterer Untersuchungen, unter anderem der Kopfmorphologie, nicht mehr
allgemein anerkannt. Die Gattung Phoca umfasst nach HONACKI et a. (1982)
und KING (1983) nun die insgesamt sieben Arten Phoca fasciata, Phoca
groenlandica, Phoca sibirica, Phoca hispida, Phoca caspica, Phoca vitulina und
Phoca largha.

Die Gattung Halichoerus umfasst as einzige Art Halichoerus grypus (Abb. 3).
BURNS und FAY (1970) wiesen an Schadelmerkmalen der Kegelrobbe auf

Unterschiede zu anderen Robbenarten hin.

Ordnung: Carnivora
}7— Unterordnung: Pinnipedia

Uberfamilie: Phocoidea

Familie: Phocidae

— Unterfamilie: Phocinae

Gattung: Phoca Gattung: Halichoerus

—— Arten: Phoca caspica \— Art: Halichoerus grypus
— Phoca fasciata

— Phoca groenlandica

— Phoca hispida

— Phoca largha

— Phoca sibirica

— Phoca vitulina

Abb. 3: Klassifikation der Seehunde und Kegelrobben



2.1.2 Anatomie und allgemeine Merkmale

Der Karyotyp der Seehunde und Kegelrobben betrégt 2n=32
Chromosomen und ist durch ein grof3es metazentrisches Chromosomenpaar mit
Sekundéreinschniirung eines Armes charakterisiert.

Die Korperform der Robben ist durch eine spindelférmige Gestalt an das Leben
Im Wasser angepasst und ermdglicht dadurch eine optimale Fortbewegung im
Medium Wasser.

Seehund und Kegelrobbe besitzen einen kugelférmigen Kopf mit ener
Abflachung. Kennzeichnend sind das Verschwinden der Ohrmuscheln und eine
abgeflachte Schnauze. Die Nasendffnungen weisen die Form von vertikalen
Spalten auf, die als VForm mit der Spitze nach unten angeordnet sind. Rechts
und links der Schnauze befinden sich 40 bis 50 Tasthaare (Vibrissen), die in
horizontalen Reihen stehen und bei der Nahrungssuche eine zentrae Rolle

spielen. Weiterhin sind einige Tasthaare tiber den Augen ausgebildet (Abb. 4).

Abb. 4: Ansicht des Seehund- (links) und Kegelrobbenkopfes
(rechts) von vorne (nach SOUTHERN, 1974)

Die vier Gliedmal3en weisen deutliche Anpassungen an das Schwimmen im
Wasser auf und dienten der Namensgebung der Unterordnung Pinnipedia,
welches an das Wort Pinna, Ubersetzt Flosse, angelehnt ist. Die Extremitdten sind
abgeflacht und verbreitert und weisen zusammengewachsene Finger und Zehen

auf, die vorne durch fettreiches Bindegewebe und hinten durch eine dinne



Schwimmhaut verbunden sind. Die Vorderextremitdten, die bel den Ruhephasen
an Land dem Korper anliegen, sind kurz, die Hinterextremitéten deutlich grofier,
ausschliefdlich nach hinten gerichtet und nur beschrankt beweglich. Am Ende der
Flossen befinden sich kréftige Krallen, die an den Hinterextremitdten etwas
schwécher sind. Der Schwanz der Seehunde und Kegelrobben ist sehr kurz
ausgebildet.

Die Farbung der Haare ist auf dem Ruicken dunkler als auf der Bauchseite. Das
Haarkleid besitzt zwei unterschiedliche Haararten: Deckhaare als auf3eren Schutz
und Wollhaare als feine Unterschicht. Die Deckhaare sind tiefer in die Haut
eingefasst und die Wollhaare weisen kein Mark auf. Die Wasserundurchlaf3igkeit
des Haarkleides erfolgt durch die Einfettung mittels Talgdriisensekret.

Das Skelett der Seehunde und Kegelrobben ist im Vergleich zu dem der
Landcarnivoren durch einen massiven Bau der Halswirbelsiule, der vorderen
Gliedmal3en und des Brustkorbes, bel gleichzeitig schwach ausgebildetem Skelett
des Hinterkorpers charakterisiert. Der Schadel weist einen kurzen Gesichtstell,
eine Abflachung und Verbreiterung des Basioccipitale und des Sphenoids auf.
Die Orbitae sind besonders grofd ausgebildet, um den sehr grof3en Augépfeln der
Pinnipedia Platz zu bieten.

Die Zahnzahl ist reduziert und das Gebild ist verglichen mit landlebenden
Carnivoren homodont ausgebildet. Die Reif3z&hne sind nicht mehr erkennbar und
die Prdmolaren und Molaren fast vollig identisch. Gut ausgebildet sind jedoch
die Eckzdhne. Bel Seehund und Kegelrobbe bilden sich die Milchzéhne 4 bis 6
Wochen nach der Implantation der Blastozyste aus und sind bel den ca. drei
Monate aten Foeten vollstandig entwickelt. Zum Geburtszeitpunkt sind die
Milchzéhne wieder verschwunden und die Zéhne des vollsténdigen, bleibenden
Gebisses erscheinen mit etwa einem Monat nach der Geburt.

Beide Tierarten besitzen sieben Halswirbel, etwa finfzehn Brustwirbel, finf
Lendenwirbel, drei Kreuzbeinwirbel sowie 10 bis 12 Schwanzwirbel. Durch das
Fehlen antikliner Wirbel wird die Wirbelsdule besonders beweglich. Die

Sakrawirbel sind verschmolzen sowie mit dem Illeum verbunden und die



Schwanzwirbel besitzen eine walzenformige Gestalt ohne Fortsétze. Das aus acht
bis neun Segmenten bestehende Brustbein ist crania durch einen Knorpel
verlangert. Die Rippen und Brustwirbelanzahl kann, wie bel den landlebenden
Sdugetieren, individuelle Schwankungen aufweisen. Die Scapula ist
verhdltnisméllig klein ausgebildet und Humerus, Ulna und Radius sind kurz und
kraftig. Nur einer der sechs Handwurzelknochen ist gelenkig mit der Ulna
verbunden. Die funf Finger verfigen jewells Uber kréftige Kralen. Der
Beckengirtel ist parallel zur Langsachse angeordnet. Es ist keine Pubissymphyse
vorhanden. Im Weiteren ist ein verlangertes Ischium mit dorsaler Kriimmung und
ein mit dem Sacrum gelenkig verbundenes Ileum vorhanden. Der Femurknochen
Ist kréftig und cranio-dorsa abgeflacht. Tibia und Fibula sind relativ lang und
proximal verschmolzen. Der erste Finger ist am stérksten und der dritte am
schwéchsten ausgebildet.

Die Speiserohre ist besonders dehnbar und lang, damit auch grof3e Beute gut in
den einhohligen Magen gelangen kann. Im Weiteren ist ein deutlicher
Duodenum-Abschitt vom Ubrigen Dunndarm, der relativ lang ist, abzugrenzen.
Der Dickdarm und das Caecum hingegen sind relativ kurz ausgebildet, wobei
jedoch die Darmlangen der Tiere individuell grof®e Schwankungen aufweisen.
Neben der in zahlreiche Lappen unterteilten Leber mit Gallenblase besitzen beide
Tierarten eine langgestreckte Milz.

Die in jewells drel Lappen getellten Lungen sind gestreckter als bei den
Landsdugetieren. Zusdtzlich besitzt die rechte Lunge enen kleinen
Zwischenlappen. Das Herz ist im Gegensatiz zu den Landsdugern deutlich
verbreitert und abgeflacht. Die an ihrem Ursprung stark erweiterte Aorta
ascendens bildet einen Bulbus arteriosus. Die Vena cava posterior besitzt cranial
des Zwerchfells enen Schliemuskel. Das Venensystem hat keine
Venenklappen. Die Tiere verfigen an den Extremitden Uber ,Rete mirabile*
auch Wundernetze genannt, mit deren Hilfe sie vermutlich die Korpertemperatur
regulieren kénnen. Die Hoden liegen ventral in der Leistenbeuge und der Penis

mit Penisknochen (Baculum) kann in eine Hautfalte zwischen Nabel und Anus



eingezogen werden. Die Prostata liegt dem Penis auf. Bei den weiblichen Tieren
existieren zwei Uterushorner und ein sehr kurzer Uteruskorper. Die vier Zitzen
sind paarweise vor dem Nabel angeordnet.

Die Nieren, auch Traubennieren genannt, bestehen aus zahlreichen kleinen
Renculi, die jewells eine eigene funktionelle Einheit bilden. Durch mehrere
Harnleiter, die in einen gemeinsamen Harnleiter minden, wird der Harn in die
langliche Harnblase geleitet (DUGUY and ROBINEAU, 1992).

Beide Arten erreichen ein relativ hohes Alter. Der Seehund kann bis zu 40 Jahre
(NZRGAARD und LARSEN, 1991), weibliche Kegelrobben bis zu 45 Jahre und
mannliche Kegelrobben bis zu 30 Jahre (DEIMER, 1987) alt werden.

2.1.3 Besonder heiten von Anatomie und Ver breitung des Seehundes

2131 Spezielle anatomische M erkmale des Seehundes

Das Haarkleid weist auf dem Ruicken kleine dunkle Flecken auf, die
unregelmaldig, nicht deutlich abgegrenzt und nicht in Gruppen zusammengefal’
sind. Das Fell ist rauher als das anderer Arten und die Farbe sowie das Muster
variieren stark. Es kommen stahlgraue und dunkelgraue bis hin zu gelblich
sandbraune Formen mit dunklen Flecken vor. Die Haarlange betrégt je nach
Kdrperregion zwischen 10 und 20 mm.

Die méannlichen Tiere werden 150 bis 175 cm grof3 und besitzen ein Gewicht von
ca. 100 kg. Die Weibchen sind mit einer Gréf3e von 130 bis 155 cm etwas kleiner
und mit einem Gewicht von etwa 80 kg auch leichter.

Das Gebil3 der Seehunde besteht aus 34 Zdhnen, die sich nach der Zahnformel
| 3/2, C /1, Pc 5/5 aufteilen. Der obere Incisivi 3 ist deutlich grof3er und liegt

weiter aul3en als der I,. Die Molaren sind durch drei gleich starke Hocker
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charakterisiert und stehen im Cberkiefer schrag zur Kieferrichtung (DUGUY und
ROBINEAU, 1992).

2.1.3.2 Verbreitung des Seehundes

Der Seehund ist im gesamten Nord-Atlantik verbreitet. Nach BONNER
(1989) kommt er an den Kusten Norwegens, in der gesamten Nordsee, der
sidlichen Ostsee, den Kusten Grofdritanniens, Isands, Sud-Ost- und West-
Gronlands sowie an der kanadischen Arktis bis zum Kap Cod bei Boston vor.
Weliter bevolkert er den Nord-Pazifik mit der Bga Kalifornia in Mexiko, die
Ostkiiste der Vereinigten Staaten und Kanadas, Bristol Bai bis Nord-Hokkaido in
Japan (Abb. 5).

Abb. 5: Verbreitung der Seehunde (Phoca vitulina);
Karte modifiziert nach BONNER (1989)
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2.1.3.3 Bestandserfassung der Seehundpopulation im eur opaischen
Wattenmeer (1960-2001)

Seehunde verbringen nur etwa 20 % ihres Lebens auf dem Land, jedoch
nur hier ist eine effektive Z&hlung moglich (ABT, 2001). Im Wattenmeer werden
die bei Niedrigwasser freifallenden Watten und Sandbanke von den Seehunden
as Liegeflachen genutzt. Wahrend der Bestandszdhlung werden Jahreszeit,
Tageszeit, Wetter und Tide so gewdhlt, dass eine maximale Anzahl von
Seehunden an Land zu erwarten ist. Bel der Seehundzdhlung wird seit 1975 mit
einem Flugzeug das gesamte Wattgebiet, entlang einer definierten Route, im
Tiefflug beflogen. Einzelne Tiere werden wdahrend des Zahifluges sofort
registriert und in eine Karte eingezeichnet. Grof3e Seehundrudel, die Gber 1000
Tiere umfassen konnen, werden durch Fotografien aufgezeichnet und spéater
ausgezahlt. Bei mehreren Fligen innerhalb eines Jahres zur Bestandsermittlung,
wird das hochste Zahlergebnis als offizielle Bestandszahl angegeben und
gewertet.

Die Entwicklung der Seehundpopulation im europadischen Wattenmeer ist in
Abb. 6 graphisch dargestellt. Sie nahm seit den ersten Bestandsermittiungen, die
tellweise schon in der ersten Hélfte des 20. Jahrhunderts vorgenommen wurden,
bis zu einem Bestandsminimum Anfang der 70er Jahre von etwa 3500
Seehunden stetig ab (ABT, 2001). Zu diesem Zeitpunkt erfolgte die Einflhrung
des Jagdverbots dieser Tierart. In den folgenden funf Jahren stagnierte die Zahl
der Tiere. Erst seit etwa 1979 nahm der Seehundbestand schlieffdlich wieder
kontinuierlich zu. Diese Zunahme der Seehundpopulation erreichte 1988 mit ca.
8500 Tieren im europaischen Wattenmeer sein vorlaufiges Maximum. Aufgrund
hoher Bestandsverluste durch die Seehundepidemie 1988 ging die
PopulationsgroiRe auf etwa 4500 Seehunde im Jahr 1989 zurtick. Seit 1989 stieg
der Seehundbestand wieder stetig an und hatte mit knapp 20 000 Tieren 2001
(TRILATERAL SEAL EXPERT GROUP, 2001) eine bisher einmalige
Grofkenordnung erreicht. Die jéhrliche Bestandszunahme betrug seit der
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Seehundepidemie zwischen zehn und funfzehn Prozent. Auch im Jahr 2002 ist

bisher keine Abnahme der Wachstumsrate zu erkennen, so dass ein welterer

Anstieg der Seehundpopulation im europdischen Wattenmeer in den néchsten

Jahren zu erwarten ist.
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214 Besonder heiten von Anatomie und Verbreitung der Kegelrobbe

214.1 Spezielle anatomische Merkmale der Kegelrobbe

Das Fell der Kegelrobben ist meist einfarbig und variiert von dunkelgrau
oder -braun bis zu hellem grau, silbern oder cremefarben. Es weist dunkle
Flecken auf, die nur wenig zahlreich sein kdénnen oder ineinander Ubergehen und
im Vergleich zum Seehund grof3er sind. Die Jungtiere werden mit einem weif3en
Babypelz, dem wasserdurchléssigen Lanugo, in den Wintermonaten geboren.
Aufgrund dieses Lanugos sind die junge Tiere nicht schwimmfahig. Das Lanugo
wird mit zwei bis drei Wochen durch das Erwachsenenfell ersetzt.

Die Vorderflossen weisen eine paddelformige Gestalt auf und die Hinterflossen
sind facherférmig ausgebildet.

Der Kopf der adulten Tiere ist grof3 und besitzt einen flachen Scheitel mit
langgezogener Schnauze, welches dem Bild einer ,,Romischen Nase* oder einem
Pferdekopf a@hnelt (Abb. 4). Der Schadel weist ein rostral konkaves Palatinum
und eine breite Interorbitalregion mit hoher Schnauze auf, so dass die Nasalia
parallel zu den Zahnreihen verlaufen. Der hintere Rand der Nasalia liegt etwa auf
gleicher H6he mit den Maxillaria. Die jungen Kegelrobben verfiigen Uber einen
mit dem Seehund vergleichbaren Kopf.

Die Mannchen werden im Durchschnitt 207 cm grof3 und besitzen ein Gewicht
von 230 kg. Die weiblichen Kegelrobben sind mit einer Grofe von 180 cm
deutlich kleiner und auch nur 154 kg schwer. Aufgrund der deutlichen
Grofdenunterschiede zwischen den Geschlechtern verfugt die Kegelrobbe tber
einem ausgepragten Sexual dimorphismus.

Das Gebiss der Kegelrobben ergibt die Zahnformel: | 3/2, C 1/1, Pc 5-6/5. Die
oberen Incisivi sind grof3er als die unteren und die Canini sind kré&ftig sowie
konisch ausgebildet. Auch die postcaninen Zéhne sind grof3 und kréftig, einige
fast rund im Querschnitt sowie mit einer konischen Spitze versehen. Es kénnen

kleine Sekundarhtcker an Pc®, Pc, und Pcs vorkommen, die aber nicht
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regelmaldig ausgebildet und bel aten Tieren nach innen aus der Zahnreihe
gedriickt sind (DUGUY und ROBINEAU, 1992).

2.1.4.2 Verbreitung der Kegelrobbe

Insgesamt kommen weltweit drei Kegelrobbenpopulationen vor (Abb. 7).
Eine Population bewohnt den Nord-West-Atlantik mit den Ksten von Hebron,
Labrador und Nantucket. Eine weitere Population ist in der Ostsee beheimatet
und eine dritte bevdlkert den Nord-West-Atlantik mit den Kisten im Westen und
Siden Idands, den Fé&oer-Inseln, den norwegischen und russischen
AtlantikkUsten, den Kusten Grof3oritanniens und der Bretagne (BONNER, 1989).
Im deutschen Wattenmeer vor den Inseln Sylt und Amrum kommen ca. 50 bis
100 Tierevor (ABT et al., 2002).
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Abb. 7. Verbreitung der Kegelrobbe (Halichoerus grypus);
Karte modifiziert nach BONNER (1989)

2.1.4.3 Bestandserfassung der K egelrobbenpopulation im
schleswig-holsteinischen Wattenmeer (1976-2001)

Kegelrobben sind vereinzelt an verschiedenen Orten im Wattenmeer
anzutreffen (ABT et al., 2002). Regelméldig kommen rastende Tiere jedoch nur
auf den Knobsdnden vor der Nordfriesischen Insel Amrum vor. Dort werden
schon seit mehreren Jahrzehnten Kegelrobben beobachtet. Viele Kegelrobben
verbringen nur einen Tell des Jahres, das sind teilweise nur einige Monate oder
Wochen, in diesem Gebiet. Die Stellung dieser Tiere ist mit der Uberwinternder
Vogel vergleichbar. Die genaue Aufenthaltsdauer und der Aufenthaltsort sind
nicht bekannt, es scheint aber grof3e Unterschiede zwischen einzelnen
K egelrobben zu geben (HOY ER, 1998).
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Die grofdte Anzahl von Kegelrobben wird jéhrlich im Frihjahr, Ende Mé&rz und
Anfang April beobachtet, wenn sich 70 bis Uber 100 Kegelrobben auf den
Knobsanden befinden (ABT et a., 2002). Von Ende Mai bis Ende Januar, dies
schliefit die Wurfsaison der Kegelrobben im Winter ein, werden nur etwa 40
Tiere auf diesen Sandbénken beobachtet.

Seit dem Beginn der Beobachtungen 1976 stieg nach ABT et a. (2002) sowohl
der Frihjahrs- als auch der Sommerbestand jéhrlich um etwa 4 bis 5 % an. Die
Anzahl der geborenen Kegelrobben betrug in den Jahren 1988 bis 1995 drei bis
zehn junge Kegelrobben und in den Jahren 1996 bis 1999 neun bis dreizehn Tiere
jahrlich. Seit 1999 lag die Zahl der Geburten pro Jahr bei etwa 13 Kegelrobben.
Diese Geburtenzahlen lassen auf einen Wurfbestand schlief3en, der etwa der
Halfte der minimalen Gesamtpopulationsgrof3e entspricht. Die Bestandszunahme
des Frihjahrss und Sommerbestandes beruhte nicht nur auf der Ortlichen
Reproduktion, sondern wurde auch auf den adlgemeinen Anstieg der
Kegerobbenpopulation im Atlantik und der Nordsee zurtickgeftihrt.

Bei der Kegelrobbenpopulation auf den Knobséanden vor Amrum konnten von
ABT et a. (2002) ein ortsansassiger Wurfbestand und ein gleichgrof3er oder
grolerer wandernder Migrationsbestand unterschieden werden. Die nicht
ortsansassigen Tiere gehorten zu grofReren Kegelrobbenkolonien aus dem Siden

und Westen der Nordsee. Diese wanderten zur Wurfzeit dorthin zuriick.

2.2 Bedeutsame Bakterienspezies, isolierbar bei Seehunden und
K egelrobben
2.2.1 Arcanobacterium phocae

Die Gattung Arcanobacterium wurde 1982 erstmals von COLLINS et 4.
beschrieben. RAMOS et d. (1997) isolierten bei Seehunden und Kegelrobben
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sechs Kulturen aus unterschiedlichen Geweben, die der Bakterienspezies
Arcanobacterium phocae zugeordnet werden konnten. Die pathogene Bedeutung
der Keime war unklar. Es fidl jedoch auf, dass die Kulturen im Zusammenhang
mit Bronchopneumonien und Septikdmien isoliert worden waren. A. phocae war
grampositiv, nicht beweglich, fakultativ anaerob und bildete keine Sporen. Auf
Schafblutagar wuchs A. phocae in kleinen weil3en, runden, leicht konvexen
Kolonien mit einer Zone deutlicher (FHamolyse, die den zwei- bis dreifachen
Durchmesser der KoloniegroRe aufwies (RAMOS et a., 1997). Weltere
biochemische Eigenschaften sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Da eine klare Unterscheidung durch phénotypische Eigenschaften nicht moglich
war, untersuchten RAMOS et a. (1997) die Sequenzen der 16SrRNA von
A.phocae und anderer Bakterien der Gattungen Actinomyces und
Arcanobacterium Hierbei wurde eine phylogenetische Nahe von A. phocae zu
Arcanobacterium haemolyticum festgestellt und in Dendrogrammen, basierend
auf der 16S rRNA-Gensequenz, dargestel|t.

Tabellel:  Einige phanotypische Eigenschaften von Arcanobacterium phocae
nach RAMOS et . (1997)

Eigenschaften n=6 Eigenschaften n=6
3-Hamolyse 6* |Melezitose 4
Katalase 5 |Melibiose 0
Nitrat-Reduktion 0 |D-Raffinose 0
Hydrolyse von: Rhamnose 0
Asculin 0 |Ribose 6
Gelatine 0 | Saccharose 6
Urease 0 |Sdicin 0
Saurebildung aus: Sorbit 0
Adonit 0 |Sorbose 0
Amygdalin 0 |Starke 6
D-Arabinose 0 |D-Tagatose 2
L-Arabinose 0 |Trehaose 5
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Fortsetzung Tabelle 1:

Eigenschaften n=6 Eigenschaften =
Saurebildung aus: Saurebildung aus:
D-Arabit D-Turanose 6
L-Arabit Xylit 0
Arbutin D-Xylose 1
Cellobiose L-Xylose 0
Dulcit 3-Methyl-D-Xylosid 0
Erythrit Enzyme:
Fructose Pyrrolidonylarylamidase
D-Fucose Pyrazinamidase
L-Fucose Cystin Arylamidase
Galactose Leucin Arylamidase
Gentobiose Valin Arylamidase
Gluconat Chymotrypsin
2-Keto-Gluconat Esterase
5-Keto-Gluconat a-Fucosidase

N-Acetylglucosamin a-Galactosidase

Glucose [3-Galactosidase
a-Methyl-D-Glucosid N-Acetyl-3-Glucosaminidase
Glycerol a-Glucosidase

Glycogen 3-Glucosidase

Inosit [3-Glucuronidase

Inulin Esterase-Lipase

Lactose Lipase

D-Lyxose a-Mannosidase

Maltose Saure Phosphatase

Mannit Alkalische Phosphatase
Mannose Naphthol -Phosphohydrolase

Ol BINO| OO O|UIO| OO OO OO O|O|O|O|O|O| O] OO

a-Methyl-Mannosit Trypsin

NIOIN|O| OO OO0 O|O| 01O~ O[O0 N|O|O

* = Anzahl der positiven Kulturen
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222 Brucellamaris

Die Brucellose ist eine Zoonose-Erkrankung, die bel zahlreichen
Sdugetieren auftritt. Bel den Haustieren verursacht sie Aborte, Infertilitdt und
andere Stérungen des Reproduktionssystems (GEDEK, 1993).

EWALT et a. beschrieben 1994 bei einem GrofRen Tummler (Tursiops
truncatus) und ROSS et al. (1994) bei verschiedenen marinen Sdugetieren, wie
dem Seehund, das Vorkommen von Brucellen. FOSTER et a. konnten 1996 bel
einer Kegelrobbe ebenfalls Brucellen isolieren. Auch andere Autoren (NIELSEN
et a., 1996; GARNER et a., 1997; JAHANS et al., 1997) beschrieben eine
Isolierung von Brucellen bei marinen Sdugetieren. Serologische Nachweise von
Brucella-Antikorpern bel marinen Sdugetieren in Europa und Sldamerika
wurden von VAN BRESSEM et a. (2001) durchgefihrt. Diese Bakterien
schienen nach FOSTER et al. (1996) bei marinen Sdugetieren weit verbreitet zu
sein.

Zur Beurteillung der Brucellose bei marinen Sdugetieren empfahlen FOSTER et
a. (1996) die Untersuchung von Milz, Reproduktionssytem, Lymphknoten des
Reproduktions- und Verdauungssystems sowie aler veranderten Organe. Die
Anzichtung der Kulturen erfolgte auf Farell-Medium und Columbia Schaf-Blut-
Agar bei 37° C in Anwesenheit von 10 % Kohlendioxyd. Ein negatives Ergebnis
konnte erst nach siebentégiger Bebritung diagnostiziert werden. Verdachtige
Kolonien wurden durch Kolonie- und Zellmorphologie, Gram- sowie Ziehl-
Neelsen-Farbung und durch Agglutination mit Brucella abortus-spezifischem
Antiserum identifiziert.

AuRerdem verglichen FOSTER et al. (1996) die Gewebe und Organe von
marinen Saugetieren, aus denen Brucellen isoliert worden waren, mit Kulturen,
isoliert von Rindern, Schafen, Schweinen und Rentieren. Die Autoren
vermuteten eine dhnliche Pathogenese und Ubertragung der Brucellen, isoliert
von marinen Saugetieren, wie sie auch bei Brucellen, isoliert von terrestrischen

Sdugetieren, beschrieben wurden. Infektionsversuche an Versuchstieren mit
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Brucellen, isoliert von marinen Saugetieren, die von ROSS et al., (1996) sowie
JAHANS et al., (1997) durchgefuhrt wurden, deuteten jedoch auf eine geringere
Virulenz dieser Brucellen, verglichen mit den Brucellen von Haussdugetieren,
hin.

Die bel den marinen Sadugetieren nachgewiesenen Bakterien der Gattung
Brucella konnten nach JENSEN et a. (1999) bisher keiner bekannten
Brucellenspezies zugeordnet werden. Daher untersuchten diese Autoren sechs
Brucellenspezies und weitere Brucellen, die von unterschiedlichen marinen
Saugetieren isoliert wurden, mittels Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE).
Phanotypische Eigenschaften und die Ergebnisse der PFGE stiitzten die bisher
bekannte Taxonomie der Brucellen und sprachen fir eine be marinen
Sdugetieren vorkommende neue Spezies, die vorlaufig als Brucella maris
bezeichnet wurde.

Aufgrund der Untersuchungen von FOSTER et al. (1996) konnten Brucellen,
isoliert von marinen Saugetieren, in zwel Gruppen unterteilt werden. Brucellen,
die von Robben isoliert wurden, zeigten ene Kohlendioxydabhéngigkeit,
Kulturen, isoliert von Cetaceen, waren kohlendioxydunabhéngig. Aufgrund der
molekularen Analysen des omp2 locus und der Herkunft der Brucellen von
verschiedenen Hauptwirten untertellten CLOECKAERT et a. (2001) die
vorlaufig als Brucella maris bezeichneten Brucellen weiter. Sie ordneten der
Gattung Brucella zwel neue Brucellenspezies, die von Robben isolierte Spezies
Brucella pinnipediae und die von Delphinen isolierte Spezies Brucella cetaceae,

ZU.

2.2.3 L eptospira interrogans Serovar grippotyphosa

Leptospiren wurden bereits bei zahlreichen Wild- und Haussdugetieren
nachgewiesen (REILLY, 1970; MAGHAMI et a., 1977). Be Seehunden
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konnten Leptospira interrogans Serovar grippotyphosa erstmals von STAMPER
(1998) isoliert werden. Im Juni 1996 =zeigten zwei Seehunde im
Rehabilitationszentrum in Kalifornien klinische Symptome wie Anorexie,
Schwache, Dehydration, orale Ulzera und Halitosis. Die Blutanalyse zeigte eine
Leukozytose, erhohte Werte fur Harnstoff, Kreatinin, Gesamteiweil3, Globulin,
Calcium und Phosphor. Die Untersuchung des Urins ergab ein spezifisches
Gewicht von 1.018 sowie zahlreiche Granula, Erythrozyten und einige wenige
Leukozyten. Der Serum-titer gegen L. interrogans Serovar grippotyphosa war
bei beiden Tieren erhoht. Bel einem dritten Tier, das wéhrend des Auftretens der
Krankheitssymptome der beiden anderen Seehunde starb, konnte ebenfalls ein
erhohter Titer gegen L. interrogans Serovar grippotyphosa nachgewiesen
werden. Die Sektionen aller drel Seehunde ergab eine Tubulusnekrose mit
interstitieller Nephritis. Bei einem Seehund konnten Leptospiren im
Nierenparenchym nachgewiesen werden. Die Ursache der Nierenverénderungen
wurde von STAMPER et a. (1998) im Erreger L.interrogans Serovar
grippotyphosa gesehen. Als Ubertrager diskutierten die Autoren andere in dem
Rehabilitationszentrum gehatene Tierarten, wie Seeldwen und Seeelefanten.
Weitere mdgliche Ansteckungsguellen wurden in den Wildtierarten, die in der
Umgebung des Rehabilitationszentrums vorkamen, gesehen. Hierzu zdhlten
Stinktiere, M&use und Flichse.

2.3 Seehundepidemieim Jahre 1988
23.1 Geographisches Ausmalfd und Mortalitat
Die ersten Anzeichen der Seehundepidemie in Europa traten etwa Mitte

April 1988 auf, als zahlreiche tote Seehunde und Aborte junger Seehunde auf der
déanischen Insel Anholt im Kattegat beobachtet wurden (KENNEDY, 1990). Von
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der déanischen Insdl Anholt ausgehend breitete sich das Seehundsterben auf
zahlreiche weitere Seehundkolonien in vielen weiteren Landern aus. Zunéchst
starben Ende April weitere Tiere auf der danischen Insel Hessel2 (DIETZ et d.,
1989). Mitte Mai stieg die Mortalitét im westlichen Kattegat und Ende Mai auch
im Ostlichen Kattegat sowie im danischen und niederléndischen Wattenmeer an.
Im Juni breitete sich die Epidemie weiter auf den Skagerrak in Danemark, das
deutsche Wattenmeer und Limfjord aus. Zu Beginn des Juli erreichte das
Seehundsterben die Gebiete um Oslo und Mitte Juli die kleineren
Seehundkolonien in der sidwestlichen Ostsee. In England trat eine deutlich
erhdhte Sterblichkeit der Seehunde nicht vor August auf. Ab August und
September 1988 wurde auch von der Ausbreitung der Epidemie auf irische
Gewasser sowie die westlichen schottischen Gewasser berichtet. Nur wenige
Seehunde in Europa blieben 1988 von der Seehundepidemie verschont. Hierzu
gehorten die ca. 2 500 Tiere im Norden Norwegens, eine grof3ere Anzahl von
etwa 30 000 Seehunden in Island und eine kleine Gruppe von etwa 100 Tieren in
der Ostsee.

Die Kegelrobben wurden von der Epidemie nicht so stark betroffen wie die
Seechunde (DIETZ et al., 1989). In England konnten 200 tot aufgefundene
Kegelrobben dtiologisch dem Robbensterben von 1988 zugeordnet werden
(HARWOOD et al., 1989). Im Kattegat und der westlichen Ostsee wurden sechs
tote Kegelrobben gefunden (DIETZ et al., 1989).

Auch im Nordwesten Europas konnte 1988 von zahlreichen toten Seehunden
berichtet werden. Im danischen Kattegat wurden 3909 tote Seehunde gefunden,
im schwedischen Skagerrak betrug die Zahl der toten Tiere 1469 und im
norwegischen Skagerrak waren 910 tote Seehunde aufgefunden worden
(DIETZ et a., 1989). Die Gesamtzahl der toten Seehunde im danischen,
deutschen und niederlandischen Wattenmeer betrug 8456 Tiere. In Limfjord
wurden 391 verendete Seehunde und in der Ostsee 143 tote Tiere registriert. Die
in britischen Gewassern gefundene Zahl an toten Seehunden belief sich auf 2658
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Tiere, so dass 1988 wahrend des Seehundsterbens insgesamt etwa 18 000 tote
Seehunde registriert werden konnten.

In den meisten Regionen dauerte die Seehundepidemie etwa zwel Monate an,
wobel in diesen 40 bis 60 Tagen ca 90% der Seehunde verendeten
(DIETZ et dl., 1989). Im Wattenmeer dauerte der Seuchenzug lénger als in den
Ubrigen Regionen. Im niederléndischen Wattenmeer wurden noch wéhrend des
Winters 1988/1989 einige weitere tote Seehunde der Epidemie zugeordnet
(OSTERHAUS et a., 1989). Die Sterblichkeit wahrend der Seehundepidemie
hatte in alen Regionen einen identischen Verlauf (DIETZ et al., 1989). In den
ersten zwei bis drei Wochen war die Sterblichkeit zunéchst relativ gering.
Taglich verendeten nur wenige Tiere. Anschlief3end stieg die Sterblichkelt rapide
an und erreichte eine Plateauphase der taglichen Sterblichkeit nach etwa zwei
Monaten. Danach sank die Sterblichkeit wieder deutlich ab.

2.3.2 Pathologische Veranderungen

Die haufigste pathologische Verénderung der Seehunde, die wahrend der
Seehundepidemie 1988 starben, war die Bronchopneumonie (BREUER et al.,
1988; KENNEDY et d., 1988; KROGSRUD et a., 1990). Nach KENNEDY
(1990) waren die Pneumonien regelmaldig mit interlobuldren und subpleuralen
Lungentdemen und —emphysemen assoziiert, wobei die Emphyseme haufig bis
ins Mediastinum und auch in die Subkutis des Nackens ausgedehnt waren.
Histologisch zeigte sich das Bild einer bronchointerstitialen Pneumonie
(KENNEDY, 1990). Die Alveolen waren O0dematts und mit serofibrindsem
Exsudat, Leukozyten und Makrophagen gefillt. Charakteristisch waren die
Proliferation von Typ |l Pneumozyten und zytoplasmatische, azidophile
Einschlusskorperchen im Bronchialepithel, in intraalveoléren Makrophagen und
Im multinuklealen Synzytium.
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Im Weiteren wurden an zahlreichen Seehunden nicht-eitrige, demyelinierte
Enzephalitiden diagnostiziert (KENNEDY, 1990). Ferner traten Degenerationen
und Nekrosen der Neurone des cerebralen Cortex, eine Gliosis und ene
Demyeliniserung auf. In den Neuronen konnten haufig zytoplasmatische und
nukledre, azidophile EinschlulZkoérperchen nachgewiesen werden.

Wéahrend der Seehundepidemie waren bei verendeten Tiere ferner
Lymphozytendepletionen und —nekrosen in Milz und Lymphknoten feststellbar
(KENNEDY, 1990). Im Weiteren wurden zahlreiche zytoplasmatische,
azidophile Einschlusskorperchen im Ubergangsepithel des Nierenbeckens und
der Blase sowie gelegentlich in Magenepithelien beobachtet.

2.3.3 Ursache

Zundchst wurden verschiedene Ursachen als Auddser der Epidemie
diskutiert. Hierzu zdhlten auch die Belastung der Umwelt mit diversen
Schadstoffen (KENNEDY, 1990). Es zeigte sich jedoch relativ schnell, dass ein
infektioses Geschehen Ursache sein musste. Auch wurden verschiedene Viren,
wie Herpesviren oder Picornaviren, die von verendeten Tieren isoliert werden
konnten, as Auddser der Epidemie diskutiert (OSTERHAUS, 1988;
OSTERHAUS and VEDDER, 1988). BREUER et a. (1988), HOFMEISTER et
a. (1988) und KENNEDY et al. (1988, 1989) konnten Morbillivirus-Antigen in
Epithelien, im zentralen Nervensystem (ZNS) und im lymphatischen Gewebe
von erkrankten Seehunden mittels Immunperoxidase- und Immunfluoreszenz-
Fabung nachweisen. Die histopathologischen Verénderungen, die in
Zusammenhang mit dem Nachweis des Morbillivirus Antigens standen, waren
den Verdnderungen der Staupe, verursacht durch das Canine Distemper Virus
(CDV) bei Hunden und anderen landiebenden Saugetieren, sehr ahnlich
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(DUNGWORTH 1985). Von KENNEDY et al. (1988, 1989) wurden daher as
Ursache der Epidemie das CDV oder ein nah verwandtes Virus diskutiert.
BLIXENKRONE-MOLLER et a. (1989), OSTERHAUS et a. (1989) und
VISSER et al. (1989) konnten durch die Verabreichung einer Gewebesuspension,
die aus erkrankten Seehunden wahrend der Epidemie 1988 hergestellt wurde, bei
Seehunden und Nerzen, deren Immunsystem noch keinen Kontakt mit
Morbilliviren hatte, eine Staupe-&hnliche Erkrankung ausdsen. Seehunde und
Nerze, die zuvor gegen Hundestaupe geimpft worden waren, waren nicht
infizierbar. AuRerdem konnten OSTERHAUS et al. (1989) durch Verabreichung
eines Gewebehomogenats aus Seehunden, die wéahrend des Seehundsterbens
erkrankt waren, bei SPFHunden eine leicht verlaufende Staupe-ahnliche
Erkrankung ausldsen. Diese Untersuchungen bestdtigten die Vermutung, dass en
Mobillivirus das primére Agens der Seehundepidemie war.

COSBY e a. (1988) untersuchten die Beziehung zwischen verschiedenen
Morbilliviren aufgrund der Struktur ihrer N-Proteine. Sie bestimmten vom Virus,
das die Seehundepidemie audtste, vom Hundestaupevirus (CDV), vom
Rinderpestvirus  (RPV) und vom Masanvirus des Menschen das
Molekulargewicht des N-Proteins. Dieses betrug beim Virus der Seehunde
65000 kKD und be den anderen drei Viren jewells 60 000 kD. Diese
Zusammenhdnge waren erste Anzeichen fir die Existenz eines neuartigen
Morbillivirusinnerhalb der Seehundpopulation.

BOSTOCK et d. (1990) untersuchten das Morbillivirus aus der Milz eines
Seehundes mittels DNA-RNA-Hybridisierung. Sie verwendeten kurze und lange
cDNA-Klone verschiedener Morbilliviren zur Untersuchung der Seehundvirus
RNA. Die kurze cDNA enthielt Regionen geringer Homologie zwischen
vergleichbaren Genen verschiedener Morbilliviren. Diese waren spezifisch fir
jedes Virus und hybridisieren nicht mit nichthomologen Viren. Die kurzen
cDNA's des Staupevirus, des Rinderpestvirus und des Masernvirus hybridisierten
nicht mit der cDNA des Seehundvirus. Dies wies auf den Unterschied zwischen

dem Seehundvirus und den drei anderen Viren hin. Die lange cDNA besteht aus
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Regionen mit hoher Homologie zwischen &guivalenten Genen verschiedener
Morbilliviren. Dies fuhrt zur Kreuzhybridisierung auch nichthomologer Viren.
Die cDNA einiger Morbilliviren kreuzhybridisierte mit der cDNA des
Seehundvirus und bestétigte die Einordnung dieses Virus zu den Morbilliviren.
CURRAN et a. (1990) verglichen und analysierten die Nukleotidsequenz des
Seehundvirus mit dem Staupevirus, dem Rinderpestvirus und dem Masernvirus.
Hierbel konnten Gemeinsamkeiten zwischen dem Seehundvirus und dem
Staupevirus erkannt werden. Diese Ubereinstimmungen waren vergleichbar mit
den Gemeinsamkeiten zwischen dem Rinderpestvirus und dem Masernvirus, so
dass das Seehundvirus mit dem Staupevirus in gleicher Beziehung steht, wie das
Rinderpestvirus mit dem Masernvirus.

Die Untersuchungen des Seehundvirus, das die Epidemie 1988 in
Nord-West-Europa verursachte, zeigte deutlich die Eigenstandigkeit dieses
Virus.

Das Virus gehort zur Familie der Paramyxoviridae und hier zur Gruppe der
Morbilliviren. Es unterscheidet sich jedoch deutlich von alen bisher bekannten
Morbilliviren, so dass dieses neuartige Morbillivirus as Phocines Distemper
Virus (PDV) bezeichnet wurde (ROLLE und MAYR, 1993). Dieses Virus wurde
gpéter as PDV-1 benannt, da man noch ein weiteres PDV isolieren konnte. Das
als PDV-2 bezeichnete Virus verursachte den Tod mehrer tausend Sibirischer-
oder Baikal -Ringelrobben (Phoca sibirica) (ROLLE und MAYR, 1993).
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3 Material und M ethoden

31 Unter suchungsgut

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 72 Bakterienkulturen
untersucht, die aus 55 Gewebeproben von 39 Seehunden und aus 9
Gewebeproben von vier Kegelrobben aus der deutschen Nord- und Ostsee im
Zeitraum von 1995 bis 1999 isoliert werden konnten. Die Untersuchungen waren
Bestandteil des Forschungsvorhabens , Totfundmonitoring von Robben” des
Ministeriums fur Umwelt, Natur und Forsten des Landes Schleswig-Holstein
unter der Leitung von Frau Dr. U. Siebert (Forschungs- und Technol ogiezentrum
Westkuste, Zentrale Einrichtung der Christian-Albrechts-Universitét zu Kiel in
Bisum) und Herrn Prof. Dr. D. Adelung (Institut fir Meereskunde der Christian-
Albrechts-Universitét zu Kidl).

Bei den am Strand aufgefundenen Tieren handelte es sich entweder um bereits
verendete Tiere (Totfunde) oder um noch lebende Tiere, die aufgrund eines nicht
Uberlebensfahigen Zustandes vom zustéandigen Seehundjéger getttet wurden. In
die Untersuchungen konnten ebenfalls ein Seehund und eine Kegelrobbe
miteinbezogen werden, die anhand von Netzmarken ( = Einschnitte in der Haut
durch Netze) als Beifang, dies sind versehentlich in Netzen gefangene und in
diesen gestorbene Tiere, identifiziert worden waren. Ein weiterer Seehund
stammte aus der Seehundanlage der Biologischen Anstalt Helgoland und verstarb
dort. Aulerdem wurde en lebender Seehund, der im Rahmen der
Seehundfangaktion am 21. Oktober 1997 untersucht wurde sowie ein |ebender
Seehund und eine lebende Kegelrobbe, die zur Rehabilitation in der
Seehundaufzuchtstation Friedrichskoog gehalten wurden, in die Untersuchungen
einbezogen.

Zur besseren Ubersicht wurde ein Tierschliissel verwendet. Angaben zu Fundort,
-datum und Art des Fundes der Tiere sind aus Tabelle 2 und Tabelle 3 zu
entnehmen. Im Weliteren wurden die Fundorte in Abbildung 8 dargestelit.
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Tab. 2: Funddaten zu den untersuchten Seehunden (Phoca vitulina)

Tierschllssel Fundort Funddatum | Fundart
P1 Nordsee (Amrum) 26.12.95 G
P2 Nordsee (Dagebiill) 15.06.96 G
P3 Nordsee (Nordstrand) 16.06.96 G
P4 Nordsee (St. Peter-Ording) 23.06.96 T
P5 Nordsee (Sylt/Kampen) 15.11.96 T
P6 - - T
P7 Nordsee (Pellworm) - -
P8 Nordsee (St. Peter-Ording) 22.04.1997 G
P9 Nordsee (St. Peter-Ording) 17.06.1997 B

P10 (Ulveshilll/V orland) 21.06.1997 G
P11 Nordsee (Sylt/Rantum) 06.07.1997 G
P12 Nordsee (Friedrichskoog) 20.07.1997 G
P13 Nordsee (Sylt/Hornum) 26.07.1997 G
P14 Nordsee (Amrum/Nebel) 18.08.1997 T
P15 Nordsee (Amrum/Nebel) 30.08.1997 T
P16 Nordsee (Wenningstedt) 30.09.1997 G
P17 Nordsee (Amrum) 17.10.1997 G
P18 Nordsee (Lorenzenplate) 21.10.1997 | SHlebend
P19 Nordsee (Sylt/Hornum) 09.11.1997 G
P20 - - T
P21 Nordsee (Sylt/List) 06.01.1998 G
P22 Nordsee (Sylt/Hornum) 10.01.1998 G
P23 Nordsee (Sylt/Hornum) 14.01.1998 T
P24 Nordsee (Biol. Anst. Helgoland) | 02.02.1998 SA
P25 Nordsee (Pellworm) 16.02.1998 T
P26 Nordsee (Amrum) 15.03.1998 T
P27 Nordsee (Helgoland) 20.03.1998 G
P28 Nordsee (Pellworm) 15.06.1998 G
P29 Nordsee (Friedrichskoog) 17.06.1998 G
P30 Nordsee (Helgoland Nordstand) | 17.06.1998 G
P31 Nordsee (Oland) 23.06.1998 G
P32 Nordsee (St. Peter-Ording) 23.06.1998 G
P33 Nordsee (Sylt/Hornum) 25.06.1998 T
P34 Nordsee (Sylt/Rantum) 12.07.1998 G
P35 Nordsee (Sylt/List) 14.07.1998 G
P36 Nordsee (Sylt/Hornum) 17.07.1998 T
P37 Nordsee (Helgoland) 22.07.1998 T
P38 Nordsee (Sylt/List) 03.08.1998 G
P39 Seehundstation Friedrichskoog - lebend

SA = Seehundanlage; SF = Seehundfangaktion; B = Beifang;
G = getotet; T = Totfund; - = keine Angaben vorhanden




Tab. 3: Funddaten zu den untersuchten Kegelrobben (Halichoerus grypus)

Tierschlissel Fundort Funddatum | Fundart
H1 Nordsee (St. Peter-Ording) 14.03.1998 G
H2 Ostsee (Kleiner Haft) 25.05.1998 B
H3 Ostsee (Rugen/Vitt) 01.08.1998 T
H4 Seehundstation Friedrichskoog - lebend

B = Beifang; G = getotet; T = Totfund; - = keine Angaben vorhanden
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Abb. 8: Fundorte der Seehunde (P1-P5, P7-P19, P21-P38) und Kegelrobben
(H1-H3)
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3.2 Obduktion der Seehunde und K egelr obben

Aus organisatorischen Grinden diente das Strandungsnetz in Schleswig
Holstein, das der Registrierung und Bergung aller marinen Sdugetiere dient, als
Zwischenlager der meisten obduzierten Tiere. Die an den Kisten aufgefundenen
Seehunde und Kegerobben wurden von den zustandigen Seehundjégern in
Gefriertruhen der Sammelstellen des Strandungsnetzes zwischengelagert und von
dort zum Forschungs- und Technologiezentrum Westkiste der Christian-
Albrecht-Universitét zu Kiel in Busum transportiert. Unter der Leitung von Frau
Dr. U. Siebert erfolgte dort die Obduktion der Tiere. Die Obduktion fand nach
den Standardmethoden des Institutes statt, welche eine fir Robben modifizierte
Sektionstechnik ist, die auf der Basis der Empfehlungen der European Cetacean
Society (ECS) (KUIKEN und HARTMANN, 1993) zur Sektion von Kleinwalen
beruhte.

Einige Angaben zu den sezierten Seehunden bzw. Kegerobben sind den
Tabellen 4 und 5 zu entnehmen.



Tab. 4: Einige Angaben zu den sezierten Seehunden (Phoca vitulina)
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Tier- | Alter | Geschlecht | Standard- | Gewicht | Speck- |Verwesungs-| Lagerung
schlissel langeincm| inkg dicke grad
in mm

P1 |<1Jar w 89 16 16 - gefroren*
P2 |[<1Jahr m 785 82 - - -

P3 | <1Jar m 7 82 - 3 -

P4 <1 Jahr m 805 9,2 - - -

P5 <1 Jahr m 96,5 17 15 3 -

P6 | <1Jar w 81 9 - - -

P7 |<1Jr m A5 20,2 - 3 -

P8 |[cal Jahr m 95 16,4 11 3 gefroren
P9 |cal Jahr w - - - - gefroren
P10 |<1JJar m 82 72 2 3 gefroren
P11 | <1Jdar m 82 12,8 11 3 gefroren
P12 | <1Jahr m 835 94 7 - gefroren
P13 | <1lJar m &4 10,2 4 3 gefroren
P14 |cal Jahr w 114 - 21 5 gefroren
P15 |cal Jahr w - - - 5 gefroren
P16 |<1Jahr m - 134 7 3 gefroren
P17 |<1Jahr w 89 13,6 8 2 gefroren
P18 - - - - - - -
P19 |<1lJar m 9% 40,6 7 3 gefroren
P20 |>1Jahr w 121 39,8 28 3 gefroren
P21 |cal Jahr m A 16,6 14 2 gefroren
P22 |cal Jahr m 96,5 21 27 2 gefroren
P23 | >1Jar w 150 A1 a4 4 gefroren
P24 | >1Jahr w 96 15,2 20 3 gefroren
P25 |>1Jdahr m 153 81 34 3 frisch**
P26 |cal Jahr m 101 175 11 3 gefroren
P27 |cal Jahr m - 224 18 2 gefroren
P28 | <1Jdahr w 78 7 - 2 gefroren
P29 | <1Jahr w 80 8,8 - 2 gefroren
P30 |cal Jahr w 97 14,6 12 2 gefroren
P31 |[<1Jar w 76,5 8,2 - 2 gefroren
P32 | <1ldar w 87 134 - 2 gefroren
P33 |[>1Jdahr m 108 227 15 3 gefroren
P34 |<1Jahr w 88 98 - 2 gefroren
P35 | <1ldar m &4 9,6 - 2 gefroren
P36 |<1Jdar w 78 78 - 2 gefroren
P37 |>1Jdahr m 121 36,8 21 4 gefroren
P38 | <1Jahr m 86 12,6 - 1 frisch
P39 | <1Jar - - - - - -

m = mannlich; w = waeiblich; 1 = sehr guter Erhaltungszustand; 2 = guter

Erhaltungszustand; 3 = beginnende Vewesung; 4 =

mittlere Verwesung;

5 = fortgeschrittene Verwesung/mumifiziert; * = - 20° C; ** => 0° C; - = keine
Angaben vorhanden




Tab. 5: Einige Angaben zu den sezierten Kegelrobben (Halichoer us grypus)

Tier- | Alter | Geschlecht | Standard- | Gewicht | Speck- |Verwesungs-| Lagerung
schlissel langeincm| inkg dicke grad
in mm
H1 |calJahr m - 21,2 5 2 gefroren*
H2 > 1 Jahr m 185 1754 30 3 gefroren
H3 > 1 Jahr w 164 57 20 5 gefroren
H4 | <1Jdar m - - - -
m = mannlich; w = welblich; 2 = guter Erhatungszustand; 3 = beginnende

Verwesung; 5= fortgeschrittene Verwesung/mumifiziert; * = - 20° C; ** = > 0°

C; - = keine Angaben vorhanden

33 Probengewinnung

Rahmen Obduktion

histopathologischen als auch zur bakteriologischen Untersuchung zur Abkl&rung

Im der wurden  Proben  sowohl  zur
der Todesursache bzw. bei erkrankt aufgefundenen und gettteten Tieren zur

Abkléarung der Erkrankungsursache genommen.

331 Histopathologische Unter suchungen

Die Proben fir die histopathologischen Untersuchungen wurden aus After,
Auge, Darm, Fettgewebe, Gelenk, Haut, Leber, Lunge, Maul, Milz und Niere
entnommen und zunachst in einer 4% igen Formaldehydldsung fir mehrere Tage
eingelegt. Danach konnten in Abhangigkeit vom Vorhandensein pathologisch
anatomischer Veranderungen aus den Geweben und Organen Gewebeblocke
herausgeschnitten und in Plastikkapseln zur weiteren Bearbeitung in Paraffin

fixiert werden.



Die weiteren Untersuchungen erfolgten im Institut fir Veterinéar-Pathologie der
Justus-Liebig-Universitét, Giefen. Hierzu wurden die Plastikkapseln mit den
enthaltenen Gewebeblocken in einem Einbettautomaten (Miles Scientific,
Naperville, Irland) wahrend eines 16-Stundenzyklus Uber die aufsteigende
Alkoholreihe (50% Ethanol, 70% Ethanol, 80% Ethanol, 96% Ethanol, 100%
Isopropanol) bei 45°C mit dem Xylol-Ersatzmittel Roti®-Histol 6640 (Roth C.,
Karlsruhe) als Intermedium entwéssert und anschlief3end in Rotiplast eingebettet.
Far  HamatoxilinEosin-Farbungen (H.E.)) und weitere erforderliche
Speziafarbungen muf¥en 4mm dicke Schnitte mit einem Rotationsmikrotom
hergestellt werden, die dann entsprechend den Standardmethoden des Institutes
flr Veterindr-Pathologie der Justus-Liebig-Universitdt in Giefsen angefertigt
wurden. Bel den Farbungen handelte es sich um ElasticavatrGieson-, von
Kossa, Grocott-, Ziehl-Neelsen, PAS (Periodic-Acid-Schiff-Reaktion)- und
Fettrot 7B-Féarbungen.

Bel Lungengewebe erfolgte zusdtzlich nach Einbettung in Paraffin eine
immunhistologische Untersuchung auf Morbillivirus-Antigen nach der von
MULLER et al. (2000) beschriebenen Methode.

In Tabelle6 sind die pathologisch-anatomischen sowie histologischen

Untersuchungsbefunde der sezierten Tiere dargestellt.



Tab. 6: Pathol ogi sch-anatomi sche sowie histologische
Untersuchungsbefunde der sezierten Seehunde (P) und
Kegelrobben (H)
Tier- |Befunde

schliissel

P1 MDT leer; diffuses, alveolares Lungentdem; vermindse Bronchopneumonie;
Schédel durch Einschufld zertrimmert

P2 MDT leer; diffuses, aveoldres Lungenddem; alveoléres Lungenemphysem;

geringgradige L eberverfettung

P3 médiger EZ; MDT mit schleimigem Inhat; aveolédres Lungenemphysem; offener
Nabel; 2 sandkorngrole Blasensteine

P4 maldiger EZ; MDT mit schleimigem Inhalt; diffuses, aveol&res Lungentdem;
Fettleber; stecknadel spitz- bis stecknadelkopfgrofie Herde im Myocard

P5 MDT aul3er Parasiten leer; diffuses, alveolares Lungenddem; vermindse
Bronchopneumonie; Lymphadenitis simplex des Pankreas; purulente Arthritis und
Myaositis des linken Knie- und Tarsalgelenkes

P6 MDT mit schleimigem Inhalt; Stauung innerer Organe; Hamatome im Brustbereich;
600 ml Blut in der Brusththle

pP7 sehr guter EZ; MDT mit Fisch; Stauung innerer Organe

P8 MDT auf3er Parasiten leer; aveoléres Lungenemphysem; verminfse

Bronchopneumonie

P9 MDT aul3er Parasiten leer; diffuses, aveoldres Lungentdem; vermintse
Bronchopneumonie; Strangulationsmarken durch Netz im Nacken; Haut im Nacken
eroffnet

P10 MDT leer; diffuses aveolares Lungentdem; aveol&res Lungenemphysem;
Einschul3 im Kopf

P11 MDT aul3er Parasiten leer; aveolédres Lungenemphysem; vermintse
Bronchopneumonie; pulpose Milzhyperplasie; purulente Entziindung des linken
Tarsalgelenks mit Odem

P12 Schnittwunde in distaler Halsregion

P13 MDT mit blutigem Inhalt; diffuses, alveolares Lungenddem; pfenniggrof3es Loch in

der linken Hinterextremitét

MDT = MagenDarm-Trakt; EvG = ElasticavarGieson Farbung;
EZ = Erndhrungszustand; - = keine Angaben vorhanden




Fortsetzung Tab. 6:

Tier- |Befunde
schlussel

P14 | diffuses, aveolares Lungenddem; multiple Hautlésionen auf Bauchseite; hochgradig
purulente Arthritis der rechten Hintergliedmal3e

P15 purulente Arthritis des linken Sprung- und Tarsalgelenks

P16 Polyarthritis der linken Extremitét

P17 vermindse Bronchopneumonie

P18 keine Sektion (lebendes Tier)

P19 MDT aul3er Parasiten leer; vermindse Bronchopneumonie

P20 MDT mit Parasiten und gefUillt; diffuses, aveoléares Lungenddem; aveolares
L ungenemphysem; vermindse Bronchopneumonie; Stauung der inneren Organe

P21 Lunge: mittelgradige granulomattse, teils nekrotisierende Entziindung

P22 | vermintse Bronchopneumonie, herdférmige, teils konfluierende granulomattse,
tells eitrige Entziindung mit zahlreichen Parasitenanschnitten (Nematoden) in
unterschiedlichen Entwicklungsstadien; purulente Polyarthritis der Hintergliedmalde

P23 Aspirationsgpneumonie

P24 | diffuse Alopezie

P25  |interdtitielle Pneumonie, teils desquamativ mit intraalveolarer Infiltration von
Makrophagen Lymphozyten und einzelnen neutrophilen Granulozyten, teils
granulomats mit vereinzelten Riesenzellen und Fibrose, Milz
Lymphozytendepletion

P26 | schlechter EZ; MDT leer; diffuses, alveolédres Lungenddem; alveolédres Lungen+
emphysem; vermindse Bronchopneumonie; Gastritis

P27 Kopfverletzung; Ulkus am Sternum @ 14 cm

P28  |schlechter EZ; linkes Auge mit Triibung der Cornea; Konjunktivitis

P29 Konjunktivitis

P30 maliger EZ; vermintse Bronchopneumonie; mittelgradige granulomatdse
Entziindung mit zahlreichen intraalveolér gelegenen Parasitenanschnitten in
unterschiedlichen Entwicklungsstadien; multiple stecknadel kopfgrof3e
Nierenzysten; Zungengrundabszef3

MDT = MagenDarm-Trakt; EvG = ElasticavarGieson Farbung;

EZ = Erndhrungszustand; - = keine Angaben vorhanden
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Fortsetzung Tab. 6:

Tier- Befunde
schllssel

P31 schlechter EZ; MDT leer; diffuses, aveoléres Lungentdem; aveoléres Lungen

emphysem; Nabel offen; Konjunktivitis

P32 alveoléres Lungenemphysem und -6dem

P33 maldiger EZ, MDT aul3er Parasiten leer; alveoléres Lungenemphysem; vermindse
Bronchopneumonie; Stauung innerer Organe; Alopezie um Augen, Bauch und
Nabel

P34 MDT mit Algen gefillt; diffuses alveol&res Lungenddem; alveoléres
Lungenemphysem; Nabd offen; Konjunktivitis; linkes Auge mit Corneatriibung;
gelbe, briichige Leber

P35 maldiger EZ; MDT gefullt; diffuses, alveolares Lungentdem; Nabel offen;
stecknadelkopf - bis erbsengrof3e Abszesse im Nacken und Flankenbereich

P36 schlechter EZ; Stauung innerer Organe; Nabd offen; 8 ml weildich-rétliche
Flissgkeit in der Bauchhohle

P37 maldiger EZ; MDT geflillt; Parasiten; diffuses alveoléres Lungentdem;

P38 MDT mit Parasiten und gefullt; aveol&res Lungenemphysem; Stauung innerer
Organe; purulente Konjunktivitis mit Ulkus der Cornea des rechten Auges

P39 keine Sektion (lebendes Tier)

H1 Olflecken im Brustbereich; multiple Hautlasionen

H2 guter EZ; Lunge: hochgradiges akutes, diffuses, alveoldres Odem; Milz: Stauung,
maldige Lymphozytendepletion; Schilddriise: deutliche Fibrose desinterstitiellen
Bindegewebes, EVG: positiv; Nebenniere: geringgradige nodulére Hyperplasie,
EvG: negativ; MDT mit Parasiten; geringgradige Fibrose der Lamina propria des
Darmes, Magen: vereinzelte Parasitenanschnitte; Stauung innerer Organe; Hoden:
zdlreiches Keimepithel, keine Spermatiden sichtbar;

MDT = MagenDarm-Trakt; EvG = ElasticavarGieson  Farbung;
EZ = Erndhrungszustand; - = keine Angaben vorhanden




Fortsetzung Tab. 6:

Tier- Befunde
schltssel

H3 schlechter EZ; Lunge: hochgradige granulomatdse Entziindung mit herdformigen
Verkakungen und Parasitenanschnitten (Nematoden) in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien, akutes, diffuses, alveolares Odem; Nebenniere: teils
ausgepragte Herdfibrose in Mark und Rinde, herdférmige Verkalkungen; Darm:
vereinzelte Parasitenanschnitte (Nematoden); Magen: chronische ulzerative
Entziindung mit Parasitenanschnitten (vermutlich Akantocephala); Niere:
herdférmige Verkalkung in Mark und Rinde; Uterus. Lelomyom mit zentraler

Verkakung und herdférmiger Fibrose

H4 keine Sektion (lebendes Tier)

MDT = MagenDarm-Trakt; EvG = ElasticavarGieson  Féarbung;
EZ = Erndhrungszustand; - = keine Angaben vorhanden

3.3.2 Probennahme fur die bakteriologischen Untersuchungen und

Konservierung der Kulturen

Fir die bakteriologischen Untersuchungen wurden wahrend der
Obduktionen Gewebe und Tupferproben und von den Iebenden Tieren
ausschliefdich Tupferproben entnommen. Diese Proben wurden bei —25°C his
zur weiteren Bearbeitung eingefroren.

Eine Kodierung beztiglich der Herkunft der Proben am Tier selbst erfolgte durch
die Benennung der Organe mit einem Buchstabenschltissel.

In Tabelle7 sind das Organ sowie die entsprechende Buchstabenkodierung
dargestellt.




Tab. 7: Buchstabenkodierung der Organe

Organ/Probe Buchstabenschliissel
After A
Auge
Darm

Darmlymphknoten

Extremitét
Fett
Gdenk
Haut
L eber
Lunge
Maul
Milz

I @ M m 9O O @

Niere

Zunge

Zl Z | Rl o

Die bakteriologische Untersuchung der eingefrorenen Organproben erfolgte
zungchst durch Herrn Dr. R. Wel3 am Institut for Hygiene und
Infektionskrankheiten der Tiere der Justus-Liebig-Universitéat, Giefen.

Dazu wurden die aufgetauten Proben zunédchst in 70%iges Propanol getaucht,
abgeflammt, durchgeschnitten, die Schnittflachen auf Schafblutagarplatten
ausgestrichen und diese firr 24 h bei 37 °C im CO,-Brutschrank bebriitet.



Die Schafblutagarplatten setzten sich wie folgt zusammen:

Blutagarbasis (Merck, Darmstadt?)

Herzextrakt 10,0g
Tryptose 10,0g
NaCl 5,09
Agar 15,09
Aquadest. 1000 ml

pH-Wert: 6,8 £ 0,2

Das Medium wurde nach den Angaben des Herstellers angefertigt und
anschlief?end for 15 min bel 120°C autoklaviert. Nach dem Abkuhlen auf ca
50°C erfolgte die Zugabe von 5% aseptisch entnommenen, defibriniertem
Schafblut.

Aus den 64 vorhandenen Organ- und Tupferproben wurden 72 3hamolysierende
Streptokokkenkulturen isoliert. Die im Weiteren isolierten Bakteriengattungen

und -spezies aus diesen Organen sind in Tabelle 8 aufgefihrt.

! Soweit nicht anders angegeben wurden Produkte der Firma Merck, Darmstadt, verwendet.
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Tab. 8: Herkunft der neben den b-hd@molysierenden Streptokokken
isolierten Mikroorganismen
Tier- Organ/Probe |Im weiteren isolierte Mikroorganismen
schliussel
P1 J keine
P2 L unspezifische Keimflora
P3 I, L Escherichia coli (1); E. coli, Acinetobacter spp., Proteus spp. (L)
P4 ,LJ LM E. coli (I, J L, M)
P5 I unspezifische Keimflora
P6 C E. coli, Neisseria spp.
P7 J Neisseria spp., E. coli var. hdmolytica, Pseudomonas spp.
P8 JTupfer) keine
P9 J c-hdmolysierende Streptokokken, Erwinia spp.
P10 J Corynebacteriumspp., Erwinia spp., Neisseria spp.
P11 G,J ghdmolyserende  Streptokokken,  Corynebacterium  spp.,
Neisseria spp., E. coli var. hamolytica (G), keine (J)
P12 J c-hdmolysierende Streptokokken
P13 E Neisseria sp.
P14 G(Tupfer) a- und g-hamolysierende Streptokokken, E. coli, Neisseria spp.,
Staphylococcus epidermidis
P15 G(Tupfer) a- und g-hdmolysierende Streptokokken, E. coli, Proteus spp.,
Bacillus spp.
P16 G(Tupfer), I, J | c-hamolysierende Streptokokken (G), keine (1, J)
P17 JTupfer) unspezifische Begleitflora
P18 A E. coli, Neisseria spp., Pseudomonas spp., Aeromonas spp.,
Coaliforme, Clostridium perfringens, Morganella morganis
P19 J Brucella spp.
P20 I Arcanobacterium phocae
P21 Ji, B(Tupfer) | unspezifische Begleitflora (3, J)
P22 l,J,L keine (I, L); A. phocae (J)
P23 H keine
P24 B(Tupfer) a- und c-hamolysierende Streptokokken, Acinetobacter spp.
P25 N(Tupfer) |keine
P26 J g-hédmolysierende Streptokokken,  Pseudomonas  spp.,
Aeromonas spp., Brucella spp.
P27 B,F,JL keine (B, F, L), A. phocae (J)
P28 B(Tupfer) E. coli, Neisseria spp., Hefen, Pseudomonas spp.
P29 B(Tupfer) a-hamolysierende Streptokokken, E. coli, Neisseria spp., Hefen
P30 N a- und c-hamolysierende Streptokokken, E. coli, Neisseria spp.




Fortsetzung Tabdle 8:

V)

Tier- Organ/Probe |Im weiteren isolierte Mikroorganismen
schliissel
P31 B(Tupfer) a- und g-hdmolysierende Streptokokken, E. coli, Bacillus spp.,
E. coli var. haemolytica, S. epidermidis, Hefen, Acinetobacter g,
Erysipelothrix rhusiopathiae
P32 I g-hamolysierende Streptokokken, E. coli, S. epidermidis
P33 NN a-hamolysierende Streptokokken, E. coli (Ji, J)
P34 [,J,M g-hamolysierende Streptokokken (I, M), Erwinia spp. (J), E. coli
var. haemolytica (I, J, M), S. epidermidis (J, M), Acinetobacter
spp. (1, J), E. rhusiopathiae (J, M)
P35 I, h, b, H a-hamolysierende  Streptokokken (I, Ji, %), g-hamolysierende
Streptokokken (, 4, %, H), E. coli (I, &, %, H), Bacillus spp.
(I, &, %, H), Erwinia spp. (H), E. coli var. haemolytica (H)
P36 C a- und ghdmolysierende Streptokokken, E. coli, Bacillus spp.,
Neisseria p.
P37 J a- und ghdmolysierende Streptokokken, E. coli, Proteus spp.,
Bacillus spp., Neisseria spp., Corynebacterium spp.,
Acinetobacter spp., E. rhusiopathiae
P38 B(Tupfer) I, | g-hamolysierende Streptokokken (I, Ji, %), E. coli (B), Erwinia
J, b p. (J1, Bb), Neisseria spp. (B), E. coli var. haemolytica (B),
S. epidermidis (B, I, Ji1, J), Pseudomonas spp (J1,J)
P39 B (Tupfer) keine
H1 J Brucella spp., A. phocae
H2 D, I3, I2, X1, %, | keine (N); a-hamolysierende Streptokokken, E. coli (D, Iy, I2, Ji,
L,M,N b, L, M), E. coli va. haemolytica (J1, J, L, M),
E. rhusiopathiae (11, I2, J, k), Bacillus spp.(D, 11,12 &, k)
H3 J a-hdmolysierende Streptokokken, E. coli, Bacillus spp.,
Serratia liquefaciens
H4 K keine

Ferner erfolgte die Benennung der isolierten [>hamolysierenden Kulturen durch

eine Kombination aus dem Tierschltissel und dem entsprechenden Organ bzw.
der Probe ( z.B. PAL).




Bis zur weiteren Untersuchung erfolgte die Konservierung der
3-hémolysierenden Kulturen bel —25°C in Serumbouillon, die sich wie folgt

zusammensetzte:

Serumbouillon

Pepton aus Fleisch 7,89
Pepton aus Casein 7,89
Hefeextrakt 2,89
NaCl 5,69
D-Glucose 1,09
Aquadest. 1000 ml

pH-Wert: 7,5+ 0,1

Dieses Flissigmedium wurde autoklaviert und nach Abkihlen und dem Zusatz
von 10 % Rinderserum steril in Rohrchen abgefuillt.

Nach  Anzlichtung der [-hdmolysierenden Bakterien in Reinkulturen auf
Blutagarplatten erfolgte eine Uberschichtung der Bakterien mit jeweils 3 mi
Serumbouillon. Anschlief3end wurden die Kolonien mit einem sterilen Glasspatel
abgeschwemmt, abpipettiert und in sterilen 1,8 ml-Cryo-Tubes™ (Nunc,
Wiesbaden) bei - 25° C tiefgefroren.

Weitere in die Untersuchungen miteinbezogene Kulturen waren die
b-hédmolysierende Staphylococcus aureus-Kultur (Stamm Pertsch) und die
S. aureus-Kultur Cowan |. Als Vergleichsstdmme wurden die Streptococcus
phocae-Referenzkulturen 8399 H1 (NCTC 12719 ) und 8190 R2,
freundlicherweise von H. Stenwig (Central Veterinary Laboratory, State
Veterinary Laboratories of Norway, Oslo, Norwegen) zur Verfligung gestellt,
herangezogen. Als L-Streptokokkenreferenzkultur diente die Kultur ATCC 9932
(MS 210). Im Weiteren wurden die Kulturen, S.canisG2176, S.dysgalactiae
subsp. dysgalactiae 50, S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar G 22,
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L 2074, S.equi subsp. equi 66,



S.equi subsp. equi 69, S.equi subsp. equi CF32, S equi subsp.
zooepidemicus 68, S.equi subsp. zooepidemicus W60, S parauberis
NCDO 2020, S. parauberis M33, S porcinusE ATCC 12390, S. porcinus
P 9824, S porcinus U 1790, S. porcinus V 63940, S. pyogenes 282, S. suis SS1
S428/1968, S.suis SS2 R 735/1986, S.uberis NCDO 2022 und S.uberis
NCDO 2038 in die Untersuchungen miteinbezogen sowie die drel von
SWENSHON (1997) untersuchten  L-Streptokokkenkulturen, isoliert von
Schweinswal P (Leber 18865), Schweinswal C (Lunge 17408) und Schweinswal
H (Lunge 18263). Die Kulturen konnten der Stammsammlung des Instituts fur
Tierarztliche Nahrungsmittelkunde, Professur fir Milchwissenschaften der
Justus-Liebig-Universitét, Giefsen enthommen werden.

Zur Untersuchung des Vorkommens spezifischer Typenantigene fanden die
B-Streptokokkentypenantigenreferenzkulturen 090 (l1a), H36B (Ib), 18RS21 (I1),
6313 (I11), 3139 (1V), SS1169 (V), NT6 (VI), 7271 (VII), M9 (VIII), Compton
24/60 (X), Compton 25/60 (R), 335 (ca), 70339 (cb) und BS 30 (Rib)

Anwendung. Diese Kulturen wurden ebenfals der Stammsammlung des Instituts

entnommen.
34 Bakteriologische Unter suchungen
34.1 Anzichtungsmedien und Kultivierung

Fir die Kultivierung der Bakterienkulturen wurden, wenn nicht anders
angegeben, Schafblutagarplatten (3.3.2) verwendet.
Die Inkubation der beimpften Nahrmedien erfolgte fir 48 h bei 37° C unter
mikroaerophilen Bedingungen im Kerzentopf.
Zur Anzichtung der Bakterienkulturen in Flissigmedium stand Todd-Hewitt-
Bouillon (THB) (Diagnostics Pasteur, Marnes-La Coquette, Frankreich) zur



Verfigung, die zuvor nach den Angaben des Herstellers gefertigt, in 100 ml-
Erlenmeyerkol ben abgefiillt und autoklaviert worden war.

Das Flissigmedium setzte sich wie folgt zusammen:

Todd-Hewitt-Bouillon (THB)

Casein 20,09
Fleischaufgul3 vom Rind 10,09
NaHCO; 2,09
NaCl 2,09
Na,HPO, x 2 H,0O 0,49
CeH1,05 (Glucose) 2,09
Aquadest. 1000 ml
pH-Wert: 7,8

Nach dem Beimpfen der Nahrmedien wurden diese fir 48 h bei 37 °C im
Kerzentopf inkubiert.

Zur Rekultivierung der bei —25 °C eingefrorenen Bakteriensuspensionen (3.3.2)
wurden diese zunéchst aufgetaut und einige Tropfen auf eine Schafblutagarplatte
mit einem sterilen Spatel ausgestrichen. Im Anschluss daran erfolgte eine
Bebritung der Platten fur 48 h bei 37 °C im CO,-Brutschrank.



34.2 I dentifizierung

34.21 Koloniemorphologie, Gramfarbung, Katalasereaktion und
Nachweisder CAMP-Reaktion

Zur vorlaufigen Einordnung der Kulturen wurde, entsprechend den
Angaben von FACKLAM und WASHINGTON (1991), die Morphologie der
nach 3.4.1 auf Festmedium angeziichteten Kolonien bewertet.

Im Weiteren konnten, nach LAMMLER und HAHN (1994), die Gramfarbung,
die Katalasereaktion sowie die Hamolyseform auf Blutagarplatten zur
Differenzierung der Kulturen herangezogen werden.

Zum Nachwels der Hamolyse wurden die Kulturen im unterbrochenen
Ausstrichverfahren  auf  Blutagarplatten angezichtet und die Hamolyse
anschlief3end beurteilt.

DieKriterien zur Bewertung der Hamolyseform waren wie folgt:

a-Hamolyse: Die Kolonien waren von einer Zone unvollstéandiger Hamolyse
mit grinen oder schwarzgrinen Hofen umgeben. Die

Erythrozyten waren erhaten oder unvollstandig gel st.

b-Hamolyse: Die Kolonien waren von einer Zone vollstandiger Hamolyse
(Aufklarung) umgeben. Es war eine vollsténdige durchsichtige
Hofzone zu erkennen, in der die Erythrozyten vollstandig

aufgel Ost waren.

gHamolyse: Der Nahrboden um die Kolonien war auch in unmittelbarer

Umgebung unverandert. Es war keine Lyse der Erythrozyten

vorhanden.
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Der Nachweis des Enzyms Katalase erfolgte mit 5-10 Kolonien der zu
untersuchenden Bakterienkultur, die in ca. 50 m einer 3 %igen HO,—L6sung
verrieben wurde. Das Auftreten einer deutlichen Bléschenbildung wurde als
positive Reaktion gewertet (BRUCKLER et a., 1994). Im negativen Fall zeigte
sich eine Triibung der L 6sung ohne Blaschenbildung.

Dear CAMP-Test (CHRISTIE et al., 1944) beruht auf einer thermolabilen
Substanz, die von CAMP-positiven Streptokokken gebildet wird und die in
Anwesenheit des Staphylokokken-b-Hamolysins Schaf- und Rindererythrozyten
vollstandig lysiert. Hierzu wurde eine b-hdmolysierende S. aureus Kultur
(Referenzstamm Pertsch) auf ener Schafblutagarplatte (3.4) strichformig
ausgestrichen und im 90° Winkel dazu, auch strichférmig, bis ca. 3-5 mm an den
Staphylokokkenimpfstrich heranreichend, die zu untersuchende Kultur. Nach
einer Inkubation von 48 h bei 37 °C zeigte sich eine positive CAMP-Reaktion
durch eine halbmondférmige Zone vollstandiger Lyse im Bereich der

unvollstandigen Staphylokokken 3-Hamolyse.

34.2.2 Ser ologische Gruppenbestimmung

34221 Extraktion der Gruppenpolysaccharidantigene

Die Extraktion der Gruppenantigene der untersuchten Kulturen erfolgte
nach dem von RANTZ und RANDALL (1955) beschriebenen Verfahren dirch
Autoklavieren.

Dazu wurden die nach 3.4.1 in Flussigmedium angeztichteten Kulturen fir 10
min bel 10000 x g und 4 °C zentrifugiert (Typ RC-2B Fa. Sorval, Newton,
Connecticut, U.S.A.), der Uberstand verworfen, das Bakteriensediment in 0,5 mi
einer NaCl-Losung (0,14 M) resuspendiert und durch Zugabe von 0,1 ml NaOH-

Losung (1 mol/l) sowie 0,05%igem Phenolrot als Indikator neutralisiert.



Anschlief3end erfolgte das Autoklavieren der Suspension fir 20 min bei 120 °C
sowie ein erneutes Zentrifugieren fur 5min bei 13 000 x g und 4 °C. Der

Uberstand wurde zum Nachweis der gruppenspezifischen Antigene verwendet.

34222 Nachweisder Gruppenpolysaccharidantigene

Der Nachwels der Gruppenpolysaccharidantigene  erfolgte  mit
spezifischen Antiseren durch Doppelimmundiffuson nach OUCHTERLONY
(1949).

Zur Prgparation des Gels wurden 0,4 g Agaose (Standard EEO; Serva,
Heidelberg), 1,2 g Polyethylenglykol (PEG Typ 6 000; Serva) und 0,02 g
NaAzid in 20 ml PBS ( 8 g NaCl (0,14mol/l), 0,2 g KCI, 1,44 g Na,HPO,, 0,24
g KH,PO, ( pH 7,5 ) und 20 ml Aqua dest. durch Erhitzen gelost. Nach
Auftragen von 20 ml Agarose-L6sung auf einer Schiene mit sechs geschliffenen
Objekttragern konnten nach dem Erstarren der Agarose mit Hilfe einer Gelstanze
(LKB-Typ 6808 A, Stockholm, Schweden) en Zentralloch und vier
Marginallocher ausgestanzt und mit ener Wasserstrahlpumpe ausgehoben
werden. Die im Durchmesser 2,5 mm grof3en Marginallocher wurden mit 5 mt der
nach 3.4.2.2.1 gewonnenen Antigene, das Zentralloch mit jeweils 10 pl der
gruppenspezifischen Antiseren A, B, C, E, G, L, P, U oder V (freundlicherweise
von Prof. Dr. Ch. Lammler, Tierérztliche Nahrungsmittelkunde, Professur fir
Milchwissenschaften der Justus-Liebig-Universitét, Giel3en zur Verfigung
gestellt) geflllt. Die Beurteilung der Diffusionsreaktion erfolgte nach 24 und
48 h Inkubation bel Raumtemperatur in einer feuchten Kammer und zeigte sich
Im positiven Fall durch Prézipitationsbanden zwischen dem Zentralloch und dem

entsprechenden Marginalloch.
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34223 Staphylokokken — K oagglutination

Der Nachweis der Gruppenpolysaccharidantigene C und L erfolgte
vergleichend mit der von CHRISTENSEN et al. (1973) beschriebenen Methode
der Staphylokokken-Koagglutination. Dabel reagierte das entsprechende
Streptokokkenzellwandantigen mit dem spezifischen Antikérper, der auf der
Zelloberflache von S. aureus Cowan | an Protein A gebunden war.

Dazu wurde zunédchst die Bakterienkultur S. aureus Cowan | in 50 ml THB fir
18 — 24 h bel 37 °C auf einem Rundschittler angeziichtet, fir 10 min bei 10 000
U/min abzentrifugiert, zweima mit 5 ml NaCl-Lésung (0,14 mol/l) gewaschen,
in 2 ml NaCl-Lésung (0,14 mol/l) resuspendiert und bel 56 °C fur 1 h im
Wassarbad inaktiviert. Nach Zugabe von 100 m Antissrum C bzw. 50 ni
Antiserum L zu 300 m dieser Cowan | — Staphylokokkensuspension erfolgte eine
Inkubation fir 1-2 h bei Raumtemperatur unter rotierendem Schwenken
(Celloshaker Variospeed, Biotec-Fischer GmbH, Reiskirchen ). Anschlief3end
wurde das durch 5 min. Zentrifugation bei 13000 U/min gewonnene Pellet
zweimal mit 500 pl TrissHCI-Puffer (24,2 g Trig/l mit 37%iger HCl auf pH 7,4
eingestellt) und 0,1% Triton gewaschen und dann in 500 pl des Waschpuffers
aufgeschwemmt. Durch Mischen von 10 pl der mit den Antikérpern beladenen
Staphylokokkensuspension und 10 pl der nach 3.4.2.2.1 gewonnenen Antigene
auf einem Objekttrager durch rotierendes Schwenken zeigte sich eine positive

Reaktion innerhalb von 2 min als deutliche Agglutination.

34224 Streptokokken — I dentifizier ungstest

Der Nachweis des Gruppenpolysaccharidantigens der serologischen
Gruppe F wurde mit Hilfe eines kommerziellen Testsystems (Streptokokken—
| dentifizierungstest; Oxoid, Wesel) vorgenommen.



Die enzymatische Extraktion des gruppenspezifischen  Antigens der zu
untersuchenden Kulturen erfolgte durch Vermischen von 2-5 Kolonien mit
02ml der dem Testsystem beigefigten Extraktionddsung sowie ener
anschlief3enden Inkubation fur 5 min bei 37°C. Nach kurzem Schitteln und einer
weiteren Inkubation fur 5 min bei 37°C wurden 20 pl dieser Losung mit 20 pl der
zuvor auf Raumtemperatur erwarmten Latexsuspension F auf einem Objekttrager
unter rotierendem Schwenken vermischt.

Eine positive Reaktion zeigte sich nach 30 — 60 s durch die Agglutination der mit

dem gruppenspezifischen Antikérpern sensibilisierten Latexpartikel.

34.23 Biochemische Eigenschaften

34231 Nachweis des K ohlenhydratmetabolismus mittels api 50 CH

Der Nachweis der biochemischen Eigenschaften der zu untersuchenden
Kulturen erfolgte zunachst durch ein kommerzielles Identifizierungssystem (api
50 CH; bioMerieux, Laupheim). Es handelte sich hierbei um funf Streifen mit
jewells zehn Mikroréhrchen, die eine definierte Menge dehydratisiertes Substrat,
Kohlenhydrate oder Derivate (Heteroside, Polyalkohole und Uronsauren)
enthielten. Diese waren im einzelnen: Glycerol (GLY), Erythrit (ERY),
D-Arabinose (DARA), L-Arabinose (LARA), Ribose (RIB), DXylose (DXYL),
L-Xylose (LXYL), Adonit (ADO), b-Methyl-D-Xylosid (MDX), Galactose
(GAL), Glucose (GLU), Fructose (FRU), Mannose (MNE), Sorbose (SBE),
Rhamnose (RHA), Dulcit (DUL), Inosit (INO), Mannit (MAN), Sorbit (SOR), a-
Methyl-D-Mannosd (MDM), a-Methyl-D-Glucosid (MDG), N-Acetyl-
Glucosamin (NAG), Amygdain (AMY), Arbutin (ARB), Askulin (ESC), Sdicin
(SAL), Z€ellobiose (CELI), Maltose (MAL), Lactose (LAC), Méelibiose (MEL),
Saccharose (SAC), Trehalose (TRE), Inulin (INU), Melezitose (MLZ), Raffinose
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(RAF), Starke (AMD), Glycogen (GLG), Xylit (XLT), Gentibiose (GEN),
D-Turanose (DTUR), D-Lyxose (DLYX), D-Tagatose (DTAG), D-Fucose
(DFUC), L-Fucose (LFUC), D-Arabit (DARL), L-Arabit (LARL), Gluconat
(GNT), 2-Keto-Gluconat (2KG) und 5-K eto-Gluconat (5KG).

Die Beimpfung der Mikrokammern erfolgte nach den Angaben des Herstellers
bis zur Halfte mit einer Suspension, bestehend aus api 50 CHL Medium
(bioMerieux) und den nach 3.4.1 auf Festmedium angezlichteten Kulturen.
Danach wurden die Kammern mit einigen Tropfen sterilem Paraffindl
Uberschichtet und in einer feuchten Kammer im Kerzentopf bei 37 °C bebrlitet.
Die Beurteilung erfolgte nach 4, 24, 48 und 72 h sowie nach 7 d. Eine positive
Reaktion, bedingt durch die beim Substratabbau entstehende Saurebildung,
zeigte sich durch die Gelbfarbung des ansonsten blauen Mediums. Die
hydrolytische Spaltung von Askulin zeigte sich durch eine Schwarzfarbung des

blauen Mediums.

3.4.2.32 Weiter e Nachweise der biochemischen Eigenschaften

Vergleichend zu dem unter 3.4.2.3.1 durchgefihrten Testsystem konnte
der Abbau eniger Kohlenhydrate auch in Bouillonrohrchen unter Zusatz des
entsprechenden Zuckers gepruft werden.

Hierzu wurden 5 ml Phenolrot-Bouillon mit den Zuckern Fructose, Lactose,
D-Mannose, Ribose, Salicin, Sorbit bzw. Trehaose in ener Endkonzentration
von 1% versetzt, zundchst autoklaviert, dann mit den zu untersuchenden
Kulturen beimpft und bel 37 °C im Kerzentopf bebritet. Nach einer Inkubation
von 24, 48 und 72 h erfolgte die Bewertung. Eine positive Reaktion wurde
durch einen Farbumschlag des urspringlich roten Mediums in eine deutlich

gelbe Farbe angezeigt.
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3.4.233 Hydrolyse von Askulin

Die hydrolytische Spaltung des Glykosids Askulin in Askuletin und
Glucose erfolgte vergleichend zu dem unter 3.4.2.3.1 beschriebenen Nachwels.
Hierzu fanden Rohrchen mit 5 ml Brain-Heart—Infusion (BHI) (Gibco,
Eggenstein) unter Zusatz von 0,1 % Askulin und 0,05 % Eisen—(II1)—Citrat
Verwendung. Nach einer Inkubation von 24 bis 72 h bei 37 °C im Kerzentopf
zeigte sich eine positive Reaktion durch deutliche Schwarzfarbung der zuvor

gel blich—braunen Bouillon.

34234 Hydrolyse von Na-Hippur at

Der Nachwels der hydrolytischen Spaltung von Na—Hippurat erfolgte nach
den Angaben von HWANG und EDERER (1975).
Hierzu wurden einige Kolonien der zu untersuchenden Kultur in 0,4 ml einer
waéssrigen 1 %igen Na-Hippurat—L6sung suspendiert und fur 2 h be 37 °C
inkubiert. Nach Zugabe von 0,2 ml einer 3,5 %igen Ninhydrinldsung erfolgte
eine weitere Inkubation fir 10 min bei 37 °C. Die positive Reaktion zeigte sich in

einer blauvioletten Farbung des zuvor klaren Mediums.

3.4.2.35 Spaltung von Arginin

Zum Nachwels der Argininspaltung kam ein kommerzielles Testsystem
(Arginine Dihydrolase; Rosco, Taastrup, Dénemark) zur Anwendung.
Hierzu wurden einige Kolonien der nach 3.4.1 auf Festmedium angeziichteten

Bakterien in 0,25 ml einer 0,14 mol/l NaCl-Lbésung entsprechend McFarland



Standard Nr. 2 suspendiert. Nach Zugabe des in Tablettenform vorliegenden
Reagenz und der Uberschichtung des Reaktionsansatzes mit drei Tropfen
sterilem Paraffindl erfolgte die Reaktionsbeurteilung nach einer Inkubationszeit
von 4, 24, 48 und 72 h bei 37 °C.

Im postiven Fal kam es hierbei zunéchst zum Abbau von L-Arginin in
L-Citrullin, welches dann wiederum in L—Ornithin, CO, und NH; gespalten
wurde. Die hierdurch bedingte Alkalisierung des urspriinglich gelben Mediums

fuhrte zum Farbumschlag des Indikators nach rot.

3424 L ektin — Agglutinationstest

Dazu erfolgte die Anziichtung der Bakterien in Rohrchen mit 10 ml THB

(3.4.1). Nach einer Zentrifugation von 10 min bei 5 000 U/min und 4 °C wurde
das Pellet mit 2 ml PBS, das der Herstellung unter 3.4.2.2.2 entsprach,
gewaschen, in 200 pl PBS resuspendiert und nach Zugabe von 20-40 ni
Trypsinlésung (1 mg Trypsin / ml PBS) fur 1 h bel 37 °C inkubiert. Dies diente
der  Vermeidung von unspezifischen  Agglutinationsreaktionen  durch
Proteinstrukturen der Bakterienoberfl&che.
Anschlief3end konnten 20 m dieser zu testenden Bakteriensuspension auf einem
Objekttrager mit 20 m Lektinlosung (0,5 mg Lektin/ml PBS) homogen vermischt
werden. Die verwendeten Lektine stammten von Arachis hypogaea (Sigma,
Deisenhofen) und Dolichos biflorus (Sigma). Die Beurteilung erfolgte unter
rotierendem Schwenken bel indirekter Beleuchtung Uber einem Lichtkasten,
wobei sich eine positive Reaktion in einer deutlichen Agglutination innerhalb
von 2-3 min zeigte. Die paralel dazu angesetzte Bakteriensuspension, vermischt
mit 20 ul PBS ohne Lektin, diente als Kontrolle, um eine Selbstagglutination der
Bakterien auszuschliefien.



34.25 Nachweisvon Typenantigenen

Zum Nachwels spezifischer Typenantigene konnten die unter 3.3.2
beschriebenen  Typenantigenreferenzkulturen  eingesetzt  werden. Die
monospezifischen B-Streptokokken-Antiseren, hergestellt im Kaninchen, wurden
freundlicherweise von Prof. Dr. Ch. Lammler, Institut fir Tierérztliche
Nahrungsmittelkunde, Professur fir Milchwissenschaften der Justus-Liebig-
Universitét, Gief3en, zur Verfligung gestellt.

34.251 Extraktion der Typenantigene

Die Extraktion der Typenantigene erfolgte nach dem von LANCEFIELD
(1933) beschriebenen und von JELINKOVA (1977) modifizierten Verfahren.
Die nach 3.4.1 in Flissigmedium angeziichteten Kulturen wurden zentrifugiert
(10 min, 10 000 U/min, 4 °C ), mit 5 ml NaCl-L6sung (0,14 mol/l) gewaschen, in
350 m HCI (0,2 mol/l) resuspendiert und fir 2 h bei 56 °C im Wasserbad
inkubiert. Zur Neutraliserung erfolgte die Zugabe von zwel bis drei Tropfen
einer NaOH-Loung (1 mol/l), wobel Phenolrot ds Indikator diente. Nach
abschliefRender Zentrifugation (5 min, 13000 U/min, 4°C) konnten die im

Uberstand enthaltenen Typenantigene in die Untersuchung eingesetzt werden.

34.252 Doppelimmundiffusion nach Ouchterlony

Der Nachweis der Typenantigene erfolgte nach dem unter 3.4.2.2.2

beschriebenen Nachweis der Gruppenantigene durch Doppelimmundiffusion



nach Ouchterlony. Abweichend zu 3.4.2.2.2 wurden die Zentrallécher mit den
monospezifischen Typenantiseren und die Marginallocher mit den nach 3.4.2.5.1

hergestellten Antigenen der zu typisierenden Kulturen gefillt.

3.4.2.6 Speziesidentifizierung durch Polymer asekettenr eaktion (PCR)

34.26.1 Préparation der bakteriellen DNA

Zur Praparation der DNA kam die von FRENAY et d. (1996) fir
Staphylokokken beschriebene Methode in modifizierter Form zur Anwendung.
Zunéchst wurden die Kulturen nach 3.4.1 auf Festmedium angeziichtet. Nach
Suspension eniger Kolonien in 100 pl TE-Puffer (10 mmol/l Tris,
1 mmol/l EDTA, pH 8,0) unter Zugabe von 5m Mutanolysin (10 U/ul; Sigma)
zum Aufschluss der Zellwand erfolgte ein grindliches Vermischen der
Suspension und eine anschlieffende Inkubation fiar 1 h bel 37 °C im
Schittelwasserbad.  Zur Deproteiniserung wurden 10 ni Proteinase K
(Endkonzentration 0,5 ng/ml; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) zugegeben,
erneut grundlich gemischt, fir 2 h bei 56 °C und anschlief3end zur Inaktivierung
der Proteinase K fur 10 min bel 100°C im Wasserbad inkubiert. Nach kurzem
Zentrifugieren (30 s bei 13 000 U/min) und Abkihlung konnte die DNA bis zur
Anwendung bei — 15 °C aufbewahrt bzw. as ,Template" in die PCR eingesetzt

werden.



34.26.2 Reaktionsansatz der PCR

Zur Durchfthrung der PCR erfolgte zundchst der Ansatz eines
Reaktionsgemisches ("Master-Mix") nach folgendem Verhdtnis:

199 ni Aqua bidest.
30 m Inkubationspuffer (10x Puffer; Promega, Mannheim)
1.8 MgCl, (25 mmol/l; Promega)
06 m dNTP (10 mmol/l; MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
10 n Primer | (10 pmol/m; MWG-Biotech, Ebersberg)
10 n Primer Il (10 pmol/m; MWG-Biotech)
02 m Tag-DNA-Polymerase (5 U/m; Promega)

Nach sorgféltigem Mischen konnten 27,5 m des Mastermixansatzes in 0,2 ml
Reaktionsgefde (Biozym Diagnostik, Hess. Oldendorf) pipettiert und nach
Zugabe von 25 m der nach 3.4.2.6.1 préparierten DNA im Thermocycler

(Progene, thermo-DUX, Wertheim) ein Temperaturprogramm durchlaufen.

34.26.3 Amplifizierung und Sequenzierung des 16S rRNA-Gens

34.26.3.1 Amplifizierung des 16SrRNA-Gens

Mit dem von HUTSON et a., (1993) beschriebenen universellen
Oligonukleotidprimern pA 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 und pH 5'-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3* und dem unter 3.4.2.6.2 hergestellten
Reaktionsgemisch konnte das 16S rRNA-Gen der S. phocae-Referenzkultur 8399
H1 (NCTC 12719) amplifizert werden. Die Ansatzstelle des
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Oligonukleotidprimers pA entsprach der Position 8 bis 27 und die des
Oligonukleotidprimers pH der Position 1541 bis 1522 der E. coli-Nummerierung.
Das Temperaturprogramm des Thermocyclers, das den Angaben von BENTLEY
und LEIGH (1995) entsprach, umfasste einen initialen Denaturierungsschritt fir
4 min bel 94° C und anschlief3end 35 Zyklen, die einen Denaturierungsschritt fur
1,5 min bei 94° C, einen Schritt zur Primeranlagerung fir 1,5 min bel 58° C und
einen Polymerisierungschritt fir 1,5 min bel 72° C umfassten. Zur vollstandigen
Renaturierung der DNA schlof3 sich ein weiterer Zyklus fur 4 min bel 72° C an.
Die Proben wurden anschlief3end bei 4° C im Thermocycler bis zur Entnahme
aufbewahrt.

34.26.3.2 Sequenzierung des 16SrRNA-Gens

Die DNA-Sequenzanalyse des unter 3.4.2.6.3.1 erhaltenen Amplikons
wurde mit freundlicher Unterstitzung von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. T.
Chakraborty (Medizinische Mikrobiologie, Justus-Liebig-Universitét, Giefden)
nach der Di-desoxy-Kettenabbruchmethode (SANGER et d., 1977)
durchgefihrt.

Durch die in die Reaktion engesetzten fluoreszierenden, farbmarkierten
Di-Desoxynukleotide konnte die Erkennung und Bestimmung jedes
Abbruchstrangs mit einem fir die jeweilige endstandige Base individuellen
Farbstoff erfolgen. Auf diese Weise konnte die gesamte Reaktion in einem
Ansatz durchgeftihrt werden und im Gel in einer Spur aufgetragen werden.

Vor der eigentlichen Sequenzierung war jedoch eine Reinigung der DNA durch
eine Fallung und eine erneute Losung der DNA in steriler Aqua bidest-Ldsung
notwendig. Die Fallung des Amplikons erfolgte mit Natriumacetat (0,3 mol/l)
und Isopropanol, wobel Isopropanol in 0,5-facher Menge des Gesamtvolumens

zugegeben wurde. Die durch Zentrifugation fir 20 min bei 13 000 U/min



prézipitiete  DNA wurde nach Entfernung des Uberstandes mit einer
Pasteurpipette mit 500 pl Ethanol (70%) gewaschen und der Uberstand nach
erneutem Zentrifugieren fir 5 min bei 13 000 U/min verworfen. Anschlief3end
erfolgte ein Trocknen der Prdparation fur 10 min unter Vakuum und die Lésung
der DNA in sterilem Aquabidest..

Die so gereinigte DNA konnte dann zur Sequenzanalyse eingesetzt werden.

34264 Amplifizierung des 16S rRNA-Gens mit anschlief}endem

Restriktionsver dau

34.26.4.1 VerwendeteOligonukleotidprimer und Temperatur programm

Eine Amplifizierung des 16SrRNA-Gens erfolgte im Weiteren mit dem
von BENTLEY und LEIGH (1995) beschriebenen 5-Oligonukleotidprimer 5-
GAG AGT TTG ATC TGG CTC AGC A-3 und dem von ABDULMAWJOOD
und LAMMLER (2000) beschriebenen 3-Oligonukleotidprimer 5-CGG GTG
TTA CAA ACT CTC GTG GT-3 unter Verwendung des unter 3.4.2.6.2
beschriebenen Resktionsansatzes und dem unter 3.4.2.6.3.1 beschriebenen

Temperaturprogrammes.

3.4.2.6.42 Restriktionsverdau

Zum Erstellen von speziesspezifischen Restriktionsmustern und zum
Nachweis von moglichen Genpolymorphismen des 16S rRNA-Gens erfolgte mit
den unter 3.4.2.6.3.2 erhatenen Sequenzdaten des S. phocae-Referenzstammes
8399 H1 (NCTC 12719) die Auswahl der Restriktionsenzyme. Die ausgewahlten
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Restriktionsenzyme wurden zur Uberpriifung der Spezifitit mit 16S rRNA-
Sequenzen der Gendatenbank, insbesondere unter Einbeziehung von 33 weiteren
V2-Regionen verschiedener  Streptokokkenspezies, verglichen und der
Restriktionsverdau mit cem Programm Clon manager 4.1, Scientific Educational
Software, Durham, USA simuliert. Der Restriktionsverdau erfolgte mit den unter
34.2.6.4.1 erhatenen Amplikons und den Endonukleasen Earl und Hincll
(BioL abs, Schwalbach/Taunus).

Der Restriktionsansatz mit dem Enzym Ear| setzte sich wie folgt zusammen:

PCR-Produkt 300
Enzym 40
Puffer (10x) (Biolabs) 40
Aqua bidest. 20 ¢

Der Restriktionsverdau mit dem Enzym Hincll wurde mit folgendem
Restriktionsansatz durchgefihrt:

PCR-Produkt 140 ul
Enzym 30
Puffer (10x) (Biolabs) 40
BSA (10x) 40
Aquabidest. 150

Die Inkubation der Restriktionsansétze wurde fir 2,5 h bei 37°C im Wasserbad
durchgefihrt. Anschlief?end erfolgte die Auftrennung der DNA-Fragmente im
Agarosegel (3.4.2.6.5.).



3.4.2.6.5 Nachweisder DNA-Amplifikateim Agar osegel

3.4.2.6.5.1 Agarosegelelektrophorese

Der Nachweis der Amplifikate bzw. der Fragmente nach

Restriktionsverdau  erfolgte  nach  Auftrennung  durch  konventionelle
Gelelektrophorese in einem 2%igen Agarosegel (2 g Agarose (Roth, Karlsruhe)
in 100 ml 1x TAE-Puffer (40 mmol/l TrissHCI, 1 mmol/l| EDTA, 1,14 mol/l
Eisessig, pH 7,8) und 1 x TAE as Laufpuffer.
Dazu wurden 10 pl des PCR-Produkts bzw. der gesamte Restriktionsansatz mit
3 ul 5 x Probenpuffer (DNA BlueRun, AGS GmbH, Heidelberg, bestehend aus:
25 mmol/l TrissHCI (pH 7,0), 150 mmol/l EDTA, 0,05% Bromthymolblau, 25%
Glycerol) vermischt und auf das Agarosegel aufgetragen. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte bel 5 V/cm im Horizontalgel. Als Langenstandard wurden
4 ul einer 100 bp-Ladder (Gibco) aufgetragen.

3.4.2.6.5.2 Ethidiumbromidférbung und Dokumentation

Im Anschluss an die Elektrophorese erfolgte, zur Darstellung der DNA,
eine Farbung des Agarosegels fir 10 min in einer Ethidiumbromidlésung (2
ng/ml, Sigma) wobe sich das Ethidiumbromid, ein fluoreszierender Farbstoff,
as interkalierende Substanz in die Doppelstrange der DNA einlagerte. Durch
Schwenken in Aqua dest. fir 20 min bel Raumtemperatur konnte Uberschiissiger
Farbstoff entfernt werden. Schliefdlich wurde das Gel unter UV-Beleuchtung mit
Hilfe eines Gel-Videodokumentationssystems (Cybertech CS1 Video Copy
Processor, Mitsubishi) fotografisch dokumentiert, wobei sich die Fragmente als

helle Banden bei dunklem Hintergrund darstel lten.
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3.4.2.6.6 PCR mit S. phocae-spezifischen Oligonukleotidprimern

Zum Nachweis eines S. phocae speziesspezifischen Abschnittes der
V2-Region des 16 SrRNA-Gens wurden mit den unter 3.4.2.6.3.2 erhatene
Sequenzdaten und dem Computerprogramm OLIGO Primer Anaysis Software
4.0 (National Biosciences Inc., Plymouth, USA) Sequenzen fir S.phocae-
spezifische Oligonukleotidprimer ausgewahlt. Diese Basensequenzen waren fur
den Oligonukleotidprimer PX 1. 5-GCT AAT ACC GCA TAA GAA GAG-3
und far den Oligonukleotidprimer PX 2: 5-CAC CCT GTC ACT TCT GCT
C-3'. Zur Uberprifung der Spezifitit wurden die ausgewahlten Primer mit
Sequenzdaten der Gendatenbank verglichen. Abweichend zu dem unter
34.26.31  beschriebenen  Temperaturprogramm lag die  optimae
»Anneding*-Temperatur bei 60 °C.

34.3 Weiter e phanotypische Charakterisierung

3431 Wachstum in Flissigmedium

Der Nachweis von Wachstumseigenschaften in Flissigmedium erfolgte
nach MULLER (1968) durch Anzichtung der Bakterien in 10 ml THB-
Rohrchen (3.4.1). Nach 24 h, bzw. 48h bel 37° C im Kerzentopf konnte en
Wachstum unter gleichmélliger Tribung der gesamten Bouillon as ,trib* bzw.
ein Wachstum unter Sedimentbildung bei klarem Uberstand als , klar*,
entsprechend den Angaben von WIBAWAN und LAMMLER (1991), bewertet

werden.
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3.4.3.2 Wachstum in Soft-Agar

Die Uberprifung des Wachstumsverhaltens der Bakterien in Soft-Agar
erfolgte nach den Angaben von YOSHIDA (1971). Hierbei wurden die nach
3.4.3.1 in Flussigmedium angeziichteten Kulturen mit einer NaCl-Losung (0,14
M) im Verhdtnis 1: 1000 verdinnt, 0,1 ml davon in 10 ml Soft-Agar gegeben,
sorgfaltig vermischt und anschlief3end fir 18 h bel 37 °C inkubiert.

Die Beurteilungen der Kolonienmorphologie in kompakt oder diffus wachsende
Kulturen erfolgte nach den Angaben von YOSHIDA (1971) sowie WIBAWAN
und LAMMLER (1991).

3433 SalzAggr egationstest

Die Durchfuhrung des Sdzaggregationstests (SAT) efolgte im
wesentlichen nach den Angaben von JOHNSON und WADSTROM (1984).
Hierbel wurden die nach 3.4.3.1 in 10 ml Fissigmedium angezlichteten
Bakterienkulturen far 10 min be 2500 U/min zentrifugiert, mit 2 ml
Na,PO,-Puffer (0,002 mmol/l) gewaschen und in 1ml NaPO,-Puffer
resuspendiert. Auf einem Objekttréger wurden jeweils 25 m der
Bakteriensuspension mit dem gleichen Volumen einer Ammoniumsulfatldsung
((NH4)»SO,) in unterschiedlicher Molaritéat (0,1, 0,2, 04, 06, 0,8, 1, 1,2,
14,16, 18, 2,22, 24 mol/l) durch rotierendes Schwenken vermischt. Eine
positive Reaktion zeigte sich nach 1 min Schwenken in Form einer deutlichen
Aggregation der Bakterien. Zum Ausschluss einer Selbstaggregation erfolgte der

Versuchsansatz zusétzlich mit dem gleichen Volumen Na,PO,-Puffer.



3434 Nachweisvon Antibiotikaempfindlichkeiten

Der Nachwels der Antibiotikaempfindlichkeiten der Isolate erfolgte nach

dem vom Bundesamt fir gesundheitlichen  Verbraucherschutz  und
Veterindrmedizin (BgVV, Berlin) empfohlenen Verfahren (Stand VIII "92).
Hierzu wurden vier bis funf Kolonien, der nach 3.4.1 auf Festmedium
angezuchteten Bakterien in 3 ml THB inokuliert und fir 2 h be 37 °C im
Kerzentopf inkubiert. Nach Ausspatelung von 0,1 ml Bakteriensuspension auf
Muller-Hinton-Agar (BBL, Becton Dickinson, Heidelberg) mit Zusatz von 5%
defibriniertem Schafblut und einer Trockenphase des Inokulums wurden die
antibiotikahaltigen Testbl&ttchen mit einer sterilen Pinzette aufgelegt.
Zur Anwendung kamen die in Tabelle 9 aufgefihrten antibiotikahaltigen
Testbléttchen. Nach einer 30 min. Diffusionsphase bei Raumtemperatur erfolgte
die Inkubation bei 37°C im Kerzentopf. Die Beurteilung nach 18 und 48 h
aufgrund der Hemmhofgrof3e richtete sich nach den Angaben der Hersteller
(Bayer, Leverkusen; Becton Dickinson, Heidelberg; Rosco) sowie den Angaben
des Arbeitskreis fr veterinarmedizinische Infektionsdiagnostik (AVID) X / 1998
Resistenzbestimmung und ist in Tabelle 9 dargestel|t.



Tab. 9: Angaben zu den verwendeten Antibiotikatestbl&tchen

Antibiotikum Abklrzung | sensibel | intermedidr | resistent
Amoxidllin/Clavulansiure AMC 30 < 20" 21-27" > 28"
(20/10 ng) **
Bacitracin (0,04 |E)*~ - - - > 16
Bacitracin (10 IE) *° B 10 <8 9-12 >13
Cefacetril (30 ng) ** CAC 30 <23 24 - 26 > 27
Cefotaxim (30 ng) ** CTX 30 <14 15- 22 >23
Cefoxitin (30 ) ** FOX 30 <14 15- 17 >18
Clindamyain (2 ng) ** CC?2 <14 15- 16 >17
Erythromycin (15 ng) ** ERY 15 <16 17- 20 >21
Gentamicin (10 ng) ** GEN 10 <14 15- 20 >21
Kanamycin (30 ng) ** KAN 30 <27 - > 28
Minocydlin (30 ng) ** MI 30 <14 15- 18 >19
Nalidixinsaure (30 ng) ** NA 30 <13 - >14
Ofloxacin (10 ) ** OFX 10 - - > 12
Oxadillin (5 ng) ** OXA 5 <15 - > 16
Penicillin G (10 IE) ** PEN 10 IE <12 13- 23 > 24
Piperadillin (30 ng) ** PIP 30 <13 14 - 19 > 20
Streptomycin (25 |E) ** STM 25 IE <14 15- 16 >17
Sulfamethoxazol- SXT 25 <10 11-15 > 16
Trimethoprim
(23,75 + 1,25 ng) **
Tetracydlin (30 ng) ** TET 30 <16 17-21 > 22

* = HemmhofgroRein mm

Angaben zu den Hemmhofgrofien fir die jeweiligen Antibiotika sind entnommen
aus: *' = Arbeitskreis fur veterindrmedizinische Infektionsdiagnostik (AVID) X /
1998 Resistenzbestimmung, *2 = Directions for Bacitracin (0,04 |E), Rosco, *° =
Minimale Hemmkonzentrationen, Bayer bzw. *4 = Hemmzonentabelle, Becton

Dickinson



344 Weiter e genotypische Char akterisierung

3441 Makrorestriktionsanalyse der chromosomalen DNA

34411 Préparation der bakteriellen DNA

Die Préparation der Gesamtzahl-DNA erfolgte modifiziert nach den
Methoden von MASLOW et a. (1993a) und THIELE et al. (1993). Zuné&chst
wurden die Kulturen nach 34.1 in Flussgmedium angeziichtet. Nach
Abzentrifugieren fir 10 min be 10 000 U/min und 4°C sowie einem
Waschschritt des Pellets mit TE-Puffer (3.4.2.6.1) konnten die Bakterien in TE-
Puffer resuspendiert und photometrisch bei einer Wellenlange von 620 nm auf
5% Transmission eingestellt werden. Hieran schloss sich eine Zentrifugation fur
10 min bei 13 000 U/min an. Das Volumen der Uberstandsmenge wurde
bestimmt und anschlief?end verworfen. Es fand nun eine Resuspendierung des
Bakterienpellets in TE-Puffer statt, wobel die Menge des TE-Puffers der Halfte
des verworfenen Uberstandes entsprach. Im Weiteren erfolgte ein Mischen der
Bakteriensuspension im Verhdltnis 1:1 mit 1 %iger "low melting” InCert-Agarose
(BIOzym Diagnostik, Hess. Oldendorf) welche zuvor unter Erhitzen in TE-Puffer
gelést worden war und das Einfullen des Gemisches in eine Gie3kammer. Bis
zum Erstarren verblieben die Agaroseblockchen ca. 15 min auf Eis und
anschlief?end Uber Nacht zum Aufschluss der Bakterienzellwand in 200 ul
Lysispuffer (6 mmol/l Tris [pH 7,6], 1 mol/l NaCl, 10 mmol/l| EDTA [pH 7,6],
0,5% Brij-58 (Sigma), 0,2% Natriumdodecylsulfat (Sigma), 0,5%
Natriumlauroylsarcosin (Sigma)) mit 1 mg/ml Lysozym-Zusatz bei 37 °C im
Wasserbad. Eine anschlief?ende Deproteinisierung erfolgte durch Zusatz von
Proteinase K (Endkonzentration 0,5 ni/ml, Roche Diagnostics GmbH) und eine
Inkubation im Wasserbad bel 56 °C Uber Nacht. Nach zweimaligem Waschen
des Blockchens mit 200 pl TE-Puffer und 30min Inkubation bei

Raumtemperatur sowie zweimaligem Waschen mit 200 upl TE-Puffer unter



Zusatz von Phenylmethylsulfonylfluorid (Endkonzentration 1,0 mmol/l; Sigma)
und einer Inkubation fir 1 h bei 56°C zur Inaktivierung der Proteinase K
schlossen sich nochmals zwei Waschschritte mit jeweils 200 pl TE-Puffer und
eine Inkubation fir 30 min bei Raumtemperatur an. Bis zur Verwendung
verblicben die préparierten DNA Blockchen in TE-Puffer bei 4°C im
Kuhlschrank.

34412 Restriktionsverdau der Gesamtzell-DNA

Der Restriktionsverdau der nach 3.4.4.1.1. praparierten chromosomalen
DNA wurde vergleichend mit den Endonukleasen Apal und Smal fir die als
Streptococcus  dysgalactiae  susp.  dysgalactiae identifizierten  Kulturen
durchgefuihrt. Fur die als Streptococcus phocae identifizierten Kulturen kam nur
die Endonuklease Apal zur Anwendung. Die Restriktionsansdtze wurden in

folgender Zusammensetzung verwendet:

1. ca. 1 m DNA (1 Agarose-Bldckchen)
20 m Universalpuffer (10 x ; Stratagene, Heidelberg)
2m Apal ( 20 U; Boehringer, Ingelheim)
178 m Aqua bidest

Inkubation : 24h bei 30 °C

2. ca. 1 m DNA (1 Agarose-Bldckchen)
20 M Universalpuffer (10 x ; Stratagene)
2m Smal (20 U; Boehringer)
178 mt Aqua bidest.

Inkubation : 5hbe 25°C
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34413 Auftrennung der DNA-Fragmente im Agar osegel

Zum Auftrennen der nach 3.4.4.1.1 préparierten und nach 3.4.4.1.2
geschnittenen DNA mittels Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) wurde ein 1%iges
Agarosegel verwendet (1,1 g Agarose ("Molecular Biology Certified'-Agarose,
Bio-Rad, Minchen) in 110 ml  0,5x TBE-Puffer (45 mmol/l Tris, 45 mmol/l
Borat, 1,0 mmol/l EDTA (pH 8,0) unter Erhitzung gelost), das in eine 13 x 14 x
0,55 mm Flachbettform (Bio-Rad) gegossen worden war. Nach Verbringen der
Blockchen in die Vertiefungen des Agarosegels und Verschlief3en der
Vertiefungen mit flissigem 1%igem Agarosegel ("Molecular Biology Certified'-
Agarose, Bio-Rad in 0,5x TBE-Puffer) erfolgte anschlief3end die Elektrophorese
im CHEF-DR Il "Pulsed Field Electrophoresis System” (BioRad) mit 2 | zuvor
auf 14°C gekihltem 0,5x TBE-Puffer as Laufpuffer unter den folgenden

Konditionen:

1. Auftrennung des Apal Restriktionsverdaus:

. Lauf [I. Lauf
Spannung 6V/cm 6V/cm
Anfangsumschaltzeit 0,1s 50s
Endumschaltzeit 10,0s 80s
Dauer 13 h 13h

Temperatur 14°C 14°C



2. Auftrennung des Smal Restriktionsverdaus:

. Lauf [I. Lauf
Spannung 5V/cm 6V/cm
Anfangsumschaltzeit 0,1s 90s
Endumschaltzeit 110s 34,0s
Dauer 8h 17h
Temperatur 14°C 14°C

Zur Grolenbestimmung der DNA-Fragmente wurden Low Range PFGE Marker
(0,1-200 kb) und Lambda Ladder PFGE Marker (50 — 1000 kb; beide: Sigma) as
Langenstandard mitgefuhrt.

Anschlief3end erfolgte das Farben und die Dokumentation des Gels (3.4.2.6.5.2)

34414 Dendrogrammanalyse

Zunéchst wurden die GrofRe der Fragmente anhand der Langenstandards
bestimmt. Danach wurde der Verwandtschaftsgrad der Kulturen mit Hilfe der
Computersoftware GelCompar 3.1 (Applied Maths, Kortrijk, Belgien) ermittelt

und in Form eines Dendrogramms graphisch dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Identifizierung der Kulturen

Bel den nach 3.3.2 isolierten 72 b-hamolysierenden Bakterienkulturen
handelte es sich um grampositive, katalasenegative, runde bis ovoide Kokken,
die in langen Ketten mit bis zu ca. 100 Bakterien pro Kette vorlagen. Nach
Anzichtung auf Blutagarplatten waren die Kolonien von einer deutlichen Zone
einer vollsténdigen b-Hamolyse umgeben. Die Bakterien bildeten well3graue
Kolonien mit einem Durchmesser von ca. 1.5 bis 2 mm. Die Bakterien konnten
der Gattung Streptococcus zugeordnet werden. Der CAMP-Test erwies sich bel

allen Kulturen als negativ.

Mit den nach 3.4.2.2.1 gewonnenen gruppenspezifischen Antigenen zeigten 8
von Seehunden (n=7) und Kegelrobbe (n=1) isolierte Streptokokkenkulturen in
der nach 3.4.2.2.2 durchgefiihrten Doppelimmundiffusion nach Ouchterlony eine
deutliche Préazipitationslinie mit Gruppe G spezifischem Antiserum und drei von
einem Seehund (n=1) und Kegelrobben (n=2) isolierte Streptokokkenkulturen
eine Reaktion mit Gruppe L-spezifischem Antiserum. In Abb. 9 ist eine typische
Prazipitationsreaktion einiger untersuchter Kulturen sowie von zwel
Referenzkulturen beispielhaft dargestellt. Keine der untersuchten Kulturen
reagierte mit Gruppe A-, B-, E-, G-, P-, U-, und V-spezifischem Antiserum.
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Abb.9:  Prézipitationsreaktionen von Antigenpraparationen der
Streptokokkenkulturen H2l (1), P35l (2) und der L-Streptokokken
Referenzkultur ATCC 9932 (3) mit Gruppe L-spezifischem Antiserum
(A) sowie der Streptokokkenkulturen H4K (5), P18A (6) und der
C-Streptokokken-Kultur S. equi subsp. zooepidemicus W60 (7) mit
Gruppe Gspezifischem Antiserum (B); fehlende Reaktion der Kultur
PAM (4, 8).

In der nach 3.4.2.2.3 durchgefihrten Staphylokokken-Koagglutination erwiesen
sich ale acht Kulturen, die bereits durch Doppeimmundiffusion nach
Ouchterlony mit Gruppe C-spezifischem Antiserum reagierten ebenfalls als
C-positiv. Auch die drei Kulturen, die bereits zuvor der serologischen Gruppe L
zugeordnet worden waren, reagierten mit Gruppe L-spezifischem Antiserum.

Beide Verfahren ergaben identische Ergebnisse.

Eine Untersuchung der Kulturen mit dem kommerziellen
Streptokokken+Identifizierungstest (3.4.2.2.4) erméglichte eine Zuordnung von
61  Streptokokkenkulturen, isoliert von  Seehunden (n=53) und
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Kegelrobben (n=8), in die serologische Gruppe F. In Abbildung 10 ist eine
Agglutinationsreaktion bzw. eine negative Reaktion beispielhaft dargestellt.

Abb. 10: Typische Agglutinationsreaktion der Streptokokkenkul tur
P4AM (links) mit ~ Serogruppe F-spezifischen  Latexpartikeln  des
Streptokokkent1dentifizierungstests; negative Reaktion der
L-Streptokokkenreferenzkultur ATCC 9932 (rechts).

In Tabelle 10 sind die Ergebnisse der serologischen Gruppenbestimmung der von
Seehunden und Kegelrobben stammenden Streptokokkenkulturen mittels der drel

Verfahren zusammenfassend dargestellt.
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Tab. 10:  Serologische Gruppenbestimmung der 72 von Seehunden (n=61) und
Kegelrobben (n=11) isolierten Kulturen

Doppdimmundiffusion nach Staphylokokken- | Streptokokken
Ouchterlony Koagglutination | Identifizierungs-
Antiserum Antiserum test mit
L atexsuspension
A|/B|C |E|G|L|P|U|V C L F
o-{o|8|o0f|o[3|0[0]|0O] 8 3 61

* = Anzahl der Kulturen mit positiven Reaktionen
! = identische Kulturen

2 = jdentische K ulturen

Die Untersuchung der biochemischen Eigenschaften der 69 Isolate, die zuvor den
serologischen Gruppen C und F zugeordnet worden waren, ergab en
weitestgehend einheitliches biochemisches Profil und wurde daher gemeinsam
dargestellt. Die biochemischen Eigenschaften, ermittelt mit dem kommerziellen
System api 50 CH (3.4.2.3.1), zeigten bei allen 69 von Seehunden (n=60) und
Kegelrobben (n=9) isolierten Bakterienkulturen einen Abbau von Glucose und
N-Acetyl-Glucosamin sowie bei keiner dieser Kulturen einen Abbau von
Erythrit, D-Arabinose, D-Xylose, L-Xylose, Adonit, b-Methyl-D-Xylosid,
Sorbose, Rhamnose, Dulcit, Inosit, Sorbit, a-Methyl-D-Mannosid,
a- Methyl-D-Glucosid, Amygdalin, Cellobiose, Méelibiose, Inulin, Melezitose,
Raffinose, Xylit, Gentiobiose, D-Lyxose, D-Tagatose, D-Fucose, L-Fucose,
D-Arabit, L-Arabit, Gluconat, 2-K eto-Gluconat und 5-K eto-Gluconat.

Glycerol wurde von vier Kulturen (5,8%), L-Arabinose von einer Kultur (1,4%),
Ribose von 63 Kulturen (91,3%), Galactose von 11 Kulturen (15,9%), Fructose
von 68 Kulturen (98,6%), Mannose von 67 Kulturen (97,1%), Mannit von
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sechs Kulturen (8,7%), Arbutin von einer Kultur (1,4%), Askulin von drei
Kulturen (4,4%), Sdlicin von einer Kultur (1,4%), Maltose von 68 Kulturen
(98,6%), Lactose von 12 Kulturen (17,4%), Saccharose von 12 Kulturen
(17,4%), Trehalose von 7 Kulturen (10,1%), Starke von 15 Kulturen (21,7%),
Glycogen von 17 Kulturen (24,6%) und D-Turanose von sechs Kulturen (8,7%)
abgebaut. In Tabelle 11 sind die Ergebnisse zusammenfassend dargestellt.

Die verbleibenden drei L-Streptokokkenisolate der vorliegenden Arbeit, die von
einem Seehund und zwei Kegelrobben stammten, wurden ebenfalls mit dem
kommerziellen System api 50 CH untersucht. Hierbel erwiesen sich die
biochemischen Eigenschaften aller drel Bakterienkulturen als nahezu einheitlich.
Alle Kulturen zeigten einen Abbau von Ribose, Galactose, Glucose, Fructose,
Mannose, N-Acetyl-Glucosamin, Maltose, Saccharose, Trehalose, Stérke und
Glycogen. Keine der Kulturen zeigte einen Abbau von Glycerol, Erythrit, D-
Arabinose, L-Arabinose, D-Xylose, L-Xylose, Adonit, b-Methyl-D-Xylosid,
Sorbose, Rhamnose, Dulcit, Inosit, Mannit, Sorbit, a- Methyl-D-Mannosid,
a-Methyl-D-Glucosid, Amygdalin, Arbutin, Askulin, Salicin, Zellobiose,
Melibiose, Inulin, Melezitose, Raffinose, Xylit, Gentiobiose, D-Turanose,
D-Lyxose, D-Tagatose, D-Fucose, L-Fucose, D-Arabit, L-Arabit, Gluconat,
2-Keto-Gluconat und 5-Keto-Gluconat. Eine Kultur (33,3%) baute Lactose ab
(Tab. 11).
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11: Biochemische Eigenschaften der 72 Seehund-
Kegelrobben-1solate (n=11) ermittelt mit dem api 50 CH-System

(n=61)

C- (n=8) und F-(n=61)

L-Streptokokken

Streptokokken

n==69 in % n=3 in %
Glycerol 4* 58 o* 0
Erythrit 0 0 0 0
D—-Arabinose 0 0 0 0
L—Arabinose 1 14 0 0
Ribose 63 91,3 3 100
D—Xylose 0 0 0 0
L—Xylose 0 0 0 0
Adonit 0 0 0 0
>~Methyl-D—Xylosid 0 0 0 0
Galactose 11 15,9 3 100
Glucose 69 100 3 100
Fructose 68 98,6 3 100
Mannose 67 97,1 3 100
Sorbose 0 0 0 0
Rhamnose 0 0 0 0
Dulcit 0 0 0 0
Inosit 0 0 0 0
Mannit 6 8,7 0 0
Sorbit 0 0 0 0
a-Methyl-D—Mannosid 0 0 0 0
a-Methyl-D—Glucosid 0 0 0 0
N—Acetyl—Glucosamin 69 100 3 100
Amygdain 0 0 0 0
Arbutin 1 14 0 0
Askulin 3 4.4 0 0
Salicin 1 14 0 0
Zellobiose 0 0 0 0
Maltose 68 98,6 3 100
L actose 12 17,4 1 33,3
Melibiose 0 0 0 0
Saccharose 12 17,4 3 100
Trehalose 7 10,1 3 100
Inulin 0 0 0 0
Melezitose 0 0 0 0
Raffinose 0 0 0 0




I6)

Fortsetzung: Tab. 11:

Stérke 21,7

100

=
~|o

Glycogen 24,6

100

Xylit

o

o

(@]

Gentiobiose

D-Turanose

Lo
\'

D—Lyxose

D-Tagatose

D—Fucose

L—Fucose

D-Arabit

L—Arabit

Gluconat

2—K eto—Gluconat

O|0O|0|0|0|O(O| O] O(O(O|O| W(w

O|O0|0|0|O|O(Oo| O] o[fo,m|O| O

O|0|0|0|O|Oo(o| o] o

5-K eto—Gluconat

O|0|0|0|0O|O(O| O] Oo|o|o

n = Anzahl der untersuchten Kulturen

* = Anzahl der Kulturen mit positiven bzw. negativen Reaktionen




76

Be den nach 3.4.232 vergleichend durchgefiihrten biochemischen
Untersuchungen zeigten ale 69 von Seehunden (n=60) und Kegelrobben (n=9)
isolierten Kulturen der serologischen Lancefield Gruppen C und F einen Abbau
von Fructose und D-Mannose aber keinen Abbau von Lactose, Salicin, Sorbit
und Trehalose. Das Kohlenhydrat Ribose wurde von 68 (98,6%)
Bakterienkulturen abgebaut. Beim Abbau von Fructose, Lactose, D-Mannose,
Sdlicin und Trehalose zeigten sich zum Tell Abwechungen zum api 50 CH
System.

Alle drei von Seehunden (n=1) und Kegelrobben (n=2) isolierten
L-Streptokokkenkulturen zeigten einen Abbau von Fructose, D-Mannose, Ribose
und Trehalose. Bei keiner der drei Kulturen konnte ein Abbau von Salicin und
Sorbit nachgewiesen werden. Nur die Kultur vom Seehund zeigte einen Abbau
von Lactose. Die nach 3.4.2.3.2 ermittelten Ergebnisse erwiesen sich as

identisch mit denen des api 50 CH-Systems.

Der nach 3.4.2.3.3 vergleichend durchgefiihrte Nachweis der hydrolytischen

Spaltung von Askulin erwies sich bei allen untersuchten Kulturen al's negativ.

Hinsichtlich des Na-Hippuratabbaus (3.4.2.3.4 bis 3.4.2.3.5) war bel keiner der
Kulturen, bei der Spaltung von Arginin (3.4.2.3.5) lediglich bel den 3 Kulturen

der serologischen Gruppe L eine positive Reaktion nachweisbar.

In Tabelle 12 sind die nach 3.4.2.3.2 ermittelten biochemischen Ergebnisse der
getesteten Kulturen aufgefthrt.



Tabelle12: Biochemische Eigenschaften der 72 Seehund- (n=61) und
Kegelrobben-Isolate (n=11)

C-(n=8) und F- L-Streptokokken
Streptokokken (n=61) (n=3)
n==69 in % n=3 in %
Askulin 0* 0 0* 0
Arginin 0 0 3 100
Fructose 69 100 3 100
Lactose 0 0 1 33,3
D-Mannose 69 100 3 100
Na-Hippurat 0 0 0 0
Ribose 68 98,6 3 100
Salicin 0 0 0 0
Sorbit 0 0 0 0
Trehalose 0 0 3 100

n = Anzahl der Kulturen

* = Anzahl der Kulturen mit positiven bzw. negativen Reaktionen

Anhand der kulturellen, serologischen und biochemischen Eigenschaften der 72
Streptokokkenkulturen wurden die 69 den serologischen Gruppen C und F
zugeordneten Isolate als Streptococcus phocae und die drel Kulturen, die der
serologischen Gruppe L zugeordnet wurden, as Streptococcusdysgalactiae

subsp. dysgalactiae Serovar L identifiziert.

Zum Nachweis von Kohlenhydratstrukturen der bakteriellen Oberflache wurden
die Lektine von Arachis hypogaea und Dolichos biflorus (3.4.2.4) eingesetzt.
Eine Agglutinationsreaktion mit dem Lektin von Arachis hypogaea zeigten 70
von Seehunden und Kegelrobben isolierte Kulturen. Zwei Kulturen (P31B,
P37J), die von Seehunden stammten, wiesen eine Selbstagglutination auf. Mit
dem Lektin von Dolichos biflorus agglutinierten ale 8 Kulturen (100%), die
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zuvor der serologischen Lancefieldgruppe C zugeordnet werden konnten. Alle
anderen Kulturen erwiesen sich mit diesem Lektin als negativ. In Tabelle 13 sind

die Ergebnisse des L ektin-Agglutinationstest zusammenfassend dargestellt.

Tab. 13:  Agglutinationsreaktion der 72 untersuchten Kulturen mit den Lektinen

von Arachis hypogaea und Dolichos biflorus

L ektinevon
Arachis hypogaea Dolichosbiflorus

C-Streptokokken (n = 8) 8* (100%) 8*(100%)
F-Streptokokken (n = 61**) 59 (96,7%) 0 (0%)
L-Streptokokken (n = 3) 3 (100%) 0 (0%)

n = Anzahl der Kulturen
* = Anzahl der Kulturen mit positiven bzw. negativen Reaktionen

** = zwel Kulturen wiesen eine Selbstaggl utination auf

Alle 72 Streptokokkenkulturen der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe der
monospezifischen  B-Streptokokken-Typenantigen-Antiseren  (3.4.2.5) durch
Doppelimmundiffusion  nach  Ouchterlony auf das Vorhandensein der
B-Streptokokken-Polysaccharidantigene 1a, Ib, II, 1II, 1V, V, VI, VII, VIII bzw.
der B-Streptokokken-Proteinantigene X, R, Rib, ca und cb untersucht. Dabei war
bei 61 der 72 von Seehunden und Kegelrobben isolierten Kulturen (84,7 %) eine
Reaktion mit Polysaccharidantigen la-spezifischem-Antiserum nachweisbar.
Diese 61 Kulturen waren zuvor alle der Serogruppe F zugeordnet worden. Bel

keiner der 72 untersuchten Kulturen konnten Prazipitationsreaktionen mit
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Typenantigen 1b-, Il-, Ill-, IV-, V-, VI-, VII-, VIII- oder Proteinantigen X, R,

Rib-, ca- oder cb-spezifischen Antiseren nachgewiesen werden.

4.2 Polymer asekettenr eaktion (PCR)-ver mittelte Nachweisver fahren

Eine weitergehende Charakterisierung der zuvor als S. phocae identifizierten
C- und FStreptokokken erfolgte mittels PCR. Hierzu wurde zunéchst das
16Sribosomale RNA-Gen  des S phocae-Referenzstammes 8399 H1
(NCTC 12719) mit den angegebenen Oligonukleotidprimern (3.4.2.6.3.1)
amplifiziert und das Amplikon mit ener Gréle von 1547 Basenpaaren
sequenziert. Das Ergebnis der Segenzierung ist in Abb. 11 dargestellt und wurde
In der Gendatenbank unter der Zugangsnummer AF235052 abgel egt.

Abb. 11: Basensequenz des 16S rRNA-Gens des S. phocae Referenzstammes
8399 H1,; der Bereich der V2-Region (26 Basen) des 16SrRNA-Gens

ist markiert (———)

1 GAT CCT GGC TCA GGA CGA ACG CTG GCG
28 GCG TGC CTA ATA CAT GCA AGT AGA ACG
55 CCT CTT GCT TAG TGC TTG CAC TAA GTA
82 AGA GSA GTT GCA GAY ACG GGT GAG TAA
109 CGC GTA GGT AAC CTA CCT TAT AGC GGG
136 GGA TAA CTA TTG GAA ACG ATA GCT AAT
163 ACC GCA TAA GAA GAG TTA ACA CAT GTT
190 AAT TCT TTA AAA GGG GCA ATT GCT CCA
217 CTA TGA GAT GGA CCT GCG TTG TAT TAG
244 CTA GTT GGT GAG GTA ACG GCT CAC CAA
2711 GGC AAC GAT ACA TAG CCG ACC CTG AGA
298 GGG TGA TCG GCC ACA CTG GGA CTG AGA
325 CAC GGC CCA GAC TCC TAC GGG ATG GCA
352 GCA GTA GGG AAT CTT CGG CAA TGG ACC
379 GMMAGT CTG ACC GAG CAA CGC CGC GTG
406 AGT GAA GMA SGT TTT CGG ATC GTA AAG
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Zur weitergehenden Analyse des 16SrRNA-Gens der S. phocae-Referenzkultur
8399 wurde das 16SrRNA-Gen von S.phocae mit den 16SrRNA-Genen der
Streptokokkenspezies  S.agalactiae, S.dysgalactiae, S.canis, S uberis,
S. parauberis, S.pyogenes, S.pneumoniae, S.equi subsp. zooepidemicus und
S.iniae vergleichend betrachtet. Dieser Vergleich der 16SrRNA-Gene ist in
Abbildung 12 dargestellt.

Abb.12: Vergleich des 16SrRNA-Gens von S.phocae mit den
16SrRNA-Genen von S.agalactiae, S.dysgalactiae, S. canis,
S. uberis, S parauberis, S pyogenes, S pneumoniae, S.equi
subsp. zooepidemicus und S.iniae. Die Sequenzen wurden der
Gendatenbank entnommen: S. agalactiae (Zugangsnummer X59032),
S. dysgalactiae (Zugangsnummer X59030), S. canis (Zugangsnummer
X59061), S. uberis (Zugangsnummer ABQ002526), S. parauberis
(Zugangsnummer X89967), S. pyogenes (Zugangsnummer X59029),
S. pneumoniae (Zugangsnummer X58312), S. equi
subsp. zooepidemicus  (Zugangsnummer  AB002516), S.iniae
(Zugangsnummer X58316); die im Vergleich zur Sequenz von
S. phocae abweichenden Nukleotidsequenzen sind schwarz markiert;
der Bereich der V2-Region (26 Basen) des 16SrRNA-Gens ist

markiert ([
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S. PNEUNDNI @8 == == === === e e mm e e e e e oo e e e e
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61 120
ACATGCAAGTAGAACGCCTCTTGCTTAGTI G- - - CTTGCACTAAGTAAGAGSAGT TGCAGA
___________________________________________________________ G
___________________________________________________________ G

---------------------------- TG - - el - - - - - - - - deAGTTGC- - &
---------------------------- TGGTGCTTGCACT- AGT® EAGTTCC- - [

180
YACGGGT GAGT AACGCGTAGGTAACCT ACCTTATAGCGGGGGAT AACTATTGGAAACGAT
BACGGGT GAGT AACGCGTAGGTAACCTNCCTBATAGCGGGGGATAACTAT TGGAAACGAT
BACGGGT GAGTJACGCGT AGGT AACCTNCCTI®AT AGCGGGGGAT AACTI T TGGAAACGAT
- ACGGGT GAGTAACGCGT AGGT AACCTINCCTINAT AGCGGGGGAT AACT|N TTGGAAACGAT
\ACGGGT GAGTAACGCGTAGGT A ®AT AGCGGGGGATAACTATTGGAAACGAT
3 ACGGGT GAGTAACGCGTAGGT AACCTACCTI®AT AGCGGGGGATAACTAT TGGAAACGAT
- ACGGGT GAGTIJACGCGT AGGT AACCTECCTINAT AGCGGGGGAT AACTTTGGAAACGAT
\ACGGGT GAGT AACGCGT AGGTAACCT[€CCTI€€ TAGCGGGGGAT AACTAT TGGAAACGAT
\ACGGGT GAGT AACGCGT AGGTAACCT AlGCT TATAGCGGGGGATAACTAT TGGAAACGAT
A ACGGGT GAGTIYACGCGT AGGT AACCTINCCT[®AT AGCGGGGGATAACT TTGGAAACGAT

181 240
AGCTAATA TTAAAAGGGGCAATTGCTCC
AGCTAATA AccaaTTecTiC
AGCTAATA QEeAT
AGCTATA sTNCTCC
AGCTAATA TTAAAAGGGGCAAATGCTHIC
AGCTAATA TTAAAAGAAGCAAJITGCTYC
AGCTAATA TTAAAAGGGGCAATTGCTINC
AGCTAATA cqjecAsTTGdNIC
AGCTAATA AccTce
AGCTATA TTAAAAGAGCAATTGCTIC

241 300

ACTATGAGAT GGACCT GOGT TGT ATTAGCTAGT TGGT GAGGT AACGGCT CACCAAGGCAA
ACT[ETGAGAT GGACCTNCGTNGT ATTAGCTNGT TGGT GAGGT AAAGGCT CACCAAGGEA
ACTATGAGATGGACCTNCGT|NGT AT TAGCTNGT TGGT GAGGT AACGGCT CACCAAGGQE
ACTATGAGATGGACCTNCGT TGTATTAGCTNGT TGGT GAGGT[NAAGGCT CACCAAGGQE
ACTATGAGAT GGACCTICGT TGTATTAGCTAGT TGGTIAGGT AACGGCTJACCAAGGQE
ACTATGAGATGGACCT GOGT TGTATTAGCTAGT TGGT GAGGT AACGGCT CACCAAGGAS
ACTATGAGATGGACCTNCGTGTATTAGCTAGT TGGT GAGGTAAAGGCTCAQYAAGGTE
ACT ABCAGAT GGACCT|NCGT TGTATTAGCTAGT TGGT JEGGT AACGGCT CACCAAGGCE
ACTATGAGAT GGACCT GOGT T GTATTAGCTAGT TGGTINEGGT ANIGGOSJACCAAGGTEA
ACTATGAGATGGACCTCGTGTATTAGCTINGT TGGT GAGGT AACGGCT CACCAAGGGEA

301 360
CGATACATAGCCGACCCT GAGAGGGT GATCGGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGA
CGATACATAGCCGACC- TGAGAGGGTINAT CGGCCACACT GGGACT GAGACA GA
CI%IAQETAEiII%(I}TC%E%EEEW CGGCCACACT GGGACTGAGACA GA

CGATACATAGCCGACC- TGAGAGGGT GATCGGCCACNCT GGGACT GAGACACGGCCCAGA
CGATACATAGCCGACC- TGAGAGGGT GATCGGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGA
CGATACATAGCCGACC- TGAGAGGGT GATCGGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGA
CGATAQYTAGCCGACC- TGAGAGGGT GATCGGCCACACT GGGACT GAGACA GA
CGATAQNTAGCCGACC- TGAGAGGGTIAT CGGCCACACT GGGACTRAGACY €N
CGATACATAGCCGACC- TGAGAGGGT GAIICGGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGA
CGATACATAGCCGACC- TGAGAGGGTAT CGGCCACNCT GGGACT GAGACACGGCCCAGA



361 420
phocae CTCCKACGGGAT GGCAGCANGT AGGGAAT CTTCGGCAAT GGACCGMVIAGT CTGACCGAGC
agal acti ae CTCQJACGGGA- GGCAGCA- GTAGGGAAT CTTCGGCAAT GGA- 2AGT CTGACCGAGC

dysgal acti ae CGGGA- GGCAGOYN- GTAGGGAAT CTTCGGCAAT GGA- A GTCTEACCGAGC

cT
cani s CTCQYACGGGA- GGCAGOY- GTINGGGAATCTTCGGCAATGAE- ®CTGACCGAGC
uberis CTCOYACGGGA- GGCAGCA- GTAGGGAATCTTCGGCAATGGE- ®CTGACCGAGC
par auberi s CT CGGGA- GGCAGCA- GTAGGGAATCTTCGGCAATCGCe- 8CTGACCGAGC
pyogenes cT CGGGA- GGCAGAY- GTAGGGAATCTTCGGAIATGGE- CCGAGC
pneunni ae CTCQYACGGGA- GGANGAY- GTNGGGAATCTTCGGCAATGGA- CGENAGT CTGACCGAGC
equi CTCOYACGGGA- GGCAGCA- GTAGGGAATCTTCGGCAATGAE- [€ CTGACCGAGC
i ni ae CTCQACGGGA- GGANGAY- GTAGGGAATCTTCGGCAAT GGA- CGEAAGT CTGACCGAGC

421 480
phocae AACGCCGOGT GAGT GAAGMASGT TTTCGGATCGTAAAGCTCTGT TGT TAGAGAAGAATGA
agal acti ae AACGCCGCGT GAGT GAAGIARGT TTTCGGAT CGTAAAGCTCTGT TGTTAGAGAAGAARG]
dysgal acti ae AACGCCGCGT GAGTGAACAAEGGT TTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGT TAGAGAAGAATGA
cani s AACGOCGCGT GAGT GAAGHRGT TTTCGGAT CGTIJAAGCTCTGT TGT TAGAGAAGAARGE
uberis AACGCCGCGT GAGT GAAGAEGT TTTCGGAT CGT AAAGCT CTGT TGT TAGAGAAGAARCE
par auberi s AACGCCGOGT GAGT GAAGAEGT TTTCGGAT CGT AAAGCT CTGT TGT TAGAGAAGAARGE
pyogenes AACGONGCGT GAGT GAAGAAEGT TTTCGGAT CGTAAAGCT CTGT TGTTAGAGAAGAATGA
pneunoni ae NACGCCGOGT GAGTGAAAEGT TTTCGGATCGTI]AAGCTCTGT TGTIIAGAGAAGAABGA
equi AACGCCGOGT GAGT GAAGA€GT TTTCGGATCGTAAAGCTCTGT TGT TAGAGAA G
i ni ae AACGCCGOGT GAGT GAAGAAEGT TTTCGGATCGTAAAGCTCTGT TGT TAGAGAAGAASGE

481 540
phocae TGGT GGGAGT GGAAAAT CCACCAT GT GACGGT AACT AACCAGAAAGGGACGGCTAACTAC
agal acti ae TGGTIAGGAGT GGAAAAT PACCAIIGT GACGGT AACT AACCAGAAAGGGACGGCTAACTAC

dysgal acti ae TGGT GGGAGT GGAAAAT CCACCAT GT GACGGT AACT AACCAGAAAGGGACGGCTAACTAC
canis Tha ATGGG\AGTGG‘AAAAE ATGT GACGGTAACT AACCAGAAAGGGACGGCTAACTAC
uberis TIVAT GGGAGT GGAAAAT 8GT GACGGTAACTAACCAGAAAGGGACGGCTAACTAC

par auberi s Tl T GGGAGT GGAAAAT 8GT GACGGT AACTAACCAGAAAGGGACGGCTAACTAC
pyogenes TGGT GGGAGT GGAAAAT CCACCAIGT GACGGT AACT AACCAGAAAGGGACGGCTAACTAC
pneunni ae GrdAGacT eTlICAJXe TGTNACGGT AJICTIIACCAGAAAGGGACGGCTAACTAC
equi TAATGGGAGT €T CCAJICAT GT GACGGT AACT AACCAGAAAGGGACGGCTAACTAC

ini ae TIYAT GGGAGT GGAAAAT 8GT GACGGTAACTAACCAGAAAGGGACGGCT] EACT AC
541 600
phocae GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT CTGCGAGCGT TGTCCGGATTTATTGGGCGTAA
agal acti ae GCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAA
dysgal acti ae GCGTTGTCCGGATINATTGGGCGT]
cani s GCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT|
uberis ®- CGAGCGITGTCCGGATTTATTGGGCGTAA
par auberi s GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCT- CGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAA
pyogenes GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT Je- GCGTTGTCCGGATINTATT
pneunoni ae GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT - ONAGCGT TGTCCGGATINNATTGGGCGTA
equi GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT(®- CGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAA
ini ae GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCT- CGAGCGTTGT CCGGATATTGGGCGT EA
601 660
phocae AGCGAGCGCAGGCGGTTTGATAAGT CTGAAGT TAAAGGCCGT GGCTCAACCATGGTTCGC
agal acti ae AGCGAGCGCAGGCGGT TRITAAGT CTGAAGT TAAAGGAAGTGGCT] EAACCAT GTlcee
dysgal acti ae AGCGAGCGCAGGCGGTTTAAGTCTEAAGTTAAA A GTGGCTCAA TICGC
canis AGCGAGCGCAGGCGGTTRITAAGT CTGAAGT TﬂAAGGCﬁTTGGCT CAA GTIYIGC
uberis AGCGAGCGCAGGCGGTTTGATAAGT CTGAAGT TAAA GTGGCTEAACCATAGTACGC
par auberi s AGCGAGCGCAGGCGGT TIAMITAAGT CTGAAGT TAAAGGCCGT GGCTCAACCATGGTTCGC

equi AGCGAGCGCAGGCGGT TTGATAAGT CTGAAGT TAAA 2 GT GGCT]

pyogenes AGCGAGCGCAGGCGGT] TAAGTCTAAGTTAAA TGGCTIAA GrRcce
pneunoni ae AGCGAGCGCAGGCGGT TINEATAAGT CTGAAGT TAAA GTGGCTCAACCATIGTINéGC
CCATYGTINIGC
i ni ae AGCGAGCGOYGGCGGTTIGJAT AAGT CTGAAGT AAAA GTGGCTCAACCATNGTINIGC



661 720
phocae TTTGGAAACT GT CAAACT TGAGT GCAGAAGGGGAGAGT GGAAT TCCAT GT GTAGCGGT GA
agal acti ae TTTGGAAACT GENEEACT TGAGT GCAGAAGGGGAGAGT GGAAT TCCAT GT GTAGCGGT GA
dysgal actiae  TTTGGAAACTGENEAACT TGAGT GCAGAAGGGGAGAGT GGAAT TCCAT GT GTAGCGGT GA
cani s TTTGGAAACT GENEAACT TGAGT GCAGAAGGGGAGAGT GGAAT TCCATGT GTAGCGGT GA
uberis TTTGGAAACT GT CAAACT TGAGT GCAGAAGGGGAGAGT GGAATTCCAT GT GTAGCGGT GA
par auberi s TTTGGAAACT CTTGAGT GCAGAAGGGGAGAGT GGAAT TCCAT GTGTAGCGGTGA
pyogenes TTTGGAAACT GENEAACT TGAGT GCAGAAGGGGAGAGT GGAATTCCAT GT GTAGCGGT GA
pneunni ae TTTGGAAACT GTIRIAACT TGAGT GCAIJEAGGGGAGAGT GGAAT TCCATGT GTAGCGGT GA
equi TTTGGAAACT GTJAAACT TGAGT GCAGAAGGGGAGAGT GGAAT TCCAT GT GTAGCGGT GA
i ni ae TTTGGAAACT GTIAAACT TGAGT GCAGAAGGGGAGAGT GGAAT TCCATGT GTAGCGGT GA
721 780
phocae AATGCGT AGATATAT GGAGGAACACCGGT GGCGAAAGCGGCTCTCTGGT CTGTAACTGAC
agal acti ae AATGCGTAGATATAT GGAGGAACACCGGT GGOGAAAGCGGCT CTCTGGT CTGTAACTGAC
dysgal actiae  AATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGT GGCGAAAGCGGCT CTCTGTCTGTAACTGAC
cani s AATGOGT AGATATAT GGAGGAACACCGGT QNN GAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGAC
uberis AAT GCGTAGATATAT GGAGGAACACCGGT GGCGAAAGCGGCT CTCTGGT CTGTAACTGAC
par auberi s AAT GCGTAGATATAT GGAGGAACACCGGT GGCGAAAGCGGCT CTCTGGT CTGTAACTGAC
pyogenes AAT GCGTAGATATAT GGAGGAACACCGGT GGOGAAAGCGGCTTCTNGT CTGTAACTGAC
pneunni ae AATGCGT AGATATAT GGAGGAACACCGGT GGCGAAAGCGGCT CTCTGGINGTAACT GAC
equi AATGCGT AGATATAT GGAGGAACACCGGT GGCGAAAGCGGCTCTCTGGT CTGTAACTGAC
i ni ae AATGCGTAGATATAT GGAGGAACYCOGGT GGOGAAAGCGGCT CTCTIGTCTGTAACTGAC
781 840
phocae GCT GAGGCT CGAAAGCGT GGGGAGCAAACAGGAT TAGAT ACCCT GGTAGT CCACGCCGTA
agal acti ae GCT GAGGCT CGAAAGCGT GGGGAGCAAACAGGAT TAGATACCCTNGT AGT CCACGCCGTA
dysgal actiae  GCTGAGGCTCGAAAGCGT GGGGAGOYAACAGGAT TAGATACCCTNGT AGT CCACGCCGT]
cani s GCTGAGGCT CGYAAGCGT GGGGAGONAACAGGAT TAGATACCCTINGT AGT CCACGCCGT|
uberis GCT GAGGCT CGAAAGCGT GGGGAGCAAACAGGAT TAGATACCCT GGTAGT CCACGCCGTA
par auberi s GCT GAGGCT CGAAAGCGT GGGGAGCAAACAGGAT TAGATACCCT GGTAGT CCACGCCGTA
pyogenes GCT GAGGCTGAAAGCGT GGGGAGCAAACAGGAT TAGATACCCTNGT AGT CCACGCCGTA
pneunoni ae GCT GAGGCT CANAAGCGT GGGGAGCAAACAGGAT TAGAT ACCCTNGT AGT CCACGYGTA
equi GCT GAGGCT CGAAAGCGT GGGGAGCAAACAGGAT TAGAT ACCCT GGTAGT CCACGCCGTA
i ni ae GCT GAGGCT CGAAAGCGT GGGGAGCAAACAGGAT TAGAT ACCCTNGT AGT CCACGCCGTA
841 900
phocae AACGAT GAGT GCTAGGT GT TAGACCCT TTCCGGGGT TTAGT GCCGT AGCTAACGCATTAA
agal acti ae AACCGATGAGTGCTAGGTGTTAGECCCTTT OTTAGT SAGCTAACGCATTAA
dysgal acti ae AACCGATGAGTGCTAGGTGTTAGECCCTTT OTTAGT €AGCTAACGCATTAA
cani s AACGATGAGT GCTAGGTGTTAGECCCTTT 8 TTAGTGCCGEAGCTAACGRTTAA
uberis AACGATGAGT GCTAGGT GTTAGECCCTTT 8 TTAGT GCCGEAGCTAACGCATTAA
par auberi s AACGATGAGTGCTAGGTGTTAGECCCTTT OTTAGT OAGCTAACGCATTAA
pyogenes AACGATGAGT GCTAGGTGT TAGECCCT| ET OTTAGT €AGCTAACGCATTAA
pneunoni ae AACGATGAGT GCTAGGT GTTAGACCCT T TCCGGGGT[@NAGT GOCGT AGCTAACGCATTAA
equi AACCSTGAGT GCTAGGT GTTAGECCCTTT T TAGT GCCEAGCTAACGCATTAA
i ni ae AACGATGAGT GCTAGGT GTTAGECCCTTT 8 TTAGTGCCGEAGCTAACGCATTAA
901 960
phocae GCACT CCGOCT GGGGAGT ACGACCGCAAGGT TGAAACT CAAAGGAAT TGACGGGGGCCCG
agal acti ae GCACT CCGOCT GGGGAGT ACGACCGCAAGGT TGAAACT CAAAGGAAT TGACGGGGGCC- G
dysgal actiae  GCACTCCGCCTINGGGAGTACGACCGCAAGGT TGAAACT CAAAGGAATTGACGGGGGCC- G
cani s GCACT COGCCT GGGGAGT ACGACCGCAAGGT TGAAACT CAAAGGAAT TGACGGGGGCC- G
uberis GCACT COGCCT GGGGAGT ACGACCGCAAGGT TGAAACT CAAAGGAAT TGACGGGGGCCCG
par auberi s GCACT COGCCT GGGGAGT ACGACCGCAAGGT TGAAACT CAAAGGAAT TGACGGGGGCCCG
pyogenes GCACT COGCCT GGGGAGT ACGACCGCAAGGT TGAAACT CAAAGGAAT TGACGGGGGCC- G
pneunni ae GCACT CCGCCT GGGGAGT ACGACCGCAAGGT TGAAACT CAAAGGAAT TGACGGGGGCC- G
equi GCACT CCGOCT GGGGAGT ACGACCGCAAGGT TGAAACT CAAAGGAAT TGACGGGGGCCCG

ini ae GCACT CCGCCT GGGGAGT ACGACCGCAAGGT TGAAACT CAAAGGAAT TGACGGGEGEGECE- G
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961 1020

CACAAGCGGT GGAGCAT GT GGT TTAAT TCGAAGCAACGCGAAGAACCT TACCAGGTCTTG
CACAAGCGGT GGAGCATGTNGT TTAATTCGAAGQYAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG
CACAAGCGGTNGAGCATGTNGTINAAT TCGAAGIAACGCGAAGAACCTNACCAGGTCTG
CAQYAGCGGT GGAGYTGTGGTTTAAT TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG
CACAAGCGGT GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAIRScaAleA B T8 CCAGGTCTTG
CACAAGCGGT GGAGCAT GT GGT T TAAT TCGAAGCAACGCGAAGAACCT TACCAGGTCTTG
CACAAGCGGT GGAGCATGT GGTINNAAT TCGAAGYAACGCGAAGAACCT TACCAGGTCTTG
CACAAGCGGT GGAGCATGTINGT T TNAT TCGAAGIAACGCGAAGAACCT TACCAGGTCTTG
CACAAGCGGT GGAGCAT GT GGT TTAAT TCGAAGCAAJNECARGAACCTTACCAGGTCTTG
CACAAGCGGT GGAGCATGT GGTINNAATTCGAAYAACGCGAAGAACCTIACCAGGTCTRG

1021 1080

ACATCCTTCTGACCCGGCCTAGAGATAGGCT TTCT CT TCGGAGCAGAAGT GACAGGGT GG
ACATCCTTCTG ACCGGECCTAGAGATAGGCTTTCTCT TCGGAGCAGAAGT GACAGG- TGG
ACATCCT[eCTG a GEGCACEAGT GACAGG TGG

ACAT NI®EGTGACAGG TGG
ACAT N€GT GACAGG- TGG
ACAT nEeecTACAGE TG
ACAT GACAGG TGG
ACAT \GACAGG- TGG
ACAT NEGAGACAGG- TGG

1081 1140

TGCATGGTTGT CGT CAGCT CGT GT CGT GAGAT GTTGGGT TAAGT CCOGCAACGAGCGCAA
TGCATNGTTGTCGT CAGCT CGT GT CGT GAGAT GT TGGGT TAAGT CCOGCAACGAGCGCAA
NGCATRGTGT CGTCAGCT CGTGT CGTGAGAT GTTGGGT TAAGT CCOGCAACGAGCGCAA
TGCATGGT TGT CGTJAGCT CGT GT CGT GAGAT GT TGGGT TAAGT CCOGCAACGAGCGCAA
TGCATGGT TGTCGT CAGCT CGT GT CGT GAGAT GT TGGGT TAAGT CCOGCAACGAGCGCAA
TGCATGGT TGT CGT CAGCT CGT GT CGT GAGAT GT TGGGT TAAGT CCOGCAACGAGCGCAA
GCATNGTNGT CGT}AGCT CGT GT CGT GAGAT GT TGGGTYAAGT CCOGCAACGAGCGCAA
GCATNGTNGT CGTCAGCT CGT GT CGT GAGAT GTTGGGTNAAGT CCOGCAACGAGCGCAA
TGCATGGT T GT CGT CAGCT CGT GT CGT GAGAT GTTGGGT TAAGT CCOGCAACGAGCGCAA
NGCATGGTNGT CGTIAGCT CGT GTCGT GAGAT GT TGGGTINAGT CCCGCAACGAGCGAIA

1141 1200

CCCCTATTGTCTAGT TGCCATCATTAAGT TGGGCACT CTAGCGAGACT GCOGGTAATAAA
CCCCTATTGT- TAGT TGCCATCATTAAGT TGGGCACT CTAGCGAGACT GCCGGTAAT]

CCCCTTTGT- TAGTTGCCATCATTAAGT TGGGCACT CTAGCGAGACT GCCGGTIAT]

CCCCTNTTGT- TAGT TGCCATCATTAAGT TGGGCACT CTAGCGAGACT GCCGGTAATAAA
CCCCTATTGT- TAGTTGCCATCATTAAGT TGGGCACT CTAGCGAGACT GCOGGTAATAAA
CCCCTATTGT- TAGTTGCCATCATTAAGT TGGGCACT CTAGCGAGACT GOOGGTAATAAA
CCCCTTTGT- TAGTTGCCATCATTAAGT TGGGCACT CTAGCGAGACT GCCGGTRAT

COYTATTGT- TAGT TGCCATCAT TIJAGT TGGGCACT CTAGCGAGACT GCOGGTAAT|IAA
CCCCTATTGT- TAGT TGCCATCATTAAGT TGGGCACT CTAGCGAGACT GCOGGTAATAAA
cccCTRTGT- TAGTTGCCAT CATNAAGT TGGGCACT CTAGCGAGACT GCOGGTINATAAA

1201 1260

CCGGAGGAAGGT GGGGAT GACGT CAAAT CAT CATGCCCCT TATGACCTKGGGCTACACAC
CCGGAGGAAGGT GGGGAT GACGT CAAAT CAT CATGCCCCT TATGACCT - [NGGCTACACAC
CCGGAGGAAGGT GGGGAT GACGT CAAAT CAT CATGCCCCT TATGACCT - [NGGCTACACAC
CCGGAGGAAGGT GGGGAT GACGT CAAAT CAT CATGCCCCT TATGACCT - GGGCTACACAC
CCGGAGGAAGGT GGGGAT GACGT CAAAT CAT CATGCCCCT TATGACCT - GGGCTACACAC
CCGGAGGAAGGT GGGGAT GACGT CAAAT CAT CATGCCCCT TATGACCT - GGGCTACACAC
COGGAGGAAGGT GGGGAT GACGTIEAAAT CATEEATGCCCCTINATGACCT - [NGGCTACACAC
CCGGAGGAAGGT GGGGAT GACGT CAAAT CAT CATGCCCCT TATGACCT - GGGCTACYCAC
CCGGAGGAAGGT GGGGAT GACGT CAAAT CAT CATGCCCCT TATGACCT - GGGCTACACAC
CCGGAGGAAGGT GGGGAT GACGT CAAATCAT CATGCCCCT TATGACCT - [faaeTAcAdiC
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1261 1320
phocae GTGCTACAAT GGT TGGTACAACGAGT TCGCAAGCCGGT GACGGCAAGCTAATCTCTTAAA
agal acti ae GTGCTACAATGGT TGGTACAACGAGT - CGCAAGCCGGT GACGGCAAGCTAATCTCTTAAA
dysgal acti ae ~ GTGCTACAATNGTTGGTACAACGAGT- CGCAAGCCGGT GACGGCAAGCTAATCTCTTAAA
cani s GTGCTAQNATGGT TGGTACAACGAGT - CGCAAGCCGGT GACGGCAAGCTAATCTCTIEAAA
uberis GTGCTACAATGGTTGGTACAACGAGT - CGCAAGCCGGT GACGGCAAGCTAATCTCTTAAA
parauberi s GTGCTACAATGGTTGGTACAACGAGT - CGCAAGCCGGT GACGGCAAGCTAATCTCTTAAA
pyogenes GTGCTACAATGGT TGGTACAACGAGT - CGCAAGCCGGT GACGGCAAGCTAATCTCT
pneunni ae GTGCTAQNATGIE T GGT ACAACGAGT - CGCAAGCCGGT GACGGCAAGCTAATCTCTTINAA
equi GTGCTACAATGGT TGGTACAACGAGT - CGCAAJECGGT GACGGCAAGCTAAT CTCTIRAAA
i ni ae GTGCTACAATGGT TGGTACJACGAGT - CGCAAGCCGGT GACGGCAAGCTAAT CTCTIEAAA
1321 1380
phocae GCCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCT GCAACT CGCCTACAT GAAGT CGGAAT CGCTAGTA
agal acti ae GCCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCT GCAACT CGCCTNCAT GAAGT CGGAAT CGCTAGTA
dysgal acti ae ~ GOCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCT GCAACT CGCCT|NCAT GAAGT CGGAATCGCTAGTA
canis GCCAATCTANGTTCGGATTGTAGGCT GCAACT CGCCTACAT GAAGT CGGAAT CGCTAGTA
uberi s GCCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCT GCAACT CGCCTACAT GAAGT CGGAAT CGCTAGTA
par auberi s GCCAATCTCAGT TCGGATTGTAGGCT GCAACT CGCCTACAT GAAGT CGGAAT CGCTAGTA
pyogenes GCCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCT GCAACT CGCCTNCATGAAGT CGGAAT CGCTAGTA
pneunoni ae GeeAleTCTANGT TCGGATTGT AGGCT GCAACT CGCCTNCAT GAAGT CGGAAT CGCTNGTA
equi GCCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCT GCAACT CGCCTACAT GAAGT CGGAAT CGCTAGTA
i ni ae GCCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCT GCAACT CGCCTIECAT GAAGT CGGAAT CGCTNGTA
1381 1440
phocae ATCGOGGAT CAGCACGCOGCMGGT GAAT ACGT TCCOGGGGCT TGTACMACACCGCCCGTB

agal acti ae
dysgal acti ae
cani s

uberis
par auberi s
pyogenes
pneunoni ae
equi
ini ae
1441 1500
phocae ACACCACGAGAGT TTGT AACACCCGAAGT CGGT GAGGTAACCT TTTAGGAGCCAGCCGCC
agal acti ae ACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGA- - - - - = - = - - - o m oo oo e e m oo
dysgal actiae = ACACCACGAGAGITTGTAACACCCGA- - - - - - ---------- - o oo oo oo oo
cani s NCACCACGAGAGTTTGTAACACCCGA- - - - = = = = == = = mm o em e oo
uberis ACACCACGAGAGT TTGT AACACCCGAAGT CGGT GAGGTAACCT TTTAGGAGCCAGCCGCC
par auberi s ACACCACGAGAGT[ITGTAACACCCGARGT CGGTGAGGTAACCTINITAGGAGCG: - - - - - -
pyogenes ACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGA- - - = - - = - - s m o m e e e e m - -
pneunni ae ACACYCGAGAGT TTGTAACACCCGA- - - - - - = = = === === o oo oo m o mmmmo oo oo
equi ACACCACGAGAGT TTGT AACEIACCGAAGT CGGT GAGGT AACCE T TIAGGAGCCAGCCGCC
i ni ae ACACCACGAGAGT TIGTAACACCCGA- - - = = = = = == = === o mm o mm e o mm oo e
1501 1560
phocae TAAGGT GGGATAGAT GAT TGGGGT GAAGT CGT AACAAGGT AGCCGT ATCGGAAGGT GCGG

Aagal ACt i @8 s
dysgal aCti @8  ---c-ma-iciie i iene e ieieemeeieesemmeseeseemaeneeneaaa-
CANI'S e e o e e e e e e e e e e e e e e e meemeeoao
uberis TAAGGTGGGATAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGG: - - - === - mmm e e - -
P L= 101 0 1= ) o T oy
PYOQENES == m = m e e e e e e e e e e e emmeeeeeeaaaaaa-
[TaLT o LA T U= B R
equi TAAGGT GGGATAGATGAT TGGGGTGAAGTCGTAACAAGG: - - == - === = s e o me oo o -
TV e i
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1561 1573
phocae CTGGATCACCTCC
agal actiae = -------------
dysgal actiae  -------------
canis 000 memeemmeo-o-o--
uberis =000 meeeeeeaaao-.
parauberis = -------------
pyogenes = ----------o---
pneunoni ae = -------------
equi e
iniae =00 c--eoooooo_--

LOOHnnnmovon

Eine weitergehende Analyse des 16S rRNA-Gens der S. phocae-Referenzkultur
8399 H1 erfolgte durch Vergleich der Sequenz der V2-Region mit der Sequenz
von 33 weiteren V2-Regionen verschiedener Streptokokkenspezies und
Subspezies. Die Basensequenzen der V2-Regionen sind in Abbildung 13
dargestellt. Dabei zeigte die V2-Region von S phocae 8399 H1 einen
Unterschied von vier Basenpaaren im Vergleich zur V2-Region des 16S rRNA-
Gens von S.sobrinus DSM 20742 (geringster Unterschied) und einen
Unterschied von 16 Basenpaaren im Vergleich zur V2-Region des 16SrRNA-
Gensvon S. macacae NCTC 11558 (grofdter Unterschied).



Abb. 13: Vergleich der Nukleotidsequenzen der V2-Region des 16SrRNA-

Gens von S.phocae mit 33 weiteren V2-Regionen verschiedener

Streptokokkenspezies.

Sequenz der V2-Region Spezies und Stammnamen*
TAAGAAGAGTTAACACATGTTAATTC. . . . . . S phocae NCTC 12719
TAAGAGIAINT TAACACATGTTAETTH. . . . . . S agalactiae NCDO 1348
TAAgAearT TAGRecATdeTNAINY. . . . .. S acidominimus NCDO 2025
TAASACHEITTEACACATGTTACAAE. . . . . . S. alactolyticus NCDO 1091
TAA GTHT €TAACACATGTTA e ...... S anginosus NCTC 10713
TAA TTAACACATGTT AGALICHE S. bovis NCDO 597
TAAN LS TTAACACATGTTANEN . .. S canis DSM 20770
TRAGAAlsAlTTAGReCATNETARRTlE. . . . . S constellatus NCTC 11324
TAAAGEEN T AAQICATGTRAATIVY. . . . .. S cricetus NCDO 2720
TEEAGACIEEYI T TAACACATGTTAGRER. . . . .. S downei NCTC 11391
TEAGAAILEINECACOCATGT CTT A\ R S dysgalactiae NCDO 2023
TAARACIKEGT TEACECATGTTAASSR. . . . . . S equi subsp. equi 19
TAAAACIIEGT T[CACOCATGT TA ACﬁ ...... S. equi subsp. zooepidemicus 500
TAARACeoV TleACeCATGTRAlITEEE. . . . . . S equi subsp. zooepidemicus 631
TAAGACSAIIT TAACACATGTTACRTE. . . . .. S equinus NCDO 1037

AAGAeqENATYAcACATGTTIITNE. . . . . . S hyointestinalis NCTC 20770
TleAls~ C'CI'FAGTAC AR S iniae NCDO 2722
TaaGAAsAlITTAGReCATINET Al Tle. . . . .. S intermedius NCTC 11324
WY CTQICTRACS U THATAGCHNN S. macacae NCTC 11558
T A AT TT AIREECATGAT] NN S mutans NCTC 10449

‘GTE eimgecATAYeAUTTR. . . . .. S oralisNCTC 11427
“‘GT CEeCATCATAINTEA. . . . .. S parasanguis GIFU 8099
Te 0/ ATTAAGTéT ACT AAARNEREENS S parauberis 1348
TAAGA GTEAEGTT eCATANe ATE ...... S pneumoniae NCTC 7465
TeAANeNATNNEACACATGTOAIOTY. . . . . . S porcinus NCDO 600
TAAGAENENe TAACECATGTIAETIVE . . . S. pyogenes NCDO 2381
TAAGAENEITINAACACATGTTAENeE . . . . . S rattus NCDO 2723
TANsAAItedATeACACATGTRANTTR. . . . .. S salivariusNCDO 1779
TAARA YA T\imReCATARTNANNY. . . . .. S. sanguis AF003928
TAAGACGAGTTAAQQICATGTTAARTE. . . . . . S sobrinus DSM 20742
TANSAIAITTAReCATJETAEATC. . . . . . S sUisNCTC 10237
TAASNAIgedRTleAcACATGTNANNY. . . . .. S. thermophilus NCDO 573
TEACANIACEGIACACATGTINGSO TR . . . .. S uberis ATCC 27958
TAACAAIJAGETEACACATGTOAITTR. . . . .. S vestibularis NCTC 12166

Die im Vergleich zur V2-Region des 16S rRNA-Gens von S phocae
abwei chenden Nukleotidsequenzen sind schwarz markiert

* Zugangsnummern der Gendatenbank und Referenzen siehe Tab. 14



Tabelle 14: Zugangsnummern der Gendatenbank und Referenzen

Spezies und Stammnamen Zugangs-Nr. Referenzen

S. phocae NCTC 12719 AF235052 Vossen / Abdulmawjood, 1999
S agalactiae NCDO 1348 X59032 Bentley / Leigh, 1995

S. acidominimus NCDO 2025 X58301 Bentley / Leigh, 1995

S alactolyticus NCDO 1091 X58301 Bentley / Leigh, 1995

S anginosus NCTC 10713 X58309 Bentley / Leigh, 1995

S. bovisNCDO 597 X58317 Bentley / Leigh, 1995

S canisDSM 20770 X59061 Bentley / Leigh, 1995

S. constellatus NCTC 11324 X58310 Bentley / Leigh, 1995

S cricetus NCDO 2720 X58305 Bentley / Leigh, 1995

S downei NCTC 11391 X58306 Bentley / Leigh, 1995

S. dysgalactiae NCDO 2023 X59030 Bentley / Leigh, 1995

S. equi subsp. equi 19 AF073812 | Abdulmawjood/Lammler, 2000

S. equi subsp. zooepidemicus 500 AF073814 | Abdulmawjood / Lammler, 2000

S. equi subsp. zooepidemicus 631 AF07381 Abdulmawjood / Lammler, 2000

S equinusNCDO 1037 X58318 Bentley / Leigh, 1995
S hyointestinalisNCTC 20770 X58313 Bentley / Leigh, 1995
S iniae NCDO 2722 X58316 Bentley / Leigh, 1995
S. intermedius NCTC 11324 X58311 Bentley / Leigh, 1995
S. macacae NCTC 11558 X58302 Bentley / Leight, 1995
S. mutans NCTC 10449 X58303 Bentley / Leigh, 1995
S oralisNCTC 11427 X58308 Bentley / Leigh, 1995
S. parasanguis GIFU 8099 AB006125 Sultanaet al., 1998

S parauberis 1348 X89967 Domenech et al., 1996
S. pneumoniae NCTC 7465 X58312 Bentley / Leigh, 1995
S. porcinus NCDO 600 X58315 Bentley / Leigh, 1995
S. pyogenes NCDO 2381 X59029 Bentley / Leigh, 1995
S rattusNCDO 2723 X58304 Bentley / Leigh, 1995
S salivariusNCDO 1779 X58320 Bentley / Leigh, 1995
S sanguis AF003928 AF003928 Elmer et al., 1997

S. sobrinus DSM 20742 X58307 Bentley / Leigh, 1995
S suisNCTC 10237 X59031 Bentley / Leigh, 1995
S. thermophilus NCDO 573 X59028 Bentley / Leigh, 1995
S uberisATCC 27958 U41048 Brown/ Brown, 1995

S vestibularisNCTC 12166 X58321 Bentley / Leigh, 1995




In einer Dendrogrammanalyse der 26 Basen der V2-Region der 16S rRNA-Gene
ergab sich die grofte Ahnlichkeit in der Sequenz von S. phocae innerhalb von 32
V2-Regionen verschiedener Streptokokkenspezies und Subspezies zu der
Sequenz von S. sobrinus. Den grofdten euklidischen Abstand von 118,2 wies die
V2-Region von S.phocae zu der V2-Region von S.macacae auf. Die

Dendrogrammanalyseist in Abbildung 14 dargestellt.

S-iniae V2.seq
S-parauberis V2.seq
S-uberis V2.seq
S-dysgalactiae V2.seq
S-porcinus V2.seq
S-salivarius V2.seq
4|__|: S-thermophilus V2.seq
| S-vestibularis V2.seq
S-oralis V2.seq
S-pneumoni ae V2.seq

I S-parasanguis V2.seq
—: S-hyointestinalis V2.seq

S-zooepidemicus V2.seq
[ S-phocae V2.seq
S-sobrinus V2.seq
S-canis V2.seq
S-cricetus V2.seq
S-equi V2.seq
S-agalactiae V2.seq
S-pyogenes V2.seq
S-downei V2.seq
S-rattus V2.seq
S-bovis V2.seq
S-equinus V2.seq
S-alactolyticus V2.seq
S-anginosus V2.seq
S-constellatus V2.seq
S-intermedius V2.seq
S-suis V2.seq
S-acidomonimus V2.seq
S-sanguis V2.seq
S-mutans V2.SEQ

S-macacae V2.seq

Hiﬂ [T

118.2

o

100 80 60 40 20

Abb. 14: Dendrogrammanalyse der V2-Region von S. phocae und von 32

weiteren Streptokokkenspezies
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Das 16SrRNA-Gen ermoglichte im Weiteren eine Charakterisierung der 69
zuvor ds S.phocae und der drel ads S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae
Serovar L identifizierten Kulturen. Mit den unter 3.4.2.6.4.1 angegebenen
universellen Oligonukleotidprimern konnte bel alen Bakterienkulturen der
vorliegenden Arbeit das 16S rRNA-Gen durch PCR amplifiziert werden. Die
Amplikons aller untersuchten G, F und L-Streptokokken waren einheitlich und

wiesen eine Grof3e von ca. 1450 Basenpaaren auf (Abbildung 15 und 16).

Eine Uberprifung der Spezifitit der 16SrRNA-Amplifikate erfolgte durch
Restriktionsverdau mit den Enzymen Earl und Hincll. Die 16SrRNA-Gene aller
untersuchten G und FStreptokokkenkulturen der vorliegenden Arbeit sowie der
S. phocae-Referenzkulturen 8399 H1 und 8190 R2 zeigten, entsprechend der
Computeranimation, mit dem Enzym Earl zwei Schnittstellen. Die Grolde der
entstandenen drei  DNA-Fragmente betrug 180, 370 und 900 Basenpaare
(Abb. 15). Das 16SrRNA-Gen dler drel L-Streptokokkenkulturen, die von
Kegelrobben (n=2) und einem Seehund (n=1) isoliert worden waren, zeigte mit
dem Enzym Earl nur eine Schnittstelle. Die beiden Fagmente waren 550 und
900 Basenpaare grof3.

Bel Verdau mit dem Enzym Hincll zeigte das 16SrRNA-Gen aller untersuchten
C- und FStreptokokkenkulturen sowie der S. phocae-Referenzkulturen 8399 H1
und 8190 R2 eine Schnittstelle und zwei Fragmente mit einer Grof3e von 180 und
1270 Basenpaaren (Abb. 16). Der Vedau des 16SrRNA-Gens der
L-Streptokokkenkulturen mit dem Enzym Hincll ergab ebenfalls zwei Fragmente

mit einer Grofe von 550 und 900 Basenpaaren.
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1500 Bp -

- DNA-Fragment (ca. 900 Bp)
600 Bp -
- DNA-Fragment (ca. 370 Bp)

- DNA-F t 180 B
100 Bp - ragment (ca. 180 Bp)

Abb.15: Amplikon des 16SrRNA-Gens von S. phocae vor und nach
Restriktionsverdau mit dem Enzym Earl; S. phocae-Referenzkultur
8399 H1 vor (1) und nach Restriktionsverdau (2). Als Marker diente

ein Molekulargewichtsstandard (100 Bp DNA Ladder, Gibco,
Eggenstein).



1500 Bp -
- DNA-Fragment (ca. 1270 Bp)

600 Bp -

- DNA-Fragment (ca. 180 Bp)
100 Bp -

1 2 3 4 5

Abb.16: Amplikon des 16SrRNA-Gens von S, phocae vor und nach
Restriktionsverdau mit dem Enzym Hincll; S. phocae-Referenzkultur
8399 H1 vor (2) und nach Restriktionsverdau (3); S. phocae-
Referenzkultur 8190 R2 vor (4) und nach Restriktionsverdau (5).
Marker (1) siehe Abb. 15.



Eine weitere Charakterisierung der S. phocae-Kulturen erfolgte mit Hilfe der
beiden unter 3.4.2.6.6 beschriebenen S. phocae-spezifischen
Oligonukleotidprimer PX 1 und PX 2. Die Primer wurden nach Sequenzanayse
des 16S rRNA-Gens (3.4.2.6.3.2) mit Hilfe des Programms OLIGO Primer
Anaysis Software erstellt. Mit diesen Primern konnten speziesspezifische
Abschnitte des 16SrRNA-Gens der S. phocae-Referenzkulturen 8399 H1 und
8190 R2 und bei alen zuvor as S. phocae identifizierten Kulturen mit einer
GrofRe von 560 Basenpaaren amplifiziert werden. Bel den vergleichsweise
untersuchten  Kulturen S agalactiae 18RS 21 (II), S. agalactiae 090 (la),
S. canis G2176, S.dysgalactiae subsp. dysgalactiae 50, S.dysgalactiae subsp.
dysgalactiae Serovar G 22, S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L 2074,
S.equi subsp.  equi 66, S equi subsp. equi 69,  S.equi subsp. equi CF32,
S. equi subsp. zooepidemicus 68, S.equi subsp. zooepidemicus W60,
S. parauberis NCDO 2020, S.parauberis M33, S.porcinusE ATCC 12390,
S. porcinus P 9824, S. porcinusU 1790, S. porcinusV 63940, S. pyogenes 282,
S.suis SS1, S.suis SS2, S. uberis NCDO 2022 und S. uberis NCDO 2038 lief3 sich
kein Amplikon darstellen (Abb. 17).



9%

2176 Bp
1230 Bp

653 Bp

298 Bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 17:  Typisches Amplikon der S. phocae-Referenzkultur 8399 H1 (2), der
S. phocae-Serogruppe FKultur P4M, isoliert von einem Seehund (3),
der S. phocae-Serogruppe GKultur P37J, isoliert von eéinem Seehund
(4) und der S.phocae-Serogruppe F-Kultur H1J, isoliert von einer
Kegelrobbe (5); als Kontrolle dienten S. equi subsp. equi CF32 (6),
S. equi subsp. zooepidemicusW60 (7), S.agalactiae 18RS21 (8),
S.canisG2176 (9) und ein Leerwert (10). Als Marker (1) dienten
pBR328 DNA/Bgl | und pBR328 DNA/Hinf | Fragmente (0,15-2,1
kbp, Raoche).

4.3 Weiter e phanotypische Eigenschaften

Nach Anzichtung der 72 Streptokokkenkulturen nach 341 in
Flissigmedium (THB)  konnten  zwei  verschiedene  Wachstumsformen
unterschieden werden. Von den 69 S. phocae-Kulturen zeigten 66 Kulturen
(95,7 %) nach 24h und 62 Kulturen (89,9 %) nach 48h in Fllssigmedium ein
Wachstum mit wattigem bis kornigen Bodensatiz bei gleichzeitig klarem
Uberstand (klar). Im Gegensatz dazu bildeten drei Kulturen (4,3%) nach 24h und
7 Kulturen (10,1%) nach 48h einen Bodensatz, wobei der Uberstand gleichzeitig
leicht getribt war (klar-trib).



Von den drel S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen zeigten
zwei Kulturen (66,7%) rech 24h und 48h in Flissigmedium ein Wachstum mit
wattigem bis kornigen Bodensatz bei gleichzeitig klarem Uberstand (klar). Im
Gegensatz dazu bildete eine Kultur (33,3%) nach 24h und 48h einen Bodensatz,
wobei der Uberstand gleichzeitig leicht getriibt war (klar-triib).

Bel der Anzichtung in Soft-Agar (3.4.3.3) zeigten 66 der 69 S.phocae-
Kulturen (95,7%) ein kompaktes und drei S. phocae-Kulturen (4,3%) ein
kompakt-diffuses Wachstum (Abb. 18). Von den drei S. dysgalactiae subsp.
dysgalactiae Serovar L-Kulturen wiesen zwei Kulturen (66,7%) ein kompaktes
und eine Kultur (33,3%) ein kompakt-diffuses Wachstum auf. In Abbildung 17

sind die zwei unterschiedlichen Wachstumsformen dargestellt.
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Abb. 18: Kolonienmorphologie der S. phocae-Kulturen nach Anzichtung in
Soft-Agar mit  kompakt-diffusem Kolonienwachstum (links) sowie

kompaktem Kol onienwachstum (rechts).

Die Beziehungen der Wachstumsformen in Flissigmedium und Soft-Agar
zueinander sind in Tabelle 15 dargestellt. Die S.phocae-Kulturen mit
watteartigem bis kérnigem Bodensatz und klarem Uberstand in Fliissigmedium

zeigten Uberwiegend ein kompaktes Wachstum in Soft-Agar.



Tab. 15: Beziehungen zwischen den Wachstumsformen der 69 S. phocae- und
der drei S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Isolatein
Fltssigmedium und Soft-Agar

Wachstumin K olonienmorphologie in Soft-Agar
Fltssigmedium nach kompakt kompakt-diffus
24h
n=69 66 (95,7%) 3 (4,3%)
S phocae | klar 66 (95,7%)* 64 2
klar-
3(4,3%) 2 1
trib
S n=3 2 (66,7%) 1 (33,3%)
dysgalactiae
¥ dar | 2(66,7%) 2 0
subsp.
dysgalactiae | klar-
Y 1 (33,3%) 0 1
Serovar L trib

n = Anzahl der Kulturen

* = Anzahl der Kulturen mit den jewelligen Eigenschaften

Zur Untersuchung von Oberflacheneigenschaften der Kulturen wurde der
Salzaggregationstest (3.4.3.3) durchgefuhrt. Bel diesem Verfahren wiesen 34 der
S. phocae-Kulturen (49,3%) bereits eine Aggregation in Phosphatpuffer auf.
Weitere 29 Kulturen (42,0%) aggregierten bei der  getesteten
Ammoniumsulfatkonzentration von 0,1 mol/l. Bel einer Konzentration von

0,2 mol/l aggregierten drei weitere Kulturen (4,3%), bei 0,4 mol/l zeigten zwei



weitere Kulturen (2,9%) und bei einer Konzentration von 1,8 mol/l eine weitere
Kultur (1,4%) eine Aggregation.

Von den drei L-Streptokokken aggregierte eine Kultur (33,3%) in Phosphatpuffer
und die zwel weiteren Kulturen (66,7%) bel einer Ammoniumsulfatkonzentration

von 0,1 mol/l. Die Beziehung zwischen dem Wachstum der Kulturen in

Flissigmedium und den Ergebnissen des Salz-Aggregationstests sind in
Tabelle 16 dargestellt.
Tab. 16: Beziehungen zwischen den Wachstumsformen der Isolate in
Flissigmedium und den Ergebnissen des Salzaggregationstests
Wachstum in Salzaggregation
FlUssigmedium Phosphat- 0,1 0,2 0,4 1,8
nach 24h puffer mol/|** mol/| mol/I mol/I
n=69 |34(49,3%) | 29 (42%) |3(4,3%) |2(2,9%) | 1(1,4%)
Q 66
S klar 32 28 3 2 1
2 (95,7%)*
5 klar 3
/ 2 1 0 0 0
trib | (4,3%)
Q n=3 1(33,3%) | 2(66,7%) | 0(0%) | 0(0%) | O(0%)
8 g 5
= &
8 B | Ko 0 2 0 0 0
% @ 2 (66,7%)
sad[Wa-| 1
s 2 1 0 0 0 0
=) trib | (33,3%)

n = Anzahl der Kulturen

* = Anzahl der Kulturen (%) mit den jeweiligen Eigenschaften

** = Molaritéten der verwendeten AmmoniumsulfatlGsungen
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4.4 Antibiotikaempfindlichkeiten

Alle nach 3.4.3.4 untersuchten 69 S. phocae-Kulturen waren empfindlich
gegenuber Amoxicillin / Clavulansdure, Bacitracin (0,04 1E), Bacitracin (10 IE),
Cefacetril, Cefotaxim, Cefoxitin, Clindamycin, Erythromycin, Minocyclin,
Ofloxacin, Oxacillin, Penicillin G, Piperacillin, Sulfamethoxazol / Trimethoprim
und Tetracyclin. Im Weiteren wiesen alle 69 Kulturen eine Resistenz gegentber
Kanamycin und Nalidixinsdure auf. Gegenuber Gentamicin konnte bei 37 der
S. phocae-Kulturen (53,6 %) eine intermedidre Reaktion und bei 32 Kulturen
(46,4 %) eine Empfindlichkeit festgestellt werden. Eine Streptomycin-Resistenz
zeigten nahezu alle S. phocae-Kulturen (68 Kulturen, 98,6 %). Nur eine Kultur
(1,4 %) wies eine intermedi&re Reaktion gegentber diesem Antibiotikum auf.

Die  untersuchten  L-Streptokokken  waren  empfindlich  gegentber
Amoxicillin/Clavulanséure, Bacitracin (0,04 1E), Bacitracin (10 IE), Cefacetril,
Cefotaxim, Cefoxitin, Clindamycin, Erythromycin, Minocyclin, Ofloxacin,
Oxacillin, Penicillin G, Piperacillin, Sulfamethoxazol/Trimethoprim und
Tetracyclin. Im Weiteren zeigten alle L-Streptokokken eine Resistenz gegenuber
Kanamycin, Nalidixinsaure und Streptomycin. Gegeniber Gentamicin war eine
Kultur (33,3 %) empfindlich und 2 Kulturen (66,7 %) resistent.

In Tabellel7 sind die Antibiotikaempfindlichkeiten der untersuchten Kulturen

zusammenfassend dargestellt.
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Tab. 17: Antibiotikaempfindlichkeiten der 69 untersuchten S.phocae- und der

drei untersuchten S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae

Serovar L-Kulturen

S. dysgalactiae subsp.
S. phocae (n=69) ys.g P
dysgalactiae Serovar L (n=3)
Antibiotikum
_ inter- em- _ inter- em-
resistent . resistent o
mediér pfindlich medidr | pfindlich
Amoxicillin/ .
Clavulansiure 0* (0 %) 0(0%) [69(100%)| 0(0%) | O(0%) | 3(100 %)
Bacitracin (0,04 IE) | 0(0 %) 0(0%) [69(100%)| 0(0%) | 0(0%) | 3 (100 %)
Bacitracin (10 |E) 0 (0 %) 0(0%) [69(100%)| 0(0%) [ 0(0%) | 3(100 %)
Cefacetril 0 (0 %) 0(0%) [69(100%)| 0(0%) [ 0(0%) | 3(100 %)
Cefotaxim 0 (0 %) 0(0%) [69(100%)| 0(0%) | 0(0%) | 3 (100 %)
Cefoxitin 0 (0 %) 0(0%) [69(100%)| 0(0%) [ 0(0%) | 3(100 %)
Clindamycin 0 (0 %) 0(0%) [69(100%)| 0(0%) | O(0%) | 3(100 %)
Erythromycin 0 (0 %) 0(0%) [69(100%)| 0(0%) | O0(0%) | 3(100 %)
Gentamicin 0(0%) |37(53,6%) |32(46,4%)| 2 (66,7 %) | 0(0%) | 1(33,3%)
Kanamycin 69 (100%)| 0 (0 %) 0(0%) |3(100%)| 0(0%) | 0(0%)
Minocydlin 0 (0 %) 0(0%) [69(100%)| 0(0%) | O(0%) | 3(100 %)
Nalidixinsdure 69 (100 %)| 0 (0 %) 0(0%) [ 3(100%) | 0(0%) | 0(0%)
Ofloxacin 0 (0 %) 0(0%) [69(100%)| 0(0%) | 0(0%) | 3 (100 %)
Oxadillin 0 (0 %) 0(0%) [69(100%)| 0(0%) | 0(0%) | 3(100 %)
Penicillin C 0 (0 %) 0(0%) [69(100%)| 0(0%) [ 0(0%) | 3(100 %)
Piperacillin 0 (0 %) 0(0%) |69(100%)| 0(0%) | O(0%) | 3 (100 %)
Streptomycin 68 (98,6%)| 1(1,4%) | 0(0%) | 3(100%) | 0(0%) | 0 (0%)
Sulfamethoxazol /
Trimethoprim 0 (0 %) 0(0%) [69(100%)| 0(0%) | O0(0%) | 3(100 %)
Tetracyclin 0 (0 %) 0(0%) [69(100%)| 0(0%) | O0(0%) | 3(100 %)

* = Anzahl der Kulturen (%)
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4.5 M akrorestriktionsanalyse der chromosomalen DNA

Die chromosomale DNA der 69 S phocae-Kulturen konnte nach
Restriktionsverdau mit dem Enzym Apal mittels Pulsfeldgelelektrophorese
(PFGE) aufgetrennt und verglichen werden. Die DNA-Fragmentmuster der
isolierten Kulturen waren teilweise identisch, bei Isolaten eines Tieres und bei
Isolaten verschiedener Tiere. Die meisten DNA-Fragmentmuster, auch bei

| solaten eines Tieres, waren nicht identisch.

Insgesamt zeigte ein Vergleich der DNA-Bandenmuster von 66 untersuchten
S. phocae-Kulturen, die von Kegelrobben und Seehunden isoliert worden waren,
29 verschiedene DNA-Fragmentmuster. Bei drei  Kulturen war kein
PFGE-Muster erstellbar (Tabelle 18).

Tab.18: DNA-Restriktionsgruppenzugehorigkeit der 69 S. phocae-Kulturen,
isoliert von Seehunden und Kegerobben, nach Verdau mit dem

Restriktionsenzym Apal

Kulturschlssel Organ Restriktions-
gruppe

P1J Lunge I

P2L Milz 1
P3I L eber [l
P3L Milz [l
P4l L eber [l
P4J Lunge [
PAL Milz [l
P4AM Niere [l
P5I L eber Vv
P6C Darm 1




Fortsetzung Tab. 18
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Kulturschlissel Organ Restriktions-
gruppe
P7J Lunge \%
P8J Tp. Lunge -
P9J Lunge Vi
P10J Lunge VI
P11G Tp. Gelenk VIi
P11J Lunge VI
P12J Tp. Lunge -
P13E Hinterextremitét I
P14G Tp. Gelenk IX
P15G Tp. Gelenk X
P16G Tp. Gelenk [l
P16l L eber Xl
P16J Lunge I
P17J Tp. Lunge Xl
P18A After X
P19J Lunge X1
P20l L eber XV
P21J1 Lunge v
P21J2 Tp. Lunge v
P22l L eber X1l
P22J Lunge X1
pP22L Milz XV
P23H Haut Xl
P24B Tp. Auge Vi
P25N Tp. Zunge I
P26J Lunge XVI
P27B Auge XVII
P27F Fett XVIII
P27J Lunge XVIII
pP27L Milz XVII
P28B Tp. Auge XIX
P29B Tp. Auge Vil
P30N L ungenabszef} XX
P31B Tp. Auge XXI
P32l L eber X
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Fortsetzung Tab. 18

Kulturschlissel Organ Restriktions-
gruppe
P33J1 Lunge VIl
P33J2 Lunge XXII
P34l L eber XXIII
P34J Lunge VI
P34M Niere VIl
P35J1 Lunge [l
P35J2 Lunge XXV
P35H Hautabszel3 XXIV
P36C Darm XVI
P37J Lunge X
P38l L eber XVII
P38J1 Lunge XVIII
P38J2 Lunge XX
P38B Tp. Auge XVII
P39B Tp. Auge -
H1J Lunge XXVI
H2D Darm/Daly XXVII
H2I1 Leber XXVII
H2J1 Lunge XXVII
H2J2 Lunge XXVII
H2M Niere XXVIII
H2N Zunge XXVII
H3J Lunge XXVII
H4K Tp. Maul XXIX

Tp. = Tupfer; -= DNA der Kultur mittels PFGE nicht auftrennbar

Ein Vergleich der DNA-Fragmentmuster der S. phocae-Kulturen von Seehunden
und Kegelrobben, die aus unterschiedlichen Organen eines Tieres isoliert worden
waren (Tab. 7), zeigte bei drel Tieren (P11, P33, P35) Fragmentmuster, die sich

jewells voneinander unterschieden. In Abbildung 19 sind beispielhaft die
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unterschiedlichen Restriktionsmuster der S. phocae-Kulturen, isoliert aus
verschiedenen Organen von Seehund P35, dargestellt. Bel sechs Tieren (P16,
P22, P27, P34, P38, H2), bei denen aus unterschiedlichen Organen
S. phocae-Kulturen isoliert werden konnten, waren sowohl Kulturen mit vollig
identischem DNA-Fragmentmuster, als auch Kulturen mit unterschiedlichen
DNA-Fragmentmustern nachweisbar. In Abbildung 20 sind verschiedene und
identische  Restriktionsmuster  der S phocae-Kulturen, isoliert aus
unterschiedlichen Organen des Seehund P27, aufgefthrt. AulRerdem wurden
S. phocae-Kulturen von Tieren aus verschiedenen Organen isoliert, die ale
identische DNA-Fragmentmuster aufwiesen. Letzteres war bel drei Tieren
(P3, P4, P21) der Fall (Abb. 21).



Abb. 19:
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Kb

1455 —
97,0 —

48,5 —
231 —

Unterschiedliche DNA-Fragmentmuster der chromosomalen DNA
von drei S. phocae—Kulturen, isoliert aus verschiedenen Organen von
Seehund P35 (siehe Tab. 7) nach Verdau mit dem Restriktionsenzym
Apal. P35H (1), P35J1 (2) und P35J2 (3).

Als Marker dienten | DNA/Hind Il Fragmente (0,1-200) kb, Sigma)
und |l DNA Konkatemere (50-1000 kb, Sigma).
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Abb. 20: DNA-Fragmentmuster der chromosomalen DNA der S phocae-
Kulturen, isoliert aus verschiedenen Organen von Seehund P27 (siehe
Tab. 7) nach Verdau mit dem Restriktionsenzym Apal; abweichendes
DNA-Fragmentmuster: P27B (D, Ubereinstimmende
DNA-Fragmentmuster: P27L (2), P27J (3) und P27F (4).
Marker siehe Abb. 19.
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Kb

1455 —

97,0 —

485 —

231 —

Abb. 21: Typisches enheitliches DNA-Fragmentmuster der chromosomalen
DNA der S. phocae—Kulturen, isoliert aus verschiedenen Organen von
Seehund P4 (siehe Tab. 7) nach Verdau mit dem Restriktionsenzym
Apal. PAM (1), P4J (2) P4l (3) und PAL (4).
Marker siehe Abb. 19.

Bei S.phocae-Kulturen, die von unterschiedlichen Tieren stammten, waren
tellweise  vollstandig identische, Uberwiegend aber  verschiedene
DNA-Fragmentmuster nachweisbar. In Abbildung 22 sind zwe vollsténdig
identische DNA-Fragmentmuster dargestellt, die aus unterschiedlichen Qganen
verschiedener Tiere isoliert worden waren. Abbildung 23 zeigt DNA-
Fragmentmuster von  Kulturen, isoliert aus verschiedenen Organen

unterschiedlicher Tiere, die sich alle unterschieden.



Abb. 22:
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Kb

1455 —

97,0 —

485 —

231 —

Identische DNA-Fragmentmuster der chromosomalen DNA der
S.phocae-Kulturen, isoliert aus unterschiedlichen  Organen
verschiedener Seehunde (P5, P21, P26 und P36) nach Verdau mit dem
Restriktionsenzym Apal. ldentisch sind die lIsolate P21J2 (1),
P21J1 (2) und P5I (3) bzw. die Isolate P36C (4) und P26J (5).

Marker siehe Abb. 19.
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Abb. 23:  Unterschiedliche DNA-Fragmentmuster der chromosomaen DNA
von S.phocae-Kulturen, isoliert aus verschiedenen Organen
unterschiedlicher Seehunde (P24, P27, P30 und P37) nach Verdau mit
dem Restriktionsenzym Apal. P30N (1), P37J (2), P24B (3), P27B (4)
und P27L (5).

Marker siehe Abb. 19.

Die 9 S phocae-Kulturen, die von vier Kegelrobben isoliert worden waren,
wurden ebenso nach Restriktionsverdau der chromosomalen DNA mit dem
Enzym Apal untersucht. Dabei wurden vier verschiedene DNA-Fragmentmuster
nachgewiesen.

Bei einer Kegelrobbe (Tier H2) konnten sechs S. phocae-Kulturen aus
verschiedenen Organen isoliert werden. Innerhalb dieser sechs Kulturen wiesen
die Kulturen H2M und H2N ein vollstandig Ubereinstimmendes DNA-
Fragmentmuster auf. Ebenfalls vollstandig Ubereinstimmend waren die DNA-
Fragmentmuster der verbleibenden vier Kulturen von Tier H2 (H211, H2J1,
H2J2, und H2D). Bel der Kegelrobbe H2 konnten somit zwel unterschiedliche

Bakterienstamme nachgewiesen werden (Abbildung 24).
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Eines der beiden DNA-Fragmentmuster der S.phocae-Kulturen, die von der
Kegelrobbe H2 isoliert worden waren, zeigte eine vollstandige Ubereinstimmung
mit dem DNA-Fragmentmuster der S. phocae-Kultur, die von Kegelrobbe H3
isoliert werden konnte (Abbildung 24).

Abb. 24:  DNA-Fragmentmuster der chromosomalen DNA der
S. phocae-Kulturen, isoliet aus verschiedenen Organen von
Kegelrobbe H2 und H3 nach Verdau mit dem Restriktionsenzym
Apal. ldentisch waren die Isolate H2M (1) und H2N (2) sowie die
Isolate H211 (3), H2J2 (4), H2J1 (5), H2D (6) und H3J (7).

Marker siehe Abb. 19.

Die Fragmentmuster der beiden weiteren von den Kegelrobben H1 und H4

isolierten S. phocae-Kulturen H1J und H4K zeigten keine Ubereinstimmung
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untereinander und zu den Fragmentmustern der anderen von Kegelrobben

isolierten S. phocae-Kulturen.

Fir enen Vergleich der drei S dysgalactiae subsp. dysgalactiae
Serovar L-Isolate (P35I, H212, H2L), die in der vorliegenden Arbeit von einem
Seehund und einer Kegelrobbe isoliert worden waren, wurde zundchst ein
Restriktionsverdau  mit  dem Enzym Apal durchgefihrt. Die beiden
DNA-Fragmentmuster der zwel S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-
Isolate aus Leber (H212) und Milz (H2L) der Kegelrobbe H2 zeigten eine
vollstandige Ubereinstimmung. Das Fragmentmuster des
L-Streptokokkenisolates P35 vom Seehund P35 unterschied sich von denen, die
von der Kegelrobbe H2 isoliert worden waren. Es zeigte sich keine Beziehung
zwischen den Fragmentmustern von dem L-Streptokokkenisolat aus der Nordsee
(P351) und den L-Streptokokkenisolaten aus der Ostsee (H212 und H2L)
(Abbildung 25).

Die DNA-Fragmentmuster der  S.dysgalactiae subsp.  dysgalactiae
Serovar L-Kulturen der vorliegenden Arbeit wurden mit DNA-Fragmentmustern
von drei S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen, die von einem
Schweinswal aus der Nordsee (Schweinswa P, Leber 18865) und zwel
Schweinswalen aus der Ostsee (Schweinswa C, Lunge 17408 und
Schweinswal H, Lunge 18263) isoliert worden waren, vergleichend untersucht.

Ein Vergleich des DNA-Fragmentmusters des S.dysgalactiae subsp.
dysgalactiae Serovar L-Isolates P351 von Seehund P35 mit dem Fragmentmuster
des L-Streptokokkenisolates vom Schweinswal P (Leber 18865) aus der Nordsee
zeigte einen Unterschied von vier DNA-Fragmenten (Abbildung 25).

Zwischen den DNA-Fragmentmustern der S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae
Serovar L-Kulturen (H2I12, H2L) der Kegelrobbe H2 aus der Ostsee und den
DNA-Fragmentmustern der L - Streptokokkenkulturen der beiden
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Schweinswale C (Lunge 17408) und Schweinswa H (Lunge 18263) aus der
Ostsee war ein Unterschied von mehr als 19 DNA-Fragmenten erkennbar. Die
beiden DNA-Fragmentmuster der S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-
Kulturen, isoliert von den beiden Schweinswalen C und H aus der Ostsee,

zeigten untereinander mit dem Enzym Apal (Abb.25) einen Fragmentunterschied
von sechs DNA-Fragmenten.
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Abb. 25. DNA-Fragmentmuster der chromosomalen DNA von sechs
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen, isoliert von
Seehund P35, Kegelrobbe H2, Schweinswa P, Schweinswa C und
Schweinswal H nach Verdau mit dem Restriktionsenzym Apal. Die
DNA-Fragmentmuster  der  Isolate des  Schweinswals P
Leber 18865 (1) und des Seehunds P35I (2) unterschieden sich durch
vier DNA-Fragmente. Die Fragmentmuster der Kegelrobbenisolate
H212(5) und H2L(6) waren untereinander identisch, aber
unterschiedlich zu den Fragmentmustern der Kulturen von
Schweinswal C Lunge 17408 (3) und Schweinswal H Lunge 18263
(4), Marker siehe Abb. 19.
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Um einen weiteren Vergleich der DNA-Fragmentprofile der S. dysgalactiae
subsp.  dysgalactiae  Serovar L-Kulturen  durchzufthren, wurde das
Restriktionsenzym Smal verwendet. Hierbei wurde die gleiche Reithenfolge der
Kulturen, wie bei dem entsprechenden Verdau mit dem Enzym Apal (siehe
Abbildung 25) eingehalten.

Bei Verdau mit dem Restriktionsenzym Smal zeigten, wie bereits zuvor bel dem
Restriktionsverdau mit Apal beschrieben, beide DNA-Fragmentmuster der zwei
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Isolate aus Leber (H212) und Milz
(H2L) der Kegelrobbe H2 eine vollstandige Ubereinstimmung. Das
DNA-Fragmentprofil des S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-1solates
P35I von Seehund P35 aus der Nordsee zeigte keine Beziehung zu den
DNA-Profilen von den S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen,
die von der Kegelrobbe H2 aus der Ostsee isoliert worden waren.

Der Vergleich des DNA-Fragmentmusters des S.dysgalactiae subsp.
dysgalactiae Serovar L-Isolates P35I von Seehund P35 aus der Nordsee mit dem
Fragmentmuster des S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Isolates von
Schweinswal P (Leber 18865) aus der Nordsee zeigte nach Restriktionsverdau
mit dem Enzym Smal eine nahezu vollstdndige Identité der DNA-Fragmente;
ein Unterschied war nur in einem DNA-Fragment feststellbar (Abbildung 26).

Das DNA-Fragmentprofil der zwei S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae
Serovar L-Kulturen der Kegelrobbe H2 aus der Ostsee und die
DNA-Fragmentprofile der S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae
Serovar L-Kulturen der beiden Schweinswale aus der Ostsee unterschieden sich
auch mit dem Enzym Smal in zahlreichen DNA-Fragmenten . Die beiden DNA-
Fragmentmuster der S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen,
isoliert von zwel Schweinswalen (C und H) aus der Ostsee, zeigten mit dem
Enzym Smal eanen Fragmentunterschied von zwel DNA-Fragmenten
(Abbildung 26).



Abb. 26:

115

DNA-Fragmentmuster der chromosomalen DNA der S. dysgalactiae
subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen, isoliert von Seehund P35,
Kegelrobbe H2, Schweinswa P, Schweinswal C und Schweinswa H
nach Verdau mit dem  Redtriktionsenzym  Smal.  Die
DNA-Fragmentmuster der Isolate des Schweinswals P Leber 18865
(1) und des Seehunds P35I (2) unterschieden sich nur in der Grofe
eines DNA-Fragments. Die Fragmentmuster der Kegelrobbenisolate
H212 (5 und H2L (6) waren untereinander identisch, aber
unterschiedlich zu den teillweise identischen Fragmentmustern des
Schweinswals C Lunge 17408 (3) und des Schweinswas H Lunge
18263 (4), Marker siehe Abb. 19.

Zur Beurteilung der verwandtschaftlichen Beziehungen der drei S. dysgalactiae
subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen (P35I (Nordsee), H212 (Ostsee), H2L

(Ostsee)) der vorliegenden Arbeit, der S.dysgalactiae subsp. dysgalactiae

Serovar L-Kultur, isoliert von Schweinswa P aus der Nordsee und der zwe

S.dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen, isoliert von den
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Schweinswalen C und H aus der Ostsee wurden zwel Dendrogramme der
Fragmentmuster nach Restriktionsverdau mit den Enzymen Apal (Abbildung 27)
bzw. Smal (Abbildung 28) mittels des Computerprogramms GelCompar
erstellt.

Die Dendrogrammanayse ergab nach Restriktionsverdau mit beiden Enzymen
ebenso eine Identitdt der Kulturen H2I2 und H2L, die von der Kegelrobbe H2
aus der Ostsee isoliert worden waren. Der euklidische Abstand zwischen den
Kulturen des Schweinswals P (Leber 18865) und des Seehunds P35I aus der
Nordsee betrug mit dem Enzym Apa | etwa 24 und mit dem Enzym Sma | etwa
15. Ebenfalls mit beiden Enzymen war ein euklidischer Abstand von etwa 24
zwischen den Kulturen des Schweinswals C (Lunge 17408) und des
Schweinswals H (Lunge 18263) aus der Ostsee nachweisbar (Abbildung 27,
Abbildung 28).
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Abb. 27: Dendrogramm der DNA-Fragmentmuster der S. dysgalactiae subsp.
dysgalactiae Serovar L-Kulturen nach Verdau mit dem
Restriktionsenzym Apal; Schweinswal C (Lunge 17408, Ostsee) = 1,
Schweinswal H (Lunge 18263, Ostsee) = 2, Schweinswa P
(Leber 18865, Nordsee) = 3, Seehund P35 (P35I, Nordsee) = 4,
Kegelrobbe H2 (H212, Ostsee) = 5 und (H2L, Ostsee) = 6.
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Abb. 28: Dendrogramm der DNA-Fragmentmuster der S. dysgalactiae subsp.
dysgalactiae Serovar L-Kulturen nach Verdau mit dem
Restriktionsenzym Smal; Schweinswal C (Lunge 17408, Ostsee) = 1,
Schweinswal H (Lunge 18263, Ostsee) = 2, Schweinswa P
(Leber 18865, Nordsee) = 3, Seehund P35 (P35I, Nordsee) =4,
Kegelrobbe H2 (H212, Ostsee) = 5 und (H2L, Ostsee) = 6.
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5 Diskussion

Aufgrund kultureller, biochemischer und serologischer Eigenschaften
konnten innerhalb der 72 untersuchten Streptokokkenkulturen 69 Kulturen als
Streptococcus phocae und 3 Kulturen als Streptococcus dysgalactiae subsp.
dysgalactiae Serovar L identifiziert werden.

Alle untersuchten Kulturen beider Streptokokkenspezies erwiesen sich as
grampositiv- und katalasenegativ, wuchsen nach Anzichtung fir 48h auf
Schafblutagar in 1,5 bis 2mm grof3en, weil3grauen Kolonien und waren von einer
deutlichen Zone vollstandiger ([3)-Hamolyse umgeben. Diese Eigenschaften
waren bereits typisch fir Bakterien der Gattung Streptococcus (LAMMLER und
HAHN, 1994).

Die S phocae-Kulturen der vorliegenden Arbeit erwiesen sich as
CAMP-negativ. Im Gegensatz zu den Untersuchungen von KUNTER (1968), der
bisher als einziger eine entsprechende Reaktion bei L-Streptokokken beschrieb,
konnte bei keiner der untersuchten S.dysgalactiae subsp. dysgalactiae
Serovar L-Kulturen der vorliegenden Untersuchungen eine CAMP- oder
CAMP-ahnliche Reaktion nachgewiesen werden. Auch SWENSHON (1997)
beschrieb bel S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L keine vergleichbare
synergistische Hamolysereaktion.

Durch  Doppdimmundiffusion von Antigenextrakten der Kulturen mit
gruppenspezifischen Antiseren waren acht Bakterienkulturen der vorliegenden
Arbeit in die serologische Gruppe C und drei Kulturen in die serologische
Gruppe L zuzuordnen. Diese Ergebnisse liefzen sich durch
Staphylokokken-Koagglutination mit Gruppe C- und Gruppe L-spezifischem
Antiserum  bestatigen. Mit  Hilfe enes kommerziellen  Latex-
Objektrégeragglutinationstests konnten die Bakterienkulturen im weiteren
hinsichtlich der Gruppenpolysaccharidantigene der serologischen Gruppe F
Uberprift werden. Hierbel wurden 61 Bakterienkulturen der serologischen

Gruppe F zugeordnet.
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Entgegen den Beschreibungen von JELINKOVA e d. (1967) und
KARAKAWA et a. (1971) zeigte sich keine Kreuzreaktion zwischen dem
Gruppenantigen von  Streptokokken der serologischen Gruppe L und
Gruppe A-spezifischem Antiserum. SCHAUFUSS (1986) und SIPPEL (1994)
konnten ebenfalls keine Kreuzreaktionen zwischen diesen beiden Serogruppen
nachwei sen.

Das zur ldentifizierung der Kulturen im Weiteren verwendete kommerzielle
System api 50 CH erwies sich in Kombination mit der serologischen
Gruppenbestimmung zur Differenzierung von Streptokokken, isoliert von
Seehunden und Kegelrobben, als geeignet. Alle untersuchten Kulturen konnten
anhand ihrer serologischen Gruppe und ihrer biochemischen Eigenschaften einer
Spezies zugeordnet werden.

Dabei wiesen alle 69 Kulturen der serologischen Lancefield Gruppen F und C ein
weitestgehend einheitliches biochemisches Profil auf. Sie zeigten ene
Saurebildung aus Glucose und einen Abbau von N-Acetyl-Glucosamin, jedoch
keinen Abbau von Erythrit, D-Arabinose, D-Xylose, L-Xylose, Adonit,
3-Methyl-D-Xylosid, Sorbose, Rhamnose, Dulcit, Inosit, Sorbit,
a-Methyl-D-Mannosid und ZMethyl-D-Glucosid. Einheitlich negativ reagierten
ale Kulturen ferner hinsichtlich des Abbaus von Amygdain, Cellobiose,
Melibiose, Inulin, Melezitose, Raffinose, Xylit, Gentibiose, D-Lyxose,
D-Tagatose, D-Fucose, L-Fucose, D-Arabit, L-Arabit,  Gluconat,
2-Keto-Gluconat und 5-Keto-Gluconat. Bel 5,8% der as S. phocae identifizierten
Kulturen war ein Abbau von Glycerol, bel 1,4% en Abbau von L-Arabinose und
bei 91,3% der Kulturen ein Abbau von Ribose nachweisbar. Hinsichtlich des
Abbaus von Galactose erwiesen sich 15,9% als positiv, 98,6% bauten Fructose,
97,1% Mannose, 8,7% Mannit, 1,4% Arbunit, 4,3 % Askulin, 1,4% Sdlicin,
98,6% Maltose, 17,4% Lactose, 17,4% Saccharose, 10,1% Trehalose, 21,7%
Stérke, 24,6% Glycogen und 8,7% D-Turanose ab.

Die drei Kulturen der serologischen Gruppe L zeigten ale eine Ribose-,

Galactose-, Glucose-, Fructose-, Mannose-, N-Acetyl-Glucosamin-, Maltose-,
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Saccharose-, Trehalose-, Sérke- und GlycogenAbbau. Hinsichtlich des Abbaus
von Glycerol, Erythrit, D-Arabinose, L-Arabinose, D-Xylose, L-Xylose, Adonit,
3-Methyl-D-Xylosid, Sorbose, Rhamnose, Dulcit, Inosit, Mannit, Sorbit,
a-Methyl-D-Mannosid, a-Methyl-D-Glucosid, Amygdalin, Arbutin, Askulin,
Salicin, Zellobiose, Melibiose, Inulin, Melezitose, Raffinose, Xylit, Gentiobiose,
D-Turanose, D-Lyxose, D-Tagatose, D-Fucose, L-Fucose, D-Arabit, L-Arabit,
Gluconat, 2K eto-Gluconat und 5-Keto-Gluconat erwiesen sich die Kulturen als
einheitlich negativ. Bel einer der S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-
Kulturen war Lactoseabbau feststellbar. Vergleichend dazu erfolgte eine
Uberprifung einiger Reaktionen des api 50 CH Systems durch weitere
biochemische Untersuchungen. Entsprechend den Angaben von SKAAR et 4.
(1994) und HENTON et a. (1999) wiesen die S phocae-Kulturen der
vorliegenden Untersuchungen ale einen Abbau von Fructose und D-Mannose,
jedoch keine Saurebildung aus Arginin, Askulin, Lactose, Na-Hippurat, Salicin,
Sorbit und Trehalose auf. Bel 98,6% der Kulturen zeigte sich eine Saurebildung
aus Ribose. Bei einem geringen Prozentsatz der S. phocae-Kulturen wurde, wie
auch in den Untersuchungen von SKAAR et a. (1994), eine Saurebildung aus
Galactose, Glycerol, Glycogen, Melezitose, Saccharose und D Turanose sowie
eine Hydrolyse von Starke nachgewiesen. Die Uberprifung einiger der
biochemischen Reaktionen ergab nicht in allen Falen eine Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen des kommerziellen | dentifizierungssystems api 50 CH.

Die S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen der vorliegenden
Untersuchung erwiesen sich ale als, fructose-, D-mannose-, und trehal osepositiv
sowie als askulin-, salicin- und Sorbitnegativ. Einen Abbau von Lactose zeigte
eine der drei Kulturen. Die biochemischen Eigenschaften der L-Streptokokken
entsprachen den Angaben von THAL und MOBERG (1953), RIISING (1976),
RIISING et a. (1976), SCHAUFUSS (1986), HOMMEZ et a. (1991), SIPPEL
(1994) und SWENSHON (1997).

Im weliteren zeigten die L-Streptokokkenkulturen eine Saurebildung aus Mannit,

Raffinose und L-Arabinose. Vergleichbares beschrieben bereits die Autoren
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WEIGT und GRUNERT (1964), KUNTER (1968), BEVANGER und
STAMMES (1979) sowie SWENSHON (1997).

Ebenso wie bei den S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen der
vorliegenden Untersuchungen konnten die Enzyme Arginindihydrolase und (3-
Glucuronidase sowie eine Saurebildung aus Ribose, Saccharose, Glycogen und
Maltose von zahlreichen Autoren bel Streptokokken der serologische Gruppe L
nachgewiesen werden (THAL und MOBERG, 1953; WEIGT und GRUNERT,
1964; KRANTZ and DUNNE, 1965; KUNTER, 1968; RIISING, 1976;
BEVANGER and STAMMES, 1979; SCHAUFUSS, 1986; HOMMEZ et 4d.,
1991; SIPPEL, 1994; SWENSHON, 1997).

Entsprechend den von SWENSHON et al. (1998) untersuchten L-Streptokokken
wurde bel dieser Bakterienspezies auch in den vorliegenden Studien keine
Hippurathydrolyse nachgewiesen. Dies steht im Gegensatiz zu den
Untersuchungen von THAL und MOBERG (1953), RIISING (1976),
SCHAUFUSS (1986), HOMMEZ et a. (1991) und SIPPEL (1994), die innerhalb
der jewells untersuchten L-Streptokokken bel bis zu 100% der Kulturen eine
Hippurathydrolyse beschrieben.

Die S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen der vorliegenden
Untersuchung  zeigten das Vorkommen des Enzyms  N-Acetyl-[3-
Glucosaminidase. Dies bestétigten die Untersuchungen von SIPPEL (1994), in
denen bei L-Streptokokken von Rind, Schwein, Pute und Mensch das

V orkommen dieses Enzyms beschrieben worden war.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ermdglichten letztlich ene
Identifizierung der Bakterienspezies S. phocae mittels 10 biochemischer Tests
sowie durch eine serologische Gruppenbestimmung. Die biochemischen
Verfahren, die auch zukinftig zur Identifizierung von S. phocae und zur
Abgrenzung weiterer [Fhamolytischer Streptokokken eingesetzt werden konnten,
umfassten die Saurebildung aus Fructose, D-Mannose und Ribose sowie eine
negative Reaktion hinsichtlich des Abbaus von Lactose, Sdlicin, Sorbit,
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Trehalose, Askulin, Arginin und Na-Hippurat. Die biochemischen Eigenschaften
von S. phocae wirden durch eine Zuordnung zur serologische Gruppe C oder F

erganzt.

Mit Hilfe der biochemischen Untersuchungen und der serologischen
Gruppenbestimmung gelang es, alle 72 Streptokokken der vorliegenden Arbeit
einer Bakterienspezies zuzuordnen. Dabel konnten 69 dieser 72
Streptokokkenkulturen als S. phocae identifiziert werden. Die Spezies S. phocae
wurde erstmals von SKAAR et a. (1994) beschrieben. Zuvor wurden von
einigen Autoren (ANDERSSON et a., 1979; KATAFOS et d., 1979; GERACI
et al., 1982) 3hdmolysierende Streptokokken, isoliert von Robben, beschrieben,
die nicht weiter identifiziert werden konnten und keiner bekannten
Streptokokkenspezies zuzuordnen waren. SKAAR et a. (1994) beschrieben
schliefflich eine neue Spezies [3-hamolysierender Streptokokken, isoliert von
Seehunden, die untereinander eine grolRe Ubereingtimmung in der DNA-DNA
Hybridiserung  zeigten.  Verglichen mit  Referenzstdmmen  anderer
Streptokokkenspezies zeigte diese Gruppe von [Fhadmolysierenden Streptokokken
jedoch nur eine geringe DNA-Ubereinstimmung. Diese R-hamolysierenden
Streptokokken  nannten  SKAAR et a. (1994), in Anlehnung an die
wissenschaftliche Bezeichnung Phoca vitulina fir den Seehund, von denen sie
isoliert worden waren, Streptococcus phocae.

Ferner wiesen HENTON et a. (1999) eine Isolierung von S. phocae beim
Stdafrikanischen Seebdren (Arctocephalus pusillus pusillus) nach. Dies war die
erste Beschreibung Uber das Vorkommen dieser Spezies beim Sidafrikanischen
Seebédren. In den vorliegenden Untersuchungen wurden S. phocae—Kulturen von
Seehunden und Kegelrobben isoliert. Dies ist der erste Nachweis Uber das
Vorkommen dieser Spezies bel Kegelrobben. Die neue Streptokokkenspezies
S. phocae wurde somit bisher bei drei verschiedenen Robbenarten nachgewiesen

und esist zu vermuten, dass sie auch bel weiteren Robbenarten auftritt.
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Drei der 72 Streptokokken der vorliegenden Arbeit wurden aufgrund
biochemischer Untersuchungen und der serologischen Gruppenbestimmung als
Bakterien der Spezies S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L identifiziert.
Die Taxonomie dieser Streptokokken war in der Vergangenheit einigen
Verdnderungen unterworfen. SCHLEIFER und KILPPER-BALZ (1984, 1987)
sowie SCHLEIFER et al. (1985) schlugen vor, die Gattung Streptococcus in die
Gattung Streptococcus sensu  stricto, Enterococcus und Lactococcus zu
unterteilen. Danach gehorte die Spezies S. dysgalactiae (Serogruppe C) zu den
Pyogen-Streptokokken innerhalb der Gattung Streptococcus sensu  stricto.
Aufgrund homologer DNA-Strukturen sowie einer  Ubereinstimmung
biochemischer Eigenschaften waren nach FARROW und COLLINS (1984)
3-hdmolysierende Streptokokken der serologischen Gruppe L ebenfalls der
Spezies S. dysgalactiae zuzuordnen. Daher bezeichneten HOMMEZ et a. (1991)
se auch as S dysgalactiae Serovar L. DEVRIESE (1991) beschrieb
L-Streptokokken, die haufig von Schweinen isoliert wurden, as
schweinespezifisches Ecovar von S. dysgalactiae.

Die Ergebnisse der Untersuchung von Gesamtzellproteinen durch Elektrophorese
wurden von VANDAMME et a. (1996) fur die taxonomische Einordnung von
Streptokokken der Spezies S. dysgalactiae verwendet. In Abhangigkeit dieser
Gesamtzellproteinuntersuchungen  teillten  diese  Autoren die  Spezies
S. dysgalactiae in S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae und S. dysgal actiae subsp.
equisimilis auf. Die Subspezies dysgalactiae umfasste ale a-, - und
g-hédmolysierenden Streptokokken der serologischen Gruppen C und L, die
ausschliefdlich von Tieren isoliert wurden. Zur Subspezies equisimilis rechneten
die Autoren nur [Fhamolysierende Streptokokken der serologischen Gruppen C
und G, die ausschliefflich von Menschen stammten. G Streptokokken, die von
Tierenisoliert wurden, ordneten sie der Spezies S. canis zu.

Eine weitere Mdglichkeit zur Einordnung der Streptokokken der serologischen
Gruppe C der vorliegenden Untersuchungen erfolgte durch

Agglutinationsreaktionen mit dem Lektin von Dolichos biflorus. Alle C-
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Streptokokken agglutinierten mit diesem Lektin, wobel alle Ubrigen Kulturen
keine Reaktionen aufwiesen. Diese Ergebnisse waren mit den Untersuchungen
von KOHLER und PROKOP (1967), SCHAUFUSS (1986), NIEWERTH et al.
(1987), NAGAI et a. (1994), SWENSHON (1997) und ABDULMAWJOOD
(1999) vergleichbar. Die Reaktion beruht auf einer spezifischen Wechselwirkung
des Lektins von Dolichos biflorus mit dem C-Polysaccharidantigen
N-Acetyl-D-Galactosamin (NIEWERTH, 1987).

Die bereits von NIEWERTH (1987), SCHAUFUSS e d. (1987) und
SWENSHON et a. (1998) nachgewiesene Agglutination von Streptokokken der
serologischen Gruppe L mit dem Lektin von Arachis hypogaea konnte auch bei
den L-Streptokokken der vorliegenden Untersuchungen festgestellt werden. Da
mit diesem Lektin auch Agglutinationsreaktionen mit den untersuchten
S. phocae-Kulturen nachgewiesen werden konnten, ist dieses Lektin zum

spezifischen Nachweis der beiden Spezies nicht einsetztbar.

Bei den welteren serologischen Untersuchungen dieser Arbeit wiesen alle
Kulturen, die zuvor der serologischen Gruppe F zugeordnet werden konnten, eine
Kreuzreaktion mit dem spezifischen Antiserum, hergestellt gegen das
B-Streptokokken-Polysaccharidantigen  la, auf. Das  B-Streptokokken-
Polysaccharidantigen la wurde erstmals von LANCEFIELD (1934) beschrieben
und von WILKINSON (1975) ndher charakterisiert. Nach Untersuchungen von
WILKINSON (1975) enthielt das Polysaccharidantigen la die Zucker Galactose
und N-Acetylglucosamin im molaren Verhdltnis 3: 1. Weitere Angaben machten
die Autoren WESSELS e a. (1991). Nach ihnen bestand das
Polysaccharidantigen la aus Neuraminsdure (=a-D-NeupNac), Galactopyranosyl
(=b-D-Galp),  N-Acetyl-Glucosamin  (=b-D-GIcpNAc) sowie  Glucose
(=b-D-Glcp) und die Struktur gaben sie mit -a-D-NeupNac-(2-3)-b-D-Galp-
(1-4)-b-D-GlcpNAc-(1-3)-b-D-Glcp-(1-4)-b-D-Gap- an. Das Polysaccharid-
antigen F untersuchten PRITCHARD et a. (1987) und gaben als Bestandteile
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Glucose (=b-D-Glcp) und Rhammose (=a-L-Rhap) in der Struktur -a-L-Rhap-
(1-2)-a-D-Glcp-(1-3)-a-L-Rhagp- an. Aufgrund der Untersuchungen von
WESSELS et a. (1991) und PRITCHARD et a. (1987) enthielten die
Polysaccharidantigene la und F beide das Molekil Glukose. Die Gemeinsamkeit
des Glukosemolekils und maogliche weitere bislang noch nicht bekannte
Ahnlichkeiten konnten eine Erklarung fir die Kreuzresktion der FStreptokokken
mit dem spezifischen Antiserum, hergestellt gegen das B-Streptokokken
Polysaccharidantigen la, sein. Das Vorkommen enes Typenantigens la,
unabhéngig von dem eigentlichen F-Gruppenpolysaccharidantigen, ist ebenfalls
nicht auszuschlief3en.

Im weiteren war bel den S phocae- und S.dysgalactiae subsp. dysgalactiae
Serovar L-Kulturen  der  vorliegenden  Arbeit  keine  Resktion  mit
B-Streptokokken-Polysacchariden 1b, 11, 111, 1V, V, VI, VII und VIII sowie keine
Reaktion mit spezifischem Antiserum, hergestellt gegen die Proteinantigene X,
R, Rib, a und b, nachweisbar.

Das Proteinantigen X wurde erstmals bei [héamolysierenden Streptokokken der
serologischen Gruppe B von PATTISON et al. (1955a, b) beschrieben. In
weiteren Untersuchungen gelang dr Nachweis dieses Proteinantigens auch bel
anderen R3-hdmolysierenden Streptokokken (BERGNER-RABINOWITZ et 4.,
1981; PASARIBU et d., 1985, LAMMLER und BLOBEL, 1987; GURTURK,
1989; WIBAWAN und LAMMLER, 1990, REINARD et al., 1991a, b;
DULFFER-SCHNEITZER, 1993). LANCEFIELD und PERLMANN (1952)
konnten bei Streptokokken erstmals das Proteinantigen R als Oberflachenantigen
feststellen. Andere Autoren wiesen das Proteinantigen R bel  weiteren
3-hamolysierenden  Streptokokken nach (MAXTED, 1949; LANCEFIELD,
1957; CURTIS and KRAUSE, 1964; PERCH und OLSEN, 1964; LINDEN,
1983; LINDEN et a., 1983; WIBAWAN und LAMMLER, 1990; FLORES and
FERRIERI, 1993; SIPPEL, 1994).
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Die Ribosomen wurden Ende der 30er Jahre mittels Dunkelfeld-Mikroskopie von
Albert Claude entdeckt. Es sind kugelférmige Partikel aus zwei ungleichen
Untereinheiten (WATSON et al., 1987), die bei alen Lebewesen aus der
ribosomalen RNA bestehen und die fir das Leben essentiell sind. Die kleine 30S
Untereinheit setzt sich aus der 16S ribosomalen RNA und einer , spacer“-Region
(Spacer-1), die grole 50S Untereinheit aus einer 23S rRNA, einer weiteren
»Spacer‘-Region (Spacer-2) und einer 5S rRNA zusammen. Bei den Bakterien
existieren innerhalb des die 16S rRNA kodierenden Gens hochkonservierte
Regionen und variable sowie hypervariable Bereiche, die sich innerhab
verschiedener Spezies, Genera oder Familien unterscheiden (LANE et al., 1985;
WOESE, 1987; AMANN et a., 1995; LEWIN, 1998). Die hochkonservierten
Regionen wurden genutzt, um mittels universeller PCR-Primer bestimmte rRNA-
Gensequenzen zu erkennen und die dazwischenliegenden variablen Regionen zu
amplifizieren. Ein variabler Bereich innerhalb des 16S rRNA-Gens ist die aus 26
Nukleotiden bestehende V2-Region. BENTLEY und LEIGH (1995) erkannten
die Speziesspezifitéat dieser V2-Region fur 31 verschiedene Streptokokken und
nutzten diese Region zur Differenzierung der untersuchten Streptokokkenspezies.
Welitere Autoren (BARRY et d., 1991; KOSTMAN et al., 1992; JENSEN et 4a.,
1993) charakterisierten ebenfalls die 16SrRNA, insbesondere die variablen
Regionen, so dass dies eine Standardmethode zur Identifizierung zahlreicher
Bakterienspezies darstellt. Aktiv wachsende Zellen besitzen eine grof3e Anzahl
der 16S rRNA, die bel E. coli-Zellen bis zu 20 000 ma vorhanden sein kdnnen
(VOET und VOET, 1994). Daher wird auch in der Routinediagnostik diese Art
der Charakterisierung genutzt, um Bakterien schnell und direkt aus klinischem
Untersuchungsmaterial zu identifizieren (KOLBERT und PERSING, 1999).

Fir S. phocae liegen hinsichtlich der 16S rRNA und der V2-Region noch keine
Untersuchungen vor. Daher erfolgte eine weitergehende Charakterisierung der
16S rRNA bzw. des entsprechenden Gens der Isolate der vorliegenden
Untersuchungen. Das Gen der 16SrRNA der S. phocae-Referenzkultur 8399 H1
(NCTC 12719 ) konnte mit Hilfe von universellen PCR-Primern durch PCR mit
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einer Grofe von 1547 Basenpaaren amplifiziert werden. Anschlief3end erfolgte
die Sequenzierung der 16SrRNA der S. phocae-Referenzkultur 8399 H1 und der
Vergleich der Sequenzen mit Sequenzen von S. agalactiae, S. dysgalactiae,
S.canis, S.uberis, S parauberis, S pyogenes, S pneumoniae, S equi und
S.iniae. Innerhalb der 16S rRNA erwies sich die V2-Region von S. phocae,
entsprechend der V2-Region anderer Streptokokkenarten (BENTLEY und
LEIGH, 1995), as speziesspezifisch und eignete sich als Sequenzabschnitt zur
Identifizierung dieser Streptokokkenart. Eine Dendrogrammanalyse der Sequenz
der V2-Region von S. phocae mit der Sequenz von 32 weiteren V2-Regionen
verschiedener Streptokokkenspezies ergab einen deutlichen Unterschied von

S. phocae zu allen anderen Steptokokkenspezies.

Die weitere Uberprifung der Spezifitdt der 16S rRNA-Amplifikate erfolgte
durch ,Restriction Fragment Length Polymorphism“-Anayse (RFLP). Dieses
Verfahren basiert auf der selektiven PCR-Amplifizierung von Genabschnitten,
wie z.B. der 16S rRNA und dem anschlieffenden Verdau des Amplikons durch
ein spezifisches Restriktionsenzym. Es folgt eine Elektrophorese in der die
jewelligen Restriktionsfragmente, in Abhangigkeit der vorhandenen oder
nichtvorhandenen spezifischen Schnittstellen, aufgetrennt werden und das
Restriktionsmuster bilden (NEWTON und GRAHAM, 1997).

In den vorliegenden Untersuchungen wurden die Restriktionsenzyme Earl und
Hincll aufgrund der nunmehr bekannten Sequenz der S. phocae-V2-Region und
dem Vergleich dieser Region mit von verschiedenen Autoren (DOMENECH et
a., 1994; BENTLEY und LEIGH, 1995; ELMER et a., 1997; SULTANA €t d.,
1998, ABDULMAWJOOD und LAMMLER, 2000) angegebenen 33 weiteren
V2-Regionen unterschiedlicher Streptokokkenspezies ausgewéhlt. Anschlief3end
erfolgte eine Simulation des Earl- bzw. Hincll-Restriktionsverdaus durch das
Computerprogramm  Clone Manager Vesion 4.0. Dadurch  wurden
Kreuzreaktionen mit anderen Streptokokkenspezies ausgeschlossen. Die

16SrRNA-Gen-Amplifikate der 69 S. phocae-Kulturen dieser Untersuchungen,
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der S phocae-Referenzkulturen und die 16SrRNA-Gen-Amplifikate der drel
S.dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen wurden mit dem
Restriktionsenzym Earl geschnitten. Wie zuvor durch Computersimulation
ermittelt, zeigten alle 69 S. phocae-Kulturen zwei Schnittstellen mit drel
Fragmenten. Alle S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen wiesen
mit diesem Enzym ene Schnittstelle und zwe Fragmente auf. Das
Fragmentmuster der S. phocae-Kulturen erwies sich als speziesspezifisch.

Zur weiteren Bestétigung der ermittelten 16SrRNA-Sequenz, insbesondere der
V2-Region, wurden die Amplifikate der 69 S. phocae-Kulturen der vorliegenden
Arbeit, der beiden S.phocae-Referenzkulturen sowie der drei S. dysgalactiae
subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen mit dem Restriktionsenzym Hincll
untersucht. Bei Verwendung dieses Enzyms wiesen ale S phocae- bzw.
S.dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen, wie durch
Computersimulation bereits ermittelt, jeweils eine Schnittstelle mit zwel
Fragmenten auf. Die Fragmente der S. phocae-Kulturen wiesen eine Grdsse von
ca 180 und 1270 Basenpaaren und die entsprechenden Fragmente der
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen eine Grésse von ca. 550
und 900 Basenpaaren auf. Die jeweiligen Fragmentmuster erwiesen sich fir die
beiden Bakterienarten ebenfalls al's spezifisch.

Die vorgestellte RFLP-Anayse erwies sich als geeignet zur Identifizierung von
S.phocae bzw. S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L und zur
Abgrenzung von anderen Streptokokkenspezies. Die hierzu erforderliche
Amplifizierung des 16SrRNA-Gens und der anschlief3ende Restriktionsverdau
war jedoch zeitaufwendig und umstandlich, so dass diese Methode sich nur
bedingt eignete.

JAYARAOQ et a., 1992 konnten mittels RFLP-Analyse des 16SrRNA-Gens 12
verschiedene Bakterienspezies der Gattungen Streptococcus und Enterococcus
differenzieren. In den Untersuchungen von ABDULMAWJOOD et al. (1998)
wurden S. porcinus, in den Untersuchungen von LAMMLER et al. (1998a; b),
ABDULMAWJOOD und LAMMLER (1999), und HASSAN et a. (2000)
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Streptokokken der serologischen Gruppen B sowie S. uberis und S. parauberis
durch RFLP-Analyse des 16SrRNA-Gens unterschieden.

Eine weitere Strategie zur Identifizierung der Bakterienspezies S. phocae war die
Etablierung  speziesspezifischer ~ Oligonukleotidprimer.  Aufgrund  der
Sequenzierungsergebnisse und des Vergleichs der V2-Region von S. phocae mit
33 weiteren V2-Regionen unterschiedlicher Streptokokkenspezies gelang die
Erstellung S. phocae-spezifischer Oligonukleotidprimer. Dabel war der Primer
PX1 in einem S. phocae-spezifischen Abschnitt der V2-Region lokalisiert. Der
zweite Primer PX2 setzte in einem weiteren S. phocae-spezifischen Abschnitt des
16SrRNA-Gens an. Mittels dieser Primer PX 1 und PX 2 konnte ein S. phocae-
spezifischer-Abschnitt des 16SrRNA-Gens von etwa 860 Basenpaaren bel allen
S. phocae-Kulturen dieser Untersuchungen und den beiden S phocae-
Referenzkulturen amplifiziert werden. Mit diesen Oligonukleotidprimern gelang
keine Amplifizierung enes vergleichbaren Genabschnitts bel den dre
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen und be zahlreichen
weiteren Streptokokkenspezies. Die Primer PX 1 und PX 2 ermdglichten somit
eine ldentifizierung der Bakterienspezies S. phocae mittels PCR.

Die Unterschiede in der Sequenz des 16S rRNA-Gens von S. phocae zu anderen
Streptokokkenarten und die fehlende Variation von S. phocae, bestétigt durch
RFLP-Anayse und durch Verwendung von Oligonukleotidprimern in diesem
Bereich, unterstrich die bisherige taxonomische Einordnung dieser Spezies als

eigenstandige Streptokokkenart.

Eine weitere phanotypische Charakterisierung der Streptokokken der
vorliegenden  Untersuchungen  erfolgte  durch  die  Uberprifung des
Wachstumsverhatens der Bakterien in Fissigmedium und Soft-Agar. Die
S. phocae- und S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen wiesen
Uberwiegend ein einheitliches Wachstumsverhalten auf. Die Mehrzahl der
S. phocae-Kulturen und die Mehrzahl der S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae
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Serovar L-Kulturen zeigten in Flissigmedium ein Wachstum als Sediment mit
klarem Uberstand. In Soft-Agar wiesen die S. phocae-Kulturen, wie auch die
S.dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen, Uberwiegend ein
kompaktes K ol onienwachstum auf.

In verschiedenen Studien an Streptokokken der serologischen Gruppe B konnten
bereits Unterschiede im Wachstumsverhalten der Bakterien in Flissigmedien
beschrieben werden. Dies zeigte sich in einem Wachstum der Kulturen mit
gleichmélliger Tribung des Flissgmediums bzw. in enem Wachstum as
Sediment mit ansonsten klarem Uberstand. Diese Wachstumseigenschaften in
Flissigmedium hatten eine Beziehung zu den Wachstumseigenschaften der
Kulturen in Soft-Agar. Die Kulturen, die in Flissigmedium als Sediment mit
klarem Uberstand wuchsen, bildeten in Soft-Agar kompakte Kolonien.
Demgegenlber zeigten Kulturen mit tribem Wachstum in Flissigmedium ein
diffuses Wachstum der Kolonien in Soft-Agar (WIBAWAN und LAMMLER,
1991). Auch SIPPEL (1994) konnte bei L-Streptokokkenkulturen eindeutige
Beziehungen zwischen dem Wachstum in Fllissigmedium einerseits und dem
Wachstum in Soft-Agar andererseits nachwei sen.

Nach YOSHIDA und TAKEUCHI (1970) sowie YOSHIDA et a. (1974) deutete
diffuses Wachstum in Soft-Agar auf eine Bekapselung der Bakterien hin. Bel
Streptokokken der serologischen Gruppe B zeigte sich, dass die
Wachstumsunterschiede in  Flissigmedium nicht von der Herkunft der
Streptokokkenkulturen, sondern von dem Vorkommen der
B-Streptokokkenmikrokapsel  abhangig waren (WIBAWAN und LAMMLER,
1990; WIBAWAN, 1993). Auch BOPP (1994) stellte eine Korrelation zwischen
den Wachstumseigenschaften und dem Vorkommen bzw. dem Fehlen von
Polysaccharidantigenen der B-Streptokokkenkulturen fest. Hierbei zeigten
Kulturen ohne Polysaccharidantigen Uberwiegend ein Wachstum als Sediment
mit klarem Uberstand im Fliissigmedium und kompakte Kolonien im Soft-Agar.
Das Uberwiegende Wachstum der S phocae- und S dysgalactiae subsp.

dysgalactiae Serovar L-Kulturen der vorliegenden Untersuchung als Sediment
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mit klarem Uberstand in Fissigmedium und das gleichzeitig auftretende
Uberwiegende kompakte Wachstum in Soft-Agar konnten auf das Fehlen
vergleichbarer Polysaccharidantigene sowie einer Mikrobekapselung bel diesen
Bakterien hinweisen.

Nach WIBAWAN und LAMMLER (1991) waren die Wachstumseigenschaften
von Streptokokken der serologischen Gruppe B in Flissigmedium und Soft-Agar
mit der Oberflachenladung der Kulturen Kkorreliert. Zur Bestimmung der
Oberflachenladung der S. phocae- und S.dysgalactiae subsp. dysgalactiae
Serovar  L-Kulturen der  vorliegenden  Untersuchungen  kam  der
Salzaggregationstest zur Anwendung. Dieser Test wurde bereits zum Nachweis
der Oberflachenhydrophobizitét anderer Bakterienarten verwendet.
Oberflachenproteine, wie der Clumping-Faktor, das fibronektinbindende Protein
und auch das Protein A, schienen fir die Oberfléachenhydrophobizitét von S.
aureus von Bedeutung zu sein (KUUSELA, 1978; LINDAHL et al., 1981;
JONSSON und WADSTROM, 1984).

Die Mehrheit aller S. phocae-Kulturen und auch der S. dysgalactiae subsp.
dysgalactiae Serovar L-Kulturen zeigte im Salzaggregationstest bereits eine
Aggregation mit einer Ammoniumsulfatkonzentration von 0,1 mol/l. Dies weist
auf eine eher hydrophobe Oberflache der Kulturen hin.

Das Wachstum in Flissigmedium und in Soft-Agar sowie die Ergebnisse des
Salzaggregationstests korrelierten mit der Uberwiegend langen
streptokokkentypischen Kettenformation der S phocae-Kulturen. Auf ene
Beziehung zwischen Kettenlange, Oberflachenhydrophobizitét und
Wachstumseigenschaften der Kulturen in Flissigmedium und Soft-Agar wurde
bereits von WIBAWAN und LAMMLER (1990), WIBAWAN et a. (1992) und
WIBAWAN (1993) bel Streptokokken der serologischen Gruppe B hingewiesen.

Bel der Untersuchung der Antibiotikaempfindlichkeiten der S phocae-Kulturen
erwiesen sich dle Kulturen as empfindlich gegenuber

Amoxicillin/Clavulanséure, Bacitracin (0,04 1E), Bacitracin (10 IE), Cefacetril,
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Cefotaxim, Cefoxitin, Clindamycin, Erythromycin, Minocyclin, Ofloxacin,
Oxacillin, Penicillin G, Piperacillin, Sulfamethoxazol/Trimethoprim und
Tetracyclin. Die Ergebnisse der Bacitracinempfindlichkeit entsprachen den
Untersuchungen von SKAAR et a. (1994) und HENTON et al. (1999). Diein
der vorliegenden Untersuchung verwendeten Taxo A-Testbldttchen wurden
bisher zur Abgrenzung von Streptokokken der serologischen Gruppe A und
anderer 3-hamolysierender Streptokokken verwendet. Streptokokken — der
serologischen Gruppe A weisen gegeniber Bacitracin (0,04 |E) fast immer einen
Hemmzonendurchmesser von = 15 mm auf. Andere Streptokokken wiesen meist
einen kleineren Hemmzonendurchmesser oder keine Hemmzone auf. Die
S.phocae- und S dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen der
vorliegenden Untersuchungen zeigten gegenuber Bacitracin (0,04 IE) ebenfalls
einen Hemmzonendurchmesser von = 15 mm. Auch SWENSHON (1997) wies
bei nahezu allen untersuchten L-Streptokkken, isoliert von Schweinswalen aus
der deutschen Nord- und Ostsee, eine Empfindlichkeit gegenliber Bacitracin
(0,04 1IE) nach. S.phocae und S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L
zeigten somit ein dhnliches Verhalten wie Streptokokken der serologischen
Gruppe A. Aufgrund der eindeutigen Ergebnisse der bisherigen, vor allem
serologischen Untersuchung ist eine falsche Zuordnung der S. phocae- und
S.dysgalactiae  subsp.  dysgalactiae  Serovar  L-Kulturen  alerdings
auszuschliefen.

Die Mehrzahl der Kulturen zeigte eine intermedidre Reaktion gegeniber
Gentamicin und eine Resistenz gegenuber Streptomycin. Alle S. phocae-
Kulturen zeigten eine Resistenz gegeniiber Kanamycin und Nalidixinsiure. Uber
Antibiotikaempfindlichkeiten von S. phocae liegen bisher aul3er zu Bacitracin
und Optochin (SKAAR et a., 1994) keine Informationen vor.

Alle drei S dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen der
vorliegenden  Untersuchung zeigten eine  Empfindlichkeit — gegentiber
Amoxicillin/Clavulansdure, Bacitracin (0,04 IE), Bacitracin (10 1E), Cefacetril,

Cefotaxim, Cefoxitin, Clindamycin, Erythromycin, Minocyclin, Ofloxacin,
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Oxacillin, Penicillin G, Piperacillin, Sulfamethoxazol/Trimethoprim und
Tetracyclin. Gegentiber Gentamicin war eine Kultur empfindlich, zwel Kulturen
waren resistent. Alle S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen
zeigten eine Resistenz gegeniber Kanamycin, Nalidixinsdure und Streptomycin.
Diese Ergebnisse entsprachen im wesentlichen den Untersuchungen von
SWENSHON et a. (1998). Eine Empfindlichkeit von S. dysgalactiae subsp.
dysgalactiae Serovar L-Kulturen gegenuber Penicillin G wurde bereits von
MANTOVANI et a. (1961), LORENZEN (1968), DUMA et a. (1969),
ELLNER (1970), RIISING (1976), RIISING et a. (1976) BROOME et a.
(1976) sowie BOCKLISCH und ZEPEZAUER (1979) beschrieben.
Entsprechend den vorliegenden Untersuchungen stellten auf3erdem zahlreiche
Autoren bei  Streptokokken  der  serologischen Gruppe L  ene
Tetracyclinempfindlichkeit fest (WEIGT und GRUNERT, 1964; DUMA et 4.,
1969; BOCKLISCH und ZEPEZAUER, 1979). Im Gegensatz hierzu wies
SIPPEL (1994) bei L-Streptokokken unterschiedlicher Herkunft haufig
Resistenzen gegentber Clindamycin, Erythromycin, Minocyclin und Tetracyclin
nach. Die Resistenzen gegeniber Minocyclin und Tetracyclin korrelierten mit
dem Vorkommen spezifischer Tetracyclinresistenzgene, die von BROWN und
ROBERTS (1991) sowie SCHWARZ et a. (1994) be Streptokokken der
serologischen Gruppe B beschrieben wurden. SOEDERMANTO et d. (1995)
konnten ebenso bei Streptokokken der serologischen Gruppen G und L die
Resistenzgene tet (M) und tet (O) nachweisen. Die Gene kodierten ribosomale
Schutzproteine und bedingten somit eine gemeinsame Resistenz gegentber
Minocyclin und Tetracyclin (SCHWARZ et d., 1992).

Die Resistenzsituation der untersuchten S.phocae- und S. dysgalactiae subsp.
dysgalactiae Serovar L-Kulturen der vorliegenden Untersuchungen zeigte eine
uberwiegende Empfindlichkeit gegeniiber allen getesteten Antibiotika. Dies a3t
sich moglicherweise mit dem fehlenden Kontakt der Seehunde und Kegelrobben
zu antibiotischen Wirkstoffen erkléren, der zur Selektion von resistenten

Streptokkkenkulturen hétte fuhren kdnnen.
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Die Ahnlichkeit der untersuchten S. phocae- und S. dysgalactiae subsp.
dysgalactiae Serovar L-Kulturen der vorliegenden Arbeit bezlglich der
kulturellen, biochemischen und serologischen Eigenschaften sowie ihrer
Antibiotikaresistenzen, gab Anlass zur weitergehenden Charakteriserung und
Untersuchung der verwandtschaftlichen Beziehungen dieser von Seehunden und
Kegelrobben isolierten Kulturen. Dies erfolgte mittels Makrorestriktionsanalyse
der chromosomalen DNA der Kulturen durch Pulsfeldgel el ektrophorese (PFGE).
Die PFGE ermdglichte, im Vergleich zur konventionellen Elektrophorese, eine
wesentlich bessere Interpretierbarkeit der Fragmentmuster. Die Zahl der
Fragmente berunte auf der Wahl seten schneidender Endonukleasen
(GORDILLO et al., 1993a).

Die PFGE hat sich zur Aufklarung epidemiologischer Zusammenhange unter
anderem auch be verschiedenen Streptokokken und Enterokokkenspezies
bewdhrt. Sie wurde bel Streptokokken der serologischen Gruppen A, B und C
(MARTIN and SINGLE, 1993; GORDILLO et a., 1993a; GREEN et a., 1994;
DIPERSIO et a., 1996; SOEDERMANTO et a., 1996), bei S.pneumoniae
(LEVEVRE et al., 1994, CARVALHO et a., 1996; HALL et a., 1996), bei
E. faecium (MIRANDA et al., 1991) und auch bel E. faecalis (GORDILLO et d.,
1993b; SABRIA-LEAL et al., 1994; KUHN et al., 1995) zur Aufklarung
epidemiologischer Fragestellungen eingesetzt. LEFEVRE et a. (1994) und
CARVALHO e 4d. (1996) untersuchten mit Hilfe der PFGE klonae
Beziehungen zwischen penicillinresistenten S, pneumoniae-Stdmmen  aus
Frankreich und anderen Landern. SOEDERMANTO et d. (1996) stellten eine
klonade Beziehung von S.equi subsp. zooepidemicus-Kulturen fest, die einen
Seuchenausbruch bei Schweinen und Affen in Indonesien ausgelGst hatten. Da
fast ale untersuchten S equi subsp. zooepidemicus-Kulturen in  der
Makrorestriktionsanalyse ein  identisches DNA-Fragmentmuster  zeigten,
vermuteten die Autoren, dass die Seuche von einem enzelnen Bakterienklon

verursacht worden war.
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SWENSHON et a. (1998) untersuchten mittels PFGE die Beziehung von
S.dysgalactiae subsp. dysgalactiae  Serovar L-Kulturen, isoliert von
Schweinswalen, in Abhangigkeit vom Fundort und dem Funddatum. Hierbei fiel
auf, dass identische ,,DNA-Fingerprints’ bel S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae
Serovar L-Kulturen, isoliert von Schweinswalen aus der deutschen Nord- und
Ostsee, auftraten, die im gleichen Zeitraum und/oder in der gleichen Region
gefunden wurden. Daher vermuteten die Autoren eine drekte Ubertragung der
untersuchten L-Streptokokken von einem Tier auf das andere (SWENSHON et
al., 1998).

Die im vorliegenden durchgefiihrten Untersuchungen zur Genotypisierung von
S.phocae und S dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L, isoliert von
Seehunden und  Kegelrobben, durch  Makrorestriktionsanalyse  der
chromosomalen DNA erwiesen sich unter den von MASLOW et a. (1993a) fir
Typisierungsverfahren geforderten Eigenschaften, wie Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse, diskriminatorische Fahigkeit, einfache und klare Interpretation der

Ergebnisse sowie praktikable Handhabung, as durchaus geeignet.

Die PFGE der vorliegenden Untersuchungen erfolgte mit Hilfe des CHEF-DR 11
Systems. In  Abhéngigkeit des verwendeten Restriktionsenzyms wurden
verschiedene Lauf- und Pulszeiten sowie unterschiedliche Starken des
elektrischen Feldes gewdhlt. Fur die Wahl der sdten schneidenden
Restriktionsendonukleasen war der GC-Gehat der BakteriennDNA und die
Lange der Erkennungssequenz des Enzyms ausschlaggebend. Enzyme mit einer
GC-reichen Erkennungssequenz schneiden selten DNA mit niedrigem GC-Gehalt
und Enzyme mit einer Erkennungssequenz von acht Basenpaaren schneiden
seltener als solche mit einer Erkennungssequenz von sechs Basenpaaren
(MASLOW et al., 1993b). Streptokokken besitzen laut FARROW und COLLINS
(1984) sowie DEVRIESE et al. (1986) einen relativ niedrigen GC-Gehalt. Daher

wurden in den vorliegenden Untersuchungen die Enzyme Apal und Smal
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ausgewdhlt, die as Erkennungsequenzen 5 GGGCC/C3 bzw. 5 CCC/IGGG3
besitzen. Fir die Analyse der chromosomaen DNA von Streptokokken
unterschiedlicher Spezies und Serogruppen mittels PFGE wurden bisher die
Restriktionsenzyme Eagl, Kpnl, Notl, Rgrll, Sacll, Sall Sil, Spel, Sst |,
Xba | verwendet (GORDILLO et al., 1993a, b; STANLEY et a., 1995).

Nach TENOVER et a. (1995) waren zur Analyse von DNA-Fragmentmustern
keine standardisierten Kriterien vorhanden. Die Autoren GORDILLO et al.
(19933), MASLOW et a. (1993b), HARTSTEIN et al. (1995), SANCHES et a.
(19953, b), und THONG et a. (1995) bezeichneten Stdmme als identisch, wenn
sie keine Unterschiede im Bandenmuster aufwiesen. Nach EISENACH (1992)
galten Kulturen bei einer Ubereinstimmung von 90-99 % as klonal verwandt.
Als genetisch unterschiedlich waren nach THONG et al. (1995) Salmonella
enteritidis-Kulturen bereits ab einem Unterschied von einem DNA-Fragment.
Mogliche Varianten eines Ursprungsstammes nannten GORDILLO et al. (1993a)
Streptokokken der serologischen Gruppe B, die sich innerhalb ihrer PFGE-
Muster in nicht mehr als zwel Fragmenten unterschieden. MASLOW et 4.
(1993b) bezeichneten Kulturen, deren DNA-Fragmentmuster in ein bis zwel
Fragmenten differierten, as ‘klonal verwandt” und bei drei oder mehr
Unterschieden sprachen sie von "genetisch unterschiedlichen” Kulturen. Erst ab
einem PFGE-Musterunterschied von vier oder mehr Fragmenten wurden nach
HARTSTEIN et a. (1995) und SANCHES et a. (1995a) Kulturen als genetisch
unterschiedlich beurteilt. Im Gegensatz hierzu stehen die Aussagen von
SCHMITZ et a. (1997), die aufgrund gleicher Restriktionsmuster keine klonale
Identitdt von Kulturen, sondern lediglich eine enge Verwandtschaft dieser
Kulturen beschrieben.

Nach TENOVER et a. (1995) waren die Kriterien fur eine Verwandtschaft nicht
so eng festgelegt. Diese Autoren bezogen sich bei der Beschreibung von
Verwandtschaftsbeziehungen auf den urspringlich fur den Ausbruch einer

Epidemie verantwortlichen Keim (Ausbruchskeim). Als "nah verwandt” mit dem
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Ausbruchskeim wurden nur Isolate eingestuft, die Veranderungen zeigten, die
durch ein einziges genetisches Ereignis zu erkléren waren, welches zu zwei bis
drei  Fragmentunterschieden flhrte. Isolate, die vier bis sechs
Fragmentunterschiede im Vergleich zum Ausbruchskeim zeigten, wurden, da
diese Differenzen nur durch mindestens zwei genetische Ereignisse zu erklaren
waren, als ‘moglicherweise verwandt” eingeordnet. Erst bel mehr als sechs
Fragmentunterschieden zum Ausbruchskeim wurden die Kulturen as “genetisch
unterschiedlich’ bezeichnet. Die Ursache fir Fragmentunterschiede bei z.B. "nah
verwandten” Isolaten konnten nach TENOVER et a. (1995) auf Punktmutationen
zurickzufuhren sein. Hierbal konnten neue Schnittstellen fir das jeweilige
Restriktionsenzym entstehen, die eine Auftrennung eines DNA-Fragments in
zwel kleinere DNA-Fragmente oder einen Verlust einer Schnittstelle bedingen,
wodurch ein grofReres DNA-Fragment aus zwel kleineren entstehen kann. Solche
Punktmutationen fihrten zu enem Unterschied von drei Fragmenten im
Vergleich zum Ausbruchskeim. Auflerdem besteht die Mdaglichkeit der
Einflgung oder des Verlustes einer DNA-Sequenz, wodurch sich die Grole eines
Fragmentes verénderte. Hier besteht der Unterschied des DNA-Fragmentmusters
im Vergleich zum Ausbruchskeim aus zwel Fragmenten (TENOVER et 4.,
1995).

Mittels Makrorestriktionsanalyse der chromosomalen DNA der Kulturen der
vorliegenden Untersuchung zeigte ein Vergleich der DNA-Bandenmuster von 66
S. phocae-Kulturen, isoliert von 36 Seehunden und vier Kegelrobben, 29
verschiedene DNA-Fragmentmuster. Drei Kulturen lief3en sich mittels PFGE-
Analyse nicht untersuchen. Es konnten tberwiegend keine Ubereinstimmungen
der DNA-Fragmentmuster festgestellt werden und die untersuchten S. phocae-
Kulturen lieffen keine Beziehung zueinander erkennen. Dies gab zu der
Vermutung Anlal3, dal3 Kreuzinfektionen von S phocae zwischen einzelnen
Tieren eher selten auftraten. Bei einem Vergleich der DNA-Fragmentmuster der

S. phocae-Kulturen, die aus unterschiedlichen Organen jeweils eines Tieres
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isoliert werden konnten, erwiesen sich bei drel Tieren die Fragmentmuster sogar
alsunterschiedlich (P11, P16, P33 und P35). Weitere sechs Tiere (P22, P27, P34,
P38 und H2), bei denen jeweils mehrere S. phocae-Kulturen isoliert werden
konnten, zeigten sowohl Kulturen mit vollig identischen DNA-Fragmentmustern,
as auch Kulturen mit unterschiedlichen DNA-Fragmentmustern. Aufgrund
sorgfétiger Probenentnahme, Registrierung, Transport und Kultivierung ist eine
Kreuzkontamination verschiedener Erreger auszuschlief3en. Der Infektionsweg
und die Bedeutung des Auftretens von verschiedenen S. phocae-Kulturen bei
einem Tier fur das Erkrankungsbild des jeweiligen Tieres ist bislang noch unklar.
Dies stand im Gegensatz zu den Untersuchungen von SWENSHON et al. (1998),
die bel S dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen, isoliert von
Schweinswalen eines Tieres bzw. verschiedener Tiere, Ubereinstimmende, das
heild identische oder nah verwandte Restriktionsmuster und somit

Bakterienklone nachweisen konnten.

Bei drei Tieren der vorliegenden Untersuchungen konnten S. phocae-Kulturen,
isoliert aus verschiedenen Organen jeweils eines Tieres, nachgewiesen werden,
deren DNA-Fragmentmuster eine vollstandige Ubereinstimmung aufwies. Die
Todesursache zweler dieser Tiere war eine durch S. phocae verursachte Sepsis
und das dritte Tier starb an ener sekunddr durch S. phocae verursachten

Bronchopneumonie.

HARTSTEIN et a. (1995) untersuchten Bakterienkulturen verschiedener
Spezies, die von Personen im zeitlichen Abstand von mehreren Tagen von den
selben Korperstellen der Patienten isoliert worden waren. Der Uberwiegende Teil
der Kulturen zeigte keine Veranderung der DNA-Fragmentmuster. Auch DNA-
Fragmentmuster von Subkulturen einer methicillinresistenten
Staphylococcus aureus-Kultur, die eine Epidemie in Portugal ausgeltst hatten,
waren nach zwel Jahren nicht verdndert oder wiesen Unterschiede von weniger
asdrel Fragmenten zum Ursprungsmuster auf (SANCHES et al., 1995b).
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Im Weiteren konnten in den vorliegenden Untersuchungen vereinzelt
S. phocae-Kulturen isoliert werden, die von unterschiedlichen Tieren stammten
und ein identisches DNA-Restriktionsmuster aufwiesen. Anhand des Vorberichts
liefen sich keine epidemiologischen Zusammenhange zwischen diesen Tieren
nachweisen. Unter Berlicksichtigung der pathologisch-anatomischen und
histologischen Befunde der untersuchten Seehunde und Kegelrobben schienen
ferner keine S. phocae-Isolate mit spezifischem Restriktionsmuster fir spezielle
Erkrankungen verantwortlich zu san. Im Gegensatz dazu waren be
methicillinresistenten Staphylococcus aureus-Stéammen (MRSA), isoliert vom
Menschen und bei S aureus, isoliert von Rindermastitiden, einzelne
Bakterienklone  fir das  jeweilige  Erkrankungsbild  verantwortlich
(KREISWIRTH et a., 1993; SANCHES et a., 19954, b; FITZGERALD e 4.,
1997; LAMMLER et a., 1997, SCHMITZ et a., 1997, VAN BELKUM et 4.,
1995, 1997; WICHELHAUS et al., 1997; ANNEMULLER, 1999).

Nach  Makrorestriktionsanalyse der in  dieser Arbeit  beschriebenen
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen und der vergleichsweise
untersuchten S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen, isoliert von
Schweinswalen aus der Nord- und Ostsee (SWENSHON et al., 1998), mit den
Restriktionsenzymen Apal und Smal erfolgte ene Anayse der
Fragmentunterschiede, getrennt fir jedes Enzym, nach den Angaben von
TENOVER et a. (1994). Fiur beide Enzyme konnten innerhalb der untersuchten
L-Streptokokken jeweils funf unterschiedliche DNA-Fragmentmuster gefunden
werden. Die Restriktionsmuster des Enzyms Apa | zeigten eine grof3ere Anzahl
an Fragmentunterschieden as die entsprechenden Muster des Enzym Smal. Auch
andere Autoren fanden bei verschiedenen Enzymen eine unterschiedliche
Diskriminationsfahigkeit (HALL et a., 1996; FEIZABADI et da. 1996;
PANTUCEK et a., 1996).

Die beiden S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen, isoliert von

einer Kegelrobbe aus der Ostsee, die ein identisches DNA-Fragmentmuster
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aufwiesen, erwiesen sich, sowohl nach Untersuchungen mit dem Enzym Apal als
auch mit dem Enzym Smal, als mit keiner anderen Kultur genetisch verwandit.

Die vergleichsweise untersuchten zwel S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae
Serovar L-Kulturen, isoliert von zwel Schweinswalen aus der Ostsee, waren nach
den Kriterien von TENOVER et a. (1995) untereinander "nah verwandt” und
wurden bereits von SWENSHON (1997) beschrieben.

Nach den Kriterien von TENOVER et a. (1995) waren die L-Streptokokken-
Kultur (P351) der vorliegenden Arbeit, isoliert von einem Seehund aus der
Nordsee, und die L-Streptokokken-Kultur des Schweinsnals P (Leber 18865),
beschrieben von SWENSHON (1997), die von einem Schweinswal aus der
Nordsee isoliert worden war, ‘nahe verwandt” oder zumindest “mdglicherweise
verwandt”. Dies konnte mit den Restriktionsmustern nach Verdau mit dem
Enzym Apal as auch nach Verdau mit dem Enzym Smal festgestellt werden.
Dieser Befund war Uberraschend, da bei unterschiedlichen Tierarten auch
unterschiedliche Bakterienklone erwartet wirden. Bel  Betrachtung des
Funddatums dieser beiden Tiere fiel auf, dass sie im zeitlichen Abstand von etwa
drei Jahren (1995/1998) gefunden wurden. Diese S. dysgalactiae subsp.
dysgalactiae Serovar L-Kulturen, isoliert von einem Seehund und einem
Schweinswal aus der Nordesee, verdnderten sich Uber eine Zeitraum von etwa
drei Jahren nicht oder nahezu nicht. Ferner fiel bel der Betrachtung des Fundortes
auf, dal3 beide Tiere aus der selben Nordseeregion zwischen Amrum und Sylt
sammten. Das Vorkommen beider Tieraten im selben Habitat, kann
moglicherweise zu einer Ubertragung der L-Streptokokken gefiihrt haben.

Auch von zahlreichen anderen Autoren wurde eine lange Stabilitdt der
bakteriellen DNA nachgewiesen (MIRANDA et a., 1991, GEORGE und
KLOOS, 1994; LEFEVRE et a., 1994, SCHWARZ und LIEBISCH, 1994;
SANCHES et a., 19953, b; BUSCH et a., 1996; KLUYTMANS et a., 1998;
SWENSHON et al., 1998). Uber die Haufigkeit von Mutationen, die sich auf die
DNA-Fragmentmuster auswirken, liegen bei den verschiedenen Bakterienspezies

noch keine Untersuchungen vor. Die Untersuchungen von BUSCH et a. (1996)
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sprachen fur eine jahrelange Stabilitdt der DNA von Borrelia burgdorferi, da
nach einem Isolierungsabstand von 4 Jahren identische DNA-Fragmentmuster
festgestellt werden konnten. Auch LEFEVRE et a. (1994) wiesen bei
S. pneumoniae nach mehreren Jahren noch ein identisches DNA-Fragmentmuster
nach. SCHWARZ und LIEBISCH (1994) untersuchten einen Impfstamm von
Salmonella typhimurium, der nach 22 Monaten und Tierpassage ein
unverdndertes DNA-Fragmentmuster aufwies. Bel Enterococcus faecium
Kulturen beschriecben MIRANDA et a. (1991) die Stabilitdt der DNA-
Fragmentmuster von Uber einem Jahr. Ebenso fanden SANCHES et a. (1995a)
Staphylococcusaureus DNA-Fragmentmuster, die sich trotz intensiver
Subkultivierung nicht verdnderten. Auch GEORGE und KLOOS (1994) zeigten
nach Restriktionsverdau mit dem Enzym Smal fast identische PFGE-Muster bei
Saphylococcus capitis- und Staphylococcus caprae-Isolaten aus verschiedenen
Landern mit mehreren Jahren Abstand zwischen den Isolierungen. SWENSHON
et a. (1998) beschrieben identische DNA-Fragmentmuster bei S. dysgalactiae
subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen, isoliert von Schweinswalen, die in 3 2
jahrigem Abstand gefunden worden waren. Diese S. dysgalactiae subsp.
dysgalactiae Serovar L-Kulturen von Schweinswalen wiesen jedoch keine
Verwandtschaft zu S dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen,
isoliert von landlebenden Tieren bzw. vom Menschen, auf.

Im Weiteren wurden die verwandtschaftlichen Beziehungen der S. dysgalactiae
subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen der vorliegenden Untersuchung durch
die Erstellung von Dendrogrammen fir die Apal- bzw. Smal-Fragmentmuster
untersucht. Die beiden Dendrogramme basieren auf dem Vergleich der
Fragmentmuster und geben den euklidischen Abstand der DNA-Fragmentmuster
der chromosomalen DNA der untersuchten S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae
Serovar L-Kulturen zueinander wieder. In einem Koordinatensystem ist der
euklidische Abstand zweier Punkte geometrisch darstellbar mit der Lange der
direkten Verbindungslinien der zu vergleichenden Punkte. Dabei haben Isolate
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einer Restriktionsgruppe den Abstand Null, da sie véllig identische DNA-
Fragmentmuster aufweisen. Die Untersuchung von epidemiologischen bzw.
genetischen Beziehungen erfolgte mittels solcher Analysen unter anderem bereits
bei Saphylococcusaureus (GOULOUMES et a., 1996; PANTUCEK et 4.,
1996), Campylobacter fetus (FUJTA et a., 1995), Listeria monocytogenes
(PROCTOR et a., 1995) und Salmonellatyphi (THONG et al., 1995). Ein
Dendrogramm, das  auf den prozentualen Unterschieden  der
DNA-Fragmentmuster mittels PFGE basierte, erstellten FEIZABADI et al.
(1996) und WONG et al. (1996). Vergleiche der "DNA-Fingerprints” in Prozent
der Gemeinsamkeiten stellten TALON et al. (1996) dar.

Bei Betrachtung der Dendrogramme der Apal- und Smal-Fragmentmuster fiel ein
Abstand von Null zwischen den S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-
Kulturen, isoliert von einer Kegelrobbe aus der Ostsee, auf. Dies war aufgrund
der identischen Fragmentmuster zu erwarten. Die zwel S. dysgalactiae subsp.
dysgalactiae Serovar L-Kulturen, isoliert von zwei Schweinswalen aus der
Ostsee wiesen eine vergleichbare Beziehung zueinander auf, wie die beiden
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen, isoliert von einem
Seehund aus der Nordsee und einem Schweinswal aus der Nordsee. Dies war mit
den Apal- und Smal-Fragmentmustern feststellbar. Die Dendrogramme der
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen, die aufgrund der Apal-
und Smal-Restriktionsmuster erstellt worden waren, bestétigten und erganzten
die PFGE-Anaysen.

Die Bakterienspezies S. phocae konnte bisher ausschliefdlich bei Seehunden und
Sldafrikanischen Seebdren nachgewiesen werden. Die Isolierung dieser
Bakterienspezies bel der Kegelrobbe wurde in den vorliegenden Untersuchungen
erstmals beschrieben. Bei Schweinswalen (SWENSHON, 1997), jedoch bei
keinen weiteren marinen Sdugetieren, wurde bisher die Bakterienspezies
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L beschrieben, und der Nachwels bei
Sechunden und Kegerobben gelang ebenfals in den vorliegenden
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Untersuchungen erstmalig. Die unterschiedlichen Eigenschaften dieser
Streptokokken, S.phocae und S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L,
Isoliert von marinen Sdugetieren, im Vergleich zu Streptokokken, isolierbar von
terrestrischen Saugetieren, insbesondere die unterschiedlichen Resistenzmuster
gegentiber verschiedenen Antibiotika, lassen auf eine evolutiondre oOkolgische
Nische dieser Streptokokken im Meer bzw. bei den dort lebenden Sdugetieren
schlief3en.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegenden Untersuchungen ermoglichten eine ldentifizierung und
weltergehende Charakteriserung von 72 b-hamolysierenden Streptokokken,
isoliert von Seehunden und Kegelrobben aus der deutschen Nord- und Ostsee.
Aufgrund kultureller, biochemischer, serologischer und auch molekularer
Untersuchungen konnten 69 Kulturen als S. phocae und drei Kulturen as
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L identifiziert werden. Dies ist der
erste Nachweis Uber das Vorkommen der Spezies S.phocae bei Kegelrobben.
Von den 69 S. phocae-Kulturen wurden acht Kulturen der serologischen
Gruppe C und 61 Kulturen der serologischen Gruppe F zugeordnet. Einige
typische biochemische Eigenschaften der untersuchten S. phocae-Kulturen waren
eine positive Fructose-, D-Mannose- und Ribose-Reaktion sowie der fehlende
Abbau von Lactose, Sdicin, Sorbit, Trehalose, Askulin, Arginin und
Na-Hippurat.

Eine molekulare Charakterisierung der S phocae-lsolate erfolgte, nach
Sequenzierung, durch Amplifizierung des 16S ribosomaen RNA-Gens. Die
Restriktionsmuster unter Verwendung der Restriktionsenzyme Earl und Hincll
erwiesen sich als speziesspezifisch. Eine zweite Strategie zum PCR-vermittelten
Nachweis lag in der  Entwicklung von S phocae-spezifischen
Oligonukleotidprimern, die unter Einbeziehung der S.phocae-spezifischen
V2-Region entwickelt wurden. Mit diesen speziesspezifischen
Oligonukleotidprimern war eine eindeutige Spezieszuordnung aler 69 S. phocae-
Kulturen sowie der S. phocae-Referenzkulturen mdéglich.

Weitere phanotypische Eigenschaften der Uberwiegenden Zahl der S. phocae-
Kulturen waren ene lange streptokokkentypische Kettenformationen, en
Wachstum in Fissigmedium mit wattigem bis kérnigem Bodensatz bei

gleichzeitig klarem Uberstand, ein kompaktes Wachstum in Soft-Agar und eine
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Aggregation mit einer Ammoniumsulfatkonzentration von 0,1 mol/l. Die
S. phocae-Kulturen waren ferner empfindlich gegenlber den meisten
untersuchten Antibiotika

DNA-Fragmentmuster von 66  S.phocae-Kulturen  konnten  durch
Makrorestriktionsanalyse der chromosomalen DNA der Kulturen mittels
Pulsfeldgelelektrophorese erstellt werden. Dies ergab 29 verschiedene DNA-
Fragmentmuster. Es konnten tberwiegend keine Ubereinstimmungen der DNA-
Fragmentmuster festgestellt werden. Kreuzinfektionen zwischen einzelnen
Tieren scheinen somit eher selten aufzutreten. DNA-, Fingerprints‘ der isolierten
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L-Kulturen ergaben einen deutlichen
Unterschied von Isolaten aus der Nord- und Ostsee. Im Welteren zeigte ein
L-Streptokken-Nordsee-Isolat, isoliert von enem Seehund und en
vergleichsweise untersuchtes L-Streptokokken-lsolat von einem Schweinswal
aus der Nordsee, eine tellweise Verwandtschaft. Das Vorkommen beider
Tierarten im selben Habitat, lasst eine Ubertragung der L-Streptokokken

vermuten.
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1. Summary

The present study allowed an identification and further characterisation of
72 [>haemolytic streptococci isolated from harbour seals and grey seals of the
German North and Baltic Seas. As a result of cultural, biochemical, serological
and d so molecular methods 69 bacterial cultures could be identified as S. phocae
and three cultures as S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae Serovar L. This is the
first evidence of the species S. phocae occurring in grey seals. Eight of the 69
S. phocae-cultures belonged to the serological group C and 61 cultures to the
serological group F. Some typical biochemical properties of the S.phocae-
cultures, investigated in the present study, were a positive fructose, D-mannose
and ribose reaction as well as a missing reaction with lactose, salicin, sorbitol,
trehalose, esculin, arginine and hippurate.
A molecular characterisation of the S. phocae-isolates resulted from an
amplification of the 16S ribosomal RNA-gene after sequencing. The amplicons
were proven to be species specific using the restriction enzymes Earl and Hincll.
A second strategy for a PCR arranged species identification were the design of
S. phocae-specific oligonucleotide primers in consideration of the S. phocae-
specific V2-region. Using this species ecific oligonucleotide primers a clear
species affiliation of all 69 S. phocae-cultures as well as the S. phocae-reference
cultures were possible.
Further phaenotypic properties of most of the S.phocae-cultures were a long
streptococci typical chain formation, growing as a cotton-granular sediment in
fluid media with a smultaneously clear supernatant, compact growing in soft
agar and an aggregation reaction in a 0,1 mol/l ammonium sulfate concentration.
In addition the S. phocae-cultures were susceptible to most of the antibiotics
Investigated.
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DNA-fragment patterns of 66 S phocae-cultures were created by
macrorestriction analysis of chromosomal DNA of the bacterial cultures using
pulsed-field gel electrophoresis. This resulted in 29 different DNA-fragment
pattern. Predominantly there was no consistence of the DNA-fragment patterns
realised. Consequently cross infections between particular animals seems to
occur rarely. DNA- fingerprints’ of the isolated S.dysgalactiae subsp.
dysgalactiae Serovar L-cultures resulted in an obvious distinction of isolates
from the North and Baltic Seas. Furthermore a group L-streptococci-North Sea
isolate, isolated from a harbour seal, showed a partia relationship to a
comparatively investigated group L-streptococci-isolate from a harbour porpoise
of the North Sea. The occurrence of both animal species in the same habitat

might have caused atransmission of the group L-streptococci.
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Prézipitationsreaktionen von Antigenpréparationen der
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Typische Agglutinationsreaktion der
Streptokokkenkultur ~ PAM mit  Serogruppe F-
spezifischen  Latexpartikeln des  Streptokokken
|dentifizierungs-Tests; negative  Resktion  der
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Amplikon des 16SrRNA-Gens von S. phocae vor und

nach Restriktionsverdau mit dem Enzym Earl..............

Amplikon des 16SrRNA-Gens von S. phocae vor und

nach Restriktionsverdau mit dem Enzym Hindll...........

Typisches Amplikon der S. phocae-Referenzkultur
8399 H1 (2), der S. phocae-Serogruppe F-Kultur P4M,
isoliert von enem Seehund (3), der S. phocae-
Serogruppe C-Kultur P37J, isoliert von einem
Seehund (4) und der S.phocae-Serogruppe F-Kultur
H1J, isoliert von einer Kegelrobbe (5)......cccccovvrienienee.

Kolonienmorphologie der S.phocae-Kulturen nach
Anzichtung in Soft-Agar mit kompakt-diffusem
K olonienwachstum sowie kompaktem

KOlONIENWACASIUM ... e

Unterschiedliche DNA-Fragmentmuster der
chromosomalen DNA von drei S. phocae—Kulturen,
isoliert aus verschiedenen Organen von Seehund P35

nach Verdau mit dem Restriktionsenzym Apal.............

DNA-Fragmentmuster der chromosomalen DNA der
S. phocae—Kulturen, isoliert aus verschiedenen
Organen von Seehund P27 nach Verdau mit dem
Restriktionsenzym Apal.......ccocceennnneeenenesesineeenen,

Typisches einheitliches DNA-Fragmentmuster der
chromosomalen DNA der S. phocae-Kulturen, isoliert
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Verdau mit dem Restriktionsenzym Apal..........cccceeee.
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Abb. 22
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Identische DNA-Fragmentmuster der chromosomalen
DNA der S. phocae-Kulturen, isoliert  aus
unterschiedlichen Organen verschiedener Seehunde
(P5, P21, P26 und P36) nach Verdau mit dem
Restriktionsenzym Apal........ccceernneeenenenesseeeens

Unterschiedliche DNA-Fragmentmuster der
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Schweinswa P, Schweinswal C und Schweinswa H

nach Verdau mit dem Restriktionsenzym Apal.............

DNA-Fragmentmuster der chromosomalen DNA der
S.dysgalactiae  subsp.  dysgalactiae  Serovar L-
Kulturen, isoliert von Seehund P35, Kegelrobbe H2,
Schweinswa P, Schweinswal C und Schweinswa H
nach Verdau mit dem Restriktionsenzym Smal.............
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Abb. 27

Abb. 28

Dendrogramm  der

S. dysgalactiae  subsp.

Kulturen nach Verdau

Dendrogramm  der

S. dysgalactiae  subsp.

Kulturen nach Verdau
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DNA-Fragmentmuster  der
dysgalactiae Serovar L-

mit dem Restriktionsenzym

DNA-Fragmentmuster  der
dysgalactiae Serovar L-

mit dem Restriktionsenzym
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Biochemische Eigenschaften der 72 Seehund- und
Kegelrobbenisolate, ermittelt mit dem api 50 CH-
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9.3 AbkUrzungsver zeichnis

A Adenosin

Abb. Abbildung

ADO Adonit

al. andere

AMC Amoxicillin/Clavulansdure

AMD Starke

AMY Amygdalin

Agquadest. destilliertes Wasser

ARB Arbutin

AVID Arbeitskreis fur veterindrmedizinische | nfektionsdiagnostik
B Bacitracin / Beifang

BgvVv Bundesinstitut fir gesundheitlichen Verbraucherschutz und

Veterindrmedizin

BHI Brain-Heart-Infusion
Bp Basenpaar

BSA Bovines-Serum-Albumin
bzw. beziehungsweise

C Cytidin / Dens caninus
ca circa

CAC Cefacetril

CC Clindamycin

CO, Kohlendioxid

cDNA cyclische Desoxyribonucleinsaure
CDV canine distemper virus
CEL Zellobiose

cm Zentimeter

CTX Cefotaxim

d Tag



DARA
DARL
DNA
DFUC
DK
DLYX
DTAG
DTUR
DUL
DXYL
ECS
ERY
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D-Arabinose

D-Arabit
Desoxyribonucleinsaure
D-Fucose

Dénemark

D-Lyxose

D-Tagatose

D-Turanose

Dulcit

D-Xylose

European Cetecean Society
Erythrit / Erythromycin
Askulin

Erndhrungszustand

Firma

Fructose

Cefoxitin

Gramm

Guanosin / getotet
Galactose

Gentamicin / Gentibiose
Glycogen

Glucose

Glycerol

Gesellschaft mit beschrankter Haftung
Gluconat

Stunde

Salzsaure
Hamatoxilin-Eosin-Farbung

Hessen
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|.E. internationale Einheit
INO Inosit

K Guanosin oder Thymidin
KAN Kanamycin

Kb Kilobasen

Kg Kilogramm

KG K eto-Gluconat

KCL Kaliumchlorid
KH,PO, Kalium-Di-Hydrogen-Phosphat
I Liter

LAC Lactose

LARA L-Arabinose

LARL L-Arabit

LFUC L-Fucose

LXYL L-Xylose

I Densincisvi

INU Inulin

m mannlich

M Adenosin oder Cytidin
mol/I| Molaritat pro Liter
mmol/| Millimolaritét pro Liter
MAN Mannit

MAL Maltose

MDM a-Methyl-D-Mannosid
MDG a-Methyl-D-Glucosid
MDT Magen-Darm-Trakt
MDX R-Methyl-D-Xylosid
MEL Melibiose

mg Milligramm

MgCl, Magnesiumchlorid
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MIN Minocyclin

min Minute

ml Milliliter

MLZ Melezitose

mm Millimeter

MNE Mannose

n Stichprobenumfang

N eine beliebige Base / Stickstoff
Na Natrium

NA Nalidixinsaure

NaCl Natriumchlorid

NAG N-Acetyl-Glucosamin
Na,HPO, Di-Natrium-HydrogenPhosphat
NaOH Natronlauge

Na,PO, Di-Natrium-Phosphat

Nds Niedersachsen

NH; Ammoniak

(NH,4)»,S0, Ammoniumsulfat

NL Niederlande

Nr. Nummer

OFX Ofloxacin

OXA Oxacillin

PAS Periodic-Acid-Schiff-Reaktion
PBS phosphate balanced salt solution
Pc Dens praemolares

PCR polymerase chain reaction=Polymerasekettenreaktion
PDV Phocines Distemper Virus

PEN Penicillin

PFGE Pulsfeldgel el ektrophorese

PIP Piperacillin



pmol/I

RHA
RIB
RPV
RNA
rRNA

SPF

STM
SXT

Tab.
TBS
TET
THB
TRE
U/min
u/ul
U.SA.
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Pikomolaritét pro Liter
Raffinose

Rhamnose

Ribose

Rinderpestvirus
Ribonucleinsdure

ribosomal e Ribonucleinséure
Sekunde

Cytidin oder Guanosin
Seehundanlage

Saccharose

Salicin

Sorbose

Seehundfangaktion
Schleswig-Holstein

Sorbit

spezifisch pathogenfrei

Sankt

Streptomycin
Sulfamethoxazol - Trimethoprim
Thymidin/ Totfund

Tabelle

Tris-Puffer

Tetracyclin
Todd-Hewitt-Bouillon
Trehalose

Umdrehungen pro Minute
Einheiten pro Mikroliter
Verenigte Staaten von Amerika
Volt



XLT

ZNS
°C

199

weiblich

Xylit

Cytidin oder Thymidin
zentrales Nervensystem
Grad Celsius
Mikroliter
Mikrometer

keine Angaben
Durchmesser
eingetragene Marke
Marke

kleiner

groider

kleiner gleich

grofer gleich
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