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ZUSAMMENFASSUNG 
 

Etablierung und Evaluierung einer 16S rDNA-Sequenzdatenbank zur Identifizierung von 

Nonfermenter-Bakterien 

Christian Bartling 

Nonfermenter (NF) kommen ubiquitär in der Umwelt vor und können als opportunistische 

Krankheitserreger verschiedene Infektionen wie z. B. Wundinfektionen oder Pneumonien 

verursachen. Auf Grund ihrer biochemischen Reaktionsträgheit und ihrer wechselnden 

Morphologie ist die Differenzierung mit phänotypischen Methoden jedoch oft schwierig. In 

dieser Arbeit wurde daher im Rahmen des RIDOM-Projekts eine 16S rDNA-NF-

Referenzdatenbank (16S NF-RIDOM-Datenbank) zur genotypischen Identifizierung 

etabliert und mittels klinischen Isolaten evaluiert. 

Für die Referenzdatenbank wurden 158 NF-Typstämme mittels partieller 16S rDNA-

Sequenzierung analysiert sowie 140 bereits im Rahmen des RIDOM-Projekts analysierte 

NF-Sequenzen hinzugefügt. Anschließend wurde die Datenbank mit 97 klinischen 

Isolaten evaluiert und die Ergebnisse mit anderen phäno- und genotypischen 

Identifizierungsverfahren verglichen. 

Insgesamt wurden 311 16S rDNA-NF-Sequenzen in die Referenzdatenbank 

aufgenommen, von denen sich 258 eindeutig voneinander unterscheiden ließen. Die 

Analyse der 97 klinischen Isolate ergab bei der Ähnlichkeitssuche mit der 16S NF-

RIDOM-Datenbank bei 20 Isolaten eine 100 %ige Übereinstimmung. In weiteren 62 

Isolaten zeigte sich eine ≥ 99 %ige Sequenzähnlichkeit, während sich nur 6,2 % der 

Isolate nicht eindeutig identifizieren ließen. Dagegen ergab die Identifizierung mittels 

GenBank nur in 13 Fällen (13,4 %) eine eindeutige Identifizierung mit ≥ 99 % 

Sequenzähnlichkeit. Phänotypisch konnten 85,6 % eindeutig differenziert werden. 

Zusammengefasst konnte somit gezeigt werden, dass die neu etablierte 16S NF-RIDOM-

Datenbank den bisherigen Verfahren überlegen und meist für eine eindeutige 

Differenzierung klinischer Nonfermenterisolate geeignet ist. 

 

Tag der mündlichen Prüfung: 19.03.2009  
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1. Einleitung 
 

1.1 Charakteristika klinisch-infektiologisch relevanter 
Nonfermenter-Bakterien 
 

Unter dem Sammelbegriff „nicht fermentierende Bakterien – Nonfermenter“ 

werden eine ganze Reihe verschiedener Bakteriengenera zusammengefasst, 

die sich in ihrem Aufbau und Strukturen stark unterscheiden. Ihnen ist jedoch 

allen gemein, dass sie Glucose nicht fermentativ, sondern einzig oxidativ 

verwerten können (4). 

Nonfermenter kommen ubiquitär in der Umwelt vor und können als 

opportunistische Krankheitserreger vor allem bei vorerkrankten oder 

immunsupprimierten Patienten eine Vielzahl verschiedener Infektionen 

verursachen (3). Im klinischen Alltag stellen diese Mikroorganismen auf Grund 

ihrer anspruchslosen Wachstumsbedingungen, die es ihnen ermöglichen, 

sowohl in wässriger bis feuchter Umgebung (z. B. Pseudomonas spp.) als auch 

auf trockenen Oberflächen (z. B. Acinetobacter spp.) zu existieren, ein großes 

Problem da (7). So finden sich diese Erreger selbst in den in Krankenhäusern 

verwendeten Desinfektionsmitteln (13) sowie in Waschbecken und Nasszellen, 

wo sie besonders für immunsupprimierte Patienten ein erhebliches 

Gefahrenpotenzial bergen. Die aus klinischer Sicht wichtigsten Vertreter sind 

dabei Pseudomonadaceae und Acinetobacter Spezies. 

Im Jahre 1786 versuchte der Arzt Otto Friedrich Müller aus Kopenhagen eine 

Bakteriensystematik mit wissenschaftlicher Nomenklatur zu erstellen. Er 

unterschied dabei zwischen beweglichen Mikroben, die er als Vibriones 

bezeichnete, und unbeweglichen „Urkörperchen“ oder Monaden (Monas 

punctum = Kokke). Als dann am Ende des 19. Jahrhunderts allerdings auch 

bewegliche Stäbchenbakterien entdeckt wurden, die nicht in das Schema der 

Vibrionen einzuordnen waren, wurden diese „falschen“ (da beweglich) 

Monaden, als Pseudo-Monaden bezeichnet (30). Heutzutage zählen 

Pseudomonaden zu den gramnegativen, nichtsporenbildenden 

Stäbchenbakterien, die teilweise leicht gebogen sind. Ihre Größe variiert 
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zwischen 0,5 und 5,0 µm. Mit einer einzigen Ausnahme (Burkholderia mallei) 

sind Pseudomonaden grundsätzlich beweglich, da sie eine oder auch mehrere 

polar angeordnete Geißeln besitzen. Pseudomonaden sind obligate Aerobier, 

die zur Abdeckung ihres Energiebedarfes Sauerstoff als terminalen 

Elektronenakzeptor benötigen. Sie besitzen alle das Enzym Katalase (30). In 

der Familie Pseudomonadaceae werden heute folgende Genera unterschieden: 

- Pseudomonas 

- Burkholderia 

- Stenotrophomonas (früher Xanthomonas) 

- Shewanella 

- Sphingomonas 

- Comamonas 

Davon haben vor allem Pseudomonas spp. und Burkholderia spp. aufgrund 

ihrer Humanpathogenität klinische Relevanz. Dabei gelangt der (Feucht-)Keim 

per Tröpfchen- (z. B. durch Vernebler oder kontaminierte Beatmungsgeräte) 

oder Schmierinfektion an seinen Infektionsort. Pseudomonas (P.) aeruginosa 

als wichtigster Vertreter dieser Erregergattung verursacht Infektionen wie Otitis 

media/externa, Atemwegs-, Wund- und Harnwegsinfektionen. Er kann aber bei 

schlechter Abwehrlage auch eine Meningitis oder Sepsis hervorrufen (54). Ein 

weiterer wichtiger Vertreter dieser Gruppe der Nonfermenter ist Burkholderia 

(B.) cepacia, ebenfalls ein gramnegatives, obligat aerobes Stäbchenbakterium, 

das ähnlich wie P. aeruginosa bevorzugt bei Patienten mit Mukoviszidose zu 

chronischen Atemwegsinfektionen führt (39). 

Die zweite humanmedizinisch-relevante Gruppe der Nonfermenter ist das 

Genus Acinetobacter. Acinetobacter spp. sind fakultativ anaerobe, 

unbewegliche, kokkoide, gramnegative Stäbchen mit antiphagozytär und als 

Adhäsin wirkender Kapsel (14, 31, 32, 37). Sie können als Kolonisationsflora 

(meist Acinetobacter (A.) johnsonii) und auch als Infektionserreger (z.B. A. 

baumannii) auftreten. Hierbei können sie ambulant erworbene oder 

nosokomiale Pneumonien (wobei vor allem die ambulant erworbenen 

Pneumonien durch eine erhebliche Letalität gekennzeichnet sind) und 

Bronchopneumonien, Meningitis, Urethritis, Zystitis und Wundinfektionen bis hin 
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zur nekrotisierenden Fasziitis verursachen (2, 24, 51). Insgesamt sind 

Acinetobacter spp. nach P. aeruginosa die am häufigsten nachgewiesenen 

Nonfermenter bei Infektionen (54). Tabelle 1 zeigt die wichtigsten 

humanmedizinisch relevante Spezies der Nonfermenter und deren klinisch-

infektiologische Charakteristika. 

 

 

 

Tabelle 1: Übersicht über die humanmedizinisch relevanten Nonfermenter und 

deren klinisch-infektiologischen Charakteristika 

Keim Klinische Manifestation Vorkommen Besonderheit 

P. aeruginosa 

Eiter, Otits media, 

Atemwegs-, 

Wund-, 

Harnwegsinfektionen 

Feuchtkeim 

(u. a. auch im 

Desinfektions- 

mittel 

nachweisbar) 

v. a. Hospital- 

infektionen 

Multiresistenz 

Acinetobacter spp. 
Bronchopneumonie, 

Meningitis, Urethiritis 

z. T. 

Kolonisationsflora 

(z. B. A. 

johnsonii) 

v. a. Infektion bei 

Vorschädigung 

(z. B. bei 

Verweilkatheter) 

Multiresistenz 

B. cepacia 
Bronchitis bei 

Mukoviszidose 
Feuchtkeim 

hohe Morbidität 

und Mortalität bei 

Mukoviszidose 

B. mallei 

Einschmelzende 

Weichteilinfektion 

(Rotz) 

 

v. a. bei Tieren, 

mögliches 

Bioterrorismus-

agens, hoch-

infektiös 

B. pseudomallei Melioidose Wasser/Staub  

Stenotrophomonas 

maltophilia 
Hospitalinfektionen Feuchtkeim Multiresistenz 
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In der großen und vielfältigen Gruppe der Nonfermenter ist das unterschiedliche 

Ansprechen auf antibiotische Medikamente (46) sowie Unterschiede bezüglich 

Pathogenität und Übertragbarkeit bekannt (54). Daher ist die richtige 

Speziesdiagnostik von besonderer Bedeutung, um eine gezielte und wirksame 

antibiotische Therapie durchführen zu können.  

 
 

1.2 Speziesdiagnostik von Nonfermentern 

 

1.2.1 Konventionelle, phänotypische Diagnostik 
 

Die heutzutage zur Verfügung stehenden Differenzierungsmethoden zur 

phänotypischen Identifizierung eines Bakteriums beruhen zum großen Teil auf 

biochemischen Verfahren, die sich den Aufbau und die Enzymausstattung der 

verschiedenen Bakteriengenera zunutze machen. Seit etwa 30 Jahren werden 

für die phänotypische Identifizierung der pathogenen Erreger kommerzielle 

Tests in klinisch-mikrobiologischen Laboratorien eingesetzt, die aus einer 

Zusammenstellung verschiedener Reaktionen in miniaturisierter Form eine 

Speziesdiagnostik aus der Kombination der Reaktionsergebnisse ermöglichen. 

Als ursprünglich „manuelles“ System ist heutzutage nur noch das API 20 NE 

(bioMérieux, Marcy l'Etoile, Frankreich) erhältlich. Ansonsten werden 

heutzutage in der Regel nur noch halb- oder vollautomatische 

Identifizierungssysteme wie VITEK (bioMérieux), PHOENIX (Becton Dickinson, 

Sparks, Md., USA) oder MicroScan (Dade Behring, West Sacramento, Ca., 

USA) eingesetzt. Diese Automaten werden mit Bakterienreinkulturen beimpft 

und führen anschließend eine Vielzahl von enzymatischen oder biochemischen 

Reaktionen durch, werten diese aus und geben aufgrund von 

Datenbankvergleichen eine Speziesidentifikation. Parallel dazu werden häufig 

auch Antibiogramme der Erreger bestimmt. Auf Grund dieser neuen Methoden 

sind die mikrobiologischen Labore mittlerweile in der Lage, eine Vielzahl von 

klinisch relevanten, pathogenen Erregern deutlich rascher und genauer zu 
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bestimmen und somit eine gezielte Behandlung der Patienten in die Wege zu 

leiten. Die konventionelle Methode der Keimidentifizierung beinhaltet jedoch 

einige Probleme. So benötigt die phänotypische Identifizierung in der Regel 

mehrere Tage, da die Mikroorganismen zur näheren Bestimmung und 

Resistenztestung zunächst kultiviert werden müssen. Zudem ist es mit der 

aktuellen Technologie normalerweise nicht möglich, in weniger als 18 bis 48 

Stunden festzustellen, ob eine klinische Probe überhaupt pathologische Erreger 

enthält oder nicht. Dieser Zeitverlust bis zum Einsetzen einer gezielten 

antibiotischen Behandlung kann bei Infektionserkrankungen allerdings ein 

wichtiger Faktor für die Prognose sein (52). Neben dem hohen Zeitbedarf ist 

auch die Spezifität phänotypischer Tests nicht immer ausreichend: Es ist zwar 

meistens möglich, durch Kombination vieler verschiedener biochemischer Tests 

das Genus und meist auch die Spezies eines Erregers zu ermitteln, allerdings 

können manchmal Subspezies oder eng beieinander liegende Spezies nicht 

mehr differenziert werden. Ein Beispiel hierfür ist die Differenzierung zwischen 

den einzelnen Erregern des ehemaligen B. cepacia-Komplexes, die erst durch 

Einsatz von genotypischen Methoden voneinander differenziert werden konnten 

und nun nicht mehr als gemeinsamer Komplex, sondern als eigenständige 

Spezies mit unterschiedlicher pathogener Bedeutung beschrieben werden (42-

45, 61). Diese Differenzierung der einzelnen Burkholderia Spezies ist 

heutzutage in vielen Fällen sowohl für die endgültige Diagnose (18), als auch 

für die antibiotische Therapie und die resultierenden Hygienemaßnahmen von 

großer Wichtigkeit, da die verschiedenen Spezies sehr unterschiedlich auf 

antibiotische Therapien ansprechen und eine Verbreitung bestimmter Spezies 

unter Mukoviszidosepatienten aufgrund einer Prognoseverschlechterung 

verhindert werden sollte (17, 19, 45, 54, 63). 

 

1.2.2 Genotypische Speziesdiagnostik 
 

Die Entwicklung molekularbiologischer Verfahren in den letzten Jahrzehnten 

ermöglicht in vielen Bereichen eine Identifizierung von Mikroorganismen 

anhand genotypischer Charakteristika. So hat die Weiterverbreitung von 
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Verfahren wie der PCR und DNA-Sequenzierung dazu geführt, dass in vielen 

Bereichen Erreger anhand eines spezifischen Genomabschnittes identifiziert 

werden können. Das bekannteste Verfahren für die Identifizierung von 

Bakterien ist die DNA-sequenzbasierte Identifizierung anhand der 16S rDNA. 

Dieser Genomabschnitt kodiert für die 16S-Untereinheit der ribosomalen RNA 

(rRNA) und ist aufgrund seiner Funktion in der Translation essentiell für jedes 

Bakterium. In diesem Gen liegen neben hoch konservierten Bereichen auch 

variable und hoch variable Abschnitte vor, die eine Bakterienidentifizierung 

anhand ihrer DNA-Sequenz möglich machen (6). So kann man unbekannte 

Sequenzen mit bereits sequenzierten bekannten Bakterienstämmen in einer 

Datenbank z. B. GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Nucleotide Sequence 

Database at the European Molecular Biology Laboratory (http://www.embl-

heidelberg.de/), DNA Data Bank of Japan (http://www.ddbj.nig.ac.jp/) oder RDP 

II (http://rdp.cme.msu.edu/), vergleichen. Somit lässt sich eine schnellere und 

genauere Identifizierung des pathogenen Erregers durchführen.  

Insbesondere für hochpathogene, schwierig oder aufwändig zu kultivierende 

Erreger (z. B. Mycobacterium tuberculosis) ist die genotypische Diagnostik 

vorteilhaft (22, 33), da nur mit nicht-infektiöser DNA gearbeitet werden muss. 

So haben sich die Methoden der genotypischen Erregeridentifizierung in den 

letzten Jahren zu einer Alternative oder Ergänzung zu den etablierten, 

phänotypischen Methoden entwickelt. Mittlerweile ist die Identifizierung von 

Bakterien mittels 16S rRNA ein für verschiedene Genera akzeptiertes Vorgehen 

(11, 36), da in diversen Evaluationsstudien die Vorteile der genotypischen 

gegenüber den phänotypischen Methoden gezeigt werden konnten (9, 10, 12, 

28, 48, 65). Die Abbildung 1 zeigt den Ablauf einer Identifizierung anhand der 

16S rDNA-Sequenzierung. 
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Abbildung 1: Ablauf der genotypischen Identifizierung anhand 16S rDNA-

Sequenzierung. 

 

Der Vorteil der genotypischen Techniken liegt in der deutlich schnelleren 

Identifizierung der Bakteriums (idealerweise innerhalb eines Arbeitstages). 

Außerdem können mit dieser Methode die Mikroorganismen bis auf wenige 

Ausnahmen (B. anthracis / B. cereus oder Y. pestis / Y. pseudotuberculosis) 

meist deutlich genauer differenziert werden, als es mit den konventionellen, 

phänotypischen Methoden möglich ist (23, 49, 57).  

Wichtig für die Bewertung der Sequenzierungsergebnisse ist der abschließende 

Vergleich der Sequenz mit bereits sequenzierten Datenbankeinträgen, der im 

optimalen Fall nur zu einem eindeutigen, d. h. zu 100 % übereinstimmenden 

Ergebnis führen sollte. Da jedoch die frei verfügbaren Sequenzdatenbanken, 

wie z. B. GenBank, keiner Qualitätskontrolle unterliegen und im Internet für 

jeden zugänglich sind, sind entsprechende Ähnlichkeitssuchen kritisch zu 

bewerten, da für einen Organismus häufig viele verschiedene, sich z. T. 

widersprechende Einträge bestehen. Eine qualitätskontrollierte 
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Sequenzdatenbank ist allerdings für die Diagnostik im humanmedizinischen 

Bereich unerlässlich, um eine zuverlässige und genaue Differenzierung eines 

Erregers zu bekommen (60). Auf dieser Vorstellung basierend wurde 1999 das 

RIDOM-Projekt (Ribosomal Differentiation of Microorganisms) gegründet (27). 

Im Rahmen dieses Projektes wurden bereits andere klinisch relevante 

Bakterienspezies sequenziert (als erste Gruppen die Neisseriaceae und 

Mycobacteria spp. (28) und deren qualitätskontrollierten 16S rDNA-Sequenzen 

in Datenbanken gespeichert und im Internet zur Verfügung gestellt 

(http://rdna.ridom.de) (25). 

 

 

1.3 Fragestellung 
 

In der vorliegenden Arbeit wurde eine qualitätskontrollierte 16S rDNA-

Referenzdatenbank für Nonfermenter im Rahmen des RIDOM-Projektes 

erstellt, um die folgenden Fragestellungen zu beantworten: 

Ist die partielle 16S rDNA-Sequenzierung ausreichend diskriminatorisch, um 

alle klinisch-relevanten Referenzstämme aus der Gruppe der Nonfermenter von 

einander zu unterscheiden? 

Ist die aufgebaute Referenzdatenbank umfassend genug, um klinische Isolate 

eindeutig und richtig zu identifizieren? 

Wie sind die Ergebnisse der Speziesidentifizierung anhand der 16S rDNA-

Sequenz im Vergleich zu verschiedenen anderen phäno- und genotypischen 

Diagnostikverfahren zu bewerten? 
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2. Material und Methoden 
 

2.1 Verbrauchsmaterialien und Laborbedarf 
 

Es wurden Standardgeräte, -chemikalien und -materialien (Glas- und 

Plastikwaren) der Firmen Abgene (Genf, Schweiz), Applied Biosystems (Foster 

City, Ca., USA), Biometra (Göttingen), BioRad-Laboratories (München), Biozym 

(Wien, Österreich), Braun (Melsungen), Eppendorf (Hamburg), Greiner (Flacht), 

Heidolph (Schwabach), Heraeus (Hanau), Herolab (Wiesloch), Keutz 

(Reiskirchen), Kirsch (Offenburg), Merck (Darmstadt), Millipore (Schwalbach), 

Roth (Karlsruhe) und Sigma (Osterode am Harz) verwendet. 

Spezielle Materialien, insbesondere für die molekularbiologischen Versuche, 

werden bei den einzelnen Methoden aufgeführt.  

 

2.2 Anzucht der Bakterienkulturen 
 

Die Bakterienstämme wurden von der Deutschen Stammsammlung für 

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) in Braunschweig, vom 

belgischen Laboratorium voor Microbiologie, Rijksuniversiteit Gent (LMG), Gent, 

Belgien und der französischen Collection des Bacteries de l´institut Pasteur 

(CIP), Paris, Frankreich bezogen (Tabelle 1). Die einzelnen lyophilisierten 

Stämme wurden nach Angaben der einzelnen Stammsammlungen in Caso-

Bouillon (Heipha) angezüchtet und anschließend weiter auf Caso- und 

Columbiablutagarplatten (Heipha) kultiviert. Die beimpften Platten wurden je 

nach Angaben der Stammsammlungen für 2 - 7 Tage bei Temperaturen 

zwischen 16 und 40°C inkubiert. 
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Tabelle 1: Liste der angezüchteten und sequenzierten Bakterienstämme 

Genus Spezies Stammsammlungs-
Nr. 

Sphingomonas echinoides DSM1805 
Sphingomonas aquatilis DS15581 
Sphingomonas koreensis DSM 15582 
Sphingomonas taejonensis DSM 15583 

Shewanella affinis DSM 16474 
Achromobacter ruhlandii DSM 653 

Acidovorax avenae DSM 7227 
Acidovorax defluvii DSM 12644 
Acidovorax facilis DSM 649 
Alcaligenes defragrans DSM 12141 
Alcaligenes latus DSM 1122 

Brevundimonas alba DSM 4736 
Brevundimonas aurantiaca DSM 4731 
Brevundimonas bacteroides DSM 4726 
Brevundimonas intermedia DSM 4732 
Brevundimonas subvibrioides DSM 4735 
Brevundimonas variabilis DSM 4737 
Brevundimonas vesicularis DSM 4226 

Burkholderia andropogonis DSM 9511 
Burkholderia caribensis DSM 13236 
Burkholderia caryophylli DSM 50341 
Burkholderia glathei DSM 50014 
Burkholderia glumae DSM 9512 
Burkholderia kururiensis DSM 13646 
Burkholderia phenazinium DSM 10684 
Burkholderia plantarii DSM 9509 
Burkholderia thailandensis DSM 13276 

Chryseobacterium defluvii DSM 14219 
Chryseobacterium miricola DSM 14571 

Comamonas kerstersii DSM 16026 
Comamonas nitrativorans DSM 13191 
Comamonas terrigena DSM 7099 

Flavobacterium aquatile DSM 1132 
Flavobacterium degerlachei DSM 15718 
Flavobacterium ferrugineum DSM 30193 
Flavobacterium flevense DSM 1076 
Flavobacterium frigoris DSM 15719 
Flavobacterium gelidilacus DSM 15343 
Flavobacterium hibernum DSM 12611 
Flavobacterium hydatis DSM 2063 
Flavobacterium johnsoniae DSM 2064 
Flavobacterium limicola DSM 15094 
Flavobacterium pectinovorum DSM 6368 
Flavobacterium resinovorum DSM 7478 
Flavobacterium saccharophilum DSM 1811 

Myroides odoratus DSM 2801 
Ochrobactrum gallinifaecis DSM 15925 
Ochrobactrum grignonense DSM 13338 
Ochrobactrum tritici DSM 13340 

Pandoraea norimbergensis DSM 11628 
Pseudomonas amygdali DSM 7298 
Pseudomonas chloritidismutans DSM 13592 
Pseudomonas congelans DSM 14939 
Pseudomonas extremorietalis DSM 15824 
Pseudomonas poae DSM 14936 
Pseudomonas spinosa DSM 15801 
Pseudomonas thermotolerans DSM 14292 
Pseudomonas trivialis DSM 14937 

Ralstonia eutropha DSM 531 
Ralstonia syzygii DSM 7385 
Rhizobium rhizogenes DSM 30148 
Rhizobium rubi DSM 6772 
Rhizobium sullae DSM 14623 
Rhizobium trifolii DSM 30141 
Rhizobium tropici DSM 11418 
Shewanella baltica DSM 9439 
Shewanella benthica DSM 8812 

Stenotrophomonas acidaminiphila DSM 13117 

Genus Spezies Stammsammlungs-
Nr. 

Stenotrophomonas rhizophila DSM 14405 
Burkholderia unamae CIP 107921 

Pseudomonas cissicola CIP 106723 
Shewanella waksmanii CIP 107701 

Sphingomonas oligophenolica CIP 107926 
Brevundimonas nasdae DSM 14572 

Burkholderia dolosa DSM 16088 
Burkholderia tropica DSM 15359 

Pseudomonas antarctica DSM 15318 
Pseudomonas meridiana DSM 15319 
Pseudomonas proteolytica DSM 15321 
Pseudomonas psychrotolerans DSM 15758 

Rhizobium etli DSM 11541 
Rhizobium galegae DSM 11542 
Rhizobium hainanense DSM 11917 
Rhizobium leguminosarum DSM 30132 
Shewanella denitrificans DSM 15013 
Shewanella frigidimarina DSM12253 
Shewanella gelidimarina DSM 12621 
Shewanella hanedai DSM 6066 
Shewanella putrefaciens DSM 6067 
Shewanella woodyi DSM 12036 
Shewanella pacifica DSM 15445 
Shewanella profunda DSM 15900 

Sphingobacterium faecium DSM 11690 
Sphingomonas adhaesiva DSM 7418 
Sphingomonas aerolata DSM 14746 
Sphingomonas aromaticivorans DSM 12444 
Sphingomonas aurantiaca DSM 14748 
Sphingomonas capsulata DSM 30196 
Sphingomonas chlorophenolica DSM 7098 
Sphingomonas cloacae DSM 14926 
Sphingomonas faeni DSM 14747 
Sphingomonas herbicidovorans DSM 11019 
Sphingomonas macrogoltabidus DSM 8826 
Sphingomonas melonis DSM 14444 
Sphingomonas natatoria DSM 3183 
Sphingomonas parapaucimobilis DSM 7463 
Sphingomonas pituitosa DSM 13101 
Sphingomonas pruni DSM 10566 
Sphingomonas rosa DSM 7285 
Sphingomonas sanguinis DSM 13885 
Sphingomonas stygia DSM 12445 
Sphingomonas subarctica DSM 10700 
Sphingomonas suberifaciens DSM 7465 
Sphingomonas subterranea DSM 12447 
Sphingomonas terrae DSM 8831 
Sphingomonas trueperi DSM 7225 
Sphingomonas ursincola DSM 9006 
Sphingomonas wittichii DSM 6014 
Sphingomonas xenophaga DSM 6383 
Sphingomonas yabuuchiae DSM 14562 
Achromobacter insolitus LMG 6003 
Achromobacter spanius LMG 5911 

Burkholderia caledonica LMG 19076 
Burkholderia fungorum LMG 16225 
Burkholderia hospita LMG 20598 
Burkholderia phymatum LMG 21445 
Burkholderia sacchari LMG 19450 
Burkholderia terricola LMG 20594 
Burkholderia tuberum LMG 21444 
Burkholderia xenovorans LMG 21463 

Chryseobacterium joostei LMG 18212 
Chryseobacterium scophthalmum LMG 13028 

Comamonas aquatica LMG 2370 
Flavobacterium micromati LMG 21919 
Ochrobactrum intermedium LMG 3301 

Pandoraea apista LMG 16407 



 12 

Genus Spezies Stammsammlungs-
Nr. 

Pandoraea pnomenusa LMG 18087 
Pandoraea pulmonicola LMG 18106 
Pandoraea sputorum LMG 18819 

Pseudomonas jinjuensis LMG 21316 
Pseudomonas koreensis LMG 21318 
Pseudomonas rhizosphaerae LMG 21640 
Pseudomonas umsongensis LMG 21317 
Pseudomonas lutea LMG 21974 
Pseudomonas pertucinogena LMG 1874 
Pseuomonas savastanoi LMG 2209 

Ralstonia insidiosa LMG 21421 

Genus Spezies Stammsammlungs-
Nr. 

Ralstonia mannitolilytica LMG 6866 
Rhizobium loessense LMG 21975 
Rhizobium undicola LMG 11875 
Shewanella fidelis LMG 20551 
Shewanella japonica LMG 19691 
Shewanella livingstonensis LMG 19866 
Shewanella marinintestina LMG 21403 
Shewanella olleyana LMG 21437 
Shewanella sairae LMG 21408 
Shewanella schlegeliana LMG 21406 

Sphingomonas phyllosphaerae LMG 21958 
1 ATCC: American Type Culture Collection (Manassas, Virginia, USA), CIP: 

Collection des Bacteries de l´institut Pasteur (Paris, Frankreich), DSM: 

Deutsche Stammsammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 

(Braunschweig),  LMG: Laboratorium voor Microbiologie (Rijksuniversiteit, Gent) 

2.3 DNA-Extraktion 

 

2.3.1 Extraktion 
 

Die DNA wurde nach einem Protokoll von van Embden et al. extrahiert (64). 

Dazu wurden zwei Impfösen Koloniematerial in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß in 

400 µl Tris-EDTA (Tris-HCl, 10 mM; EDTA, 1 mM; pH 7,0) Puffer homogenisiert 

und anschließend 30 Minuten bei 80°C inkubiert. Nach diesem Zeitraum konnte 

von der Inaktivierung sämtlicher Mikroorganismen ausgegangen werden. 

Inkubationen mit Lysozym bei 37°C für 1 - 24 h und 10 %ige SDS/Proteinase K-

Lösung bei 65°C für 10 Minuten schlossen die Zellwand auf. Eine zehn-

minütige Behandlung mit N-Acethyl-N,N,N-trimethylammoniumbromid 

(CTAB)/NaCl-Lösung band Zellwandtrümmer, überschüssige Polysaccharide 

und Proteine. Die DNA wurde durch Zentrifugation mit 

Chloroform/Isoamylalkohol von den Zellfragmenten abgetrennt und in ein neues 

Gefäß überführt. Dort präzipitierte die DNA in Isopropanol nach halbstündiger 

Inkubation bei –20°C und ebenso langer Zentrifugation bei 14.000 g. Nach 

einmaligem Waschen mit 70 % Ethanol wurde die DNA getrocknet und 

anschließend in 50 µl TE- Puffer gelöst, um bei –20°C bis zum Beginn der PCR 

eingefroren zu werden. Abschließend wurde die extrahierte DNA photometrisch 

gemessen und dann in 1 : 10-Verdünnung in den 16S PCR-Ansatz überführt. 
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2.3.2 Herstellung der Reagenzien 
 

- TE-Puffer (pH 7,5) 500 ml: 0,6057 g Tris (10 mM) + 0,018612 g EDTA 

(0,1 mM) der pH-Wert wird mit 32 %iger HCl eingestellt, anschließend 

mit HPLC-H2O (Merck) auf 500 ml aufgefüllt. 

 

- Lysozym (10 mg/ml): 10 mg Lysozym werden abgewogen und 

anschließend in 1000 µl HPLC-H2O gelöst, gründlich vermischt und 

abschließend aliquotiert und bei -20°C gelagert. 

 

- Proteinase K (10 mg/ml): 10 mg der Proteinase K werden abgewogen, in 

1000 µl HPLC-H2O gelöst, gründlich vermischt und dann aliquotiert und 

bei -20°C gelagert. 

 

- SDS–Duodecylsulfat (10 %ig) 50 ml: 5 g SDS werden in 45 ml HPLC-

H2O gelöst. 

 

- 5 M NaCl-Lösung 100 ml: 29,22 g 5 M NaCl werden in 80 ml HPLC-H2O 

gelöst. 

 

- CTAB/NaCl-Lösung:  

- 1. N-Cetyl-N,N,N-Arimethylammoniumbromid 

- 2. NaCl: 4,1 g NaCl werden in 80 ml HPLC-H2O gelöst, danach werden 

unter Rühren 10 mg CTAB hinzugefügt, auf 50 - 65°C erwärmt und 

abschließend auf 100 ml HPLC-H2O aufgefüllt. 

 

- Chloroform/Isoamylalkohol (24 : 1) 150 ml: 144 ml Chloroform 99 % 

werden mit 6 ml Isoamylalkohol vermischt. 

 

- 70 %iger Ethanol 200 ml: Zu 140 ml Absolut 99,9 % (Baker) werden 60 

ml HPLC-H2O hinzu gegeben. 
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2.4 Messung des DNA-Gehaltes und der DNA-Reinheit 
 

Im Anschluss an die DNA-Extraktion wurde die Menge an gewonnener DNA 

und deren Reinheit mittels eines Photometers (Gene Quant II, Pharmacia 

Biotech, Wien) gemessen. Hierfür wurden 10 µl DNA in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt und durch Zugabe von 100 µl HPLC-H2O 1 : 10 

verdünnt. Nachdem die Lösung gut vermischt und anschließend 

herunterzentrifugiert worden war, wurde die Nukleinsäurekonzentration mittels 

UV-spektrophotometrischer Messung bei 260 nm gegen eine Leerprobe aus 

HPLC-H2O gemessen. 

 

2.5 Amplifikationsreaktion (PCR) des 16S rRNA-Gens 
 

Die DNA wurde auf eine Konzentration von 10 ng/µl eingestellt. Die Primer für 

die PCR wurden von Sigma Genosys (Taufkirchen) bezogen. Als 

Amplifikationsprimer wurden universelle Primer für das 5’-Ende des 16S rRNA-

Gens eingesetzt (40). Die PCR wurde nach dem folgenden Schema in einem 

50 µl-Ansatz durchgeführt: 

 

1 µl dNTPs (10 mM, Eppendorf) 

3 µl MgCl2 (25 mM, Applied Biosystems) 

5 µl 10x-Puffer II (Applied Biosystems) 

2 µl Primer 1 (16S 27f, 5´- AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG -3´) 

2 µl Primer 2 (16S 907r, 5´- CCG TCA ATT CMT TTR AGT TT -3´) 

0,25 µl Taq-Polymerase (5 U/µl, Applied Biosystems) 

31,75 µl HPLC-H2O 

 

Zum dem daraus entstehenden 45 µl Mastermix wurde für die Amplifikation des 

5´-Endes des 16S rDNA-Gens 5 µl DNA pipettiert. Die PCR wurde in einen T1-

Thermocycler (Biometra) durchgeführt. Die PCR wurde mit einem „Hot-Start“ 

durchgeführt: 
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1 Zyklus: 10 min bei 80°C 

28 Zyklen: 45 s bei 94°C / 60 s bei 53°C / 90 s bei 72°C 

1 Zyklus: 10 min bei 72°C 

 

Anschließend wurden die PCR-Produkte mit Hilfe einer Gelelektrophorese in 

einem 1,5 %igen Agarosegel überprüft. Nach 40 Minuten (bei 110 V) wurde die 

Laufweite des Produktes abgelesen und anhand eines mitgeführten 

Molekulargewichtsstandards die Größe abgeschätzt und auf Plausibilität 

überprüft. Dabei sollten die PCR-Produkte eine Größe von 850 - 900 bp 

aufweisen. 

 

2.6 PCR-Produktaufreinigung mit EXOSAP 
 

Nach erfolgreicher PCR erfolgt die PCR-Produktaufreinigung, um 

überschüssige Primer und nicht gebundene Desoxynukleotidtriphosphate zu 

entfernen, die bei der darauf folgenden Sequenzierungsreaktion stören 

könnten. Die Aufreinigung des PCR-Produkts erfolgte durch enzymatischen 

Abbau von freien Phosphat-Enden (Shrimp Alkaline Phosphatase) und 

Einzelstrang-DNA (Exonuclease I). Dazu wurden jeweils 1 U Shrimp Alkaline 

Phosphatase und 1 U Exonuclease I zu 5 µl des aufzureinigenden PCR-

Produkts eingesetzt. Nach Inkubation von 30 Minuten bei 37°C wurden die 

Enzyme bei 80°C für 15 Minuten hitzeinaktiviert. 

 

2.7 Partielle Sequenzierung des 16S rRNA-Gens 
 

5’-16S rDNA PCR-Produkte wurden nach Anweisungen des Herstellers mit 

Hilfe des ABI Prism Big Dye™ Terminator v3.1 Reaction Cycle Sequencing 

Standard Kits (Applied Biosystems) sequenziert und im ABI Prism 3100 Avant 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems) elektrophoretisch aufgetrennt und 

detektiert. Die Sequenzierung einer Probe erfolgte in Form zwei linearer 

Amplifikationen nach der Didesoxy-Methode.  
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Für die Sequenzierung wurden die folgenden Reagenzien eingesetzt: 

• Premix: Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, (Applied 

Biosystems) 

• 5-fach Sequenzierungspuffer (Ansatz für 1000 µl): 

400 µl Tris HCl (pH 9) + 10 µl MgCl2 (1 M, Merck) + 590 µl HPLC-H2O 

• Primer (Sigma): 

16S 27f ´5- AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3´ 

 16S 519r ´5- GWA TTA CCG CGG CKG CTG -3´ 

 

Es wurde ein “forward-“ und ein “reverse“-Mastermix erstellt. Diese wurden in 

die 0,2 ml Reaktionsgefäße vorgelegt, dann wurden jeweils 2 µl aufgereinigtes 

PCR-Produkt dazu gegeben, abschließend wurden die Reaktionsgefäße mit 3,7 

µl HPLC-H2O aufgefüllt.  

Für die Herstellung des forward- bzw. des reverse-Mastermixes für ein 

Reaktionsansatz wurden folgende Reagenzien eingesetzt: 

 

0,5 µl Premix 

1,8 µl 5-fach Sequenzierungspuffer 

2,0 µl Primer (forward oder reverse) 

2,0 µl aufgereinigtes PCR-Produkt 

3,7 µl HPLC-H2O 

 

Die Sequenzierungsreaktion wurde anschließend in einem Thermocycler bei 

den folgenden Reaktionsbedingungen durchgeführt: 

 

25 Zyklen:  10 s bei 96°C 

1 Zyklus:   5 s bei 53°C 

1 Zyklus:   4 min bei 60°C 

 

Abschließend kühlte der Thermocycler die Reaktionsprodukte bei 4°C. 
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2.8 Aufreinigung des Sequenzierungsproduktes 
 

Das entstandene Sequenzierungsprodukt muss anschließend aufgereinigt 

werden, um es von Salzen und fluoreszierenden Stoffen, die die Auswertung 

auf dem Kapillarsequenzierer stören können, zu befreien. Die Aufreinigung 

erfolgte mit Hilfe von Sephadex-Säulen. Dafür wurden die Kavitäten einer Multi 

Screen 96-Well HV-Platte (Millipore) zunächst mit „Sephadex G 50 Superfine“ 

(Amersham Pharmacia Biotech) befüllt und anschließend nach 

Herstellerangaben behandelt (Millipore). Nun wurden jeweils 10 µl des 

Sequenzierungsproduktes mittig auf die entsprechenden Säulen pipettiert. 

Anschließend wurde die Platte für 5 min bei 1065 g zentrifugiert, wobei das 

gereinigte Sequenzierungsprodukt, welches durch die Säule gepresst wurde, 

durch eine weitere, unter den Säulen liegende, 96-Well Mikrotiterplatte 

aufgefangen wurde. Die Mikrotiterplatte wurde zum Trocknen für 15 - 20 min bei 

45°C in eine Vakuumzentrifuge gegeben. Die Platte mit den getrockneten 

Pellets wurde bei 4°C bis zur Sequenzierungselektrophorese im Kühlschrank 

gelagert. 

Das aufgereinigte und getrocknete Sequenzierungsprodukt wurde in 20 µl 

Formamid (Applied Biosystems) gelöst und nach Herstellerangaben in einem 

ABI Prism 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems) sequenziert. 

 

2.9 Sequenzauswertung und Erstellung der 16S rDNA-
Referenzdatenbank 
 

Die erhaltenen Chromatogramme aus dem Sequenzer wurden mit Hilfe der 

TraceEditPro Version 1.0 (RIDOM GmbH, Würzburg) (53) und Mega Version 

3.1 (www.megasoftware.net) (38) Software ausgewertet. Dies geschah im 

ersten Schritt automatisch durch die Software, die den einzelnen Peaks Basen 

zuordnet und deren Qualität (Höhe und Symmetrie des Peaks, sowie 

Abgrenzbarkeit von Störeinflüssen, d.h. Hintergrundrauschen etc.) bestimmt. 

Dabei wurden nur die Sequenzabschnitte der Region von Basenposition 54 bis 

510 (entsprechend der 16S rDNA Sequenz von E. coli) analysiert. 
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Anschließend wurden die von der Software ermittelten Ergebnisse noch per 

Hand kontrolliert und gegebenenfalls korrigiert. Nur so konnte sichergestellt 

werden, dass die gewonnenen Sequenzen eine gute Qualität haben. Qualitativ 

minderwertige Sequenzen wurden wiederholt. Außerdem wurden die 

erarbeiteten Sequenzen der einzelnen Bakterienspezies mit hinterlegten 

Sequenzen der entsprechenden Stämme bei GenBank abgeglichen, um 

etwaige Verwechslungen oder Fehlversendungen der Stammsammlungen 

auszuschließen. 

Nach der Qualitätskontrolle wurden die ermittelten DNA-Sequenzen in einer 

Referenzdatenbank zusammengefasst. Hierzu wurden ergänzend die bereits 

vorliegenden Sequenzen der in Tabelle 2 aufgeführten Nonfermenter-Stämme 

mit in die Referenzdatenbank aufgenommen. 

 

Tabelle 2: Nonfermenter 16S-Sequenzen, die bereits sequenziert vorlagen 

Genus Spezies Stammsammlungs-
Nr.1 

Achromobacter group B LMG 5414 
Achromobacter group E LMG 5430 

Achromobacter xylosoxidans subsp. 
denitrificans DSM 30026 

Achromobacter xylosoxidans subsp. 
xylosoxidans DSM 2402 

Achromobacter piechaudii DSM 10342 
Acidaminococcus fermentans DSM 20731 

Acidovorax avenae subsp. citrulli LMG 5276 
Acidovorax delafieldii DSM 50263 
Acidovorax konjaci DSM 7481 
Acidovorax temperans DSM 7270 

Acinetobacter baumanni LMG 994 
Acinetobacter haemolyticus LMG 1033 
Acinetobacter johnsonii LMG 10584 
Acinetobacter junii LMG 10577 
Acinetobacter iwoffii LMG 1134 
Acinetobacter iwoffii LMG 1138 
Acinetobacter iwoffii LMG 1154 
Acinetobacter iwoffii LMG 1299 
Acinetobacter iwoffii LMG 1300 
Acinetobacter radioresistens LMG 10614 
Acinetobacter baumanni DSM 30007 
Acinetobacter calcoaceticus DSM 30006 
Acinetobacter haemolyticus DSM 6962 
Acinetobacter johnsonii DSM 6963 
Acinetobacter junii DSM 6964 
Acinetobacter iwoffii DSM 2403 
Aconetobacter radioresistens1 DSM 6976 

Alcaligenes faecalis subsp. 
faecalis DSM 30030 

Alcaligenes faecalis subsp. 
parafaecalis DSM 13975 

Balneatrix alpica CIP 103589 
Bergeyella zoohelcum LMG 8351 

Brevundimonas diminuta DSM 7234 
Brevundimonas vesicularis DSM 7226 

Burkholderia cepacia DSM 7288 
Burkholderia cepacia LMG 2161 

Genus Spezies Stammsammlungs-
Nr.1 

Burkholderia multivorans LMG 14293 
Burkholderia cenocepacia LMG 12614 
Burkholderia stabilis LMG 14294 
Burkholderia vietnamiensis LMG 10929 
Burkholderia dolosa LMG 18941 
Burkholderia ambifaria LMG 11351 
Burkholderia anthina LMG 16670 
Burkholderia pyrrocinia ATCC 15958 
Burkholderia gladioli DSM 4285 

Chryseobacterium indologenes LMG 8337 
Chryseobacterium meningosepticum DSM 2800 

Comamonas testosteroni DSM 50244 
Delftia acidovorans DSM 39 

Empedobacter brevis LMG 4011 
Flavobacterium mizutaii DSM 11724 

Microbulbifer elongatus DSM 6810 
Myroides odoratimimus LMG 4029 

Ochrobactrum anthropi DSM 6882 
Pseudomonas abietaniphila CIP 106703 
Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 
Pseudomonas agarici DSM 11810 
Pseudomonas alcaligenes DSM 50342 
Pseudomonas anguilliseptica DSM 12111 
Pseudomonas asplenii LMG 2137 
Pseudomonas aurantiaca CIP 106718 
Pseudomonas avellanae DSM 11809 
Pseudomonas azotoformans CIP 106744 
Pseudomonas balearica DSM 6083 
Pseudomonas beijerinckii DSM 7218 
Pseudomonas beteli LMG 978 
Pseudomonas boreopolis LMG 979 
Pseudomonas brassicacearum DSM 13227 

Pseudomonas brenneri CIP 106646 
Pseudomonas cannabina LMG 5096 
Pseudomonas carboxydohydrogena DSM 1083 
Pseudomonas caricapapayae LMG 2152 
Pseudomonas cedrina CIP 105541 
Pseudomonas chlororaphis DSM 50083 
Pseudomonas cichorii DSM 50259 
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Genus Spezies Stammsammlungs-
Nr.1 

Pseudomonas citronellolis DSM 50332 
Pseudomonas corrugata DSM 7228 
Pseudomonas flavescens DSM 12071 
Pseudomonas fluorescens DSM 50090 
Pseudomonas fragi DSM 3456 
Pseudomonas frederiksbergensis DSM 13022 
Pseudomonas fulva LMG 11722 
Pseudomonas fuscovaginae DSM 7231 
Pseudomonas geniculata LMG 2195 
Pseudomonas gessardii CIP 105469 
Pseudomonas graminis DSM 11363 
Pseudomonas grimontii CIP 106645 
Pseudomonas halophila DSM 3050 
Pseudomonas hibisciola LMG 980 
Pseudomonas huttiensis DSM 10281 
Pseudomonas indica DSM 14015 
Pseudomonas jessenii CIP 105274 
Pseudomonas kilonensis DSM 13647 
Pseudomonas lanceolata CIP 103297 
Pseudomonas libanensis CIP 105460 
Pseudomonas lundensis DSM 6252 
Pseudomonas luteola DSM 6975 
Pseudomonas mandelii CIP 105273 
Pseudomonas marginalis DSM 13124 
Pseudomonas mendocina DSM 50017 
Pseudomonas mephitica CIP 106720 
Pseudomonas migulae CIP 105470 
Pseudomonas monteilii DSM 14164 
Pseudomonas mosselii CIP 105259 
Pseudomonas mucidolens LMG 2223 
Pseudomonas multiresinivorans LMG 20221 
Pseudomonas nitroreducens DSM 14399 
Pseudomonas oleovorans DSM 1045 
Pseudomonas orientalis CIP 105540 
Pseudomonas oryzihabitans DSM 6835 

Genus Spezies Stammsammlungs-
Nr.1 

Pseudomonas pertucinogena LMG 1875 
Pseudomonas pictorum LMG 981 
Pseudomonas plecoglossicida DSM 15088 
Pseudomonas pseudoalcaligenes DSM 50188 
Pseudomonas putida DSM 291 
Pseudomonas resinovorans LMG 2274 
Pseudomonas rhodesiae DSM 14020 
Pseudomonas sacccharophila DSM 654 
Pseudomonas savastanoi LMG 5011 
Pseudomonas straminea CIP 106745 
Pseudomonas stuzeri DSM 5190 
Pseudomonas synxantha LMG 2190 
Pseudomonas syringae DSM 6693 

Pseudomonas syringae subsp. 
syringae LMG 1247 

Pseudomonas taetrolens LMG 2336 
Pseudomonas thivervalensis DSM 13194 
Pseudomonas tolaasii LMG 2342 
Pseudomonas vancouverensis CIP 106707 
Pseudomonas veronii DSM 11331 
Pseudomonas viridiflava DSM 11124 

Ralstonia mannitolilytica LMG 19092 
Ralstonia pickettii DSM 6297 
Rhizobium radiobacter DSM 30147 

Shewanella algae DSM 9167 
Shewanella putrefaciens DSM 6067 

Sphingobacterium multivorum DSM 11691 
Sphingobacterium spiritivorum DSM 11722 
Sphingobacterium thalophilum DSM 11723 

Sphingomonas paucimobilis DSM 1098 
Stenotrophomonas africana CIP 4854 
Stenotrophomonas maltophila DSM 50170 

Weeksella virosa LMG 12995 

 
1 ATCC: American Type Culture Collection (Manassas, Virginia, USA), CIP: 

Collection des Bacteries de l´institut Pasteur (Paris, Frankreich), DSM: 

Deutsche Stammsammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 

(Braunschweig),  LMG: Laboratorium voor Microbiologie (Rijksuniversiteit, Gent) 
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2.10 Testung der klinischen Isolate 
 

Um die neu erstellte 16S NF-RIDOM-Datenbank zu evaluieren, wurden partielle 

16S rDNA-Sequenzen von 97 klinischen Nonfermenterisolaten, welche im Jahr 

2005 in den ARUP Laboratories (Salt Lake City, Utah, USA) gesammelt worden 

waren und dort bereits phänotypisch als auch mit Hilfe der im Internet 

verfügbaren, öffentlichen (GenBank) und kommerziellen Sequenz-Datenbanken 

(MicroSeq500, SmartGene) identifiziert worden waren, mit der in dieser Arbeit 

neu etablierten 16S NF-RIDOM-Referenzdatenbank analysiert und die 

Ergebnisse anschließend verglichen. 

 

2.11 Verwendete Software 
 

• Sequenzdatenbanken: SmartGene (http://www.smartgene.ch/, 

Industriestrasse 16 CH-6300 Zug); GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/); MicroSeq500 (Applied Biosystems) 
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Etablierung und Charakterisierung der 16S NF-RIDOM-
Datenbank 
 

In dieser Arbeit wurden 158 Typ- und Stammsammlungsstämme aus der 

Gruppe der Nonfermenter mittels partieller 16S rDNA-Sequenzierung analysiert. 

Von den 158 Stämmen konnten bei 112 Stämmen eine eindeutige 16S rDNA-

Sequenz gewonnen werden (70,89 %) (Tabelle 3). Die übrigen 46 Stämme 

ließen sich entweder nicht anzüchten (35 Stämme) oder ergaben keine 

eindeutigen Sequenzen (19 Stämme). In diesen Fällen wurden GenBank-

Sequenzen verwendet (Tabelle 4). Außerdem wurden noch einige verschiedene 

Sequenzen von bekannt variantenreichen Nonfermenter-Stämmen (z. B. P. 

putida) zur Referenzdatenbank hinzugefügt, deren Sequenzen ebenfalls aus 

GenBank stammen (siehe Tabelle 4).  

 

Tabelle 3: Übersicht über die angezüchteten und sequenzierten 
Nonfermenterstämme 

Genus Spezies Stammsammlungs-
Nr.1 

Achromobacter ruhlandii DSM 653 
Achromobacter insolitus LMG 6003 
Achromobacter spanius LMG 5911 

Acidovorax avenae DSM 7227 
Acidovorax defluvii DSM 12644 
Acidovorax facilis DSM 649 
Alcaligenes defragrans DSM 12141 

Brevundimonas alba DSM 4736 
Brevundimonas aurantiaca DSM 4731 
Brevundimonas bacteroides DSM 4726 
Brevundimonas intermedia DSM 4732 
Brevundimonas subvibrioides DSM 4735 
Brevundimonas variabilis DSM 4737 
Brevundimonas vesicularis DSM 4226 
Brevundimonas nasdae DSM 14572 

Burkholderia caryophylli DSM 50341 
Burkholderia glathei DSM 50014 
Burkholderia glumae DSM 9512 
Burkholderia kururiensis DSM 13646 
Burkholderia phenazinium DSM 10684 
Burkholderia plantarii DSM 9509 
Burkholderia unamae CIP 107921 
Burkholderia dolosa DSM 16088 
Burkholderia tropica DSM 15359 
Burkholderia caledonica LMG 19076 
Burkholderia hospita LMG 20598 
Burkholderia phymatum LMG 21445 
Burkholderia sacchari LMG 19450 
Burkholderia terricola LMG 20594 

Genus Spezies Stammsammlungs-
Nr.1 

Burkholderia tuberum LMG 21444 
Burkholderia xenovorans LMG 21463 

Chryseobacterium defluvii DSM 14219 
Chryseobacterium miricola DSM 14571 
Chryseobacterium joostei LMG 18212 
Chryseobacterium scophthalmum LMG 13028 

Comamonas kerstersii DSM 16026 
Comamonas nitrativorans DSM 13191 
Comamonas terrigena DSM 7099 
Comamonas aquatica LMG 2370 

Flavobacterium degerlachei DSM 15718 
Flavobacterium ferrugineum DSM 30193 
Flavobacterium flevense DSM 1076 
Flavobacterium gelidilacus DSM 15343 
Flavobacterium hibernum DSM 12611 
Flavobacterium hydatis DSM 2063 
Flavobacterium limicola DSM 15094 
Flavobacterium pectinovorum DSM 6368 
Flavobacterium resinovorum DSM 7478 
Flavobacterium saccharophilum DSM 1811 

Myroides odoratus DSM 2801 
Ochrobactrum gallinifaecis DSM 15925 
Ochrobactrum grignonense DSM 13338 
Ochrobactrum tritici DSM 13340 

Pandoraea apista LMG 16407 
Pandoraea pulmonicola LMG 18106 
Pandoraea sputorum LMG 18819 

Pseudomonas chloritidismutans DSM 13592 
Pseudomonas congelans DSM 14939 
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Genus Spezies Stammsammlungs-
Nr.1 

Pseudomonas extremorietalis DSM 15824 
Pseudomonas poae DSM 14936 
Pseudomonas spinosa DSM 15801 
Pseudomonas thermotolerans DSM 14292 
Pseudomonas trivialis DSM 14937 
Pseudomonas antarctica DSM 15318 
Pseudomonas proteolytica DSM 15321 
Pseudomonas jinjuensis LMG 21316 
Pseudomonas koreensis LMG 21318 
Pseudomonas rhizosphaerae LMG 21640 
Pseudomonas umsongensis LMG 21317 
Pseudomonas lutea LMG 21974 
Pseuomonas savastanoi LMG 2209 

Ralstonia eutropha DSM 531 
Ralstonia syzygii DSM 7385 
Ralstonia mannitolilytica LMG 6866 
Rhizobium rubi DSM 6772 
Rhizobium tropici DSM 11418 
Rhizobium galegae DSM 11542 
Shewanella affinis DSM 16474 
Shewanella baltica DSM 9439 
Shewanella frigidimarina DSM12253 
Shewanella putrefaciens DSM 6067 
Shewanella profunda DSM 15900 
Shewanella schlegeliana LMG 21406 

Sphingobacterium faecium DSM 11690 
Sphingomonas aquatilis DS15581 

Genus Spezies Stammsammlungs-
Nr.1 

Sphingomonas taejonensis DSM 15583 
Sphingomonas adhaesiva DSM 7418 
Sphingomonas aerolata DSM 14746 
Sphingomonas aromaticivorans DSM 12444 
Sphingomonas aurantiaca DSM 14748 
Sphingomonas capsulata DSM 30196 
Sphingomonas chlorophenolica DSM 7098 
Sphingomonas cloacae DSM 14926 
Sphingomonas faeni DSM 14747 
Sphingomonas herbicidovorans DSM 11019 
Sphingomonas macrogoltabidus DSM 8826 
Sphingomonas melonis DSM 14444 
Sphingomonas natatoria DSM 3183 
Sphingomonas parapaucimobilis DSM 7463 
Sphingomonas pituitosa DSM 13101 
Sphingomonas rosa DSM 7285 
Sphingomonas sanguinis DSM 13885 
Sphingomonas subarctica DSM 10700 
Sphingomonas subterranea DSM 12447 
Sphingomonas terrae DSM 8831 
Sphingomonas trueperi DSM 7225 
Sphingomonas ursincola DSM 9006 
Sphingomonas wittichii DSM 6014 
Sphingomonas xenophaga DSM 6383 
Sphingomonas yabuuchiae DSM 14562 

Stenotrophomonas acidaminiphila DSM 13117 
Stenotrophomonas rhizophila DSM 14405 

 
1 ATCC: American Type Culture Collection (Manassas, Virginia, USA), CIP: 

Collection des Bacteries de l´institut Pasteur (Paris, Frankreich), DSM: 

Deutsche Stammsammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 

(Braunschweig), LMG: Laboratorium voor Microbiologie (Rijksuniversiteit, Gent) 

 
Die Sequenzen der Stämme aus den Tabellen 3 und 4 wurden für die 16S NF-

RIDOM-Datenbank verwendet. Außerdem wurden auch die bereits 

vorhandenen Sequenzen der Stämme aus Tabelle 2 für die Referenzdatenbank 

verwendet. Insgesamt wurden somit 311 Sequenzen in die 16S NF-RIDOM-

Datenbank integriert. Von den 311 Nonfermenter-Stämmen ließen sich 258 

anhand ihrer partiellen 16S rDNA-Sequenz eindeutig voneinander 

unterscheiden. Die in Tabelle 5 aufgezählten Stammgruppen lassen sich jedoch 

nicht unterscheiden. 

 
Tabelle 4: Aufstellung der zusätzlich aus GenBank verwendeten 
Stämme/Sequenzen 

Genus Spezies GenBank-
Accession-Nr. 

Acinetobacter1 parvus ASP293690 
Acinetobacter1 schindleri APH275041 

Alcaligenes latus D88007 
Burkholderia caribensis AY586519 
Burkholderia fungorum AF215705 
Burkholderia thailandensis BSU91838 

Flavobacterium aquatile AM230485 

Genus Spezies GenBank-
Accession-Nr. 

Flavobacterium frigoris AJ557887 
Flavobacterium johnsoniae DQ530143 
Flavobacterium micromati AJ557888 
Flavobacterium1 mizutaii AJ438175 

Inquilinus limosus AY360342 
Ochrobactrum intermedium AJ242583 

Pandoraea norimbergensis AY268174 



 23 

Genus Spezies GenBank-
Accession-Nr. 

Pandoraea pnomenusa AY686701 
Pseudomonas amygdali CP000075 
Pseudomonas cissicola AB021399 
Pseudomonas1 monteilii AB021409 
Pseudomonas1 putida AF094747 
Pseudomonas1 putida AF094746 
Pseudomonas1 putida AF094744 
Pseudomonas1 putida AF094743 
Pseudomonas1 putida AF094742 
Pseudomonas1 putida AF094740 
Pseudomonas1 putida AF094738 
Pseudomonas1 putida AF095892 
Pseudomonas meridiana AJ537602 
Pseudomonas pertucinogena AB021380 
Pseudomonas psychrotolerans AJ575816 

Ralstonia insidiosa RSP539233 
Rhizobium etli AY117651 
Rhizobium hainanense RHU71078 
Rhizobium leguminosarum RHM16SRRNA 
Rhizobium loessense AF364069 
Rhizobium rhizogenes AY945955 
Rhizobium sullae AY559498 

Genus Spezies GenBank-
Accession-Nr. 

Rhizobium trifolii DX355040 
Rhizobium undicola AUY17047 
Shewanella benthica SB16RRNA 
Shewanella denitrificans UGA311964 
Shewanella fidelis AF420313 
Shewanella gelidimarina AF025562 
Shewanella hanedai DQ011269 
Shewanella japonica AF500078 
Shewanella ivingstonensis SLI300834 
Shewanella marinintestina AB081759 
Shewanella olleyana AF295592 
Shewanella sairae AB081762 
Shewanella waksmanii AY870681 
Shewanella woodyi AY435163 
Shewanella pacifica AY870678 

Sphingomonas echinoides AJ012461 
Sphingomonas koreensis AF131296 
Sphingomonas oligophenolica AB018439 
Sphingomonas phyllosphaerae AY563441 
Sphingomonas pruni SP16SR 
Sphingomonas stygia AB025013 
Sphingomonas suberifaciens AY521009 

 
1 Verschiedene Sequenzen von bekannt variantenreichen Nonfermenter-
Stämmen  
 
 
Tabelle 5: Aufstellung der Stammgruppen, die sich nicht anhand der partiellen 
16S rDNA-Sequenz unterscheiden lassen.

Genus Spezies Stammsammlungs-
Nr.1 

Sphingomonas natatoria DSM 3183 
Sphingomonas ursincola DSM 9006 
Sphingomonas melonis DSM 14444 
Sphingomonas koreensis DSM 15582 
Sphingomonas aquatilis DSM 15581 
Sphingomonas subterranea DSM 12447 
Sphingomonas aromaticivorans DSM 12444 
Shewanella marinintestina LMG 21403 
Shewanella gelidimarina DSM 12621 
Shewanella sairae LMG 21408 
Rhizobium trifolii DSM 30141 
Rhizobium leguminosarum DSM 30132 
Pseudomonas putida ATCC 17472 
Pseudomonas cedrina CIP 105541 
Pseudomonas grimontii CIP 106645 
Pseudomonas marginalis DSM 13124 
Pseudomonas synxantha LMG 2190 
Pseudomonas mucidolens LMG 2223 
Pseudomonas libanensis CIP 105460 
Pseudomonas gessardii CIP 105469 
Pseudomonas veronii DSM 11331 
Pseudomonas trivialis DSM 14937 
Pseudomonas proteolytica DSM 15321 
Pseudomonas antarctica DSM 15318 
Pseudomonas meridiana AJ537602 
Pseudomonas putida DSM 291 
Pseudomonas fuscovaginae DSM 7231 
Pseudomonas asplenii LMG 2137 

Genus Spezies Stammsammlungs-
Nr.1 

Pseudomonas syringae DSM 6693 
Pseudomonas syringae subsp. 

syringae 
LMG 1247 

Pseuomonas savastanoi LMG 2209 
Pseudomonas congelans DSM 14939 
Pseudomonas cannabina LMG 5096 
Pseudomonas avellanae DSM 11809 
Pseudomonas mandelii CIP 105273 
Pseudomonas viridiflava DSM 11124 
Pseudomonas migulae CIP 105470 
Pseudomonas multiresinivorans LMG 20221 
Pseudomonas nitroreducens DSM 14399 
Pseudomonas kilonensis DSM 13647 
Pseudomonas brassicacearum DSM 13227 
Pseudomonas extremorietalis DSM 15824 
Pseudomonas rhodesiae DSM 14020 
Burkholderia pyrrocinia ATCC 15958 
Burkholderia stabilis LMG 14294 
Burkholderia ambifaria LMG 11351 
Brevundimonas intermedia DSM 4732 
Brevundimonas nasdae DSM 14572 
Brevundimonas vesicularis DSM 4226 
Achromobacter insolitus LMG 6003 
Achromobacter ruhlandii DSM 653 
Acidovorax avenae subsp. 

avenae 
DSM  7227 

Acidovorax avenae subsp. 
citrulli 

LMG 5376 

 
1 ATCC: American Type Culture Collection (Manassas, Virginia, USA), CIP: 

Collection des Bacteries de l´institut Pasteur (Paris, Frankreich), DSM: 
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Deutsche Stammsammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 

(Braunschweig), LMG: Laboratorium voor Microbiologie (Rijksuniversiteit, Gent)  

3.2 Evaluierung der neu etablierten 16S NF-RIDOM-Datenbank 
mit klinischen Nonfermenterisolaten 
 

Um die 16S NF-RIDOM-Datenbank zur Identifizierung von Nonfermentern für 

den klinischen Alltag zu evaluieren, wurden 97 klinische Nonfermenterisolate 

ebenfalls mittels 16S rDNA-Sequenzierung und Ähnlichkeitssuche mit der neu 

etablierten Referenzdatenbank analysiert sowie mit den Ergebnissen der 

anderen Identifizierungsverfahren verglichen.  

Da es keinen Goldstandard gibt, an dem sich die Ergebnisse der einzelnen 

Identifizierungsverfahren (phänotypisch, GenBank, RIDOM, MicroSeq500) 

messen ließen, wurden die Identifizierungsergebnisse der einzelnen Methoden 

zur besseren Bewertung in drei verschiedene Gruppe eingeteilt: 

 

Gruppe I: 16S NF-RIDOM-Datenbank-Ergebnisse mit mindestens 99 % 

Sequenzähnlichkeit („Similarity“) 

Gruppe II: Übereinstimmende konventionelle phänotypische und 16S NF-

RIDOM-Datenbank 

Gruppe III: eindeutige GenBank-Ergebnisse mit mindestens 99 % 

Sequenzähnlichkeit  

 
Mittels der in dieser Arbeit neu etablierten 16S NF-RIDOM-Datenbank konnten 

von den 97 klinischen Nonfermenterisolaten 82 mit einer Sequenzähnlichkeit 

von mind. 99 % identifiziert werden. Bei 20 Isolaten wurde sogar eine 100 %ige 

Übereinstimmung mit dem Eintrag der 16S NF-RIDOM-Datenbank erreicht. 

Lediglich bei 15 Isolaten lag die Sequenzähnlichkeit unter 99 %. Der Vergleich 

dieser Ergebnisse mit der konventionellen phänotypischen Identifikation ergab 

in 39 Fällen eine Überstimmung mit den Isolaten, die mit mind. 99 % Ähnlichkeit 

(16S NF-RIDOM-Datenbank) identifiziert wurden. In den übrigen Fällen gab es 

achtmal kein eindeutiges Identifizierungsergebnis mittels konventioneller, 



 25 

phänotypischer Identifizierung bzw. in 6 Fällen kein Ergebnis auf Speziesebene 

(Tabelle 6). 

 
 
Tabelle 6: Vergleich der Identifizierungen mittels der 16S NF-RIDOM-
Datenbank und GenBank und konventioneller phänotypischer Diagnostik 
Isolat 
Nr.: 

NF-RIDOM-Datenbank 
Identifikation 

Similarity 
(%) 

Konventionelle, phäno-
typische Identifikation 

GenBank 
Identifikation 

Similarity 
(%) 

NF1 A. haemolyticus 97,6 A. baumannii-
calcoaceticus complex A. calcoaceticus / sp. 100 

NF2 S. maltophilia 99,8 S. maltophilia S. maltophilia / sp. 100 
NF3 P. aeruginosa 99,8 P.aeruginosa P. aeruginosa 100 
NF4 P. plecoglossicida 99,8 P. fluorescens / putida P. entomophila / putida 100 
NF5 S. maltophilia 99,8 S. maltophilia S. maltophilia / sp. 99,6 
NF6 P. plecoglossicida 99,8 Acinetobacter sp. A.calcoaceticus / sp. 100 
NF7 P. aeruginosa 99,8 P. aeruginosa P. aeruginosa / sp. 100 
NF8 A. parvus 96,0 A. junii A.iwoffI / sp. 100 
NF9 P. aeruginosa 99,8 P. aeruginosa P. aeruginosa / sp. 100 
NF10 P. plecoglossicida 99,8 P. fluorescens / putida P. entomophila / putida  100 
NF11 P. beteli 99,6 S. maltophilia S. maltophilia / sp. 99,2 

NF12 A. baumanii  100 A. baumannii A. baumannii / 
calcoaceticus  99,6 

NF13 A. baumanii  100 A. baumannii A. baumannii / 
calcoaceticus   100 

NF14 A. calcoaceticus 98,5 A. baumannii A. calcoaceticus / 
rhizosphaerae 98,8 

NF16 P. aeruginosa 99,8 P. aeruginosa P. aeruginosa / sp. 100 
NF17 P. aeruginosa 99,8 P. aeruginosa P. aeruginosa / sp. 100 

NF18 B. nasdae 99,8 Non-fermenting GNR, 
unable to ID B. nasdae 100 

NF19 S. maltophilia 100 A.  xylosoxidans S. maltophilia / sp. 100 
NF21 P. hibiscicola 99,6 S. maltophilia S. maltophilia 100 

NF22 A. baumanii 100 A. baumannii A. baumannii / 
calcoaceticus 99,6 

NF23 S. maltophilia 100 S. maltophilia S. maltophilia / sp. 100 
NF24 A. faecalis sub. faecalis 99,8 Alcaligenes sp. A. faecalis / sp. 100 
Galv1 P. beteli 99,6 S. maltophilia S. maltophilia / sp. 100 
Galv2 P. aeruginosa 99,8 P. aeruginosa P. aeruginosa / sp. 100 
Galv3 P. aeruginosa 98,7 P. aeruginosa P. aeruginosa / sp. 99,2 
Galv4 P. aeruginosa 99,8 P. aeruginosa P. aeruginosa 100 
Galv5 P. aeruginosa 99,8 P. aeruginosa P. aeruginosa / sp. 100 
Galv6 A. haemolyticus 97,6 A. baumannii A. calcoaceticus / sp. 100 

Galv7 A. xylosoxidans subsp. 
xylosoxidans 100 A. xylosoxidans subsp. 

xylosoxidans A. xylosoxidans / sp. 100 

Galv8 P. aeruginosa 99,8 P. aeruginosa P. aeruginosa / sp. 100 
Galv9 A. baumanii 99,8 A. baumannii A. baumannii / sp. 99,6 
Galv10 P. oleovorans 100 P. stutzeri P. pseudoalcaligenes / sp. 99,2 
Galv11 A. baumanii 100 A. baumannii A. anitratus / baumanii 100 
Galv12 S. maltophilia 99,8 S. maltophilia S. maltophilia / sp. 99,6 
Galv13 P. putida 98,2 P. putida P. japonica / putida 98,4/97,6 
Galv14 P. beteli 99,6 S. maltophilia S. maltophilia / sp. 100 

Galv16 P. beteli 99,1 A. baumannii Pseudomonas sp. / S. 
maltophilia 100 

Galv17 P. monteilii 99,6 P. putida P. putida / sp. 100 
Galv19 P. hibiscicola 98,9 S. maltophilia S. maltophilia / sp. 100 
Galv20 S. maltophilia 99,8 S. maltophilia S. maltophilia / sp. 100 

Galv21 P. monteilli / 
plecoglossicida / putida 99,3 P.putida P. putida / sp. 100 

Galv22 P. beteli 98,9 S. maltophilia S.maltophilia / sp. 100 

Galv23 P. psychrotolerans 100 Flavimonas 
oryzihabitans P. oleovorans / sp. 99,6 

Galv24 P. beteli 99,4 S. maltophilia S.maltophilia / sp. 100 
Galv25 P. hibiscicola 99,6 S. maltophilia S. maltophilia / sp. 100 

W1 P. koreensis 99,8 P. fluorescens P. fluorescens / sp. 100/99,6 
W2 P. plecoglossicida 99,8 P. fluorescens P. entomophila / putida 100 
W3 P. plecoglossicida 100 P. putida P. entomophila / putida 100 
W5 P. stutzeri 100 P. stutzeri P. stutzeri / sp. 100 
W6 P. monteilii 99,6 P. fluorescens P. putida / sp. 100 
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W7 P. putida 99,1 P. fluorescens P. putida / sp. 100 
W8 A. spanius 99,6 P. alcaligenes A. faecalis / xylosoxidans 99,6 
W9 P. stutzeri 99,8 P. stutzeri P. stutzeri / sp. 100 

W10 P. monteilii 99,6 P. putida P. putida / sp. 100 
W11 P. stutzeri 99,8 P. stutzeri P. stutzeri / sp. 100 

W12 P. mucidolens / 
synxantha 99,8 P. fluorescens P. fluorescens / sp. 100 

W13 D. acidovorans 100 Comomonas 
acidovorans 

D. acidovorans / 
tsuruhatensis / sp. 99,6 

W14 P. monteilii 99,8 P. fluorescens P. putida / sp. 100 

W15 P. mucidolens / 
synxantha 99,8 P. fluorescens P. fluorescens / sp. 100 

W16 R. insidiosa 100 Ralstonia  pickettii Ralstonia sp. 100 
W17 P. aeruginosa 99,3 P. stutzeri P. aeruginosa / sp. 100 

W18 A. xylosoxidans subsp. 
xylosoxidans 100 A. xylosoxidans A. xylosoxidans / sp. 100 

W19 P. citronellolis 99,6 P. putida Paenibacillus sp. / 
Pseudomonas sp. 100/99,6 

W20 B. diminuta 99,8 P. diminuta P.diminuta / B. sp. 99,6 

W21 P. mucidolens / 
synxantha 100 P. fluorescens P. fluorescens / sp. 100 

W22 P. plecoglossicida 100 P. fluorescens P. putida/ entomophila / 
sp. 100 

W23 P. monteilii 99,6 P. putida P. putida / sp. 100 
W24 P. beteli 99,6 P. stutzeri S. maltophilia / sp. 100 

W26 A. xylosoxidans subsp. 
Xylosoxidans / ruhlandii 99,8 A. xylosoxidans A. xylosoxidans / sp. 100 

W28 P. plecoglossicida 100 P. putida P. putida / entomophila 100 
W29 P. monteilii / putida 99,3 P. putida P. putida / sp. 100 

W30 P. parafulva 99,1 P. putida P. putida / entomophila / 
sp. 99,6 

W35 B. cepacia / 
cenocepacia 99,8 B. cepacia B. cepacia 100 

W37 A. junii 100 A. iwoffi P. citronellolis 100 
Neb6 P. aeruginosa 99,8 P. aeruginosa P. aeruginosa / sp. 100 
Neb7 P. aeruginosa 99,8 P. aeruginosa P. aeruginosa / sp. 100 
Neb14 C. meningosepticum 99,8 C. meningosepticum C. meningosepticum 99,6 
Neb15 P. aeruginosa 99,8 P. aeruginosa P. aeruginosa / sp. 100 
Neb16 P. aeruginosa 99,3 P. aeruginosa P. aeruginosa 100 
Neb17 P. hibiscicola 99,6 S. maltophilia S. maltophilia / sp. 100 
Neb20 S. sanguinis 98,8 S. paucimobilus S. yabuuchiae 97,6 

Neb21 S. maltophilia 99,8 P. fluorescens / putida 
groupe S. maltophilia / sp. 100 

Neb22 S. maltophilia 99,4 S. maltophilia 
Methylobacterium sp. / 

Stenotrophomonas 
maltophilia / sp. 

99,6 

Neb23 P. aeruginosa 99,8 P. aeruginosa P. aeruginosa 100 
Neb26 P. putida 98,7 P. flourescens / putida  P. japonica 99,6 

Neb27 S. maltophilia 99,8 S. maltophilia S. maltophilia / 
Methylobacterium sp. 100 

Neb28 P. geniculata / 
hibiscicola 98,3 S. maltophilia S. maltophilia 100 

Neb29 A. baumanii 98,9 A. baumannii / 
haemolyticus A. calcoaceticus / sp. 99,6 

Neb30 A. haemolyticus 97,4 Acinetobacter sp. / P. 
oryzibakitans A. calcoaceticus / sp. 100 

Neb31 A. johnsonii  96,7 
Acinetobacter 
baumannii / 

haemolyticus 
A. calcoaceticus 99,6 

Neb32 P. hibiscicola 99,6 S. maltophilia S.maltophilia / sp. 100 

Neb33 A. faecalis subsp. 
faecalis 99,1 Alcaligenes sp. A. faecalis / sp. 100 

Neb34 A. faecalis subsp. 
faecalis 99,8 Alcaligenes sp. A. faecalis / sp. 100 

Neb36 P. monteilii / 
plecoglossicida / putida 99,3 Pseudomonas putida P. putida / sp. 100 

Neb37 C. indologenes 100 Chryseobacterium sp. C. indologenes / sp. 98,0 
Neb38 A. parvus 96,6 Acinetobacter iwoffii A. iwoffi 100 

Neb40 A. xylosoxidans subsp. 
xylosoxidans 100 Achromobacter 

xylosoxidans  
A. xylosoxidans / 
Pseudomonas sp. 100 
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Damit fallen 82 Isolate in die Gruppe I und 44 Isolate in die Gruppe II. Die 

Identifizierung der 97 klinischen Nonfermenterisolate mittels GenBank ergab in 

10 Fällen eine eindeutige Identifizierung mit 100 % Sequenzähnlichkeit. Bei 13 

Isolaten ergab die GenBank-Suche mind. 99 % Ähnlichkeit bei einem 

eindeutigen Ergebnis. In den übrigen 84 Fällen waren die Ähnlichkeiten 

entweder unter 99 % oder es gab kein eindeutiges Ergebnis. Der Vergleich 

dieser Ergebnisse mit den Resultaten der 16S NF-RIDOM-Datenbank führte in 

51 Fällen zu einem übereinstimmenden Ergebnis (hierbei wurden allerdings 

auch die uneindeutigen GenBank-Ergebnisse mit gewertet) (Tabelle 6). 

 

3.3 Vergleich der Ergebnisse mit weiterer Datenbanken 
 

Beim Abgleichen der Ergebnisse mit den GenBank Resultaten fiel auf, dass die 

jeweils identifizierten Erreger nur zu 54 % miteinander übereinstimmen. Zwar 

konnten mittels GenBank 75 der 97 Isolate mit 100 % Übereinstimmung 

identifiziert werden, allerdings gab GenBank auch bei 65 dieser 75 Resultate 

kein eindeutiges Ergebnis aus. Insgesamt waren 83 (85,5 %) der 97 

Identifizierungsresultate bei GenBank uneindeutig, während es bei der 

Differenzierung mittels MicroSeq500 nur 20 % waren, und es bei der 

Identifizierung durch die 16S NF-RIDOM-Datenbank ebenfalls nur in 6,2 % kein 

eindeutiges Ergebnis gab. Beim Einsatz der konventionellen, phänotypischen 

Methoden kam es nur in 14,4 % der Fälle vor, dass aus dem Isolat kein 

eindeutiger Erreger bestimmbar war. Die Analyse der Resultate bei 

Verwendung der MicroSeq500 Datenbank ergab, dass zwar nur 3 % der 

Erreger mit vollständiger Übereinstimmung identifiziert wurden, aber es 

stimmten 53 % der Resultate zu über 99,5 % mit den hinterlegten Datenbank-

Sequenzen überein.  

Tabelle 7 zeigt eine Zusammenfassung Identifizierungsergebnisse für die 

verschiedenen Sequenzdatenbanken und phänotypische Identifizierung. 
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Tabelle 7: Zusammengefasste Ergebnisse der Evaluierung mit 97 klinischen 

Nonfermenterisolaten und Vergleich der Identifizierungsergebnisse mit denen 

der anderen Sequenzdatenbanken (MicroSeq500 und GenBank) und der 

phänotypischen Diagnostik 

Kriterium 16S NF-RIDOM-
Datenbank MicroSeq500 GenBank 

Phänotypische 
ID-Ergebnisse1 

100 % 
Übereinstimmung 20,8 % 3,1 % 77,3 % - 

> 99,7 % 58,8 % 44,3 % 77,3 % - 
> 99,5 % 73,2 % 53,6 % 90,6 % - 
≥ 99 % 84,5 % 63,9 % 95,8 % - 
< 99 % 15,5 % 36,1 % 4,1 % - 

Uneindeutige ID 6,2 % 20,6 % 85,5 % 14,4 % 
Übereinstimmung mit 
16S NF-RIDOM-ID-

Ergebnissen 
100 % 55,7 % 52,5 % 45,4 % 

Eindeutiges Ergebnis 
und > 99 % Übereinst. 79,4 % 55,7 % 13,4 % - 

1 ID: Identifizierung 
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4. Diskussion 
 

Die durch Nonfermenter Bakterien hervorgerufenen Infektionen spielen im 

klinischen Alltag eine zunehmend bedeutende Rolle. Zum einen, da sie auf 

Grund ihrer anspruchslosen Wachstumsbedingungen und ihrer Tenazität 

ubiquitär verbreitet sind. So können sie z. B. selbst in Desinfektionsmitteln bei 

entsprechenden Hygienemängeln nachgewiesen werden (13). Zum anderen, 

weil sie vor allem für die Gruppe der immungeschwächten Patienten ein großes 

pathogenes Potenzial bergen. Durch die zunehmende Alterung der Gesellschaft 

und immer aufwändigere und invasivere medizinische Maßnahmen wächst 

diese Gruppe immer weiter an. Gerade bei schwacher Abwehrlage können die 

z. B. durch Pseudomonadaceae hervorgerufenen Infektionen einen fulminanten 

Verlauf nehmen, der eine rasche Therapie erforderlich macht. Basis einer 

raschen wie auch gezielten Therapie ist in diesem Fall eine schnelle und 

spezifische Erregerdiagnostik. Hierzu wurde bereits in mehreren Studien 

gezeigt, dass die genotypischen Identifizierungsmethoden den konventionellen 

phänotypischen Methoden klar überlegen sind, da sie eine meist schnellere und 

häufiger richtige Identifizierung ermöglichen (29, 55). Aus diesem Grund sind 

genotypische Identifizierungsverfahren heutzutage in der medizinischen 

Mikrobiologie in manchen Bereichen schon der Standard (z. B. bei der 

Speziesdiagnostik von Mykobakterien) und finden auch in anderen Bereichen, 

wie z. B. in der Tumordiagnostik und -forschung zunehmend Anwendung (20). 

Essenziell für genotypische Identifizierungsverfahren ist die Verfügbarkeit von 

qualitativ hochwertigen Referenz-Datenbanken, die eine valide und eindeutige 

Erregeridentifizierung bis zur Subspezies erlauben.  

 

In dieser Arbeit wurde daher eine qualitativ hochwertige 16S NF-RIDOM-

Datenbank aller klinisch relevanten Nonfermenter-Spezies etabliert. Die 

Referenzdatenbank wurde dabei in das RIDOM-Projekt (Ribosomal 

Differentiation of Microorganisms) eingefügt. Im Rahmen dieses Projektes 

wurden bereits andere klinisch-relevante Erregergruppen wie z. B. die 

Mykobakterien, Neisserien, Nokardien und Staphylokokken mittels 16S rDNA 
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Analysen charakterisiert und in eine Referenzdatenbank integriert (6, 25, 26, 

28). Ziel des RIDOM-Projektes ist es, für alle klinisch-relevanten bakteriellen 

Erreger eine 16S rDNA-Referenzdatenbank zu erstellen, wobei besonderes 

Augenmerk auf die Qualität der Datenbankeinträge gelegt wird. Es wurden nur 

Stammsammlungsstämme und andere gut charakterisierte Stämme verwendet, 

die im Zweifelsfall vor der Verwendung mittels weiterer phäno- und 

genotypischer Tests erst überprüft wurden (48). 
In dieser Arbeit konnten von 311 verschiedenen Typstämmen 258 eindeutig 

mittels 16S rDNA-Sequenzierung von einander abgegrenzt werden. Darunter 

sind auch verschiedene Sequenzen variantenreicher Nonfermenter-Spezies z. 

B. P. putida (Tabelle 4). Außerdem konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass 

sich der ehemaligen B. cepacia-Komplex (61) bis auf die drei Stämme B. 

pyrrocinia (ehemals B. cepacia-complex genomovar IX), B. stabilis (IV) und B. 

ambifaria (VII) voneinander differenzieren lässt (Tabelle 5). Die übrigen 53 

Spezies/Subspezies ließen sich nicht anhand ihrer Sequenz von einem oder 

mehreren anderen Stämmen unterscheiden (Tabelle 5). Dies gilt vor allem 

innerhalb des Genus Pseudomonas. Innerhalb dieses Genus kam es deshalb 

zu den größten Gruppen mit max. 4 Nonfermenterspezies mit identischen 16S-

Sequenzen (Tabelle 4). Mögliche Erklärungen wären zum einen phylogenetisch 

sehr junge Spezies (d.h. es hat noch keine deutliche Auseinanderentwicklung 

im rRNA-Gen stattgefunden) oder zum anderen noch nicht endgültige 

Speziesbeschreibungen, da ja insbesondere in der Gruppe der Nonfermenter in 

den letzten Jahren viele Speziesbezeichnungen revidiert wurden, nicht zuletzt 

aufgrund von molekulargenetischen Erkenntnissen basierend auf 16S rDNA-

Sequenzierungen (50). 

Das Problem der nicht immer ausreichenden Differenzierungsmöglichkeiten der 

einzelnen Erregerstämme mittels der 16S rDNA-Sequenzierung wurde bereits 

kurz nachdem die Technik der rDNA-Sequenzierung etabliert worden war 

deutlich. Es stellte sich heraus, dass die rDNA-Sequenz verschiedener Spezies 

sehr ähnlich oder sogar identisch sein kann. So beschrieben bereits 1992 Fox 

et. al. dieses Phänomen in ihrem Artikel „How close is close?“ (21) und 

bezogen sich dabei auf einige sehr bekannte Beispiele, wie z. B. E. coli und 
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Shigella spp., Yersinia pseudotuberculosis und Y. pestis sowie Bacillus cereus 

und B. anthracis. Tatsächlich stellt sich bei der Verwendung solcher 

Sequenzdatenbanken in der klinischen Praxis jedoch eher genau die 

gegenteilige Frage. Nämlich „How close is close enough?“, d. h. wie gut muss 

ein zu identifizierendes Bakterium mit einer der hinterlegten 

Datenbanksequenzen übereinstimmen, so dass man davon ausgehen kann, 

dass es sich um die richtige Identifizierung handelt? Fest steht, dass man sich 

von dem Idealfall, das bedeutet einer „perfekten“ Datenbank, trennen muss, bei 

der jede Sequenzsuche ein zu 100 % übereinstimmendes Ergebnis liefert. Eine 

derartige Datenbank wäre bei der Vielzahl der existierenden Varianten aller 

bekannten Erreger unendlich groß (dies wird weiter unten noch am Beispiel von 

P. aeruginosa verdeutlicht). Folglich muss es das Ziel sein, dass sich die 

Übereinstimmung einer zu identifizierenden Sequenz mit einer hinterlegten 

Sequenz möglichst nah an die 100 % annährt. In der Praxis muss daher ein 

„cut-off“-Wert bestimmt werden, ab dem es sinnvoll ist anzunehmen, dass es 

sich bei dem Resultat um das richtige Identifizierungsergebnis handelt. Bereits 

1994 gingen Stackebrandt und Goebel auf dieses Problem ein (56) und kamen 

schließlich zu der These, dass bei einer Übereinstimmung von weniger als 97 

% davon ausgegangen werden muss, dass es sich nicht um das gesuchte 

Bakterium sondern ggf. um eine gänzlich neue Spezies handelt. Hierbei ist aber 

wichtig zu wissen, dass diese 97 % für die gesamte Sequenz der 16S rDNA gilt, 

d. h. für ca. 1500 bp. Diese Sequenz wird allerdings in der Routine nicht oder 

nur in sehr seltenen Fällen vollständig bestimmt – in der Routinediagnostik 

werden meist nur Abschnitte von 500 bp Länge analysiert, da sie in einem 

einzigen Sequenzierungslauf zu erstellen sind. Damit ist dieser Wert nicht 

praktikabel sondern muss durch einen wesentlich spezifischeren und enger 

gezogenen „cut-off“-Wert ersetzt werden. Im Rahmen des RIDOM-Projektes 

wird dieser Wert für jedes Bakteriengenus basierend auf statistischen 

Berechnungen der Sequenzvariabilität eines Genus berechnet und mit einer 

Fehlerwahrscheinlichkeit von 1 % angegeben (25, 26, 28). Diese Berechnungen 

wurden auch mit den vorliegenden Daten zu den verschiedenen Genera der 

Nonfermenter durchgeführt. Auf Grund der im Umbruch befindlichen und daher 
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zurzeit noch unvollkommenen Zuordnung der einzelnen Nonfermenter-Stämme 

in Genus und Spezies war jedoch eine Berechnung eines „cut-off“-Wertes nicht 

möglich (nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurde ersatzweise aus den 

Erfahrungen der anderen bereits analysierten Bakteriengenera (Mykobakterien, 

Nokardien, Staphylokokken etc. (6, 25, 26, 28)) eine Übereinstimmung von ≥ 

99,5 % mit der Referenz-Datenbank als richtige und eindeutige Erkennung 

gewertet.  

 

Um die Qualität und Fähigkeiten der genotypischen Identifizierung mittels 16S 

rDNA anhand der neu erstellten 16S NF-RIDOM-Datenbank zu testen, wurden 

97 klinische Nonfermenterisolate blind getestet und deren 

Identifizierungsergebnisse mit den Identifizierungsergebnissen der öffentlich 

verfügbaren GenBank- und der kommerziellen MicroSeq500-Datenbank sowie 

den Ergebnissen der phänotypischen Diagnostik verglichen (Tabelle 6). Dabei 

konnte gezeigt werden, dass mit der neu etablierten 16S NF-RIDOM-

Datenbank im Vergleich zur phänotypischen Diagnostik eine schnellere und 

genauere Speziesdiagnostik möglich war (Tabellen 6 und 7). So konnten mit 

einem „cut-off“-Wert von 99,5 % mit der RIDOM-Datenbank 73,2 % der 

klinischen Nonfermenterisolate eindeutig identifiziert werden (Tabelle 7).  

 

Bei der näheren Analyse der Ergebnisse zeigte sich, dass der Umwelt- und 

Nosokomialkeim P. aeruginosa, der sich 16 mal unter den 97 Isolaten fand, 

nicht ein einziges Mal mit 100 % Übereinstimmung identifiziert werden konnte 

(sondern im besten Fall mit 99,8 %). Dies belegt eindrucksvoll, wie groß die 

Diversität innerhalb einer Spezies schon allein in der relativ stark konservierten 

16S Region ist, und wie schwierig es ist, in einer Datenbank die natürliche 

Vielfalt abbilden zu können. Gerade Erreger, wie ubiquitär vorkommende P. 

aeruginosa, die unter unterschiedlichsten Umweltbedingungen existieren, 

können sich daher auf Genom-Ebene deutlich von einander unterscheiden (59). 

Der Vergleich mit den gebräuchlichen, öffentlichen (GenBank) und 

kommerziellen (MicroSeq500) Sequenzdatenbanken unterstrich nochmals die 

Bedeutung einer Qualitätskontrolle für die Entwicklung einer Sequenzdatenbank 
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und damit die Überlegenheit der neu etablierten 16S NF-RIDOM-Datenbank. So 

wurde mittels MicroSeq500 nur jeder zweite Stamm mit mehr als 99,5 % („cut-

off“-Wert) erkannt, wobei zudem auch 20,6 % der getesteten Erreger mit Hilfe 

der MicroSeq500-Datenbank nicht eindeutig identifiziert wurden. 

Eine weitere DNA-Sequenzdatenbank ist der kommerzieller Service von 

SmartGene, der ebenfalls eine Identifizierung von Bakterien anhand ihrer 16S 

rDNA-Sequenz ermöglicht. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die klinischen 

Isolate auch mittels der SmartGene-Datenbank analysiert. Die SmartGene-

Datenbank besteht im Wesentlichen aus GenBank-Sequenzen, die nur eine 

kurze, orientierende Prüfung durchlaufen haben (Länge, Ambiguities, Lücken). 

Allerdings wird hierbei nicht überprüft, ob der Eintrag tatsächlich „richtig“ ist. 

Darüber hinaus ist es mit SmartGene auch nicht möglich, sich ein Bild über die 

Qualität der hochgeladenen GenBank-Sequenzen zu machen, da die 

zugehörigen Chromatogramme nicht zur Verfügung stehen. Aus diesem Grund 

sind diese Daten nicht explizit dargestellt.  

Bei der Identifizierung der 97 klinischen Nonfermenterisolate mittels GenBank, 

der größten und bekanntesten öffentlichen Internet-Sequenz-Datenbank, 

wurden zwar ein Großteil  der Isolate (n = 75, 77,2 %) mit einer 100 %igen 

Übereinstimmung identifiziert, allerdings befanden sich unter diesen 75 

Identifizierungen mit 100 % nur 10 (10,3 %) mit einem eindeutigen Ergebnis. 

Diese Tatsache ließ darauf schließen, dass in GenBank mehrere Erreger (z. T. 

fälschlicherweise) mit identischen Sequenzen abgespeichert wurden, was ein 

bereits beschriebenes Problem von GenBank ist (6). Somit ist der 

überwiegende Teil der 100 %-Ergebnisse im klinischen Alltag nicht brauchbar, 

da sich aufgrund der uneindeutigen Ergebnisse zum Beispiel keine gezielte 

antibiotische Therapie einleiten ließe. Exemplarisch zeigt dies die Identifizierung 

des Isolates Neb40 mittels GenBank, wo eine jeweils 100 %ige Identifizierung 

mit „Achromobacter xylosoxidans“ und „Pseudomonas sp.“ angegeben wurde. 

 

Beim Vergleich der phänotypischen und genotypischen Identifizierungsresultate 

fällt vor allem auf, dass nur 45 % der jeweils ermittelten Mikroorganismen 

miteinander übereinstimmen. Da man davon ausgehen kann, dass mindestens 
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73,2 % der mit der 16S NF-RIDOM-Datenbank ermittelten Stämme korrekt 

identifiziert wurden (Übereinstimmung von ≥ 99,5 %), ist diese geringe 

Übereinstimmung der Resultate als Beleg für die Schwäche der biochemischen 

Methoden bei der Differenzierung schwer unterscheidbarer Stämme zu werten 

(57). 

Da sich unter den 311 untersuchten Stämmen 53 Stämme befanden, die keine 

eindeutige 16S rDNA-Sequenzen hatten, muss man allerdings auch über eine 

mögliche Kombination der 16S-Diagnostik mit weiteren genetischen Targets 

nachdenken, wie dies bereits am Beispiel der Acinetobacter und anderer 

Erreger diskutiert wurde (28). So gibt es neben der möglichen Identifizierung 

der Erreger mittels der 16S rDNA-Sequenzierung auch noch weitere Marker, 

die in Kombination mit den Ergebnissen der 16S rDNA-Sequenzierung eine 

noch genauere Identifizierung möglich machen könnten. Während die 16S 

rDNA mit ihren etwa 1500 Nukleotiden für die kleine (30S-) Untereinheit der in 

allen prokaryontischen Zellen essenziell vorkommenden Ribosomen kodiert, 

wird die ebenfalls essentielle große (50S-) Untereinheit mit etwa 2900 

Nukleotiden durch die 23S rDNA kodiert und stellt damit, ebenso wie die 16S 

rDNA, einen sog. „idealen Chronometer“ da (5, 41, 58). Die 23S rDNA 

beinhaltet mit ihren 2900 Nukleotiden genügend phylogenetische Information 

(im Gegensatz z.B. zur 5S rDNA), allerdings ist sie aufgrund dieser größeren 

Anzahl an Nukleotiden auch schwerer zu analysieren als die 16S rDNA. Auf 

Grund dieser Tatsache wird bei der genotypischen Identifizierung mittels eines 

einzelnen Targets die 16S rDNA der 23S rDNA vorgezogen (28). In den 

vergangenen Jahren wurden weitere alternative genetische Zielregionen zur 

Identifizierung von Mikroorganismen evaluiert, allen voran sicherlich die partielle 

Sequenzierung der B-Untereinheit der ribosomalen Polymerase (rpoB). So 

konnte in vielen Publikationen bereits das Potential der rpoB-basierten 

Identifizierung gezeigt werden (1, 15, 16, 34, 47). Basierend auf partieller rpoB-

Sequenzierung ließen sich so in den meisten Fällen Spezies mit identischen 

16S rDNA-Sequenzen (z. B. B. anthracis und B. cereus) unterscheiden (8, 35, 

62). Einschränkend ist nur, dass es im Gegensatz zur 16S rDNA-

Sequenzierung keine universellen sondern nur Genus-spezifische Primer gibt, 
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sodass die 16S rDNA-Sequenzierung in den allermeisten Fällen der erste 

Schritt bei der Identifizierung bleiben wird, um zumindest das Genus zu 

bestimmen und damit die Auswahl der geeigneten Primer ermöglicht. 

 

Zusammengefasst unterstrichen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die 

Notwendigkeit von qualitätskontrollierten Sequenzdatenbanken wie im RIDOM-

Projekt realisiert und zeigen die Überlegenheit im Vergleich zu den anderen 

evaluierten Verfahren.  
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