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Einleitung

Die Labordiagnostik des Botulismus stellt hohe Anforderungen. Clostridium (C.) botulinum Neurotoxin (BoNT) produzierende Clostridien repräsentieren trotz der

einheitlichen Bezeichnung als C. botulinummehr als eine Spezies. Der labordiagnostische Nachweis von Botulismus erfolgt nach wie vor hauptsächlich durch den Maus-

Bioassay. Ergänzend werden heute auch molekularbiologische Verfahren wie PCR-Nachweise der verschiedenen Neurotoxingene angewandt. Die Diagnostik beschränkt

sich dabei meist auf die Identifikation des Neurotoxin-Serotyps. Für die weitere Charakterisierung und epidemiologische Fragestellungen ist jedoch auch der Toxin-Subtyp

sowie die physiologische/ phylogenetische Gruppe des jeweiligen C. botulinum Stammes von Interesse. Diese Information kann bislang nur durch aufwändige

Sequenzierungen erhalten werden. Ein DNA-Mikroarray kann eine geeignete Methode sein, um eine Vielzahl von Informationen über den Erreger zu gewinnen.

Tabelle 1: 1. Version des Arrays

Strategie

Für die Identifikation der Toxintypen wurden Sonden gegen die 7 Serotypen A-G

und ihre Subtypen gewählt (siehe Tabelle 1). Die Klassifikation der Subtypen der

Toxine A, B und E folgte den Sequenzalignments nach Hill et al. (4). Für die

Toxingene C, D, F und G wurden Alignments veröffentlichter Sequenzen erstellt und

Subtypen bestimmt.

Die Sondensequenzen sind so gewählt, dass sie von Konsensus-Sequenzen flankiert

werden, aus welchen die Primer designt wurden (Tabelle 1).

Als Marker für einen vollständigen Toxingenkomplex wurden Sonden gegen das Gen

der nicht-toxischen nicht-hämagglutinin Kompenente (NTNH) (1) des Toxin-

Komplexes in das Layout integriert.

Der Array soll auch die Zuordnung eines fraglichen Stammes in die physiologische

Gruppe ermöglichen. Aus diesem Grund wurden Gene zur Differenzierung der

physiologischen Gruppen I-IV gewählt. Das ubiquitär vorkommende und

konservierte rnpB, der RNA-Komponente der Ribonuklease P, kann, ähnlich dem

16S-Gen, zur taxonomischen Einordnung eines Stammes herangezogen werden (3).

Darüberhinaus wurde das fldB-Gen als Marker für die Gruppe I beschrieben (2). Es

ist mit dem Phenylalanin-Metabolismus assoziiert, der spezifisch für die Gruppe I-

Organismen (auch ĂProteolytenñ)ist. Für das fldB-Gen sind drei Sonden auf dem

Array integriert.

Insgesamt sind 67 Sonden (Tabelle 1) im Duplikat auf den Array gespottet.

Die Primer wurden mittels PCR auf ihre spezifische Funktion überprüft. Nach

Optimierung der Markierungsreaktionen mit 19 Primerpaaren wurden diese zu 5

Multiplex-Ansätzen kombiniert.

Mit einer Stammsammlung von ca. 90 unterschiedlichen Stämmen wird derzeit die

Spezifität der Sonden auf dem Array ermittelt.

Target Anzahl 

Sonden

Subtypen Primer Bemerkung 2.Layout

NTNH 3 7 7 Plus 2 Sonden

BoNTA 8 4 4

BoNTB 4 3 4

BoNTC 6 2
4

Sonde ohne Subtypisierung

BoNTD 4 2 Sonde ohne Subtypisierung

BoNTE 9 4 6 Erkennt BoNTE von C. butyricum Sonde ohne Subtypisierung

BoNTF 17 4 4 Erkennt BoNTF von C. baratii Sonde ohne Subtypisierung

BoNTG 5 1 4 Minus 3 Sonden

fldB 3 1 2
Primer bindet nicht bei bivalenten 

Stämmen

rnpB 8 3 2 Gruppe IV fehlt Gruppe IV-Sonde

C2 - - - Virulenzfaktor bei BoNT C/D 1 Sonde

Ausblick für eine 2. Array-Version

In das zweite Layout werden Sonden integriert, die spezifisch für den Toxin-

Serotyp sind, jedoch keine Subtypen unterscheiden. Dies kann bei bislang

unbekannten Subtypen hilfreich sein.

Das rnpB-Gen der Gruppe IV-Organismen wurde sequenziert, so dass eine

Sondensequenz für das 2. Layout vorliegt.

Weitere Ergänzungen in der Sondenauswahl sind in Tabelle 1 aufgeführt.

Schlussfolgerungen

Das AT-System ist ein schnelles und zuverlässiges System zum Nachweis und zur

Differenzierung von Bakterien. Die hier vorgestellte Anwendung zum Nachweis,

Toxintypisierung, Subtypisierung und gleichzeitiger Zuordnung zur

physiologischen Gruppe von Clostridiumbotulinumermöglicht eine umfangreiche

Charakterisierung von C. botulinum Stämmen in nur einem diagnostischen

Verfahren.

Der vorgestellte Mikroarray kann zunächst für die Untersuchung von Kulturen

verwendet werden. In weiteren Untersuchungen soll die Verwendbarkeit für den

direkten Nachweis erprobt werden. So kann gegebenfalls die Anzucht von C.

botulinumder Gruppe III, die schwierig zu kultivieren sind, umgangen werden.

Die bisherigen Untersuchungen zeigen, dass 5 PCR-Reaktionen ausreichen, um

alle ausgewählten Targets zu markieren. Der zeitliche und experimentelle

Aufwand der Methode ist somit überschaubar.
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Abbildung 1: Prinzip des Array Tubes:

Nach dem Hybridisieren der Biotin-markierten Targets bindet das Streptavidin-

Peroxidase-Konjugat an das Biotin. Die Peroxidase setzt eine Farbreaktion um. 

Die Schwärzung durch Farbpräzipitate wird gemessen und ausgewertet.
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Abbildung 2: Beispiele für Hybridisierungen 

A: Stamm mit Toxin Serotyp A (Subtyp A1, jedoch erscheinen Kreuz-

hybridisierungen mit A2-Sonde), 

B: Proteolytischer Stamm mit Toxin Serotyp B, 

C: Stamm mit Toxin Serotyp C, hier fehlen die NTNH-Signale, 

D: Stamm mit Toxin Serotyp D, 

E: Stamm mit Toxin Serotyp E, 

F: Stamm mit Toxin Serotyp F, proteolytisch, 

G: Stamm mit Toxin Serotyp G.

Der atoxische C. baratii-Stamm (H) zeigt, wie erwartet, keine Signale außer der 

Biotinkontrollen.
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