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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Sexuell uibertragbare Erkrankungen

Sexuell Ubertragbaren Erkrankungen (STDs) werden in erster Linie im Rahmen von
sexuellen Kontakten von Person zu Person weitergegeben. Einige kdnnen aber auch
von infizierten Muttern wahrend der Schwangerschaft oder der Geburt auf ihre Kinder
Ubertragen werden. Zu den durch Bakterien verursachten Geschlechtskrankheiten
zahlen u. a. Syphilis (durch Treponema pallidum), Gonorrhoe (durch Neisseria
gonorrhoeae), Ulcus molle (durch Haemophilus ducreyi) und Infektionen mit
Chlamydia trachomatis (siehe Kap. 1.2.1). AuRerdem konnen Viren (z. B. humanes
Immundefizienz-Virus (HIV), Herpes simplex Virus Typ 2, humanes Papillomavirus,
Hepatits B Virus, Zytomegalievirus) oder Pilze (z. B. Candida albicans) sowie

Protozoen (z. B. Trichomonas vaginalis) Verursacher von STDs sein [1, 2].

Da immer mit Mehrfachinfektionen gerechnet werden muss, empfiehlt u. a. das
Robert Koch-Institut (RKI) bei Patienten mit Gonorrhoe oder einer
Chlamydieninfektion zwei bis vier Wochen nach Therapie ein Screening auf Syphilis
und das humane Immundefizienz-Virus (HIV) durchzufuhren [3]. STDs spielen in
Bezug auf eine HIV-Infektion auch dahingehend eine Rolle, dass eine unbehandelte
genitale Infektion das Risiko des Erwerbes (u. a. durch Stérung der Mukosabarriere
und durch erhdéhte Anzahl an CCR5-positiven CD14-Zellen [4, 5]) sowie auch der
Ubertragung von HIV (z. B. erhdhte Virusreplikation bei Herpes simplex Virus Typ 2
Koinfektion [6]) steigert [7].

Die Verbreitung der STDs in Deutschland beleuchteten Sentinel-Untersuchungen
des Robert Koch-Institutes. Im Zeitraum von November 2002 bis Juli 2004 wurden
insgesamt 3.021 Falle von STDs gemeldet. Eine Chlamydieninfektion hatte in dieser
Erhebung einen Anteil von 21,3 % und stellte somit noch vor der Gonorrhoe (15,2 %)
und der Syphilis (15,6 %) die haufigste STD dar [8]. Von Januar 2003 bis Juni 2005
stieg der Anteil der Chlamydieninfektion auf 25 %. Laut des Robert Koch-Institutes
konnten die Chlamydieninfektionen hierbei eher untererfasst sein, womit die
Bedeutung der Chlamydiose unter den sexuell Ubertragbaren Erkrankungen in

Deutschland umso deutlicher wird [9].
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1.2 Die Familie der Chlamydiaceae

Der Familie der Chlamydiaceae gehoren humanpathogenen Spezies an, welche der
Gattung der Chlamydia und Chlamydophila zuzuordnen sind [10]. Die
humanpathogenen Spezies Chlamydia trachomatis (C. trachomatis), Chlamydophila
pneumoniae und Chlamydophila psittaci sind ursachlich fir unterschiedliche

Krankheitsbilder und typisch fur verschiedene Infektionsorte (vgl. Tab. 1) [11].

Tab. 1: Humanpathogene Spezies der Gattung der Chlamydia und Chlamydophila mit den
durch sie verursachten Krankheitsbildern und deren Komplikationen [1, 11, 12].

SPEZIES KRANKHEITSBILDER KOMPLIKATIONEN
Chlamydia Urogenitalinfektionen Aszendierende Infektion, Sterilitat,
trachomatis (Serovar D-K) Extrauteringraviditat, Infertilitat,

Harnrohrenstrikturen, Perihepatitis,
reaktive Arthritis, Reiter-Syndrom
(Trias: Arthritis, Konjunktivitis,
Urethritis).

Neugeboreneninfektionen
(Serovar D-K)

Einschlusskorperchen- Pannusbildung
konjunktivitis (Serovar D-K)

Lymphogranuloma Fisteln, Strikturen, Elephantiasis
venereum (Serovar L1-L3) |genitoanorectalis
Trachom (Serovar A-C) Entropium, Pannusbildung, Erblindung
Chlamydophila | Atypische Pneumonie
pneumoniae
Chlamydophila | Atypische Pneumonie, Kreislaufdekompensation,
psittaci Ornithose Myokardschaden, Thrombophlebitis

Neben Pneumonien, die durch Chlaymdophila pneumoniae und Chlamydophila
psittaci hervorgerufen werden, fuhrt C. frachomatis zu okularen und urogenitalen
Infektionen  sowie  auch  Neugeboreneninfektionen  (vgl. Kap. 1.2.1).
Chlamydophila pneumoniae wird auch als Kofaktor bei der Entstehung der koronaren
Herzkrankheit diskutiert [1].

Chlamydien sind gramnegative, unbewegliche Bakterien und leben aufgrund

fehlender eigener ATP-Synthese obligat intrazellular [13]. Es gibt zwei
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Erscheinungsformen der Chlamydien: das extrazellulare Elementarkorperchen stellt
die infektiose Form dar. Es gelangt Uber Phagozytose in die Zielzelle und wandelt
sich dort zum nichtinfektidsen Initialkérperchen um, welches sich durch Teilung
vervielfaltigt. Durch Ruptur der Reproduktionsvakuole, dem Einschlusskoérperchen,
werden die durch erneute Umwandlung (Kondensation) gebildeten

Elementarkdrperchen frei und infizieren weitere Zielzellen [2].

1.2.1  Chlamydia trachomatis

1957 wurde Chlamydia trachomatis erstmals von Tang und Mitarbeitern isoliert [14].
Inzwischen sind Uber 20 Serovare von C. trachomatis bekannt [15, 16, 17], welche
sich in drei den Krankheitsbildern entsprechende Untergruppen gliedern lassen:
Serovar A-C (Trachom), Serovar D-K (Urogenital- und Neugeboreneninfektionen,
Einschlusskorperchenkonjunktivitis)  und die L-Serovare (Lymphogranuloma
venereum) (vgl. Tab. 1) [2,18]. Zusatzlich gibt es durch genetische Analysen
entdeckte Mosaik-Typen, die sich aus verschiedenen Serovaren zusammensetzen:
den B/D-Mosaiktyp [19], den Ba/D-Mosaiktyp [20], und L1/L2-Mosaiktypen [21].

Ubertragen werden die Erreger sexuell, durch Schmierinfektion oder wahrend der
Geburt. Der Mensch ist alleiniges Erregerreservoir. Die Inkubationszeit betragt in der
Regel fur eine urogenitale Infektion mit den Serovaren D-K ein bis drei Wochen,
maximal bis zu sechs Wochen [1]. Fir eine Lymphogranuloma venereum (LGV)-

Infektion zeigt sich eine Inkubationszeit von 3-30 Tagen [22].

In den westlichen Landern sind v. a. die Urogenital- und Neugeboreneninfektionen,
hervorgerufen durch die Serovare D-K, von Bedeutung. Dahingegen spielt in den
tropischen Landern zusatzlich u. a. das durch die Serovare L1-L3 verursachte

Lymphogranuloma venereum eine grof3e Rolle (vgl. Kap. 1.2.1.1) [11].

Der haufig asymptomatische Verlauf der Urogenitalinfektion (bei Frauen in bis zu
80 % der Falle) bleibt oft unerkannt und kann untherapiert oder inadaquat behandelt
z. B. zu Extrauterin-Graviditat, tubarer Infertilitdt oder chronischen Bauchbe-
schwerden flhren [1, 8]. Eine reine klinische Diagnostik kann also haufig

unzuverlassig und nicht ausreichend zielfihrend sein.
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1.2.1.1 Lymphogranuloma venereum

Fir die sexuell Ubertragbare Erkrankung Lymphogranuloma venereum (LGV) sind
die Serovare L1, L2, L2a, L2b und L3 verantwortlich [15, 17, 22].

Der Krankheitsverlauf des Lymphogranuloma venereum kann in drei Stadien
eingeteilt werden. Nach einer Inkubationszeit von 3-30 Tagen kommt es an der
Eintrittspforte des Erregers (bei Mannern typischer Weise die Vorhaut oder die Eichel
des Penis; bei Frauen meistens die Vulva, die Vaginawand oder die Zervix uteri) zu
einer papuldsen, schmerzlosen und selbstlimitierenden Primarlasion, welche ulzeros
zerfallen und unbemerkt oder gar nicht auftreten kann. Nach einigen Wochen kommt
es im zweiten Stadium zu einer Lymphadenopathie teils begleitet von systemischen
Zeichen wie Fieber, Myalgien und/oder Kopfschmerzen. Es kdnnen die inguinalen
Lymphknoten (meist unilateral und haufiger bei Mannern), der Anus, das Rektum
oder bei extragenitaler Eintrittspforte auch andere Lymphknotenregionen betroffen
sein. Bei Patienten, die analen Sexualverkehr hatten, kann eine Proktitis auftreten
[22].

In einer Studie aus Rotterdam konnten Hinweise gefunden werden, dass eine LGV-
Proktitis mehr rektale Symptome wie Schmerzen und auch haufiger andere klinische
Manifestationen wie z. B. Blutungen zeigte als eine rektale Infektion mit den
Serovaren D-K [23].

Erfolgt keine Therapie, geht die Krankheit in ein chronisches Stadium Uber, welches
mit fibrésen Einschlissen der Lymphbahnen einhergeht, woraus sich eine
Elephantiasis der betroffenen Korperregionen entwickeln kann. Bei Befall des

Rektums kann es zu Strikturen und Fisteln kommen [2, 22].

Differentialdiagnostisch missen bei genitalen Ulcera u. a. folgende Infektionserreger
bertcksichtigt werden: Herpes simplex Virus Typ 2 (Herpes genitalis), Haemophilus
ducreyi (Ulcus molle), Calymmatobacterium granulomatis (Granuloma inguinale) und
Treponema pallidum (Syphilis). Im Stadium der Lymphadenopathie muissen
wiederum genitale Infektionen wie z. B. das Ulcus molle, Herpes genitales oder
Syphilis sowie auch andere entziindliche Herde bedacht werden. Bei generalisierter
Lymphadenopathie spielen differentialdiagnostisch zusatzlich u. a. eine HIV-Infektion

oder ein Lymphom eine Rolle [22].
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Lymphogranuloma venereum zahlt zu den meldepflichtigen Erkrankungen, wenn
zwei oder mehr gleichartige Erkrankungen auftreten und diese wahrscheinlich in

epidemiologischen Zusammenhang stehen [24].

1.2.1.2 Therapie

Die Therapie einer Infektion mit C. trachomatis erfolgt iUber mindestens zwei Wochen
mit Tetrazyklinen (z. B. Doxycyclin), Makroliden (z. B. Erythromycin oder
Azithromycin) oder Chinolonen (z. B. Levofloxacin) [11], wobei eine einmalige Gabe
von 1 g Azithromycin zur Therapie der unkomplizierten urogenitalen Infektion mit

C. trachomatis ausreicht [24].

Eine Sonderstellung nimmt die Behandlung des Lymphogranuloma venereum ein,
wo als Mittel der Wahl eine Therapie mit Doxycyclin 100 mg zweimal taglich Gber
mindestens 21 Tage qilt [25]. Abweichend ist auch hier die Gabe von anderen
Antibiotikaklassen, z. B. Makroliden (z. B. Erythromycin) oder Cephalosporinen

(z. B. Ciprofloxacin) moglich [1].

1.2.1.3 PraventivmalBnahmen

Zur Vermeidung genitaler Chlamydieninfektionen ist ein wichtiger Schritt die
allgemeine Aufklarung sowie Information Uber die Vermeidung von sexuell
Ubertragbaren Krankheiten und die Expositionsprophylaxe [24]. Seit 1995 ist eine
Screening-Untersuchung fur Schwangere in den Mutterschaftsrichtlinien verankert
und in Deutschland in die Schwangerenvorsorge integriert [26]. Eine rechtzeitige und
adaquate Therapie der Schwangeren kann so Neugeboreneninfektionen verhindern
[24]. Die Mitbehandlung der Sexualpartner innerhalb der letzten 60 Tage bei
vorliegender Infektion ist immer empfehlenswert [24].

Besonders entscheidend sind praventive MalRnahmen bei Risikopatienten. Als
Hauptrisikofaktor fur eine Infektion mit C. trachomatis zahlt das Alter [27]. So zeigte
eine Beobachtung an jungen Madchen in Berlin eine steigende Pravalenz mit
zunehmendem Alter wahrend der Pubertat [28]. Risikofaktoren flr eine
Chlamydieninfektion sind auRerdem u. a. haufig wechselnde Sexualpartner und
fehlender Gebrauch von Kondomen [27]. Eine Studie von Dunne und Mitarbeitern

zeigte so z. B., dass eine signifikante Assoziation zwischen dem konsequenten

5



Einleitung

Gebrauch von Kondomen und einer 90 % igen Reduktion der Infektionspravalenz mit
C. trachomatis bei exponierten Patienten besteht [29]. Eine entscheidende
Zielgruppe der Pravention sind HIV-positive Patienten (vgl. Kap.1.1) und MSM,
welche einen hoheren Anteil v. a. an einer Infektion mit dem Serovar L2 haben, was

verschiedene epidemiologische Untersuchungen zeigten (vgl. Kap. 1.3).

1.2.1.4 Diagnostische Méglichkeiten einer Infektion mit Chlamydia trachomatis

Zur Diagnose einer Infektion mit C. trachomatis stehen unterschiedliche Verfahren
zur Verfugung. Der Organismus kann in klassischer Zellkultur vermehrt werden unter
Infektion von z. B. HeLa-229- oder McCoy-Zellen [22, 30, 31], die nach zwei Tagen in
der Immunofluoreszenz auf das Vorhandensein von Einschlusskorperchen

untersucht werden.

Die serologische Diagnostik einer Chlamydieninfektion kann durch genus-spezifische
Tests (z. B. Komplementfixation) erfolgen, welche eine Infektion mit einer
Chlamydiaceae-Spezies nachweisen, aber nicht zwischen einer Infektion durch
Chlamydia trachomatis, Chlamydophila psittaci und Chlamydophila pneumoniae

differenzieren kdnnen [22, 32].

In der C. trachomatis Diagnostik wurde in den 60er Jahren von Wang und
Mitarbeitern der ,mouse toxicity prevention test” (MTPT) etabliert [33, 34] und in den
70er Jahren folgten von der Arbeitsgruppe Wang Experimente mit
Mikroimmunfluoreszenz-(MIF)-Untersuchungen [33, 35, 36]. Die polyklonalen
Antikérper wurden im Verlauf durch spezifischere monoklonale Antikérper ersetzt
[33, 37, 38]. Lange galt die spezies-spezifische MIF-Untersuchung als Goldstandard
der Chlamydiendiagnostik [39-41]. Auch Enzym-gekoppelte Immunadsorptionstests

kommen zum Einsatz [13, 39, 42].

Immunologische wie auch genetische Methoden basieren in vielen Fallen auf dem
Nachweis des ,major outer membrane proteins® (MOMP) bzw. des MOMP
kodierenden omp-1-Gens [33, 43-45]. Zielsequenzen zur Sero- und Genotypisierung

liegen in den variablen Regionen des omp-1-Gens [18, 22, 43, 46-49].

Die immunologische Differenzierung der verschiedenen Serovare von C. frachomatis
wurde bis zur Etablierung der Sequenzierung genutzt [33]. In neuerer Zeit kommen
zunehmend molekularbiologische Methoden zur Anwendung [33].

6
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Eine wichtige Rolle spielt seit der Erfindung durch Mullis in den 80er Jahren in der
molekularbiologischen medizinischen Diagnostik die Polymerasekettenreaktion
(PCR) [50]. Die PCR ist ein sensitives molekulargenetisches Nachweisverfahren fur
die in vitro Vervielfaltigung spezifischer Nukleinsaureabschnitte. Zyklisch wird die von
den Primerpaaren eingerahmte Gensequenz unter Verwendung der vier
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) bei Anwesenheit von
Magnesium-lonen mit Hilfe der thermostabilen Tag-DNA-Polymerase aus Thermus
aquaticus vervielfaltigt. Im ersten Schritt werden die Wasserstoffbriickenbindungen
der DNA-Doppelstrange einer Probe bei 95 °C getrennt (Denaturierung). Nach
Senkung der Temperatur unter die Schmelztemperatur der Primer kdnnen diese an
die fur sie spezifische Sequenz binden (Primerhybridisierung) und die Tag-DNA-
Polymerase verlangert in 3‘-Richtung den so begonnenen zweiten Strang
(Elongation). Alle neu gebildeten Amplikons dienen in nachfolgenden Zyklen als

Matrize, so dass die Zielsequenz exponentiell vervielfaltigt wird.

Am hiesigen Institut wurde 2003 eine TagMan-PCR zur Detektion urogenitaler Keime
etabliert, die den Nachweis von C. trachomatis Uber Amplifikation eines omp-1-
Genbereichs ermdglicht, jedoch keine Differenzierung der vorliegenden Serovare
zuliel® [51].

Das Prinzip der TagMan-PCR (siehe Abb. 1) beruht auf dem Einsatz einer Sonde mit
einer spezifischen Sequenz, welche in dem von den verwendeten Primern
begrenzten DNA- Abschnitt bindet.
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Forward-
Primer R
Sonde
5 > N\ )3
3 5
5 3
< )
Reverse- .
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Forward- R ™
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Reverse- .
Primer SChrltt 2
|
- Q
Forward- R ) ¥
Primer N
S >
3 5
5 3
< 5
Reverse- )
Primer SChl‘Itt 3

Abb. 1: Prinzip der TagMan-PCR.

Schritt 1: Bindung der Sonde. Die Fluoreszenz des Reporters (R) wird vom Quencher (Q) unterdrickt;
Schritt 2: Tag-Polymerase (5'-Nukleaseaktivitat) spaltet wahrend der Elongation den Reporter ab;
Schritt 3: Mit zunehmendem Abstand zwischen Reporter und Quencher nimmt die Intensitat des
fluoreszierenden Signals zu und wird aufgezeichnet.

An der Sonde befindet sich an ihrem 5'-Ende ein Reporter und an ihrem 3'-Ende ein
Quencher. Das fluoreszierende Signal entsteht erst, wenn bei der Amplifikation durch
die Tag-DNA-Polymerase der Reporter der gebundenen Sonde vom Quencher
abgespalten wird und somit die Fluoreszenz des Reporters durch raumliche
Entfernung vom Quencher nicht mehr unterdrickt werden kann. Software-gestutzt
wird die Intensitat des fluoreszierenden Signals in jedem Elongationsschritt der PCR

aufgezeichnet. Ist die zu detektierende DNA nicht vorhanden, kommt es im Idealfall

8



Einleitung

zu keinem Signal. Es konnte aber auch ein sehr spates Signal gemessen werden,

das auf der Amplifikation unspezifischer Fragmente beruht.

Um den Zyklus zu bestimmen, ab dem eine logarithmische Fluoreszenzzunahme zu
messen ist, wird Software-gesteuert in jeder Real-time PCR der Threshold-Cycle
(Schwellenwert-Zyklus) festgelegt. Eine Probe gilt ab dem Zyklus als positiv, in
welchem ihre Amplifikationskurve die Threshold-Gerade schneidet (CT-Wert der
Probe).

Zur Bestimmung der in der eingesetzten Patientenprobe vorhandenen Bakterienzahl
konnen Plasmide mit bekannter Kopienzahl als Quantifizierungsstandards eingesetzt

werden, die das jeweilige PCR-Produkt als Insert enthalten.

Um eine ausreichende Qualitat des Abstrichs und des damit vorliegenden Materials
zu gewahrleisten und aufRerdem die Inhibition der PCR-Reaktion auszuschlief3en,
kann die Detektion des humanen gap-Gens dienen. Es ist ein in allen Zellen
vorhandenes Gen, welches fur die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

kodiert, das als Enzym der Glykolyse lebenswichtig ist (vgl. auch Kap. 3.1).

Speziell Infektionen durch die LGV-Serovare wurden friher durch den Frei-Hauttest
nachgewiesen, welcher vom Prinzip dem Tuberkulin-Hauttest ahnelt [22]. Heute ist
dieses Verfahren nicht mehr Ublich. Ersetzt wurde es u. a. durch Betrachtungen der
untersuchten Antikorpertiter. So weist ein Antikorpertiter von Uber 1:128 in einer MIF-

Analyse beispielsweise auf eine LGV-Infektion hin [22, 52, 53].

2005 berichtete die Arbeitsgruppe von Morré Uber die Etablierung einer TagMan- und
einer Rotorgene-PCR, die als Zielgen das polymorphic protein H (pompH)-Gen nutzt,
welches fur das polymorphe Protein H kodiert [54]. Fur C. trachomatis wurden bisher
9 pmp-Gene identifiziert [55, 56], welche 3,15 % seiner Kodierungskapazitat

ausmachen [57].

Betrachtet man den phylogenetischen Stammbaum des pmpH-Gens (siehe Abb. 2),
zeigt dieser eine Aufteilung der Serovare in die entsprechenden Gruppen der
Krankheitsbilder wie in Kapitel 1.2.1 beschrieben [58, 59].
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Urogenital-/Neugeborenen
infektionen, Einschluss-
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Abb. 2: Phylogenetischer Stammbaum der C. trachomatis Serovare basierend auf den
Sequenzen des pmpH-Gens [58, 59].

Diese damit verbundene genetische Abtrennung der Lymphogranuloma venereum-
Serovare stellte einen Ansatzpunkt fur molekulargenetische Experimente von Morré
und Mitarbeitern dar und erlaubte eine Abgrenzung der L-Serovare von den anderen

C. trachomatis Serovaren durch die entwickelte Real-time PCR.

2007 entwickelten Chen und Mitarbeiter als weiteren Fortschritt eine Multiplex-
Real-time PCR am pmpH-Gen, welche die LGV-Serovare detektiert und gleichzeitig
von den Nicht-LGV-Serovaren differenziert [60]. Im August 2008 folgte eine weitere
Veroffentlichung der Arbeitsgruppe Chen Uber eine Quadriplex-Real-time PCR, die
LGV- und Nicht-LGV-Serovare sowie Mischinfektionen detektiert und in welcher eine
menschliche DNA-Kontrolle zwecks Ausschluss einer PCR-Inhibierung und der

Zuordnung des Probenmaterials integriert ist [61].

So zeigten sich in den vergangenen Jahren bedeutende Fortschritte in Bezug auf

zeitliche und organisatorische Aspekte in der Diagnostik des LGV.

1.3 Epidemiologische Hintergriinde

Die Bedeutung von C. frachomatis in der westlichen Welt wird deutlich durch die
Tatsache, dass eine C. trachomatis-Infektion die haufigste Ursache fur eine
Geschlechtskrankheit in Europa und auch den United States of America (USA) ist [1].
Eine Infektion mit den L-Serovaren und das damit assoziierte Krankheitsbild des

Lymphogranuloma venereum sind in Teilen von Sudamerika, Afrika, Asien und der
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Karibik endemisch vorzufinden, spielten aber in den Industrielandern weiterhin eine

untergeordnete Rolle [22].

Interessant ist die Entwicklung der L2-Serovar Verbreitung in Europa in den letzten
Jahren. 2003 erschien ein Fallbericht Uber den ersten in einer Rotterdamer Klinik
diagnostizierten LGV-Fall durch das L2-Serovar bei einem bisexuell orientierten
Mann, der aulRerdem eine HIV-positive Serologie aufwies [62]. WeiterfUhrende
Untersuchungen in den Niederlanden sicherten zwischen April und Dezember 2003
weitere LGV-Infektionen [63]. Durch diese Berichte alarmiert, konnten retrospektiv
zusatzliche LGV-Falle fur das Jahr 2003 identifiziert werden [64]. Bis September
2004 waren schon 62 gesicherte LGV-Infektionen aktenkundig, wobei 23 von

30 MSM-Patienten, von denen eine HIV-Serologie vorlag, HIV-positiv waren [64].

Auch in Deutschland wurde 2003 Uber eine zunehmende Fallzahl an LGV in
Hamburg berichtet [65] und in Ulm erweckte ein LGV-Fall ebenfalls das
wissenschaftliche Interesse [66]. Dem Robert Koch-Institut wurden zwischen
Mai 2004 und November 2005 insgesamt 78 LGV-Falle gemeldet, von denen 61
durch eine Genotypisierung als LGV-Falle zu bestatigen waren, welche alle dem
Serotyp L2 zugeordnet werden konnten. 50 der gesicherten Falle betrafen MSM, bei
elf Fallen blieb die sexuelle Orientierung unbekannt. 42 gesicherte LGV-Patienten
hatten einen HIV-positiven Serostatus [67]. Die Ergebnisse lieRen vermuten, dass

LGV unter MSM im Beobachtungszeitraum endemisch geworden sein kdnnte [67].

Passend zu der Entwicklung in Deutschland wurden auch in Frankreich, England und
Spanien LGV-Infektionen diagnostiziert [68-70].

Auch aulderhalb Europas gewannen die LGV-Infektionen und speziell die Infektionen
mit dem L2-Serovar an Bedeutung. So wurde im August 2004 in Melbourne
(Australien) bei einem Patienten das L2-Serovar nachgewiesen [71]. Eine
Untersuchung zwischen Oktober 2005 und Juli 2006 in Darlinghurst (Australien)
konnte vier L2b-Infektionen bei HIV-positiven MSM nachweisen [72]. 22 LGV-Falle

weckten in Canada zwischen Februar und Mai 2005 das Interesse [73].

Auffallig waren die Dominanz des L2b-Serovars in vielen Berichten und die Haufung
der LGV-Falle in der Gruppe der MSM und unter HIV-infizierten Patienten [vgl. 68-70,
72]. Morré und Mitarbeiter konnten die immense Bedeutung der L2b-Variante sowohl

bei den neueren LGV-Infektionen in Amsterdam als auch bei den retrospektiv
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betrachteten Fallen von 2000 und sogar von 1980 in San Francisco in einer Studie
zeigen [74]. Die in Kapitel 1.2.1.1 bereits erwahnte Studie aus Rotterdam beschrieb
eine signifikante Assoziation einer Proktitis durch L(2b)-Serovare mit einer HIV-
positiven Serologie und mit einer hohen Sexualpartnerzahl in den letzten sechs
Monaten [23].

Insgesamt kann also davon ausgegangen werden, dass eine Infektion mit dem
Serovar L2b in Europa zunehmend an Bedeutung gewinnt und vor allem in der
Bevolkerungsgruppe der MSM und unter Patienten mit einem positiven HIV-

Serostatus eine wichtige Rolle spielen wird.

1.4 Ziel dieser Arbeit

In Anbetracht der epidemiologischen Entwicklung (siehe Kap. 1.3) ist eine schnelle
und zuverlassige Identifizierung und Differenzierung der LGV-Serovare von
C. trachomatis winschenswert, um Patienten adaquat therapieren zu kénnen und so
eine weitere Ausbreitung bestmoglich einzudammen. Das Ziel dieser Arbeit war die
Entwicklung und Etablierung einer TagMan-PCR, die C. frachomatis zuverlassig
detektiert und gleichzeitig eine Aussage Uber die Zuordnung zu den LGV-
assoziierten-Serovaren ermdglicht als auch die Etablierung von TagMan-PCRs zur

Identifizierung und Differenzierung der L-Serovare L1, L2 und L3.
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2 Material und Methoden
Material

21

2.1.1 Bakterienstamme

BAKTERIENART/
MIKROORGANISMUS

QUELLE/ REFERENZ

E.coli-Stamm DH5a

Gibco BRL Life Technololgies

Chlamydia trachomatis: Serovar L2b

Patientenisolat SP-234 (2004) des
Institutes fur Medizinische Mikrobiologie
und Krankenhaushygiene, Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf

Chlamydia trachomatis:
SerovarD, E, F, G, J

T. Meyer, Labor Lademannbogen,
Hamburg

Chlamydia trachomatis:
Serovar L1-, L2- und L3

Servaas A. Morré
(Amsterdam, Niederlande)

Chlamydophila pneumoniae
(TW-183)

Institut fur Medizinische Mikrobiologie,
Friedrich-Schiller-Universitat, Jena

Chlamydophila pneumoniae, Chlamydia
muridarum, Chlamydophila pecorum,
Chlamydophila psittaci

Servaas A. Morré
(Amsterdam, Niederlande)

Acinetobacter baumannii
Campylobacter jejuni
Candida albicans
Enterococcus faecalis
Escherichia coli
Haemophilus influenza
Klebsiella pneumoniae
Lactobacillus casei
Mycoplasma genitalium
Mycoplasma hominis
Mycoplasma pneumoniae
Neisseria meningitidis
Pasteurella multocida
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella enteritidis
Shigella sonnei
Staphylococcus aureus
Streptococcus agalactiae
Ureaplasma parvum
Ureaplasma urealyticum

Stammsammlung des Institutes fur
Medizinische Mikrobiologie und
Krankenhaushygiene, Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf
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2.1.2  Klonierungsvektoren
= RESISTENZ- QUELLE/
PLASMID GROSSE GEN CHARAKTERISTIKA REFERENZ
, Promega,
0GEM®-T | 3003 bp Amp lacZGen, T7-und | 1 dison, W,
SP6- Promotor, f1-ori
USA
® , i Promega,
PCGEM™T | 3315 bp Amp lacZ’Gen, T7-und |\ vicon. W,
Easy SP6- Promotor, f1-ori
USA
21.3 Enzyme
ENZYM FIRMA

Pvull (Restriktionsendonuklease)

Fermentas, Burlington, Ontario, Canada

Tag-DNA-Polymerase

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

T4-DNA-Ligase

Roche, Basel, Schweiz

EcoRI (Restriktionsendonuklease)

Roche, Basel, Schweiz

Proteinase K

Roche, Basel, Schweiz

RNAse A Roche, Basel, Schweiz
214 DNA-Marker (Langenstandards)

NAME GROSSEN IN BP FIRMA
MassRuler™ Fermentas,
DNA Ladder || [ <o :c e Burlington,
Mix | Ontario,
50 bp (a) Canada
MassRuler™ e
DNA Ladder »

Mix _ 400
100 bp (b) 20

a)
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215 Ausgewahlte Sequenzen der Datenbank des

»National

Biotechnology Information“ (www.ncbi.nlm.nih.gov)

C. trachomatis |Akzessionsnummer |Akzessionsnummer
Serovar MOMP-Gen pmpH-Gen
A DQ064279 AY184155
B DQ064281 AY184156
Ba DQ064282 AY184157
C DQ064298 AY184158
D AF414953 AY184159
Da AF063209

E AF063211 AY184160
F DQ064287 AY184161
G AF063199 AY 184162
H DQ064289 AY184163
I DQ063200 AY 184164
la DQ063201

J DQ064292 AY184165
Ja AF202458

K DQ064293 AY184166
L1 DQ064294 AY184167
L2 DQ064295 AY184168
L2a AF304858

L2b DQ217607 EF534758
L3 DQ064296 AY184169

Center of

2.1.6 Mastermixe

Die Sybergreen- (RT-SN2X+NRFL) und Universal-Mastermixe (ohne ROX)
(RT-QP2X-03NR) fur Real-time PCR wurden von der Firma Eurogentec (Seraing,

Belgien) bezogen.

2.1.7 Primer und Sonden

Die Primer und Sonden wurden von der Firma Metabion (Planegg-Martinsried,
Deutschland) und Eurogentec (Seraing, Belgien) bezogen und mit dem vom
Hersteller angegebenen Volumen Aqua dest. auf 100 pmol/ul (100 uM) verdunnt.
Aus diesen Stocklosungen wurden durch Verdinnung mit 10 mM Tris/HCI (pH 7,5)

die Gebrauchslésungen der Primer auf 3 uM und die der Sonden auf 2 uM eingestellt.
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Tab. 2: Primer und Sonden.

ZIEL-

AKZESSION-

GEN-

PCR GEN NUMMER |REGION NAME SEQUENZ 5 — 3
CTra |MOMP |(AF063200) 124-193 |CTra-F |GGT TTC GGC GGA GAT CCT
CTra-R1 |AGT AAC CAA CACGCATGC TGA T
CTra-R2 |AGT AAC CCA TACGCATGC TGA T
CTra-S |FAM- CTT GCA CCA CTT GGT GTG ACG C-
TAMRA
LGV1 |pmpH |L1 AY184167 |364-439 |LGV-F1 |TCT CCT TTA TCT ACT GTG CCA ACC T
L2 AY184168 LGV-R1 |TAG ACC CTT TCC GAG CATCAC T
L3 AY184169 LGV-S1 |HEX- TCA TCA ACT CCG CCT GCT CCA ACA
L2b EF534758 G-BHQl
LGV2 |pmpH |L1 AY184167 |377-438 |LGV-F2 |CTG TGC CAA CCT CAT CAT CAA
L2 AY184168 LGV-R2 |AGA CCC TTT CCG AGC ATC ACT
L3 AY184169 LGV-S23|HEX- CCG CCT GCT CCA ACA GTT AGT GAT
L2b EF534758 G-BHQ
LGV3 |pmpH |L1 AY184167 |378-436 |LGV-F3 |TGT GCC AAC CTC ATC ATC AAC
L2 AY184168 LGV-R3 |ACC CTT TCC GAG CATCAC TAAC
L3 AY184169 LGV-S23|HEX- CCG CCT GCT CCA ACA GTT AGT GAT
L2b EF534758 G-BHQ
K+ gap BT006893 162-221 |Gap-F  |CCA CCC ATG GCA AAT TCC
Gap-R |ATG GGA TTT CCA TTG ATG ACA AG
Gap-S |FAM-TGG CAC CGT CAA GGC TGA GAA CG-
BHQI
L1 MOMP |DQ064294 449-532 |L1-F CAG CAT CTT TCA ACT TAG TTG GGT TA
L1-R AGC TCA TATTTG GTA CAG CATCCT T
L1-S HEX- TCG GAG ATA ATG AAA ATC AAA GCA
CGG TCA-BHQI
L2 MOMP |DQ064295 449-542 |L2-F CAG CAT CTT TCA ACT TAG TTG GCT TAT
L2-R TGA TCT AAG CTC ATA TTT GGT ACA AGC TTA
L2-S FAM- CGG AGA TAA TGA GAA CCA TGC TAC
AGT TTC AGA-BHQI
L3 MOMP |DQ064296 456-544 |L3-F CGC TTC CTT CAA CTT AGT TGG ATT
L3R TCA AAG CAG TGT TAG GAA CAA GCT
L3-S TET- TTC GGA ACA AAA ACA CAA TCT ACT
AAC TTT AAT ACA GCG-BHQI
L123 |MOMP |DQ064295 387-542 |L123-F | TTG GGA TCG TTT TGA TGT ATT CTG TA
DQ217607 342-497 |L2-R TGA TCT AAG CTC ATA TTT GGT ACA AGC TTA
L1L2 |MOMP |DQ064295 449-542 |L1-F CAG CAT CTT TCA ACT TAG TTG GGT TA
DQ217607 404-497 |L2R TGA TCT AAG CTC ATA TTT GGT ACA AGC TTA
L2-S FAM- CGG AGA TAA TGA GAA CCA TGC TAC

AGT TTC AGA-BHQI
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2.1.8 Kits
Kit Bestellnummer | Firma
Rapid-DNA-Ligation Kit 11635379001 | Roche, Basel, Schweiz
Nucleo-Spin Extract Il 740609.50 Macherey-Nagel, Duren,
Deutschland
High Pure Plasmid Isolation Kit | 11754785001 |Roche, Basel, Schweiz

2.1.9 Gebrauchsmaterialien, Gerate, Chemikalien
Gebrauchsmaterialien

MATERIAL FIRMA
Eppendorf-Tubes Eppendorf, Hamburg

(Safe-lock Tubes 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Parafilm M

Pechiney Plastic Packagig, Chicago,
USA

PCR-Platten mit Verschlissen

Eurogentec, Seraing, Belgien

Sterilfilter

Millipore, Schwalbach

Sterilpipetten (Costar Stripette)

Corning Incorporated, Schipol-Rijk, NL

QuarzkUvetten

Hellma, Jena, Deutschland

Geriéte

GERAT HERSTELLER
Bakterienschuttler: Gesellschaft fur Labortechnik,
GFL 3015/ GFL 3019 Burgwedel

Brutschrank (HERA cell)

Kendro (Heraeus), Langenselbold

Digitalkamera (Powershot G2)

Canon, Amsterdam, Niederlande

,Pipet-Boy*

Integra Bioscience

Real-time-PCR-Automat: iCycler/ iQ5

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

PCR-Automaten:
- T-Gradient
- T3-Thermocycler

Biometra, Géttingen, Deutschland

Photometer UV mini-1240

Shimadzu, Duisburg, Deutschland

NanoDrop ND-1000

Kisker-biotech, Steinfurt, Deutschland

Kuhlschrank

Bosch, Gerlingen, Deutschland

Mikrowelle

AEG, Nurnberg, Deutschland

Schwenker fur Gele/Membranen

GFL, Deutschland
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Elektrophoresekammern fur DNA Biozym, Hameln, Deutschland
Vortexer (MS2 Mini-Shaker) IKA®, Staufen

Waage (Precisa 600) Oehmen, Essen, Deutschland
Wasseranlage (Milli-Q-System) Millipore, Schwalbach, Deutschland
Wasserbad (thermed 5001 electr.) GFL, Deutschland

Zentrifugen:

Biofuge 13 Kendro (Heraeus), Langenselbold
Mini Spin Eppendorf, Hamburg, Deutschland
(Rotana 46RC) (Hettich, Bach, Schweiz)

Universal 32R Hettich, Bach, Schweiz

Univapo 150H Uniequip, Essen, Deutschland
Chemikalien

Alle gangigen Chemikalien wurden von den Firmen Merck, Sigma, Serva und

Invitrogen bezogen.

2.1.10 Puffer und Losungen

0, 5 x TBE-Puffer (pH 8.0): 45 mM Tris-Base

45 mM Borsaure

1 mM EDTA
6x-DNA-Probenpuffer [75]: 30 % (v/v) Glycerin

0,25 % (w/v) Bromphenolblau

0,25 % (w/v) Xylencyanol
Proteinase-K-Ldsung: 45 ml M-TE-Puffer + 5 mg Proteinase K (Roche)

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI (pH 8,0)

1 mM EDTA
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Puffer G+ (green) (Fermentas):

Puffer H (Roche):

2.1.11 Medien

10 mM Tris/HCI (pH 7,5)
10 mM MgCl;
50 mM NaCl

0,1 mg/ml  BSA

50 mM Tris/HCI (pH 7,5)

10 mM MgCl,

LB-Amp-Fliissigmedium und LB-Amp-Aqgar

LB-Amp-Flassigmedium: 1 % Natriumchlorid

0,5 %Hefeextrakt

1 % Trypton

LB-Amp-Agar enthielt 20 g Agar/Liter LB-Amp-Flissigmedium.

Zur Herstellung wurde LB-Flissigmedium bzw. LB-Agar bei 121 °C und 2 bar fur

15 Minuten autoklaviert und danach auf 48 ° C abgekuhlt. Ampicillin wurde dann in

einer Konzentration von 100 pg/ml zugegen.

SOC-Medium

2%
0,5 %
0,05 %
2,5mM
10 mM
20 mM

pH 7,0

Bacto-Trypton
Hefeextrakt

NaCl

KCI
Magnesiumchlorid

Glucose
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2.2 Methoden

2.2.1  Herkunft der Patientenproben

Das Patientenmaterial stammte von Patienten verschiedener Abteilungen des
Universitatsklinikums Dusseldorf. Dazu zahlten die Station MXI, die dermatologische,
gynakologische, urologische und gastroenterologische Klinik, die Abteilung flr

Infektiologie sowie die Augenklinik.

2.2.2 Probenaufschluss von Urethral- und Rektalabstriche

Tupfer urogenitaler und rektaler Abstriche wurden zur Diagnostik von der jeweiligen
Abteilung des Universitatsklinikums der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf in 3 ml
Transportmedium (MicroTestTMM4®, Remel) an das ,Institut fir Medizinische
Mikrobiologie und Krankenhaushygiene® der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
geschickt. Nach Suspension des Tupfer-anhaftendes Materials (durch Schutteln der
enthaltenden Glaskugelchen) wurde 1 ml der Suspension zentrifugiert (10 min,
Raumtemperatur (RT), 13.000 rpm). Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellsediment anschlieBend in 25 pl PBS-Puffer (GIBCO Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) resuspendiert. Nach Zugabe des 2x Volumens Proteinase K-Puffer
(Kap. 2.1.10) wurden die Zellen in 1h iger Inkubation bei 56 °C lysiert und die
Proteinase K anschlieRend fur 30 Minuten bei 95 °C inaktiviert. Die Probenlysate

wurden bis zum Einsatz in der jeweiligen PCR bei - 20 °C gelagert.

2.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) diente als zuverlassige Methode zum Nachweis
bekannter DNA-Sequenzen (vgl. Kap. 1.2.1.4). Als Positivkontrolle der Glte der
Abstriche diente der Nachweis des gap-Gens (homo sapiens) (vgl. Kap. 1.2.1.4
und 3.1). Um die Reinheit des jeweiligen PCR-Ansatzes zu testen, wurde als

Negativkontrolle Aqua dest. eingesetzt.
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2.2.3.1 Konventionelle PCR

Konventionelle PCR-Laufe wurden mit den PCR-Geraten T-Gradient oder T3-
Thermocycler (Biometra, Goéttingen, Deutschland) durchgefihrt und die entstandenen
PCR-Produkte danach in einer gelelektrophoretischen Auftrennung analysiert
(Kap. 2.2.8). Die PCR-Ansatze setzten sich wie in Tabelle 3 beschrieben zusammen

und wurden nach verschiedenen Temperaturprogrammen amplifiziert (siehe Tab. 4).

Tab. 3: PCR-Ansatze.

BEZEICHNUNG SUBSTANZ MENGE [pl]
PCR Nr. 1 DNA-Template 1
Forward-Primer (3 uM) 25
Reverse-Primer (3 uM) 25
Roche 2fach PCR-Mastermix 50
PCR Nr. 2 DNA-Template 10
Forward-Primer (100 uM) 1,5
Reverse-Primer (100 uM) 1,5
Roche 2fach PCR-Mastermix 75
Aqua dest. 62
PCR Nr. 3 DNA-Template 1
Forward-Primer (3 uM) 37
Reverse-Primer (3 uM) 37
Roche 2fach PCR-Mastermix 75
PCR Nr. 4 DNA-Template 1
Forward-Primer (100 uM) 0,5
Reverse-Primer (100 uM) 0,5
10fach-PCR-Puffer (Roche) 10
D NTP-Mix (200 pM) 16
Taq Polymerase (5 U/w) (Invitrogen) |1
Aqua dest. 71
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Tab. 4: PCR-Temperaturprogramme.

PCR-Temperaturprogramm| Schritt | Temperatur Zeit

Nr.1: ,tagman1.2.tmo*“ 1 95 °C 10 Minuten
2 95 °C 15 Sekunden 45 mal
3 60 °C 1 Minuten

Nr.2 1 95 °C 5 Minuten
2 95°C 15 Sekunden 45 |
3 60 °C__ |1 Minuten ma

2.2.3.2 Real-time PCR

Das Prinzip der Real-time PCR basiert auf einer proportional zu der Menge des

Amplikons zunehmenden Intensitat eines fluoreszierenden Signals (vgl. Kap. 1.2.1.4).

Zur Aufzeichnung und Auswertung der Real-time PCR-Daten wurde mit dem
Analyseprogramm ,iCycler‘/“lIQ5“ (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) gearbeitet.

Die Real-time PCR wurde wie folgt durchgeflhrt:

Schritt |Temperatur |Zeit

1 50 °C 10 Minuten

2 95 °C 10 Minuten

3 95 °C 15 Sekunden } 45 mal
4 60 °C 1 Minute

Schritt 1 dient der Zerstorung von eventuell vorhandenen Amplifikaten einer
vorherigen PCR. Da in der PCR Uridin statt Thymidin in die Amplikons eingebaut
wird, kann zu Beginn jeder neuen PCR durch die im Ansatz vorhandene Amperase
(Eurogentec, Seraing, Belgien) jedes eingeschleppte, Uridin-enthaltene Amplikon
zerstort werden und die anschlieBende Amplifikation ausschliel3lich an die Patienten-
DNA erfolgen.

TagMan-PCR

Folgende Fluoreszenzfarbstoffe wurden eingesetzt (Quelle: Metabion, Planegg-

Martinsried, Deutschland):
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Fluoreszenzfarbstoff Emission [nm] |verwendet in
6-FAM (6-Carboxy-Fluorescein) 520 gap-PCR
CTra-PCR
L2-PCR
L1L2-PCR
HEX (Hexachloro-6-Carboxy-Fluorescein) |556 LGV-PCR
L1-PCR
TET (Tetrachloro-6-Carboxy-Fluorescein) |536 L3-PCR

Die Ansatze fur die gap-, CTra-A, CTra-B, CTra-AB-, LGV1/2/3-, L1/2/3- und L1L2-
TagMan-PCR (vgl. Tab. 2, Kap. 2.1.7) wurden wie in Tabelle 5 gezeigt im Mastermix-
Raum in die Vertiefungen einer PCR-Platte pipettiert.

Tab. 5: Ansiatze zur Durchfilhrung der gap-, CTra-A/B, LGV1/2/3-, L1/2/3- und L1L2-Real-time
PCR.

gap (K*) |CTra-A [CTra-B |CTra-AB |LGV1 LGV2 LGV3 CTra-LGV |L1 L2 L3 L1L2
Universal-Mastermix
(ohne ROX) 12,5 | 12,5 | 12,54 | 12,5l 12,5 | 12,5 | 12,5l 12,5 pl 12,5l | 12,5l 12,5 | 12,5 pl
(Eurogentec)
Forward Primer (a)
Gap-F 2,5l / / / / / / / / / / /
CTra-F / 2,5l 2,5l 2,5 pl / / / 1,25 ul / / / /
LGV-F1 / / / / 2,5 pl / / / / / /
LGV-F2 / / / / / 2,5 l / 1,25 pl / / / /
LGV-F3 / / / / / / 2,5 pl / / / / /
L1-F / / / / / / / / 2,5l / / 2,5l
L2-F / / / / / / / / / 2,5 pl / /
L3-F / / / / / / / / / / 2,5 pl /
L123-F / / / / / / / / / / / /
Reverse Primer (a)
Gap-R 2,5l / / / / / / / / / /
CTra-R1 / 2,5l / 1,9 ul / / / 0,95 pl / / / /
CTra-R2 / / 2,5l 1,9 ul / / / 0,95 pl / / / /
LGV-R1 / / / / 2,5 pl / / / / / / /
LGV-R2 / / / / / 2,5 pl / 1,3 ul / / / /
LGV-R3 / / / / / / 2,5 pl / / / / /
L1-R / / / / / / / / 2,5l / / /
L2-R / / / / / / / / / 2,5 pl / 2,5l
L3-R / / / / / / / / / 2,5 pl /
Sonde (b)
Gap-S 2,5l / / / / / / / / / /
CTra-S / 2,5l 2,5l 2,5 pl / / / 1,25 pl / / / /
LGV-S1 / / / / 2,5 pl / / / / / / /
LGV-S23 / / / / / 2,5 pl 2,5 l 1,25 pl / / / /
L1-S / / / / / / / / 2,5l / / /
L2-S / / / / / / / / / 2,5l / 2,5 pl
L3-S / / / / / / / / / / 2,5l /
Aqua dest. 2,5l 2,5l 2,5l 1,25 yl 2,5 pl 2,5 l 2,5 pl 1,8 pl 2,5l 2,5yl 2,5l 2,5l

(a) Die Primer wurden in einer Konzentration von 3 pM eingesetzt. (b) Die Sonden wurden in einer
Konzentration von 2 yM eingesetzt.
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Das Pipettierschema einer 96 Well-PCR-Platte sieht z. B. fur die Durchfuhrung der
gap-, CTra-AB-, LGV2- und CTra-LGV-PCR an 20 Patientenproben (1-20) und unter
Einsatz  zweier  Quantifizierungplasmide (QP 1 und 2) und der

Negativkontrolle (K") wie folgt aus:

%) 0l©] 0] GlO]OIE]Cl0]O)] Ol
8 @) (DO @)|D](19|(19) |00 |(9)|(k)| cTmtev
¢ |@)|O®®|@|@|0|@|(9 [ ||| cTre-se
> @) (D®|®@D[(@[AD](9|09)|aD ()| ()| ev2
e |@9)@)|@|®)[(®)|19)](12)|(19|(9)|(8)|@)|k)| 9=
- @|@)|W](®)|(£)[19)](2)|(9)|(19)(8)|@)|(0)| cTratov
¢ |@|@|@[®)|(®)[19|(9|19|(9)[18)|@|()|  cTra-rs
" @)W |®|(®))19|02)](19|8) (19 |@)|k)|  Lev2

Dem jeweiligen Ansatz wurden jeweils 2,5 pyl des zu untersuchenden
Probenmaterials, der Quantifizierungsplasmide oder Aqua dest. als Negativkontrolle
hinzugefugt, so dass ein Gesamtansatz von 25 ul vorlag. Bei idealem
Versuchsablauf blieb die Fluoreszenz der Negativkontrolle bis zum letzten Zyklus

unterhalb der Threshold-Geraden.

Real-time PCR ohne Sonde

Bei Durchfuhrung einer Real-time PCR ohne TagManTM-Probe (LGV1-/
LGV2-/LGV3-PCR) wurde mit einem Sybergreen-enthaltenden Mastermix
(Eurogentec, Seraing, Belgien) gearbeitet. Sybergreen interkaliert
sequenzunabhangig in doppelstrangige DNA-Strange und entsendet ein
fluoreszierendes Signal, dessen Intensitat mit der Anzahl der vorhandenen DNA
zunimmt. In einem Sybergreen-PCR-Ansatz wurde das sonst eingesetzte Volumen

einer Sonde durch Aqua dest. ersetzt (vgl. Tab. 5).
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2.24  Nukleinsaureaufreinigung
2.2.4.1 Plasmid-DNA-Préparation aus E.coli

Die Plasmid-DNA-Aufreinigung aus Flussigkulturen Plasmid-tragender E.coli Stamme
erfolgte unter Verwendung des ,High Pure Plasmid Isolation Kits“ (Roche, Basel,
Schweiz) (vgl. Kap. 2.1.8). Dazu wurden 1,5 ml einer Uber Nacht-Kultur des
jeweiligen E. coli Klons (vgl. Kap. 2.2.6.1 und 2.2.7) zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde dann in 250 pl Suspensionspuffer des Kits

resuspendiert und nach der Herstelleranleitung der Firma Roche aufgearbeitet.

2.2.4.2 Alkalische Miniplasmid-DNA-Préparation aus E.coli

Sollte die Plasmid-DNA mittels Restriktion charakterisiert werden, wurde sie mittels

alkalischer Lyse wie folgt ,zu FulR® prapariert:

SCHRITT VORGANG

1 1,5 ml einer E. coli Flussigkultur (Kap. 2.2.6.1 und 2.2.7), 5 Minuten bei
8000-10000 rpm zentrifugieren
2 Uberstand verwerfen

3 Pellet in 300 pl Lésung 1 (50 mM Tris/HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA)
aufnehmen und 12 yl RNAse A (10 mg/ml) zugeben

4 Nach Zugabe von 300 pl Lésung 2 (0,2 M NaOH, 1 % SDS) sanft
mischen

5 Kraftig schutteln nachdem 300 ul kalte Lésung 3 (2,55 M Kaliumacetat
(pH 4,8)) zugegeben wurden

6 10-15 Minuten bei 13000 rpm zentrifugieren

7 800 ul des Uberstandes in ein neues Eppendorf Tube Uberfiihren und
640 pyl Isopropanol hinzufigen und dann leicht mischen

8 20-30 Minuten bei 4 °C und bei 13000 rpm zentrifugieren
9 Uberstand verwerfen

10 Pellets mit 500 ul eiskaltem 70 %igem Ethanol waschen
11 15 Minuten bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugieren

12 Uberstand verwerfen

13 Pellet trocknen lassen

14 Pellet in 25 pl 10 mM Tris/HCI (pH 7,5) aufnehmen
15 Bis zur weiteren Verwendung bei — 20 °C lagern
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2.2.4.3 PCR-Produkt-Aufreinigung

Zur Aufreinigung von PCR-Produkten wurde das NucleoSpin® Extract Il (Macherey-

Nagel, Duren, Deutschland) nach den Herstellerangeben verwendet.

2.2.5 Ligation

Die Ligation diente der Einbringung der zu klonierenden DNA-Fragmente (Inserts) in
Vektoren. Die Vektoren pGEM-T Easy (Abb. 3) und pGEM-T eigneten sich zur
Klonierung von PCR-Produkten besonders, da sie Uberhdngende Thymidinreste
aufweisen, welche die durch die Tag-Polymerase am 3-Ende angehangten

Adenosin-Reste binden.
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Abb. 3: p-GEM®-T Easy-Vektorkarte (Quelle: Promega, Madison, WI, USA).

Die Menge des DNA-Materials im Ligationsansatz (Tab. 6) variierte in Abhangigkeit
von der errechneten DNA-Konzentration der aufgereinigten Inserts. Ziel war ein
molares Verhaltnis des Inserts zum verwendeten Vektor von 3:1 zur Ligation
einzusetzen. Es wurde mit dem Rapid-DNA-Ligations-Kit von Roche

(siehe Kap. 2.1.8) und nach folgendem Ligationsansatz gearbeitet:
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Tab. 6: Ligationsansatz

MATERIAL MENGE [pl]
pGEM®-T Easy bzw. pGEM®-T (je 25 ng/ml) 0,5
5fach DNA-Dilutionspuffer 1
2fach T4-DNA-Ligationspuffer 5
T4-Ligase (5 U/pl) 0,5
Aqua dest. 3,5-X1
PCR-Produkt X1

Als Negativkontrolle wurde ein Ligationsansatz mit der gleichen Menge Vektor und
Aqua dest. statt Insert-haltiger Losung hergestellt. Die Ligationsdauer betrug

30-60 Minuten bei Raumtemperatur.

2.2.6  Klonierung

2.2.6.1 Transformation kompetenter E.coli-Bakterien

Dem Ligationsansatz wurden jeweils 100 ul kompetente Zellen (E.coli DH5aq; siehe
Kap. 2.1.1) zugegeben. Nach 30 minutiger Inkubationszeit auf Eis folgten
90 Sekunden bei 42 °C im Wasserbad. Nach kurzer Abkuhlung auf Eis wurden die
Ansatze in 400-600 yl SOC-Medium (Kap. 2.1.11) Uberfuhrt und 60-90 Minuten bei
37 °C geschuttelt.

Die Gesamtmenge bzw. 9/10 (450-630 pl) und 1/10 (50-70 pl) des
Transformationsansatzes wurden anschlielend auf LB-Amp-Platten (Kap. 2.1.11)
ausplattiert und Uber Nacht (bei 37 °C) inkubiert. Einzelne Klone wurden dann von
den Platten gepickt und erneut in einer Real-time PCR auf das Vorhandensein des
Inserts Uberprift und auerdem in LB-Amp-Flissigkulturmedium (Kap. 2.1.11)
kultiviert (Kap. 2.2.7).

2.2.6.2 Restriktion

Durch hydrolytische Spaltung des Plasmids an einer fur die jeweils eingesetzte
Restriktionsendonuklease spezifischen Signalsequenz entstanden wahrend der
Inkubationszeit von 1 bis 1 %2 Stunden bei 37 °C Restriktionsfragmente, die dann bei

gelungenem Ablauf durch Gelelektrophorese dargestellt werden konnten.
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Die  Erkennungssequenzen und die  Schnittstelle der  verwendeten

Restriktionsendonukleasen Pvull und EcoRI zeigt Abbildung 4.

5-CAG|CTG-3
3-GTC|GAC-5

-G AATTC-3

5
3-CTTAA G-5

Abb. 4: Erkennungssequenz und Schnittstelle der Restriktionsendonuklease Pvull (,,blunt
end“) (a) bzw. EcoRlI (5‘-iberhdangende Enden) (b).

1-2 ug Plasmid-DNA wurden mit 3 U (Units) der Restriktionsendonuklease Pvull mit
hundertprozentiger Aktivitat im Puffer G+ (Kap. 2.1.10) bzw. mit 2 U der
Restriktionsendonuklease EcoRI mit hundertprozentiger Aktivitat im Puffer H

(Kap. 2.1.10) eingesetzt.

2.2.7  Kultivierung und Lagerung der Bakterien

Kultivierunq in Fllissigmedium

Nachdem einzelne Klone mit Holzpickern von den Platten in einzelne PCR-Ansatze
getaucht wurden, wurde die Picker anschliefend in 5 ml LB-Amp-Flussigmedium
(Kap. 2.1.11) gegeben und die Klone Uber Nacht unter Schuitteln bei 37 °C kultiviert.

Anfertiqung von Gylcerinstocken zur Lagerunq der Bakterien

Zur Herstellung von Glycerinstocks zur Lagerung der E.coli Klone bei -70 °C wurden
500 ul der E.coli-Uber Nacht-Kultur zu 500 pl 100 %igem Glycerin gegeben und sanft
gemischt. Nach 30 Minuten bei Raumtemperatur wurden sie bei -70 °C eingefroren.

So wurde eine Lagerungsfahigkeit von mehreren Monaten erreicht.

Sollten die Glycerinstocks bei —20 °C gelagert werden, wurden 400 ul E.coli-Kultur
und 100 pl 100 %iges Glycerin sanft gemischt und dann ohne Zwischenschritt bei
-20 °C tiefgekuhlt. Die Lebensdauer der Bakterien war hierbei jedoch deutlich

reduzierter (Wochen bis wenige Monate).
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2.2.8 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren

In der Agarose-Gelelektrophorese konnen restringierte bzw. amplifizierte DNA-
Fragmente basierend auf unterschiedlichen Laufgeschwindigkeiten getrennt werden.
Nukleinsauren wandern wegen ihres konstanten Masse-Ladungs-Verhaltnisses
aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Ruckgrats im elektrischen Feld zur Anode. Die
Laufgeschwindigkeit ist abhangig vom Molekulargewicht und der Konformation der
DNA-Molekule, der Konzentration des Agarosegels und der Starke des elektrischen
Feldes. Je nach Grolke der zu trennenden DNA-Fragmente wurde die Agarose in

Konzentrationen zwischen 1 % und 3 % in 0,5 x TBE-Puffer (Kap. 2.1.10) verwendet.

Den DNA-Proben wurde 1/6 vol. (v/v) 6x-DNA-Probenpuffer (Kap. 2.1.10) zugesetzt
und das Gemisch in die Taschen eines horizontalen Agarosegels pipettiert. Es wurde
eine Spannung von 50 mA angelegt. Als Laufpuffer diente 0,5 x TBE-Puffer
(Kap. 2.1.10) und als Langenstandard der DNA-Marker der Firma Fermentas
(Kap. 2.1.4).

Nachdem die im Probenpuffer enthaltenen Farbstoffe (Xylencyanol und
Bromphenolblau) das Gel zu 1/3 bzw. 2/3 durchlaufen hatten, folgte die Farbung der
Gele in Ethidiumbromid-Lésung (0,1-0,5 pg Ethidiumbromid/ml) flr 15 Minuten. In
Aqua dest. wurden die DNA-freien Bereiche des Gels anschlie3end fur 30 Minuten
entfarbt. Ethidiumbromid interkaliert in doppelstrangige DNA und fluoresziert bei
Bestrahlung mit UV-Licht. Die Dokumentation der so visualisierten DNA-Fragmente

folgte mit einer Digitalkamera (Kap. 2.1.9).

2.29 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaurelosungen

DNA-Mengenabschétzung im Agaroseqel

Bei Verwendung eines DNA-Markers (siehe Kap. 2.1.4), bei welchem die in den
einzelnen Banden vorhandenen Konzentrationen vom Hersteller angegeben wurden,
konnte durch optischen Vergleich der Bandenintensitat zu einer Bande einer
unbekannten Probe auf den DNA-Gehalt der Probe geschlossen werden. Zu
bertcksichtigen war dabei die eingesetzte Menge sowohl des Markers als auch der
Probe.
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Spektralphotometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

In 100 pl Quarzkuvetten (Kap. 2.1.9) wurde photometrisch die optische Dichte (OD)
von Nukleinsaurelosungen bei 260 nm und 280 nm gemessen. Der Nullwert wurde

unter Einsatz von 100 pl des verwendeten DNA-Puffers ermittelt.

Danach wurden 5 ul Puffer entnommen und durch 5 pl der zu vermessenden DNA-
Losung ersetzt. Da das Absorptionsmaximum von DNA bei 260 nm und das von
Proteinen bei 280 nm liegt, sagte das Verhaltnis der gemessenen ODygy und OD2g
etwas uber die Reinheit der Losung aus. Ideal waren Werte zwischen 1,7 und 2,1.

KORR
)

Aus der um den Nullwert korrigierten optischen Dichte (OD2go lied sich die

Konzentration der gel6sten Nukleinsaure nach folgender Formel berechnen:

¢ [ng/ul] = OD260XORRx F x V

V =Verdlinnung (hier 20)
F =50 ng/pl fir doppelstrangige DNA

Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration mit dem Gerét ,NanoDrop ND®-1000“

Alternativ wurden die aufgereinigten Nukleinsaurelésungen mittels des NanoDrop
ND-1000-Gerates (Kap. 2.1.9) im Zentrallabor des Biologisch-Medizinischen-
Forschungszentrums (BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf vermessen,
wobei die Konzentrations- und Reinheitswerte von der dazugehoérigen Software

automatisch berechnet wurden.

2.2.10 Sequenzierung

Das Zentrallabor des Biologisch-Medizinischen-Forschungszentrums (BMFZ) der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf fuhrte die Sequenzierungen nach der
Sangermethode auf dem Gerat ,3130xI Genetic Analyser der Firma Applied
Biosystems durch. Die Sequenzierung diente der Uberprifung der klonierten

Genregionen.

30



Material und Methoden

2.2.11 Herstellung von Quantifizierungsstandards

Die Kopienanzahl pro Mikroliter der jeweiligen, zur Quantifizierung eingesetzten
Plasmide (vgl. Kap. 1.2.1.4, 3.1 und 3.4.2.1) wurde nach folgender Formel berechnet:

Kopien/ul = DNA-Konzentration [ng/pl] x (9,133 x 108/kbp (Vektor + Insert))

Im nachsten Schritt wurde die Konzentration der Plasmidlésung mit 10 mM Tris/HCI
(pH 7,5) auf eine Kopienzahl von 1 x 10"° Kopien/ul verdiinnt sowie logarithmische

Verdlinnungen von 10° bis 10° Kopien/ul mit 10 mM Tris/HCI hergestellt.

2.2.12 Computergestiitzte Analysemethoden

o Laser Gene-Programmpaket (DNASTAR, Madison, WI, USA)
o Primer Express Software (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
« iCycler/IQ5-Auswertungssoftware (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
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3 Ergebnisse

3.1 Ausgangssituation

Zu Beginn der experimentellen Arbeiten war im Institut fur Medizinische Mikrobiologie
und Krankenhaushygiene bereits eine TagMan-PCR zur Detektion von Chlamydia
frachomatis etabliert, in der eine spezies-spezifische Region des omp-7-Gens
amplifiziert wird [51]. Um alle Serovare detektieren zu kdnnen, wurde diese
CTra-TagMan-PCR unter Verwendung zweier unterschiedlicher Reverse-Primer,
CTra-R1 und -R2, durchgefuhrt (siehe Tab. 2, Kap. 2.1.7).

Um die Gute von Abstrichproben beurteilen zu kdnnen, konnte ebenfalls auf eine
bestehende TagMan-PCR als interne Positivkontrolle zurlickgegriffen werden, die

Sequenzen im humanen gap-Gen detektiert (siehe Tab. 2, Kap. 2.1.7).

Abbildung 5 zeigt die Amplifikationskurve des gap-Nachweises einer Patientenprobe
(Beispielprobe 1507) zu den Quantifizierungsstandards mit 2,5 x 10° und
2,5 x 10% Kopien/PCR-Ansatz und die Negativkontrolle. Die dazugehérigen CT-Werte

und die errechneten Kopienzahlen zeigt Tabelle 7.

Amplification Chart : Data 2006-09-07 1624.0pd
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Abb. 5: Amplifikationskurven der Patientenprobe 1507 (K*), der Negativkontrolle (K') und zweier
Standardplasmide (1 = 10° Kopien/pl; 2 = 10° Kopien/ul) in der gap-TagMan-PCR.

32



Ergebnisse

Tab. 7: Ergebnisse des gap-TagMan-PCR-Beispiels (siehe Abb. 5).

Standard 1 2,5x10° 21
Standard 2 2,5 x 102 29
Probe 1507 2,4 x 10* 24
K" (H20, Negativkontrolle) 0 - (a)

(a) ,-“: kein Schnittpunkt mit der Threshold-Geraden.

Die Daten von Morré und Mitarbeitern aus 2005 [54] stellten unseren Ausgangspunkt
zur Etablierung einer TagMan-PCR zur schnellen und zuverlassigen Diagnostik der

Lymphogranuloma venereum (LGV)-Serovare dar (vgl. Kap. 1.2.1.4).

3.2 Verwendung der CTra-AB-TagMan-PCR zur Charakterisierung der L-

Serovare

Wie eingangs bereits erlautert liegt die Zielsequenz der CTra-TagMan-PCR im omp-
1-Gen, welches das oberflachen-lokalisierte MOMP-Protein (major outer membrane
protein) kodiert. Wie in Abbildung 6 zu sehen ist, bestehen zwischen den

C. trachomatis Serovaren A-L Sequenzunterschiede in der detektierten Genregion.

GGTTTCGGCGGAGATCCTITGCGATGCTTGCACCACTTGGTGTGACGC
GGTTT[T/GGCGGAGATCCTTIGCGATGCTTGCACCACTTGGTGTGACGC
GGTTTCGGCGGAGATCCTITGCGATGCTTGCACCACTTGGTGTGACGC
GGTTTCGJTGGAGATCCTTIGCGATGCTTGCACCACTTGGTGTGACGC
GGTTTCGGCGGAGATCCTTGCGATGCTTGCACCACTTGGTGTGACGC
GGTTT[TI/GGCGGAGATCCTTGCGATGCTTGCGCCACTTGGTGT GACGC
GGTTTCGGCGGAGATCCTTGCGATGCTTGCACCACTTGGTGTGACGC
GGTTTCGHNGGAGATCCTTIGCGATGCTTGCACCACTTGGTGT GACGC
GGTTTCGGCGGAGATCCTTGCGATGCTTGCACCACTTGGTGTGACGC
GGTTTCGGCGGAGATCCTTGCGATGCTTGCACCACTTGGTGTGACGC
GGTTTCGGCGGAGATCCTTGCGATGCTTGCACCACTTGGTGTGACGC

ATCAGCATGCGTATGGGTTACT A/B/Ba
ATCAGCATGCGT[GTNGGTTACT ¢
ATCAGCATGCGTATGGGTTACT p
ATCAGCATGCGTATGGGTTACT| pa
ATCAGCATGCGTATGGGTTACT EFIG
ATCAGCATGCGTIGT[TIGGTTACT H
ATCAGCATGCGTATGGGTTACT yla
ATCAGCATGCGTATGGGTTACT JiJa
ATCAGCATGCJHCGET[TGGTTACT Kk
ATCAGCATGCGTATGGGTTACT L1/L2/L2a/L2b
ATCAGCATGCGT/GTGGGTTACT L3

* *
|CTTGCACCACTTGGTGTGACGC|
GGTTTCGGCGGAGATCCT ATCAGCATGCGTGTTGGTTACTI

CTra-S

o s M B e B e B M s B

CTra-R1

<TCAGCATGCGTATGGGTTACTI

CTra-R2

CTra-F

Abb. 6: Alignment der in der CTra-TagMan-PCR amplifizierten MOMP-Genregionen der
Chlamydia trachomatis Serovare A-L (MegAlign, DNASTAR).

Akzessionsnummern der entsprechenden Sequenzen siehe Kapitel 2.1.5. Divergente Nukleotide sind
umrahmt und Basen, in welchen sich die Reverse-Primer CTra-R1 und —R2 unterscheiden, sind
markiert (*).
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Auffallig war bei Betrachtung der Serovare L1-L3 eine abweichende Base im Serovar

L3 in Bezug zu den anderen LGV-Serovaren (L1-L2b).

Um herauszufinden, welcher Reverse-Primer am zuverlassigsten zur Detektion der
L-Serovare in der CTra-TagMan-PCR beitrugen, wurde die Amplifikationseffizienz
der Serovare L2b (stellvertretend fur L1, L2a und L2b) und L3 in einer CTra-A- (mit
Reverse-Primer CTra-R1), CTra-B- (mit Reverse-Primer CTra-R2) sowie CTra-AB-
TagMan-PCR (mit beiden Reverse-Primern) getestet (siehe Tab. 2, Kap. 2.1.7 und
Abb. 6).

Wie aufgrund der hoheren Sequenzhomologie des CTra-R2-Primers zu den
Serovarsequenzen von L1, L2a und L2b schon zu vermuten war, amplifiziert das
CTra-B-Primerpaar (CTra-F + CTra-R2) diese L-Serovare wesentlich besser als
CTra-(F+R1) (siehe Abb. 7).

AmpKfication Chart : Data 11-0ct-05 1555.0pd
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Abb. 7: Amplifikationskurven des LGV-Serovars L2b in der -, der CTra-B- und der

CTra-AB-TagMan-PCR mit Darstellung der Negativkontrollen (K’, H,0).

DNA des L3-Serovars zeigte fast identische Ergebnisse in der CTra-A- bzw. der
CTra-B-TagMan-PCR.

Wie in Abbildung 6 zu erkennen ist, passt die Sequenz des CTra-R1-Primers etwas
besser zum entsprechenden MOMP-Genabschnitts des L3-Serovars, wohingegen
die Sequenz des CTra-R2-Primers besser zur Bindung an die entsprechenden

MOMP-Genregionen in den Serotypen L1, L2 und L2b geeignet ist.
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Aufgrund dieser Erkenntnisse wurden folglich zur optimalen Detektion aller LGV-
Serovare, wie auch der Serovare A-K, beide Reverse-Primer verwendet, wobei diese

TagMan-PCR in den folgenden Kapiteln als CTra-TagMan-PCR bezeichnet ist.
3.3 Entwicklung einer TaqMan-PCR zur Identifikation der Serovare L1-L3

331 Design der LGV1-, LGV2- und LGV3-TagMan-PCR am polymorphic-
protein H (ompH)-Gen

Wie in Kapitel 1.2.1.4 erlautert, eignete sich das pmpH-Gen zur Differenzierung der
LGV-Serovare L1-L3 von den fur andere Krankheitsbilder verantwortlichen
C. trachomatis Serovaren A-K (vgl. Abb. 2, Kap. 1.2.1.4) [58, 59]. Insbesondere eine
36 bp Deletion im pmpH-Gen der L-Serovare bot eine optimale Zielsequenz fur die

jeweilige Sonde, um gezielt die Serovare L1-L3 zu detektieren (vgl. Abb. 8).

pmpH-Gen
LGV-PCR-Region
364bp AL | LGV-F1 > | LGV-S1 | LGV-R1| 475bp A-H/469bp I-K/439bp L1-L3
377bp AL | ev-r2 > 472bp A-H/ 466 bp 1K/ 436 bp L1-L3
378bp A-L | Lev-Fs > | LGV-S23 I<_GV—R3| 472bp A-H/466 bp I-K/ 436 bp L1-L3

I

386 [CCTCATCATCAACTCCGCCTGCTJTAGATCCAT/ddCC dGCTTCAAGCTCTTJATCTCAJACAGTCAGT GATGCT| A

386 [CCTCATCATCAACTCCGCCTGCTCCAGATCCAT|dCCC CGCTTCAAGCTCTTCATCTCQGACAGTGAGT GATGCT| B/Ba/C
386 ﬂT@CAACTC@C@G@CC GCACCAQQT|CC TIGCTTCAAGCTCTTTATCTCQAACAGTTAGT GATGCT D/E/FIGIH
386 [GAT QGA CAACTCQTCOAGOACCA- - - - - - Ticc

T ACAGTTAGTGATGCT| 11JIK
386 |CCTCATCATCAACTCCGCCTGCTCCA- - - - - - -|-|-|- - -
386 |[CCTCATCATCAACTCCGCCTGCTCCA- - - - - - -|-|-|- - -
386 CCTCATCATCAACTCCGdjTGCTCCA -----------
386 [CCTCATCATCAACTCCGCCTGCTCCA [=]===--- - ACAGTTAGTGATGCT| L3

LGV-S1 I TCATCAACTCCGCCTGCTCCAACAG /
N N,

LGV-S23 I CCGCCTGCTCCAACAGTTAGTGATG I

GCTTCAAGCTCTTTATCTC(G

[ - ACAGTTAGTGATGCT| L1
S - ACAGTTAGTGATGCT| L2
|- - ACAGTTAGTGATGCT| L2b

Abb. 8: Schematische Darstellung des Polymorphic Protein-H (pmpH)-Gens mit Hervorhebung
der amplifizierten Region in den LGV-PCRs (dunkelgriin markiert).

Die Primer und Sonden der LGV1-, LGV2- und LGV3-PCR sind schematisch eingezeichnet unter
Angabe der Start- und Endbasenposition im pmpH-Gen bei den verschiedenen Serovaren. Der
Sequenzabschnitt zur Selektion der LGV-Serovare ist hellgrin hervorgehoben. Die bindenden
Regionen der Sonden LGV-S1 (hellblau) und —S23 (rot) sind schematisch eingezeichnet.
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Die Vorgaben des Softwareprogramms ,Primer Express® (Kap. 2.2.12)
gewahrleisteten, dass die vorgeschlagenen Primer und Sonden arm an
Sekundarstrukturen wie intra- und intermolekulare Haarnadelstrukturen waren.
Aulerdem gab es in den 21-24 bp langen Primersequenzen keine vier aufeinander
folgenden gleichen Basen, um Leserahmenverschiebungen zu vermeiden. Die
Homologie der ausgewahlten Primer- und Sondensequenzen lag fur die Serovare L1,
L2 und L3 bei 100 %. Der Serotyp L2b zeigte eine Basenabweichung im Bereich der
Sondenbindungsregion (vgl. Abb. 8 und 10C). Als Fluorophor wurde fir beide
Sonden (LGV-S1 und LGV-S23) HEX gewahlt (siehe Kap. 2.2.3.2).

3.3.2  Spezifitat und Sensitivitat der LGV1-, der LGV2- und der LGV3-TagMan-
PCR

Um die Spezifitat der jeweiligen LGV-PCR zu testen, wurde neben C. frachomatis
DNA als Positivkontrolle auch DNA von Chlamydophila pneumoniae eingesetzt. Die
Familie der polymorphic membrane Proteine ist auch im Genom von Chlamydophila
pneumoniae verschlisselt [76+77]. Wie in Abbildung 9 deutlich an fehlender
Amplifikation zu sehen ist, konnte eine Kreuzreaktivitit von Chlamydophila
pneumoniae-DNA in den pmpH-detektierenden LGV1/LGV2/LGV3-TagMan-PCRs
ausgeschlossen werden (schwarze Kurven). Als Positivkontrollen dienten die jeweils
zugehorigen LGV-PCR-Plasmide.

Amplfication Chart : Data 20-Mar-06 1600.opd
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Abb. 9: Spezifitit der LGV1/LGV2/LGV3-TagMan-PCRs.
Als Positivkontrollen (K*) dienten die jeweils zugehérigen LGV-PCR-Plasmide.
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Zur Uberpriifung der Sensitivitat wurde stellvertretend fiir die Serotypen L1, L2 und
L3 das Serovar L3 getestet und erganzend das Serovars L2b, welches sich durch
eine Base im Bereich der Sondenbindungsregion von den anderen L-Serovaren
unterscheidet (vgl. Abb. 8).

‘ : ification Chart - Data 27-Mar-06 1625.0pd
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Abb. 10: Sensitivitidt der LGV-PCRs.

A) Amplifikationskurven der L3-DNA in der LGV1-, der LGV2- und der LGV3-TagMan-PCR mit
Darstellung der Negativkontrollen (K-). B) Gelelektrophoretische Auftrennung der aufgereinigten PCR-
Produkte des L2b-Serovars nach Amplifikation in der LGV 1-, bzw. LGV2- bzw. LGV3-PCR (siehe Kap.
2.2.3 und 2.2.8). C) Ergebnisse der Sequenzierung der L2b-Amplifikons aus der LGV1-, LGV2- und
LGV3-TagMan-PCR (siehe Kap. 2.2.3-2.2.10). Die Primer- und Sondenbindungsregionen sind
hervorgehoben. Abweichende Basen im L2b-Serovar zu den Sondensequenzen sind markiert (*). Die
Start- und Endbasenpositionen der dargestellten Genregionen im pmpH-Gen sind angegeben.

Zunachst wurden die Serovare L2b und L3 in der LGV1-/LGV2-/LGV3-TagMan-PCR
eingesetzt. Es zeigten sich signifikante Fluoreszenzstarkenanstiege in allen drei
PCR-Ansatzen. Beispielhaft sind in Abbildung 10A die Amplifikationskurven fur die
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L3-DNA dargestellt, die eine effizientere Amplifikation in der LGV1- und LGV2-PCR
gegenuber der LGV3-PCR anzeigen.

Zur Generierung von Amplikon-tragenden Plasmiden, die flr eine spatere
Quantifizierung der TagMan-PCRs bendtigt wurden, erfolgte parallel die Amplifikation
der DNAs in einer konventionellen PCR (Ansatz 1 und Temperaturprogramm 2)
(siehe Kap. 2.2.3.1). Die gelelektrophoretische Auftrennung der aufgereinigten PCR-
Produkte (siehe Kap. 2.2.4.3 und 2.2.8) des Serovars L2b zeigt Abbildung 10B. Die
zu erwartenden Langen des PCR-Produktes von 76 bp (LGV1), 62 bp (LGV2) bzw.

59 bp (LGV3) waren gut voneinander abzugrenzen.

Daraufhin wurden die gewonnenen Amplikons in den Vektor pGEM-T kloniert und in
E. coli DH5a propagiert (sieche Kap. 2.2.5 und 2.2.6). Nach Kultivierung und
Aufreinigung wurde die Plasmid-DNA inserttragender Klone zur Sequenzierung
gegeben (siehe Kap. 2.2.4, 2.2.7, 2.2.9 und 2.2.10), wobei die jeweiligen DNAs
ideale OD-260/280-Quotienten zwischen 1,88 und 1,94 aufwiesen (siehe Kap. 2.2.9).
Abbildung 10C zeigt die Sequenzierung der erfolgreich in den Vektor pGEM-T
eingebrachten Amplikons des L2b-Serovars aus der LGV1- bzw. LGV2- bzw. LGV3-
PCR. Durch ein Sternchen hervorgehoben sind die zur jeweiligen LGV-PCR-Sonden-

Sequenz abweichenden Basen im Serovar L2b.

Nach Testung der Spezifitat und Sensitivitdt konnten die LGV-PCRs in folgenden

Experimenten verwendet werden.

3.4 Entwicklung der CTra-LGV-Duplex-PCR

3.4.1 Entscheidung zur Verwendung der LGV2-TaqgMan-PCR in der CTra-LGV-
Duplex-PCR

Im nachsten Schritt sollte nun bestimmt werden, welche der drei LGV-TagMan-
PCRs sich am effizientesten in einem Duplex-Ansatz mit der CTra-TagMan-PCR
kombinieren lie3 (siehe auch Tab. 2, Kap. 2.1.7 und Kap. 2.2.3.2). Aufgrund der
Sondenmarkierung erfolgte die Detektion der CTra-TagMan-PCR im FAM-Kanal, die
der LGV-TagMan-PCRs im HEX-Kanal (siehe Kap. 2.2.3.2). Es wurden das Serovar
L2b stellvertretend flir die L1-L2b Serovare und das Serovar L3 getestet (Beispiel
siehe Abb. 11).

38



Ergebnisse

Ampification Chart : Data 19-Jan-06 1431FARBE LGV.opd
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Abb. 11: Amplifikationskurven des L3-Serovars und der Negativkontrolle (K, H,O) in der
jeweiligen CTra-LGV-Duplex-TagMan-PCR.

Tabelle 8 zeigt die Ergebnisse der beiden getesteten Serovare in verschiedenen
PCR-Laufen. Alle drei CTra-LGV-TagMan-PCRs zeigten die Amplifikation der DNAs
in beiden Reaktionen. Betrachtet man jedoch die jeweilige Differenz zwischen dem
CT-Wert der CTra- und der LGV-TagMan-PCR, zeigte sich ein Vorteil fur die CTra-
LGV2-Duplex-PCR (Mittelwerte der Differenzen: CTra-LGV1: 1,6; CTra-LGV2: 1,3;
CTra-LGV3: 2,1).

Tab. 8: CT-Werte der L2b- und L3-DNA nach Einsatz in verschiedenen CTra-LGV1/2/3-Duplex-
PCR-Laufen.

CTra ™| Lav1 "® | CTra™VM | LGV2 "¥X | CTra ™M | LGV3 HEX
L2b 1| 284 27.6 28,9 29.9 28,5 29.2
2| 30,7 32,8 31,0 33,9 31,0 32,9
@ L2b (a) 29.6 30,2 29.9 31,9 29.8 31,1
L3 11 29,5 32,0 29.6 29.9 28.5 32.8
21 320 33,0 31,2 32,2 31,9 33,4
3 L3 (b) 30,8 32,5 30,4 31,0 30,2 33,1
@G (c) 30,2 31,4 30,2 31,5 30,0 32.1

(a) .9 L2b*: Mittelwert fur die L2b-DNA-Laufe; (b) ,g L3“: Mittelwert fur die L3-DNA-Laufe;
(c) .8 G*: Mittelwert fur alle CT-Werte einer Spalte.

Aufgrund dieser Daten verwendeten wir in den folgenden Experimenten die CTra-
LGV2-Duplex-PCR, die im Weiteren CTra-LGV-TagMan-PCR genannt wird.
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3.4.2 Validierung der CTra-LGV-TagMan-PCR

3.4.2.1 Linearitat und Sensitivitat

Die CTra-LGV-TagMan-PCR wurde zunachst auf Linearitat und Sensitivitat bezuglich

der unteren Nachweisgrenze uberpruft (vgl. Abb. 12).

Ampification Chart : Data 2006-09-27 1903.0pd Ampification Chart : Data 2008-03-27 1303.0pd
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Abb. 12: Linearitit der CTra-LGV-TagMan-PCR.

a) Amplifikationskurven eines Chlamydia trachomatis-CTra-Plasmids gFAM) und eines
Chlamydia trachomatis-LGV-Plasmids (HEX) in den Konzentrationen 10’-, 10°-, 10® und 101/ul in
Doppelansatzen. b) Mit Hilfe der ,IQ5“-Auswertungssoftware wurden die CT-Werte dieser
unterschiedlich konzentrierten Proben in einen statistischen Zusammenhang gebracht und als
Effektivitat (E), Bestimmtheitsmal’ (R?, steht fir die Qualitat der linearen Regression), Steigung (slope)
und Regressionskorrelation angegeben.
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Dazu wurden pGEM-T (Easy)-klonierte Amplikons verwendet, die zuvor durch
Sequenzierung in lhrer Basenabfolge bestatigt wurden (siehe Abb. 10C, Kap. 3.3.2).
Nach Anfertigung von Verdunnungsreihen (siehe Kap. 2.2.11) wurden diese
Plasmide in Konzentrationen von 10" bis 107 Kopien/pl in Doppelansétzen eingesetzt
und in einem folgenden PCR-Lauf erneut einfach getestet. Es wurden jeweils 1,25 pl
des CTra- und des LGV-Amplikons pro 25 ul Duplexansatz eingesetzt. Mit Hilfe der
IQ5-Auswertungssoftware (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) (Kap. 2.2.12) konnten die
CT-Werte der verschieden konzentrieten Proben in einen statistischen

Zusammenhang in Form einer Regressionsgeraden gebracht werden.

Es zeigte sich fur die CTra-PCR in dieser Auswertung eine hohe Qualitat der linearen
Regression bei einem Bestimmtheitsmald (= R?) von 0,998 an Tag 1 und von 0,977
an Tag 2. Fir den HEX-Kanal der LGV-PCR war das Bestimmtheitsmal} als Wert flr
die Qualitat der linearen Regression mit 0,995 bzw. 0,988 minimal geringer. Bei
einem idealen Wert des Bestimmtheitsmalies von 1 konnte eine fast perfekte lineare
Regression zwischen der eingesetzten Kopienzahl und dem erhaltenen CT-Wert
gezeigt werden. Eine lineare Amplifikation war vor allem im Bereich zwischen 10°
und 10" Kopien/ul méglich. Die Nachweisgrenze lag bei beiden Reaktionen bei

50 Kopien/ul.

3.4.2.2 Spezifitat

Zur Sicherstellung der analytischen Spezifitat der Primer- und Sondenkombinationen,
wurden 16 verschiedene C. tfrachomatis Serovare, vier Spezies der Familie der
Chlamydiaceae und 20 weitere Mikroorganismen auf Kreuzreaktivitat getestet. In den
PCRs wurden zur Testung der Kreuzreaktivitat fur alle Spezies auler C. trachomatis
jeweils mindestens 1 Millionen Genome eingesetzt. Wie aus Tabelle 9 ersichtlich
zeigten beide PCRs keine Kreuzreaktivitat mit den getesteten anderen
Chlamydiaceae-Mitgliedern und den 20 analysierten Mikroorganismen (Kap. 2.1.1),
die den perianalen und urogentialen Raum besiedeln [78]. Alle C. trachomatis

Serovare wurden sicher in der CTra-TagMan-PCR detektiert.
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Tab. 9: Testung der CTra-LGV-TagMan-PCR Kreuzreaktivitat [78].

Spezies/Serovare CTra™V | LGV H&X
Chlamydophila pneumoniae - (a) -
Chlamydophila psittaci - -
Chlamydophila pecorum - -
Chlamydia muridarum - -
Chlamydia trachomatis

B 31 37
D 25 -
D- 23 -
Da 24 -
E 31 -
F 36 -
G 30 -
Ga 21 -
H 29 -
I 21 -
la 24 -
J 25 -
K 24 -
L1 26 28
L2 27 27
L3 18 19
K- - -

(a) ,-“: kein Schnittpunkt mit der Threshold-Geraden.

Positive CT-Werte in der LGV-TagMan-PCR zeigten die L-Serovare, wobei sich die
Werte um maximal +2 von den CTra-Werten unterschieden. Obwohl in der LGV-PCR
bei Serovar B ein CT-Wert von 37 im HEX-Kanal gemessen wurde, ist dieser in
Anbetracht eines CT-Wertes von 31 in der CTra-PCR vernachlassigbar. Es
verdeutlichte, dass die Ergebnisse der LGV-PCR immer in Bezug zu den CT-Werten
der CTra-PCR betrachtet werden mussten und Differenzen von mehr als finf Zyklen

auf eine Kreuzreaktion hinwiesen, die im Einzelfall GUberpruft werden sollte.
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3.4.2.3 Prézision

Ein weiterer Schritt in der Evaluation der Duplex-TagMan-PCR war die Testung der
Prazision. Dazu erfolgte die Analyse, inwieweit die gemessenen CT-Werte einer
Probe sowohl innerhalb eines PCR-Laufes als auch in verschiedenen PCR-Laufen
reproduzierbar waren. In Abbildung 13 sind die Amplifikationskurven dreier
Patientenproben beispielhaft bei dreifachem Einsatz in einer CTra-LGV-TagMan-
PCR dargestellt, welche jeweils nur minimal abweichende CT-Werte sowie einen

fast identischen Kurvenverlauf zeigten (vgl. auch Tab. 10).

Amplification Chart : Data 2006-09-28 1632.0pd Amgiification Chart : Data 2006-09-28 1632 0pd
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Abb. 13: Testung der Préazision der CTra-LGV-TagMan-PCR.

Amplifikationskurven im FAM- und im HEX-Kanal der Patientenproben 1507, 1865 und 219 nach
jeweils dreifachem Einsatz in der CTra-LGV-TagMan-PCR.

Tabelle 10 zeigt alle gemessenen CT-Werte zur Praszisionstestung und deren auf
die einzelnen Patientenproben bezogenen Mittelwert (J) und die
Standardabweichung (o). Ein CT-Wert von 46 wurde hierbei als negatives

Testergebnis gewertet und damit als Wert 0 in die Berechnungen einbezogen.

43



Ergebnisse

Tab. 10: Prazisionstestung der CTra-LGV-TagMan-PCR.

Tag1 | Tag1 | Tag 1 TagZ\Tag3\|®(a)H0(b)\
Lauf 1 | Lauf 2 | Lauf 3
697 CTra™| 25 26 26 25 24 25,2 0,84
LGVTEX | 29 29 29 29 28 28,8 0,45
1507 |CTra™M| 27 27 28 27 28 27,4 0,55
LGVTEX | 31 31 31 31 32 31,2 0,45
1865 |[CTra™™| 19 20 20 20 20 19,8 0,45
LGVTEX | 43 46 46 46 29 42 7,38
1092 |CTra™M| /(c) / / 28 28 28 0
LGVHEX / / / 46 46 46 0
2929 |CTra™M| 30 29 28 29 23 27,8 2,77
LGV™® | 40 39 26 46 23 34,8 9,83
706 CTra™ | 30 30,5 30 31 29 30,1 0,74
LGV™EX | 46 46 39 46 40 43,4 3,58
219 [CTra™M| 46 46 37 46 43 43,6 3,91
LGV'EX | 40 46 46 46 43 442 2,68
K (d) |[CTra™™| 46 / / 46 46 46 0
LGV'EX | 46 / / 46 46 46 0

(a) ,2": Mittelwert; (b) ,0“: Standardabweichung; (c) ,/“: nicht durchgefiihrt; (d) ,K™: Negativkontrolle.

Es zeigte sich bei denen im FAM- bzw. HEX-Kanal signifikant positiv getesteten
Proben mit einer Ausnahme eine Standardabweichung unter eins. Standardwerte
Uber eins entstanden durch stark um den Mittelwert verteilte CT-Werte, welche sich

aber bei genauerer Betrachtung aulRerhalb des signifikanten Bereiches befanden.

Somit zeigte die CTra-LGV-TagMan-PCR eine hohe Prazision in beiden Reaktionen.
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3.4.2.4 Isolatetestung

Nach positiver Evaluation der CTra-LGV-PCR wurde diese nun zur Re-Analyse von
Chlamydia trachomatis-positiven Patientenproben herangezogen (siehe Tab. 11), die
Uber einen Zeitraum von drei Jahren gesammelt und bei -20 °C gelagert worden
waren. Von den 17 reanalysierten Proben zeigten lediglich 14 Patientenproben noch
einen positiven C. trachomatis-Nachweis, was auf einen Abbau der DNA Uber den

Lagerungszeitraum hinwies. Neun dieser 14 Proben wurden LGV-positiv getestet.

Tab. 11: Re-Analyse C. trachomatis-positiver Patientenproben

Probe | CTra™" | LGV"* | gap ™M
CT-Wert CT-Wert CT-Wert
227 31 34 27
234 27 31 22
697 25 27 20
706 30 - (a) 30
764 33 - 32
1044 35 34 26
1049 31 - 23
1180 31 - 25
567 34 34 24
1507 28 31 26
1156 - 33 23
1194 - 37 30
1392 - 38 24
1865 24 - -
1866 27 36 24
2284 43 37 35
2886 29 38 29
(a): , - “ = kein Schnittpunkt mit der Threshold-Geraden.

Verglich man jedoch die CT-Werte beider PCR-Reaktionen, so liel3 sich nur flr sechs
Proben eine Differenz von < 5 Zyklen feststellen. In Sequenzierungen der CTra- und
LGV-Amplikons einzelner Proben bestatigte sich, dass zu einem positiven Nachweis
eines L-Serovars immer eine signifikante und vergleichbare Amplifikation in beiden
Reaktionen zahlte.
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Mittels unserer Tests wurden insgesamt funf Patientenproben (227, 234, 697, 567,
1507) als zweifelsfrei LGV-positiv identifiziert, da die sechste Probe, 1044 erst mit
der Negativkontrolle positiv wurde. Tabelle 12 zeigt eine Zusammenfassung der

LGV-positiven Patienten:

Tab. 12: LGV-positiv getestete Patienten des Universitatsklinikums Diisseldorf von 2004-2006.

Jahr- Geschlecht Alter Klinische HIV- Abstrichort
Probe [Jahre] |Diagnose | Serostatus
04-227 m (a) 47 Proktitis + (b) Rektum
04-234 m 34 Proktitis + Rektum
05-697 m 39 Proktitis + Rektum
06-567 m 57 Ulcus - (b) Urethra
06-1507 m 41 Proktitis + Rektum

(a): ,m“=mannlich; (b): ,+*=positiv; ,-“=negativ.

Alle Patienten waren mannlichen Geschlechts und zwischen 34 und 57 Jahre alt.
Klinisch prasentierte sich die Infektion bei allen Patienten mit einem HIV-positiven
Serostatus als Proktitis. Der einzige HIV-negative Patient (06-567) mit LGV-
Nachweis zeigte klinisch ein urethrales Ulcus. Diese Ergebnisse passen zu den

europaweit erhobenen Zahlen (vgl. Kap. 1.3).

3.5 Entwicklung eines TagMan-PCR-Sets zur Differenzierung der Serotypen

L1, L2 und L3: erste Ergebnisse

3.5.1 Design L1-, L2- und L3-spezifischer TagMan-PCR

Da die identifizierten LGV-positiven Proben ausschliel3lich von Mannern stammten,
die mit hoher Wahrscheinlichkeit zur Gruppe der MSM (men who have sex with men)
zahlten und in Europa bislang nur das L2b-Serovar gefunden wurde, war das

nachste Ziel die Differenzierungsmoglichkeit von L1, L2 und L3.

Betrachtet man den phylogenetischen Stammbaum des MOMP-Gens aller
C. trachomatis Serovare, kann man eine Aufteilung in drei Gruppen beobachten
(siehe Abb. 14).
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IACTCCGCTTCCTTCAACTTAGTTGGATTATTCGGAACAAAAACACAAGCT TCTAGCT TTAATACAGCGAATCT T[T TCCTAACACTGCTTTGAAT CAA
ACTCCGCTTCCTTCAACTTAGTTGGATTATTCGGAACAAAAACA@AATCTTCTEA@TTTAATACAGCGAAGCTTGTTCCTAACAETGCTTTGAATCgA
IACTCCGCTTCCTTCAACTTAGTTGGATTATTCGGAACAAAAACACAATATTCTAAGT TTAATACAGCGAATCTTGTTCCTAACACTGCTTTGGAT CGA
ACTCCGCTTCCTTCAACTTAGTTGGATTATTCGGAACAAAAACACAAT CTIACTAACTTTAATACAGCGAAGCT TGTTCCTAACACT GCTTTGAATCAA

L3-F L3-S L3-R

af063198 G L1-CLUSTER

Ba

L2
L2a
L2b

CXISCF— 0>

Abb. 14: Phylogenetischer Stammbaum der Zielregionen der L1-, L2- und L3-PCR im MOMP-
Gen verschiedener Chlamydia trachomatis Serovare (a) und Zuteilung zu den L-Clustern nach

Alignment (J-Hein-Methode; MegAlign, DNASTAR) (b).

Die verwendeten Akzessionsnummern zeigt Kapitel 2.1.5. Die Boxen markieren identische Nukleotide.
Die jeweiligen Primer und Sonden (siehe Tab. 2, Kap. 2.1.7) der entsprechenden TagMan-PCR sind

darunter schematisch dargestellt.
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Aufgrund des jeweils zugehorigen L-Serovars wurden die Gruppen als L1-, L2- und
L3-Cluster bezeichnet. Das L1-Cluster beinhaltet die Serovare L1, D, Da, E, F und G,
das L2-Cluster die Serovare L2, L2a, L2b, B und Ba. Im L3-Cluster sind die Serovare
L3, A, C, H, |, la, J, Ja und K enthalten.

Erneut wurde mit dem Programm ,Primer Express® (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) (siehe Kap. 2.2.12 und Kap. 3.3.1) gearbeitet, um entsprechende Primer
und Sonden zu designen, die jeweils die Serovare des L1-, L2- oder L3-Clusters
detektieren. Wie aus Abbildung 14 ersichtlich wird, betrug die resultierende Lange
des L1-Amplikons 84 bp, des L2-Amplikons 94 bp und des L3-Amplikons 89 bp
(siehe Tab. 2, Kap. 2.1.7).

3.5.2 Die Sensitivitat der L1/L2/L3-TagMan-PCR

Zur Uberprifung der Sensitivitat der L-PCRs wurden die Serovare L1-L3 und
verschiedene Patientenproben zunachst in der entsprechenden konventionellen
L-PCR eingesetzt (PCR-Ansatz 3 und Temperaturprogramm 1, siehe Kap. 2.2.3). Die
gewonnenen PCR-Produkte wurden aufgereinigt (vgl. 2.2.4.3) und im nachsten
Schritt gelelektrophoretisch aufgetrennt (siehe Kap. 2.2.8). Nach Ligation mit dem
Vektor pGEM-T (697, 227, 234 und L3-DNA) bzw. pGEM-T Easy (L1-, L2-DNA und
1507) wurde eine Transformation von E. coli durchgefuhrt (vgl. Kap. 2.2.5 und 2.2.6).
Nach Kultivierung auf LB-Amp Platten wurden einzelne Klone in der jeweiligen
TagMan-PCR getestet. Daraufhin wurden die Plasmide PCR-positiver Klone
aufgereinigt und sequenziert. Die erhaltenen Sequenzierungen zeigt Abbildung 15 in

einem Alignment mit der entsprechenden Datenbank-Sequenz.
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L1 L1-F ; L1-S

HATTCAGCATCTTTCAACTTAGTTGGGTTATTCGGAGATAATGAAAATCAAAGCACGGTCAA L1(DQ064294)
GATTCAGCATCTTTCAACTTAGTTGGGTTA[TITCGGAGATAATGAAAATCAAAGCACGGN|CAIA L1-DNA

L1-R

‘A\AGGATGCTGTACCAAATATGAGCT%}-TGATC A[Tlc[T] L1(DQ064294)
A\AGGATGCTGTACCAAATATGAGCTAATCAC%A L1-DNA

L2 L2-F * R L2-S

*

L2 (DQ064295)

CGGAGATAGTGAGAACCATGCTACAGTTTCAGA L2b(DQ217607)
CGGAGATAGTGAGAACCATGCTACAGTTTCAGA 227
CGGAGATAGTGAGAACCATGCTACAGTTTCAGA 234
CGGGGATAGTGAGAACCATGCTACAGTTTCAGA 697
CGGAGATAGTGAGAACCATGCTACAGTTTCAGA 1507
CGGAGATNNTGAGAACCATGCTACAGTTTCAGAIJDNA

AAATTCAGCATCTTTCAACTTAGTTGGCTTAT
AANATTCAGCATCTTTCAACTTAGTTGGEGTTAT
TGATTCAGCATCTTTCAACTTAGTTGGCTTAT
TGATTCAGCATCTTTINAACTTAGTTGGCTTAT
TGATTCAGCATCTTTCAACTTAGTTGGCTTAT,
TGATTCAGCATCTTTCAACTTAGTTGGCTTAT

TGATTCAGCATCTTTCAACTTAGTTGGCTTAT

L2.R

TAGTAAGCTTGTACCAAATATGAGCTTAGATCA
TAGTAAGCTTGTACCAAATATGAGCTTAGATCA
TAGTAAGCTTGTACCAAATATGAGCTTAGATCA
TAGTAAGCTTGTACCAAATATGAGCTTAGATCA
TAGTAAGCTTGTACCAAATATGAGCTTAGATCA
TAGTAAGCTTGTACCAAATATGAGCTTAGATCA
TAGTAAGCTTGTACCAAATATGAGCTTAGATCA

e guurgpar puur gy

L2 (DQ064295)
L2b (DQ217607)
227

234

697

1507

L2-DNA

L3 L3-F . L3-S
—

AACTIJCGCTTCCTTCAACTTAGTTGGATT ATTCGGAACAAAAACACAATCTACTAACTTTAATACAGC@ L3 (DQ064296)
[CGATTICGCTTCCTTCAACTTAGTTGGATTATTCGGAACAAAAACACAATCTACTAACTTTAATACAGCG |L3-DNA

L3-R

AGCTTGTTCCTAACACTGCTTTGARTCA L3(DQ064296)
AAGCTTGTTCCTAACACTGCTTTGAATCA L3-DNA

>

Abb. 15: Alignments der amplifizierten MOMP-Genregionen der L-Serovare und Isolate in der
L1-, L2- und L3-PCR (MegAlign, DNASTAR).

Die Primer- und Sondenbindungsstellen sind schematisch dargestellt, die Unterschiede in der
Sequenzabfolge zwischen Serovar L2 und L2b markiert (*) und identische Nukleotide umrahmt.

Es zeigte sich eine nahezu 100 %ige Homologie im amplifizierten Genabschnitt.

Bei der Gruppe der L2-Serovare wurde deutlich, dass abweichende Basen in dem
amplifizierten Genabschnitt zwischen Serovar L2 und L2b vorliegen (siehe Abb. 15
und 16). Aufgrund der Uberwiegenden Prasenz des L2b-Serovars in Europa

widmeten wir uns diesem Aspekt im Verlauf genauer (siehe Kap. 3.6).

Nach der dreimaligen Testung der jeweiligen L-DNA an einem Tag und der
Wiederholung an zwei weiteren Tagen in der entsprechenden L-PCR, wurden
nahezu identische CT-Werte in der jeweiligen Versuchsreihe gemessen
(vgl. Tab. 13).
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Tab. 13: Prazision der L-PCRs.

Tag 1 Tag 2

Lauf| Lauf2 | Lauf3 @ (a) o (b)

1
L1 HEX
L1-DNA (c) | 30 30 30 31 30,0 0,41
L2 FAM
L2-DNA (d) | 37 37 37 38 37,0 0,43
L2b-DNA (e) | 33 34 33 33 33,3 0,54
L3 TET
L3-DNA 32 31 32 33 32,0 0,52

(a) 9:Mittelwert; (b) o: Standardabweichung; (c) in einer 1/10-Verdinnung mit TrisHCI;
(d) Konzentration 10%/ul; (e) in einer 1/5-Verdtinnung mit TrisHCI.

Somit zeichnete sich als erste Orientierung eine zufrieden stellende

Reproduzierbarkeit von Ergebnissen in der L1/2/3-PCR ab.

Bei hohen CT-Werten, d. h. gering konzentrierten Proben, sollte zur sicheren

Zuordnung zu einem L-Serovar immer eine Sequenzierung folgen.

TET als Fluoreszenzfarbstoff der L3-PCR ist abgeschwacht auch im HEX- und im
FAM-Kanal detektierbar. Sollte diese Reaktion in einen Multiplex-Ansatz einflie3en,
ware dieser Aspekt zu berucksichtigen, indem man als weiteres Fluorophor z. B.
TexasRed wahlt, welches weder im HEX- noch im FAM-Kanal zu Kreuzreaktionen
fuhrt.

3.5.3 Isolatetestung in der L1- der L2- und der L3-TagMan-PCR

Es folgte die Testung von Patientenproben sowie von L1/L2/L3-DNA. Vier
Patientenproben wurden als L2- bzw. L2a, bzw. L2b-Serovar identifiziert. Die
entsprechende DNA wurde zuverlassig in der L2-TagMan-PCR amplifiziert. Der
Vergleich der Threshold-Werte der CTra- bzw. LGV-PCR mit der L-PCR, zeigte eine
Differenz von < 5 Zyklen. Per Definition LGV-negative Proben (vgl. Kap. 3.4.2.4)
wurden nicht detektiert. Die CT-Werte der Isolatetestung in den entsprechenden
TagMan-PCRs zeigt Tabelle 14.

50



Ergebnisse

Tab. 14: CT-Werte von L1/L2/L3-DNA und Patientenproben nach Einsatz in der L1, L2- und L3-
TagMan-PCR.

CTra FAM LGV HEX L1 HEX L2 FAM L3 TET
L1-DNA | / (a) / 27 / /
L2-DNA / / / 23 /
L3-DNA / / / / 35
227 31 33 - (b) 36 -
234 27 30 - 29 (4)
697 25 27 - 28 -
1507 33 34 - 34 -
2929 29 39 - - -
2886 29 38 - _ ;

(a) ,/“: nicht durchgefuhrt; (b) ,-“: kein Schnittpunkt mit der Threshold-Geraden.

Fur eine Zuordnung zum L1-, L2-, oder L3-Serovar war demnach eine positive CTra-
und LGV-PCR sowie eine vergleichbare Amplifikation in der entsprechenden L-PCR
entscheidend. Bei grenzwertigen Ergebnissen war auch hier eine Sequenzierung der

Amplikons anzuraten.

3.6 Besonderheiten des L2b-Serovars

Die MOMP-Genregionen, an die der L1-F- bzw. der L2-F-Primer binden, zeigen, wie
in Kapitel 3.5.2 bereits beschrieben, eine unterschiedliche Basenpaarfolge in den
Serotypen L2 und L2b (vgl. Abb. 15 und 16).

449- CAG CAT CTT TCA ACT TAG TTG GCT TAT - 475 L2

404 -CAG CAT CTT TCA ACT TAG TTG GGT TAT - 430 L2b
5- CAG CAT CTTTCAACT TAGTTGGGT TA -3 L1-F
5- CAG CAT CTT TCA ACT TAG TTG GCT TAT - 3 L2-F

Abb. 16: Sequenzunterschiede der Primer L1-F und L2-F beziiglich der entsprechenden
MOMP-Genregion im Serovar L2 (449-475) (Akzessionsnummer DQ064295) und L2b (404-430)
(Akzessionsnummer DQ217607).
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Die Sequenz des Primers L1-F passt hundertprozentig zu dem entsprechenden
Genabschnitt im Serovar L2b, wohingegen der L2-F Primer in einer Base abweicht,

was in Abbildung 16 blau markiert ist.

Da das Serovar L2b der Vertreter der LGV-Serovare ist, welcher hauptsachlich in
Europa anzutreffen ist (vgl. Kap. 1.3), ist die Differenzierungsmaoglichkeit zwischen L2
und L2b ein interessanter Aspekt, der mit Hilfe der L123- und der L1L2-TagMan-PCR

weiter untersucht werden sollte (siehe Kap. 2.1.7, 3.6.1 und 3.6.2).

3.61 L123-TaqMan-PCR

Um die Bindungsstellen der Primer L1- bzw. L2- bzw. L3-F innerhalb des omp-1-
Gens untersuchen zu konnen, wurde die L123-PCR entwickelt (Tab. 2, Kap. 2.1.7).
Hierzu wurde der Primer L123-F mit Hilfe des Programms ,Primer Express® (siehe
Kap. 2.2.12 und 3.3.1) so designt, dass er stromaufwarts der L1-, L2- und L3-F an
das omp-1-Gen bindet. Er wies eine 100 %ige Homologie zu der Bindungsstelle in
den Serovaren L1, L2 und L2b auf, nur im Serovar L3 waren zwei Punktmutationen
zu verzeichnen. Da lediglich die Serovare L2 und L2b analysiert werden sollten, war
diese Variabilitdt nicht von Bedeutung. Anschliellend wurden die Patientenproben
1507, 234 und L2-DNA in der L123-PCR amplifiziert (vgl. Tab. 3 (Nr. 2+3) und Tab. 4
(Nr. 1), Kap. 2.2.3.1) und die PCR-Produkte gelelektrophoretisch aufgetrennt
(Amplikonlange 156 bp) (vgl. Kap. 2.2.8). Nach Aufreinigung der PCR-Produkte und
Abschatzung der Nukleinsaurekonzentration wurden diese in den Vektor
pGEM-T Easy ligiert und in E. coli propagiert. Jeweils ein Insert-tragender Klon
wurde fur die Sequenzierung ausgewahlt (vgl. Kap. 2.2.10).

Wie das Alignment in Abbildung 17 zeigt, lag eine hundertprozentige
Ubereinstimmung der Patientenproben 1507 und 234 mit dem korrespondierenden
omp-1-Genabschnittes des Serovars L2b vor. So konnte die Zugehdrigkeit dieser

Patientenproben zum Serovar L2b bewiesen werden.
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L123-F

AlT[TTGGGATCGTTTTGATGTATTCTGTA|[CATTAGGAGCCACC|L2b
TTITTGGGATCGTTTTGATGTATTCTGTA|CATTAGGAGCCA C C|1507
TTITTGGGATCGTTTTGATGTATTCTGTAICATTAGGAGCCACC|234
L1-F
L2-F
L3-F |
AGTGGATATCTTAAAGGAAATTCAGCATCTTTCAACTTAGT T|L2b
AGTGGATATCTTAAAGGAAATTCAGCATCTTTCAACTTAGT T[1507
AGTGGATATCTTAAAGGAAATTCAGCATCTTTCAACTTAGTT|234
—
——
— E'S
GGGTTATTICGGAGATAGTGAGAACCATGCTACAGTTTCAGAIT|L2b
GGGTTATTICGGAGATAGTGAGAACCATGCTACAGTTTCAGAIT|1507
GGGTTATTICGGAGATAGTGAGAACCATGCTACAGTTTCAGAI[T|234
L2-R
AGTAAGCTTGTACCAAATATGAGCTTAGATC CAIA|T L2b
AGITAAGCTTGTACCAAATATGAGCTTAGATCAIAA| 1507
AGTAAGCTTGTACCAAATATGAGCTTAGATCAIAA| 234

Abb. 17: Alignment der MOMP-Genregion der Patientenproben 1507 und 234 sowie des
L2b-Serovars (Akzessionsnr. DQ217607) nach Amplifikation in der L123-PCR (MegAlign,
DNASTAR).

Die Bindungsregionen verschiedener L-Primer und der Sonde L2-S sind markiert. Identische
Nukleinsaureabschnitte sind durch Boxen gekennzeichnet.

Die weitere Analyse aller von uns auf LGV positiv getesteten Patientenproben zeigte

auch deren Zugehorigkeit zum L2b Serovar.

3.62 L1L2-TagMan-PCR

Aufgrund der oben genannten Punktmutation des L2-F Primers zur Bindungsstelle im
L2b Serovar und der Tatsache, dass hier der L1-F Primer 100 %ige Homologie zur
erkannten omp-7-Region im L2b-Serovar aufwies, stellte sich die Frage, ob der
Einsatz des L1-F-Primers aufgrund dieser hoheren Homologie zu einem

verbesserten Nachweis von L2b-Serovaren filhren wirde.

Wir fuhrten parallel TagMan-PCR-Laufe durch, die entweder das Primerpaar L1-F-
und L2-R (L1L2-PCR) oder L2-F- und L2-R (L2-PCR) enthielten. Als Sonde wurde
jeweils die Sonde L2-S eingesetzt (Tab. 2, Kap. 2.1.7). Um eine moglichst
stérungsfreie Amplifikation zu erhalten, setzten wir fur die Untersuchung statt L2b
Serovar-positive Patientenproben aufgereinigte, in pGEM-T Easy-klonierte L123-

PCR-Amplikons ein. Wie in Kapitel 3.6.1 erlautert, entsprach so die Sequenz, an die
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der L1-F bzw. L2-F Primer bindet, der Sequenz des Isolates. Fiur den L2-Serotypen
wurde das klonierte L2-PCR-Amplikon eingesetzt (Sequenzierung siehe Abb. 15).
Um von einer bestmdglichen Vergleichbarkeit ausgehen zu kénnen, wurden gleiche

Plasmid-Mengen von 10% und 107 Kopien/ul eingesetzt (siehe Tab. 15).

Tab. 15: Amplifikationseffizienz der L2- und L2b-DNA in der L1L2- und L2-PCR.

Tag 1 Tag 2
L1L2 L2 L1L2 L2
L2 (a) 18,7 18,2 19,0 18,6
L2 (b) 36,1 37,2 36,4 35,9
L2b (a) 19,7 19,3 19,8 20,3
L2b (b) 38,1 41,6 38,9 40,7
K (c) - (d) - - 40,5

(@) 2,5 x 10" Kopien; (b) 2,5 x 10° Kopien; (c) ,K*“: Aqua dest/ Negativkontrolle;
(d) ,-“: kein Schnittpunkt mit der Threshold-Gerade.

Wie die in Tabelle 15 aufgefihrten CT-Werte der PCR-Laufe verdeutlichen, zeigte
sich zwar bei hoher Konzentration der Proben kein Unterschied in der
Amplifikationseffizienz. Im  unteren  Konzentrationsbereich  der  Proben
(2,5 x 10? Kopien pro PCR Ansatz) war jedoch je nach Wahl des Vorwarts-Primers

ein deutlicher Unterschied zu erkennen.

Wie aufgrund der Homologien zu erwarten war, zeigte sich ein friherer Anstieg der
Amplifikationskurve fur das Serovar L2b bei Verwendung des Primerpaares L1-F und

L2-R und eine schnellere Amplifikation fur das Serovar L2 in der L2-PCR.

Die vorliegenden Daten zeigen, dass im Rahmen dieser Doktorarbeit Multiplex-fahige
TagMan-PCRs zur Detektion und Differenzierung der Lymphogranuloma venereum-
assoziierten Chlamydia trachomatis L-Serovare etabliert werden konnten. Die ersten
retrospektiven Analysen von Patientenmaterial konnten dazu genutzt werden, ein
detektiertes LGV-Serovar einem L-Typen zuzuordnen und werden damit zukunftig

auch zur Erhebung von epidemiologischen Daten beitragen konnen.
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4 Diskussion

In den vergangenen Jahren wurde zunehmend Uber Infektionen mit den L-Serovaren
von Chlamydia trachomatis in der westlichen Welt berichtet [79]. Die Ausbreitung und
Verteilung von LGV-Infektionen war interessant zu beobachten. So wurde z. B. in
2008 Uber die ersten Falle einer anorektalen Lymphogranuloma venereum-Infektion
in Neuseeland berichtet [80]. Auch bei Heterosexuellen wurden LGV-Infektionen
diagnostiziert, wie u. a. ein Bericht aus Spanien aus 2008 beschreibt
[81, 82].

Eine fuhrende Rolle spielte weiterhin die Gruppe der MSM (vgl. Kap. 1.3) [79]. Bis
Anfang 2009 wurden weltweit unter MSM Uber 1.000 Falle einer LGV-Infektion durch
das L2-Serovar beschrieben [83]. In England diagnostizierten Forscher 2006 unter
327 LGV-Fallen (davon 282 MSM) bei 76 % Koinfektionen mit HIV und bei 19 % mit
Hepatits C. Die Wissenschaftler vermuteten, dass eine LGV-Infektion zur
Ausbreitung von HIV durch erleichterte Ubertragung beitragt [84]. Passend dazu
beschrieben Untersuchungen in Zurich seit 2003 die Mehrzahl der Patienten mit

einer LGV-Infektion ebenfalls als HIV-positiv [85].

Die europaischen Leitlinien von 2007 fur Proktitis durch sexuell Gbertragbare Keime,
empfehlen so bei LGV-positiv getesteten Patienten auch Tests auf Syphilis,
Hepatitis C und HIV durchzufihren. Insgesamt raten diese Leitlinien u. a. ein
Screening auf Chlamydien und Neisseria gonorrhoeae an [86]. Als wichtige
Zielgruppe von Screening-MaflRnahmen sind die MSM zu sehen, da z. B. Erhebungen
des ,European Surveillance of Sexually Transmitted Infections® (ESSTI)-Netzwerks
andeuten, dass v. a. in der Gruppe der MSM ein hohes Risiko fir sexuell

Ubertragbare Infektionen in Westeuropa besteht [87].

Ein adaquates Screening fur C. frachomatis Infektionen gewinnt unter dem Aspekt an
Bedeutung, dass diese haufig unbemerkt verlaufen. Damit verbunden ist die Gefahr
der unbemerkten Weitergabe an Sexualpartner sowie eine erschwerte Bekampfung
der Erkrankung und deren Ausbreitung. So berichteten Annan und Mitarbeiter 2009
aus Grol3britannien Uber eine hohe Anzahl an rektalen C. frachomatis Infektionen bei
MSM und beschrieben die Mehrzahl der Falle als asymptomatisch [88]. Wood und

Mitarbeiter untersuchten in Canada 253 MSM ohne Symptome einer Proktitis und
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diagnostizierten bei 8 % der rektalen Abstriche eine LGV-positive Serologie [89].
Insgesamt allerdings prasentieren sich laut einer Veroéffentlichung der Arbeitsgruppe
Ward die meisten LGV-Infektionen symptomatisch, wohingegen rektale Infektionen
mit anderen C. trachomatis Serovaren haufig asymptomatisch verlaufen [90].
Insbesondere in rektalen Abstrichen in der Gruppe der MSM ist prozentual haufiger

von einer LGV-Infektion auszugehen als z. B. in urethralen Abstrichen [90].

2009 machte eine Verodffentlichung der Arbeitsgruppe Alves nochmals darauf
aufmerksam, wie wichtig ein von Symptomen unabhangiges Screening auf
Infektionen mit C. frachomatis und Neisseria gonorrhoeae unter jungen Erwachsenen
ist [91]. Auch in den Niederlanden setzten sich van de Laar und Mitarbeiter mit der
Frage nach einem adaquaten Routine-Uberwachungssystem fiir eine LGV-Infektion
auseinander [92]. In Australien kam eine Studie zu dem Ergebnis, dass Screening-
Tests auf C. frachomatis vor allem in der Gruppe der 20-24 jahrigen effektiv sein
konnten [93]. Von 2003 bis 2008 vom ESSTI-Netzwerk in einigen europaischen
Landern erhobene Daten zeigten allerdings, dass eine LGV-Infektion in MSM v. a.
bei Patienten Uber 25 Jahre mit Ausnahme der Falle in Katalonien (Spanien) (25 von

28 Fallen unter 25 Jahre) diagnostiziert wurde [82].

Zu einem validen Screening gehdrt ein adaquates diagnostisches Verfahren.
Klinische Relevanz hat es, da unterschiedliche antibiotische Therapien zum Einsatz
kommen (siehe Kap. 1.2.1.2) [25, 94]. So bestatigte 2009 eine Untersuchung von
Morré und Mitarbeitern die Notwendigkeit einer 21 tagigen Therapie mit Doxycyclin
zur Behandlung einer LGV-Infektion [94].

Die seit den 80er Jahren in der molekularbiologischen medizinischen Diagnostik
vertretene Polymerasekettenreaktion (PCR) stellt eine zuverlassige Methode zum
Nachweis bekannter DNA-Sequenzen dar (vgl. Kap. 1.2.1.4). In den 90er Jahren
erfolgte durch die Entwicklung der TagMan-PCR ein wichtiger Schritt in der
Weiterentwicklung der konventionellen PCR durch Bloch und Mitarbeiter. Den
Forschern gelang so erstmals die Amplifikation und der Nachweis einer DNA-
Sequenz in einem Versuchsansatz (vgl. Kap. 1.2.1.4) [95]. Der Vorteil dieser
Methode liegt in einer Zeitersparnis, u. a. liegen die Ergebnisse schon innerhalb
eines Tages vor. Nachanalytik und erneute Pipettierschritte entfallen, was u. a. die

Gefahr der Probenkontamination reduziert. Wie in Kapitel 1.2.1.4 beschrieben, kann
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auch die Kopienzahl des zu detektierendes DNA-Abschnittes in der eingesetzten

Probe berechnet werden (vgl. Kap. 2.2.11 und 3.1).

Auch in der Diagnostik einer Chlamydieninfektion spielt die PCR eine wichtige Rolle.
In den vergangenen Jahren wurde von vielen Forschungsgruppen aufgrund der
epidemiologischen Entwicklungen vor allem an einer Methode zur ldentifikation der
LGV-Serovare mittels PCR gearbeitet.

Grundsatzlich ist in diagnostischen Verfahren mittels PCR zu beachten, dass die
Ergebnisse u. a. abhangig von der Sensitivitat und Spezifitdt der eingesetzten PCR
sind und aullerdem Primer-Sonden-Interaktionen die Ergebnisse beeinflussen
konnten [33]. Fortschritte in Bezug auf das Detektionslimit erzielten D'Agate und
Mitarbeiter [96].

Als Zielgen zur C. trachomatis Diagnostik dient haufig das MOMP-Protein-kodierende
omp-1-Gen [48, 49, 51] und zum Nachweis einer LGV-Infektion das pmpH-Gen mit
der L-Serovar-spezifischen 36 bp-Deletion (vgl. Kap. 1.2.1.4). Ebenfalls
speziesspezifische Zielsequenzen zur Detektion einer C. frachomatis Infektion liegen
im kryptischen Plasmid [97-99].

Das kryptische Plasmid als Zielgen nutzten z. B. Schweizer Wissenschaftler 2006 in
einer Real-time PCR zur Detektion von C. frachomatis und erzielten eine Sensitivitat
von 95,7 % und eine Spezifitat von 100 % [98]. Auch die Arbeitsgruppe Limberger
nutzte eine C. trachomatis-spezifische Zielregion im kryptischen Plasmid und
zusatzlich eine Region im omp-1-Gen zur Detektion des L2-Serovars im Rahmen
einer Multiplex-Real-time PCR [99]. Aufgrund von bis zu zehn Kopien des
kryptischen Plasmids in C. trachomatis war von einer steigenden Sensitivitat
gegenuber einer PCR auszugehen, welche das nur einmal vorhandene MOMP-Gen

als Zielgen nutzt [98].

Neue C. trachomatis Varianten erschweren eine zuverlassige Diagnostik, wie z. B.
die in Schweden beschriebene Deletionen im kryptischen Plasmid [100]. So wurde
von Morré und Mitarbeitern eine TagMan-PCR zur Detektion dieser neuen Variante
aus Schweden entwickelt [101]. Eine weitere Veroffentlichung aus dem Jahre 2006
zeigte, dass C. trachomatis zu Rekombination neigt. Dies fuhrt zwar zu keiner
veranderten Pathogenitat, konnte jedoch Regionen betreffen, die potentiell

Zielsequenz eines molekularbiologischen Nachweises sind [102].
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Um falsch-negative Ergebnisse in der molekulargenetischen Diagnostik mittels PCR
zu vermeiden, konnte es also ratsam sein, mehr als ein Zielgen zu nutzen um
Mutationen oder Rekombinationen in den Zielsequenzen als Fehlerquelle zu
minimieren. Zusatzlich ist es von Bedeutung sich regelmafig tber Mutationen in den
verwendeten Zielgenen mittels aktueller Datenlage zu informieren. Zur Detektion
neuer Varianten wird eventuell weiterhin die klassische Zellkultur eine Rolle

spielen [33].

Uber die Jahre wurden verschiedene Methoden im Rahmen der C. trachomatis- und

speziell der LGV-Diagnostik entwickelt.

Diskutiert wurde u. a. die valide Unterstitzung der Chlamydiendiagnostik durch
immunologische Methoden. So wiesen Forscher um Essig auf den potentiellen
Nutzen von immunologischen Tests zum Nachweis verschiedener Chlamydien-
Antigene hin [103]. Thio und Mitarbeiter sahen eine eventuelle Korrelation zwischen
einem erhohten IgA-Titer gekoppelt mit dem Alter des Betroffenen und einer LGV-
Proktitis-Diagnose [104].

Die Forschungsgruppen um Molano [48] und Xiong [105] entwickelten eine PCR-
basierte ,Reverse Line blot“-Hybridisierung um verschiedene C. ftrachomatis
Serovare zu detektieren und 2zu genotypisieren. Andere Wissenschaftler
beschaftigten sich mit der Amplifikation von C. trachomatis mittels PCR, folgender
Detektion durch DNA-Enzymimmuntests und letztlich einer Genotypisierung durch
einen reversen Hybridisierungstest (,Reverse hybridisation assay®) [106]. Durch
diese Methoden erzielten die Forscher eine hohe Spezifitat und konnten so
Mischinfektionen mit verschieden Serovaren identifizieren. 2007 prasentierten
Wissenschaftler um Sonnex eine Nested-PCR zur C. frachomatis ldentifikation
gefolgt von einer zweiten Nested-PCR zur Genotypisierung der Serovare D-K und L1,
L2 und L3. Mit einer 95 %igen Wahrscheinlichkeit konnte bei vier Genen pro PCR
eine Detektion erzielt werden [107]. Kritisch zu betrachten ist bei den beschriebenen
Methoden die jeweilige Weiterverarbeitung der PCR-Produkte, was Zeit kostet und
aullerdem immer die Gefahr einer Kontamination birgt. Eine Weiterentwicklung in
Richtung einer Nested-PCR zur Detektion und Genotypisierung in einem Schritt

konnte diese Faktoren optimieren [78].
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2007 wurde uber eine Real-time PCR mit Scorpion-Primern zur Detektion von
C. trachomatis berichtet, welche vor allem Vorteile in der Sondensynthetisierung und
leichteren Aufreinigung gegenuber einer TagMan-PCR aufwies [108]. Skorpion-
Primer vereinen Sonde und Primer in einem Oligonukleotid. Wahrend der
Amplifikation wird die Sonde direkt mit dem komplementaren Zielbereich des zu
detektierenden Gens verbunden und dadurch eine schnelle, zuverlassige und stabile

Detektion des jeweiligen Amplikons garantiert [109].

2006 berichteten Forscher um Goldberger Uber zwei Real-time PCRs am omp-1-Gen
zur Detektion von L2 und L2b und Uber eine konventionelle, ebenfalls omp-71-Gen
detektierende PCR, welche mit nachfolgender Agarosegelelektrophorese den
spezifischen Nachweis des L2b-Serovars ermoglichte [110]. Cai und Mitarbeiter
sahen in einer Multiplex-Allel-spezifischen-PCR und in einer hochauflésenden
Schmelzanalyse eine schnelle, gunstige und einfache Methode zur Differenzierung
der L-Serovar von den anderen C. frachomatis Serovaren [111]. Die Arbeitsgruppe
von Morré verwendete zum Nachweis der LGV-Serovare eine Zielregion im pmpH-
Gen und etablierte bereits 2005 eine TagMan- und eine Rotorgene-PCR [54], welche

einen wichtigen Ausgangspunkt fur unsere Entwicklungen darstellte.

Wir nutzten die Methode der TagMan-PCR mit all ihren oben beschriebenen
Vorteilen zum Nachweis einer C. trachomatis Infektion durch Amplifikation des omp-
1-Gens am MOMP-Gen und simultaner Amplifikation eines LGV-Serovar
spezifischen Abschnittes auf dem pmpH-Gen. Die Konzeption der Duplex-TagMan-
PCR ersparte Zeit beim Pipettieren und senkte aul’erdem die Materialkosten. Es
gelang so ein speziesspezifischer Erregernachweis innerhalb eines Tages. Dadurch
konnte bei routinemaligem Einsatz dieser PCR bei betroffenen Patienten zeitnah
und adaquat eine Therapie eingeleitet werden mit dem Ziel die weitere Ausbreitung

einzuddmmen und Spatfolgen zu vermieden.

Die von Chen und Mitarbeitern entwickelte Multiplex-Real-time PCR wies im
Vergleich zu der CTra-LGV-TagMan-PCR eine noch Uberzeugendere Effektivitat von
124 % fir die Detektion der LGV- und der Nicht-LGV-Serovare auf [60]. In Bezug auf
die Genotypisierung erzielten die Arbeitsgruppen Klint und Pedersen Fortschritte
[33, 112, 113]. Der Nachteil des von Pedersen und Mitarbeitern entwickelten

Verfahrens ist darin zu sehen, dass genauso wenig wie in der CTra-LGV-TagMan-
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PCR keine Mischinfektionen erfasst werden kénnen [33, 113]. Die von Chen und
Mitarbeitern entwickelte Quadriplex-Real-time PCR (vgl. Kap. 1.2.1.4) kann
dahingegen auch Mischinfektionen detektieren [61]. Diese Methode ist somit als
weiterer Fortschritt zu werten, bringt aber keinen direkten epidemiologischen Nutzen,

da sie keine Differenzierung der verschiedenen L-Serovare leistet.

Aus epidemiologischem Interesse heraus wurde im Rahmen dieser Arbeit die
L1-, L2- und L3-PCR entwickelt, welche genau diese Zuordnung zu den drei
fuhrenden L-Serovaren L1, L2 und L3 erlaubt (vgl. Kap. 2.1.7). In unseren ersten
Untersuchungen wurden funf Proben als L-Serovar in der CTra-LGV-TagMan-PCR
identifiziert. In der L1-, L2- und L3- PCR konnten alle funf Proben im zweiten Schritt
passend zu den Zahlen in Europa dem L2-Serovar zugeordnet werden, wobei die
Sequenzierung die Zugehorigkeit zum L2b-Typ sicherstellte. In weiterfihrenden
Untersuchungen wurden unter insgesamt 50 getesteten C. trachomatis-positiven
Patientenproben zwei weitere LGV-Infektionen diagnostiziert, die ebenfalls dem L2-
Serovar zugeordnet werden konnten. Eine Probe stellte sich als L2/L3-

Doppelinfektion heraus [78].

Uber neue L2-Serotyp-Varianten wurde von Forschern in Wien berichtet. Hier wurden
drei L2-Serotypen mit abweichenden Nukleotiden in der VS1-, VS2- und VS4-Region
des omp-A-Gens gefunden, welche als L2c-L2e bezeichnet wurden [114]. Schon
2007 waren in Portugal LGV-Infektionen bei Patienten, die nicht eindeutig Kontakte
zur Gruppe der MSM hatten aufgefallen, welche durch L-Typen mit abweichenden
Sequenzen im omp-A-Gen verursacht waren [115]. Neben dem in Europa
vorherrschenden Auftretens des L2(b)-Serovars wurde interessanter Weise 1995 von
Bauwens und Mitarbeitern Uber eine L1-Infektion bei einem MSM mit Proktitis
berichtet [116].

Genotypisierungen von C. frachomatis zeigten, dass Rekombination zu Mosaik-
Varianten von zwei Serotypen gefuhrt hat [19-21]. So wurden L1/L2-Variaten
beschrieben, welche durch Mosaik-Konstellationen in einer variablen Region (VS2)
des omp-1-Gens entstanden sind [21]. Diese Rekombination im omp-1-Gen liegt
gerade einmal 2 bp entfernt vom L1-Amplikon in der L1-PCR (vgl. Abb. 14 und 15).
Die L1-PCR ist dementsprechend nicht in der Lage, einen reinen L1-Serotypen von

einem L1/L2-Mosaiktypen zu unterscheiden. Bei positiver Amplifikation in der

60



Diskussion

L1-PCR, musste zur Detektion der Mosaiktypen demnach eine Sequenzierung
stromabwarts erfolgen, um eine klare Zuordnung treffen zu kénnen. Dies ware
wiederum von epidemiologischem Interesse, da u. a. bei zunehmender Variation eine

Abnahme in der Sensitivitat der PCRs zu befiirchten bleibt.

Um alle LGV-positiven Spezies exakt einem L-Sero(sub)typen zuzuordnen und
mogliche genetische Veranderungen identifizieren zu kdnnen, ist die Sequenzierung
grolkerer omp-1 Genbereiche ein notwendiger Schritt, der nach einer Detektion in der

TagMan-PCR erfolgen sollte.
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5 Zusammenfassung

Chlamydia trachomatis ist die haufigste Ursache fur eine Geschlechtskrankheit in
Europa und auch den United States of America (USA) [1]. Als Zielgen in der
C. trachomatis Diagnostik hat sich das MOMP-Protein wie auch das das MOMP-
kodierende omp-1-Gen bewahrt [33, 43-45]. Insgesamt kdénnen die durch
C. trachomatis verursachten Krankheitsbilder in drei Gruppen unterteilt werden,
welche z. B. in einem phylogenetischen Stammbaum abgebildet sind, der auf den
Variationen des polymorphic protein H (ompH)-Gens basiert. Entscheidend ist hierfur

eine 36 bp Deletion der L-Serovare im pmpH-Gen.

Aufbauend auf einer bereits am hiesigen Institut etablieten TagMan-PCR zum
Nachweis von C. trachomatis [51] und anlehnend an Ergebnisse der Arbeitsgruppe
von Morré [54], wurde im Rahmen dieser Arbeit eine CTra-LGV-Duplex-TagMan-
PCR entwickelt und validiert, welche eine schnelle und sichere Methode zur
Detektion einer C. trachomatis Infektion (Uber Nachweis des omp7-Gens) und
speziell der LGV-Serovare (Uber Nachweis des pmpH-Gens) darstellt. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde eine Effektivitat von 102 % fur die CTra-PCR und von 97,4 % fur
die LGV-PCR ermittelt bei einem Detektionslimit von 50 Genomkopien pro Reaktion.
Diese Duplex-TagMan-PCR ermdglicht nun eine zlgige und adaquate
Therapieeinleitung fur die betroffenen Patienten, was auch unter dem Aspekt eines
gegebenenfalls erhdhten HIV-Infektionsrisikos bei vorliegender LGV-Infektion und
einem Schutz vor Spétfolgen der Erkrankung sowie vor Ubertragung auf

Sexualpartner entscheidend ist [4, 5, 7, 83].

Fur epidemiologische Fragestellungen wurden dartber hinaus drei weitere TagMan-
PCRs entwickelt, welche die Identifizierung von L1-, L2- und L3-Serovaren
ermdglichten. Aufgrund einer abweichenden Basenabfolge des L2-Amplikons zur
entsprechenden Genregion im hauptsachlich in Europa unter MSM vertretenen L2b-
Serovar, wurde im Rahmen dieser Arbeit die L123-PCR, deren Forward-Primer
stromabwarts des L1- bzw. L2 bzw. L3-Forwardprimers ansetzt, entwickelt. So
konnte die Zugehdrigkeit der in den Patientenmaterialien detektierten L2-Serotypen
zum L2b-Serovar bestatigt werden. Weitere Tests mit der L1L2-PCR, deren L1-

Forwardprimer eine gréf’ere Homologie mit dem L2b-Serovar aufweist, zeigten, dass
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sich durch Einsatz des L1F-Primers die Sensitivitat im L2b-Nachweis bei niedrigen

Konzentrationen erhohen lasst.
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