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1 Einleitung:

1.1 Mykoplasmen

1.1.1 Taxonomie

Mykoplasmen zahlen durch ihr kleines Genom (5771388 kBp) und ihrer geringen
GroRRe (0,2-0,8um) zu den einfachsten und kleinBtkaryoten. Die ungefahr 200
verschiedenen Spezies sind taxonomisch folgendsevesngeordnet:

Abteilung: TenericutegRazin, 1998)

Klasse:Mollicutes(Tully et al., 1993)

Ordnung:MycoplasmatalegTully et al., 1993)

Familie: Mycoplasmataecegreundt, 1955)

Gattung:MycoplasmdTully et al., 1993; Razin, 1998)

Die Klasse Mollicutes beinhaltet folgende acht GattungerAcholeplasma,
Anaeroplasma, Asteroplasma, Mycoplasma, Spiropladnesoplasma, Entomoplasma
und Ureaplasma (Tully et al. 1993). Eine phylogenetische Verwaatiaft zu
Clostridien lasst sich auf Basis von 16S rDNA Amsely erkennen (Bredt 1988). Daher
werden sie oft zur Gruppe der gram-positive Baktermit niedrigem G-C Gehalt

gerechnet.

1.1.2 Allgemeine Eigenschaften

Mykoplasmen zeichnen sich durch ein sehr kleineao@eaus (577 bis 1380kBp),

welches einen niedrigen G-C Gehalt (23-40mol%) aigtvBove, 1993; Razin, 1985 &

Razin et al. 1998; Tully et al., 1993). Dies kamif die parasitéare Lebensweise und die
damit verbundene Reduktion verschiedener Zellfamen bzw. Synthesefahigkeiten

zurtckgefuhrt werden (Razin, 1992). Vergleichen®S YRNA Genuntersuchungen

weisen darauf hin, dass sich dMollicutes aus der Gruppe der gram-positiven
Bakterien mit niedrigen GC mol% Gehalt durch degative Entwicklung abgespalten

haben (Razin, 1992a; Woese et al., 1987).



Das Fehlen einer Peptidoglykanschicht und der daddrerenden Gene, tragt ebenfalls
zur Reduktion des Genoms bei. Die daraus resultilerePlastizitat ist auch die
Erklarung, warum Mykoplasmen Filter durchdringemién, welche eine Porengréfe
von nur 0,22um besitzen (Kayser et al., 1998). Taadenz konisch in Nahrbdden zu
wachsen und die dadurch entstehenden charaktehnistisspiegeleiférmigen Kolonien,
die geringe osmotische Stabilitdt und die Resisteggegen Antibiotika bzw.
Hemmstoffe, welche die Peptidoglykansynthese hemaotsn die Zellwand abbauen,
ist ebenfalls auf das Fehlen der Peptidoglykansthigriickzufihren.

Die Zellmembran besteht zu mehr als zwei Dritted Blembranproteinen und zu circa
einem Drittel aus Lipiden (Phospho-, Glyco- undtrede Lipide), wohingegen andere
Eubakterien nur einen sehr geringen Anteil an Memproteinen aufweisen. (Razin et
al., 1998). Somit gehéren die Proteine der Memlataen haufigsten Antigenen von
Mollicutes. Diese gehodren zu Oberflachenstrukturen, welche iditich ihrer
Expression und Grol3e variieren (Razin et al. 1998)iters adaptieren Mykoplasmen
die Lipidzusammensetztung ihrer Membran an untédibhe physiologische bzw.
umweltbedingte Einflisse. Dies geschieht durch Weeiung der Acylketten sowie
durch die Veranderung der polaren Kopfe membragiieger Phospho- und
Glycolipide (Andersson et al., 1996).

Je nach Kultivierungsbedingungen kdnnen verschieedéellformen vorliegen. Die
haufigsten Grundformen in Flissigmedien sind ko#&obder auch birnenférmige
Zellen mit einem Durchmesser von 0.3-0.8um. Einemcbmesser von 0.2-0.4um
dafur aber eine Lange von bis zu 150um erreichaméntose Zellformen, welche auch
ofters Verzweigungen aufweisen. Diese Wachstumsfaran auch namensgebend
(griech. mykes- Pilz und plasma - Form). Auf fest&éhrboden werden
charakteristische Kolonien ausgebildet. Diese @iseim spiegeleiférmig mit einen
Durchmesser von 100-600um. Das Zentrum der Koloeiestheint dunkler als die
Peripherie, bedingt durch das Einwachsen der Zafleden Agar (Edward u. Freundt,
1969). Die Kultivierung von Mykoplasmen stellt hohénspriche an die
Zusammensetzung der Medien, welche aus Herzextid&feextrakt, Serum und
weiteren Zusatzen wie Vitaminen, Spurenelementah Nukleinsauren bestehen. Da
Mykoplasmen nicht oder nur teilweise zur Fettsgymdeese befahigt sind und

Cholesterol zwar brauchen, dieses aber nicht ssilmghetisieren kbnnen, muss dieses



ebenfalls beigefigt werden (Razin et al., 1998).ss®udem werden haufig
Wachstumshemmer wie Penicillin (hemmt gram-posiBe&terien) und Thalliumacetat
(hemmt Pilze und gram negative Bakterien) dem Medawgesetzt, um in klinischen
Proben zu verhindern, dass neben den Mykoplasmesiches oft eine lange
Inkubationszeit aufweisen, auch eventuell vorhardazllwandtragende Bakterien oder
Pilze anwachsen (Bredt 1988; Dallmann, 1996; RdAA2a; Winter, 2004).

1.1.3 Vorkommen, Erregerbiologie und Pathologie

In der Natur kommen Mykoplasmen als Parasiten irrb@liieren, Insekten und
Pflanzen vor (Razin et al., 1989). Sie besiedeinMbensch und Tier bevorzugt die
Schleimhaute des Urogenital- sowie Respirationtgrakber auch Augen, Gelenke,
Milchdrisen oder der Verdauungsapparat konnen |baefalverden und zu meist
chronischen Krankheitsbildern fuhren (Razin, 19R&zin u. Freundt, 1984; Tully et
al.,1993). Mykoplasmen konnen in immunkompetentemnteah' mehrere Wochen bis
Monate Uberleben, indem sie Mechanismen nutzendi@edmmunantwort umgehen
oder blockieren (Cassel et al., 1978; Freundt, 1%azin et al., 1998). Besonders
molekulares Mimikry wird hier als Strategie verntut®ies geschieht indem die
Mykoplasmen Wirtsantigene an ihrer Oberflache ewien, oder Adsorption als
Schutz gegen die Immunabwehr einsetzen (Dallm&®®6;1Borst, 1991; Cassel, 1982).
Eine zentrale Rolle bei der Manifestation einer kiylasmeninfektion spielen
Adharenzmolekile, welche einen engen Kontakt zwischMykoplasmen und
Wirtszellen vermitteln (Dallmann, 1996; Razin u.cdlds, 1992). Hier konnen
enzymatische Reaktionen zu einer direkten Schadiglem Wirtszellen fihren. Dabel
handelt es sich um die Aktivitdt von Proteasen, Ilagen, Phospholipasen und die
Aktivitat von Stoffwechselprodukten wie zB. Wasseffperoxid (Cassel et al., 1987;
Miles, 1992; Razin et al.,1998; Simecka et al.,2299yon u. Baseman, 1992). Weiters
weisen Mykoplasmen eine hohe phanotypische Vaitabiin der Erregerpopulation
auf, welche auf spontanen Verdnderungen der Memlyginsynthese bzw.
Deletionen und Insertionen in repetitiven Sequenden Oberflachenproteine beruht.
Dies kann zu veranderten Antigenen und auch zu reid@derung der

pathogeneserelevanten Eigenschaften fihren (Cdti,e1997)



1.1.4 Allgemeine Differenzierung

In Zukunft werden Sequenzanalysen eine immer wjeihd Rolle spielen, um
phylogenetische und taxonomische Aussagen Uberogliganismen zu treffen. Nach
wie vor wird eine Kombination von phylogenetischBaten (meist handelt es sich
dabei um die partielle Sequenzierung des Genomsierbe wiederum um die
Gensequenz der 16S rRNA) und phanotypischen Megamiaénutzt, um unbekannte
Bakterienisolate zu charakterisieren (Razin et 4dl998). Die phanotypischen
Untersuchungen umfassen morphologische, serolagisckowie biochemische

Eigenschaften und ermdéglichen die Differenzieruag Mykoplasmen.

1.1.5 Mycoplasmasp. isoliert ausStruthio camelus

1.1.5.1 Herkunft

Die Isolate stammen ausStruthio camelus (dem afrikanischen Straul3). Die
Probennahme fand bei Tieren statt welche krankl&tfieungen des Respirationstrakts

aufwiesen. Auf 5 Farmen in Namibia wurden je zweiklén genommen.

1.1.6 Mycoplasma mycoidesubsp mycoidesmall colony type

1.1.6.1 Herkunft/Bedeutung/Probleme

Mycoplasma mycoidesubsp mycoidesmall colony typeNImnSC) ist der Erreger der
Lungenseuche bei Rindern (engl. contagious bovieerppneumonia- kurz CBPP).
Dabei handelt es sich um eine hochst ansteckenklartkung, welche von der OIE
(World Organisation for Animal Health) als eine teisA Krankheit gefiihrt wurde.
Auler MmnSC, dem einzigen bakteriellen Erreger der Liste wWwaren 14
meldepflichtige Tierseuchen darin gelistet, allesamt dem Potential schneller
Ausbreitung und schwerwiegender sowohl 6konomisdiler auch gesundheitlicher
Folgen (OID, Factsheet).

CBPP ist in der westlichen Welt grol3teils ausgetpttoch kommt es immer wieder zu

sporadischen Ausbriichen, welche aber durch s@@kiErantdnemalinahmen rasch unter



Kontrolle gebracht werden kdénnen. Neben Teilen dsi¢spez. China, Indien) ist
MmnSC in Afrika endemisch und stellt dort ein grolResbiem dar. Die Verbreitung
der Krankheit in Afrika ist durch vier Punkte gekerichnet (W.N.Masiga, 1996):

* Rinder sind die einzig betroffenen Tiere;

e es gibt kein Wildtierresservoir;

« chronische Krankheitstrager sind die Hauptinfeldoprelle;

« die weit verbreitete Nomadenwirtschaft spielt eiwwchtige Rolle in der

Ausbreitung.

Aufgrund der Nomadenwirtschaft und dem Krankheitisud ist es schwierig die
Krankheit zu bekampfen. CPBB wird durch Tropfchéeltion direkt Gbertragen. Ein
grof3es Problem sind die latenten Krankheitstragaa, die Inkubationszeit von drei bis
sechs Wochen. Die Krankheit hat eine Mortalitdésxatn bis zu 70% und kann in einer
der drei folgenden Formen vorliegen: akute, pemkuid milde Form. Die akute Form
ist der haufigste Verlauf und endet meist zwei tiisf Wochen nach den ersten
Anzeichen der Krankheit todlich. Die Temperaturigttegl6tzlich, das Tier verliert
seinen Appetit, die Milchproduktion sinkt, die Atnm ist flach und schnell. Beim
Befall der Lunge kommt es zu grofdflachigen Entzivggum, sowie zu
Flissigkeitsansammlungen. CBPP ist mit groRen Sctenefir das Tier verbunden.
Die weniger oft auftretende perakute Form, zeigifigadhnliche Symptome wie die
akute Form, endet aber bereits nach ein bis dresh&o mit dem Tod. Bei der milden
Form kommt es meist zu keinem Krankheitsbild, dierd sind aber Trager der
Krankheit und verbreiten sie. Unter Stress kanales zum Ubergang von der milden
zur akuten Form kommen (W.N.Masiga, 1996; APHIEOI

Wird CBPP diagnostiziert, sind strenge Quarantarsbwiften einzuhalten und die
infizierten Tiere zu téten. Die Kadaver werden stsergt, dass von ihnen keine weitere
Gefahr ausgeht (Blancou, 1996). Leider werden di¥seschriften in weniger
entwickelten Staaten oftmals nicht eingehalten, .baerden erkrankte Tiere von den
Besitzern, aus Angst die gesamte Herde zu verlieneicht gemeldet. Ein
veterindrmedizinischer Dienst, der regelmalRige Kiblein unternehmen kénnte, ist oft

nicht existent oder in der Lage, die geeigneten mdafhen zu ergreifen. Auch



Impfkampagnen in den 1960er, 1970er und 1980erdakonnten an dieser Situation
nichts andern. Wahrend in Europa die Krankheit d$ sporadische Ausbriiche in

Spanien und Portugal ausgerottet wurde, ist sidrika wieder endemisch.

Ohne Zweifel handelt es sich bei CBPP um eine dastnbedeutendsten Krankheiten,
ausgelost durch Mykoplasmen. Sie stellt eine Ursdiih betrachtliche Schaden in der
Viehwirtschaft und damit auch der Volkswirtschaftard Die Internationale
Atomenergieorganisation (engl.: International AtorBnergy Agency, IAEA) hat daher
ein internationales Projekt gestartet, dessen g£eelist, CBPP unter Kontrolle zu
bekommen. Die daraus entwickelten Techniken undulRge sollen direkt in den
betroffenen Landern zur Anwendung kommen. Nicht aier Krankheit soll bekampft
werden und die damit verbundenen wirtschaftlichesh&8en, sondern auch ein
Wissenstransfer in die betroffenen Lander gew&tdeiverden.

Die vorliegende Arbeit ist Teil dieses internatilmmaProjekts, wobei die Aufgabe in der

Untersuchung der genomischen Variabilitat versa@medVimmSCStamme bestand.



1.2 Problemstellung

1.2.1 Genetische Heterogenitat iMmmSC

Aufgrund der 6konomischen Schéaden, die durch dankieit ausgelost werden, ist es
dringend notwendig eine schnelle Identifikation &&mme zu ermdglichen. Dadurch
kann die Krankheit leichter zu ihrem Ursprung vigfaind unter Kontrolle gebracht
werden.

Die genetische Variabilitat iMmnSC Stdmmen sollte mit Hilfe RAPD (randomly
amplified polymorphic DNA) und daraus resultierendgFingerprints* untersucht
werden. Es galt zu zeigen, ob mdmmSC Stamme mit Hilfe dieser Methode
voneinander unterscheiden kann, wie es bereitarfdere untereinander nah verwandte
Bakterienstimme gezeigt wurde (Welsh and McClellah890). Basierend auf
Unterschieden in den genomischen Fingerabdrickétersalann spezifische PCR-
Ansatze entwickelt werden. Weiters wurden gleiabl3gr PCR-Fragmente mit Hilfe der
degenerierenden Gradienten Gelelektrophorese (DG@&HH) Sequenzunterschiede
untersucht. Die Sequenzen der auf dieser Weisendefien stammspezifischen PCR
Produkte, sollten dann zur Konstruktion von spseglien Primern herangezogen
werden. Damit ware es mdglich die einzelnen StammieHilfe einer multiplex PCR,
voneinander zu unterscheiden, was eine wesentlicBeitersparnis zu

kultivierungsabhéangigen Methoden mit sich bringemde.
1.2.2 Artbeschreibung

Eine weitere Aufgabe dieser Arbeit war es, die diskaxonomisch noch nicht
eingeordneten, austruthio camelusisolierten Mykoplasmen anhand molekularer
Typisierungsverfahren, sowie morphologischer, sgisther, physiologischer und
biochemischer Methoden zu klassifizieren. Mit deneshaltenen Daten sollten die

Mykoplasmen gegebenenfalls dann als neue Art biesehr werden.



2 Material und Methoden

2.1 Mykoplasmenstamme

2.1.1 Isolate der taxonomisch einzuordnenden Stamme und

Referenzstamme:

Isolate aus der Lunge:

237AT, 237IA, 238IA, 238lIA, VIA, VIIA
Isolate aus der Nasenhohle:

1AA, 1FIIA, 2FIAT, 2AIA

Folgende Mykoplasmen und Bakterien anderer Genardem bei der Artbeschreibung
als Referenzen fur diverse Untersuchungen heraggezo
Mycoplasma spumar3348 PG13
Mycoplasma equirhinisiCTC 10148
Mycoplasma falconisi/T1"
Mycoplasma glycophilumCTC 10194
Mycoplasma verecunduib#49 (Isolat)
Mycoplasma bovirhini®G43 NCTC 10118
Mycoplasma gallinarunfowL/PG16 NCTC 10120
Mycplasma arthritidisPG6 NCTC 10162
Mycoplasma gallisepticum PG3T NCTC10115
Ureaplasma diversurival U4 (Isolat)
Acholeplasma laidlawiPG8 NCTC 10116



2.1.2 Mycoplasma mycoidessubsp mycoides SC Stdmme
(MmmSC)

Die in Tab. 1 genannten Stamme wurden uns von Badchim Frey (Institut far
veterindre Bakteriologie der Universitat Bern, Lgags-Stralle 122, CH-3001 Bern,
Schweiz) zur Verfigung gestellt. Ebenso erhieltan wen den genannten Stammen

DNA aus selbigem Labor.

Tab. 1: In der Arbeit untersuchten Stamme vonMmmSC.

Stamm Isoliert aus Herkunft / Jahr der
Isolation
PG Typstamm, Rind Herkunft  unbekant
1931
0526 Schaf, Milch Portugal; 1993
4378 Rind Senegal pre-1968
KH3J Rind, Impfstamm Sudan 1940
PO1967 Rind Frankreich; 1967
Afadé Rind Kamerun; 1968
Asmara Rind Eritrea; 1970
95014-Mara Rind Tansania; 1995
T1/44 Impfstamm Tansania; 1952
8740 Rind Caeroun 1987




2.2 Kultivierung der Mykoplasmen

2.2.1 Anzucht der Isolate:

Die Isolate wurden in modifiziertem Hayflick’s Meda (MedB) angezogen.

Die in der Arbeit verwendeten Mykoplasmenstammedenr bevor sie zu Versuchen
herangezogen wurden, 3 mal kloniert/passagiertly(;Td983). Hierzu wurden 4ml

MedB mit dem Stamm beimpft, indem mit einer Impf@ee Einzelkolonie von der

Platte gepickt und in das Flussigmedium uberfllmd ein bis zwei Tage bei 37°C
inkubiert wurde. Sobald ein Farbumschlag des Mediwowie eine Tribung zu
erkennen war, wurde mit MedB 1:1000 verdinnt. Hiarwurden 50 pl eingesetzt um
eine MedB Agarplatte zu beimpfen. Diese wurde BEC3in einer Atmosphare mit 7%
CO, bebritet. Nach dem Ausbilden von Einzelkolonienrdeudann ausgehend von
Einzelkolonien wiederum 4 ml MedB beimpft. Dieseorgang wurde nun zweimal
wiederholt. Von der letzten Platte wurden dann wvorehreren Einzelkolonien

ausgehend, jeweils 4ml MedB angeimpft. 250 ul Adigudieser Kulturen wurden nach
eintagiger Inkubation bei 37°C in sterile 1,5 mipEpdorfgefal3e tberfihrt und bei -
80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Da neilem Mal Auftauen und

Passagieren die Lebensfahigkeit der Mykoplasmemeduter wird (Inkubationszeit

verlangert sich deutlich; personliche Mitteilungm®ne Muck), wurden zu Beginn

ausreichend Aliquote fir die Diplomarbeit angelegt.

2.2.2 Biomasse fur die Stammsammlung:

Zur Konservierung der Mykoplasmenisolate wurdeB(jeml MedB Kulturen angesetzt.
Nachdem Wachstum sichtbar war wurden diese jeweil2 ml aliquotiert, mit 250 pl
Pferdeserum versetzt, eingefroren und schliel3ligfriaggetrocknet. Nach dem
Lyophilisieren wurde jeweils ein Ansatz wieder iterien dHO suspendiert und auf

MedB-Agar ausplattiert, um die Lebensfahigkeit BMigcopasmen zu testen.
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2.2.2.1Modifiziertes Hayflick Medium(MedB)

« flissiges MedB:

Heart Infusion Broth (BD*)
dH,O

autoklavieren bei 121°C fir 20 min

abkuhlen lassen auf ca. 55°C dann Zugabe von
1%iger Phenolrot Lésung (Sigma)
25%igem Hefeextraki(Merck)
Pferdeserum (hitzeinaktivieftjPAA)
0,2%iger Kalbs-Thymus DNA (Sigma)
50%iger [w/v] Glucose Losung (Merck)
10%iger Thalliumacetat Losung (Sigma)
1 Trockenampulle Penicillin (Sandoz)

* MedB Nahrboden:

Heart Infusion Broth
Agar (Oxoid)

autoklavieren bei 121°C fir 20 min,

abkuhlen lassen auf ca. 55°C, dann Zugabe von
Pferdeserum (hitzeinaktiviert)
25%igem Hefeextrakt
0,2%iger Kalbs-Thymus DNA

*BD....Becton Dickernson and Company

12,25 g
450 ml

1,2ml
50 ml
100 ml
6 ml
12 ml
0,5 ml
1 MilliomEBeiten
(1 Mega I.E.)

12,25¢
6,49

100 ml
50 ml
6 ml

*hierzu wurde 25% [w/v] Hefegranulat eingewogen uilder Nacht am

Magnetrihrer geldst. Am folgenden Tag wurde die8suhg sterilfiltriert und bis zur

Verwendung bei 4°C gelagert.

*Hitzeinaktivierung des Pferdeserums: das Pferdesesird hierzu aufgetaut

und dann far 30min in ein 56°C Wasserbad gegebex. lBheren Temperaturen

denaturieren Bestandteile des Serums. Aus demmns@&hend soll das Medium erst auf

ca. 55°C abkuhlen bevor man das Serum hinzufugt.
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2.2.3 Anzucht vonMmmSC

MmnSC Stdmme wurden in flissigem Frey Medium kultiviégn 15 ml Réhrchen
wurden ca. 12 ml Frey Medium aliquotiert. Das Madiwurde mit denMmnSC
Stammen angeimpft, welche wir als verschieden didwachsene Flussigkulturen
erhielten. Hierzu wurden 300 pl der Kulturen in 8&edium Gberfuhrt. Es folgte eine 2
bis 3 tagige Inkubation bei 37°C.

2.2.3.1 Frey Medium (nach European Pharmacopoeia 5.6.):
Heart Infusion Broth 25¢g
dH,O 90 ml

autoklavieren bei 121°C fir 20 min

Nach dem Abkuhlen auf ca. 55°C Zugabe von

essentiellen Vitamine* 0,025 ml
50%iger Glucose Ldsung 2ml
Schweineserum (hitzeinaktiviert) (PAA) 12 ml
1%igem#- Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (Sigma) 1ml
1%iger Cystein Hydrochloride Lésung (Roth) 1ml
0,6%iger Phenol Rot Lésung 5ml
Penicillin 20000 Einheiten/ml

*essentielle Vitaminldsung (1000 ml): Biotin 10GyrKalziumchlorid 100 mg,
Kalziumpantothenat 100 mg, Folsdure 100 mg, i-bod&00 mg, Nicotinamid 100 mg,
Pyridoxalhydrochlorid 100 mg, Riboflavin 10 mg, &minhydrochlorid 100 mg.

Die Vitaminlésung wurde sterilfiltriert und in Eppaorfreaktionsgefal3e aliquotiert. So

wurde sie dann bei -20°C bis zur weiteren Verwegdyeiagert.
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2.2.4 DNA Extraktion

2.2.4.1 Extraktion von DNA der MmmSC Stamme unter Verwendung

des PrestoSpin D Bug Kit :
Die DNA wurde mit dem PrestoSpin D Bug Kit (Molzyr(darin enthalten sind die
bendtigten Mini Spin- Saulen, Collection tubes b Puffer RS, Puffer RB, Puffer
CH, Puffer AB, Puffer WB, Puffer EB; Nicht enhalteimd 70% Ethanol, Lysozym und
RNase A), wie in der Anleitung angegeben, im L3-mabHetzendorf der
Osterreichischen Agentur fir Gesundheit und Ermégssicherheit GmbH (AGES)
DNA extrahiert. Dazu wurden die angewachsenen Keftuitr 2 min bei 13000 rpm
abzentrifugiert und das Pellet in 50 pl RS Pufésuspendiert. Nach einer 30 Minuten
dauernden Inkubation bei 37°C wurden 250 ul CH é&tufinzugefiigt und sofort fur 5
sec gevortext. Nach mindestens 5 min trat einetlsach Lyse der Zellen auf, sodass
200 ul AB Puffer hinzugefigt werden konnten undmasec vortexen, die so erhaltene
Lésung auf eine Mini Spin-Saule transferiert wertennte. Die beladene Saule wurde
fur 30 sec bei 13000 rpm zentrifugiert und der 8&dlirchlauf verworfen. Dann
wurden 400 pl WB Puffer auf die Saule pipetiert wadtbrmals zentrifugiert. Nach
einem Waschschritt mit 400 ul 70%Ethanol (70%Et@id)cher ebenfalls auf die Saule
geladen wurde, gefolgt von 3 min Zentrifugation b8000 rpm, wurde die Mini Spin-
Saule in ein 1,5 ml Zentrifugationsrohrchen eingaséviit 100 pl 70°C heillem EB
Puffer wurde die DNA aus der Saule eluiert. Dazudeuder Puffer auf die Saule

aufgetragen, gefolgt von einer einminitigen Zeagdtion bei 13000 rpm.

2.2.4.2 Extraktion der DNA mit der Freeze-Thaw Methode

Diese Methode wurde beschrieben von Nilsson €1888). Hierzu wurden die in 15ml
Roéhrchen angezogeneNmnSC, im ersten Schritt mit 4000 rpm fir 40 min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dase®ellurde in 1ml PBS resuspendiert
und in ein Eppendorfreaktionsgefald dberfuhrt, wedcimit 14000 rpm fir 5 min
zentrifugiert wurde. Nun wurde das so erhaltenéeP&l 500ul PBS resuspendiert und
abermals zentrifugiert. Das Pellet wurde dann inrub@Nase-, RNase-, und Protease
freiem Wasser (dd}0) (Eppendorf) resuspendiert und tUber Nacht eingefr (-80°C).
Tags darauf wurden die Zellen direkt aus -80°C,1ftimin auf 100°C erhitzt und mit
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13000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstaia,welchem sich nun die DNA
befand, wurde in ein neues Eppendorfgefald Gbertiittttoei -20°C gelagert.

e 1xPBS: Phosphat gepufferte Saline

NaCl (Roth) 8¢

KH,HPO, (Roth) 0,29
Na,HP O, x12H20 (Roth) 299
KCI (Roth) 0,29
dH,0O ad 1000 mi

pH auf 7,2 einstellen

autoklavieren

2.2.4.3 DNA Fallung:

Der DNA Losung wurden 1/10Vol. NaAcetat (3M, pHM€rck) sowie 2 Vol. EtOH
p.A. (Merck) (eiskalt) zugefugt. Durch Zentrifugati bei 13000 rpm fir 10 min wird
die DNA pelletiert, der Uberstand vorsichtig abdgedio und das Pellet in der
Vakuumzentrifuge getrocknet. Danach wurde die smgknete DNA in ddBHO geldst
(Uber Nacht auf 4°C) und photometrisch vermessen.

2.2.4.4 Extraktion der DNA von M.struthionis sp.

nov./M.nasistruthionissp. nov. DNA
Es wurde der GenElute™ Mammalian Genomic DNA-MiapKit (Sigma-Aldrich)
[darin enthalten sind Resuspensionslosung, Lysisys T, Lysislésung C,
Saulenvorbereitungslésung, Waschlosung, Elutionsig410 mM Tris-HCI, 0,5 mM
EDTA, pH 9.0) Proteinkinase K, RNase A Loésung, Gatdk Miniprep Saulen,
Collection Tubes 2 ml)] benutzt und nach der zugelet® Anleitung vorgegangen. Als
Ausgangsmaterial wurden 1,5ml einer gut bewachseimeh MedB Kultur benutzt.
Diese wurde bei 14000 g fur 10 min pelletiert, damr200 pl Resuspensionslosung
sowie 20 ul RNAse Losung resuspendiert und fur 2 loei Raumtemperatur inkubiert.
Nun wurden 200 pl Lysislésung C sowie 20 pl Pratgad. dsung (20 mg/ml) zugefugt
und bei 70°C fiur 10min inkubiert. In dieser Zeitrdlen die Filterr6hrchen vorbereitet.

Dazu mussten diese mit 500 pl einer Vorbereitursgslg beladen und fir 1 min bei

14



12000 g zentrifugiert werden. Nach der 10 mindti¢@ubation wurden noch 200 pl
Ethanol (96%) zu den lysierten Zellen zugeflgt magh grindlichem Vortexen die
Suspension in das Filterrdhrchen tGberfuhrt. Naderelmin Zentrifugation bei 6500 g
wurde der Durchlauf verworfen und 500 pl Waschl@sanf den Filter der Rohrchen
pipettiert. Abermals wird mit 6500 g fur 1min zefhigiert. Der Waschschritt wird

einmal wiederholt. Nun wurde das Filterréhrchenein neues Zentrifugenréhrchen
Uberfihrt und mit 200 pl Elutionspuffer beladen.chNaeiner 5 min Inkubation bei
Raumtemperatur konnte die DNA durch Zentrifugati@m 6500 g fir 1min extrahiert

werden.

2.2.4.5 Extraktion von DNA fir DNA-DNA Hybridisierung und
G+C-% Analyse

Wahrend die oben beschriebenen Methoden genug ONMAIiE Anwendung in der
PCR liefern, braucht man fir andere Zwecke, wie BEA-DNA Hybridisierung oder
Bestimmung des GC(%) Gehalts weit hthere DNA Kotragionen. Hierzu wurde die
Methode von Pitcher et al. (1989) benutzt. Dazudewine Kultur (100-300 ml) mittels
Zentrifugation, bei 4000 g fir 30 min, geerntet.fégten zwei Waschschritte mit PBS,
nach denen das Pellet in 1 ml Lysozym L6sung (50mt)gesuspendiert und im 37°C
Wasserbad 45 min inkubiert wurde. Nachdem 5 ml ®G&E8er zugefligt worden warr,
folgte eine weitere 5-45 min Inkubation bei 37°@ @ie Lyse der Zellen eintrat. Dies
konnte bei Mykoplasmen schon direkt nach Zugabe @BS Puffers beobachtet
werden. Danach wurden 750 ul 25% [w/v] SDS zugefiingt leicht geschuttelt. Weiters
wurden 200 pl RNAseA (25 mg/ml, Sigma) zugeflgt diaid 30 min bei 37°C im
Wasserbad inkubiert. Es folgte die Zugabe von 20Brpteinase K (20 mg/ml; Roth).
Nach grundlichem Vortexen und einer weiteren 30 nmkubation im Wasserbad,
wurde der Ansatz auf Eis gestellt (ca. 10 min). iNaZugabe von 2,5 ml
Ammoniumacetat (7,5 M, 4°C) und 10 min auf Eis gte® die Zugabe von 5 ml
Chloroform/2-Pentanol (24:1), gefolgt von grindéaom Vortexen. Die obere Phase
wurde nach Zentrifugation bei 4000 rpm fir 25 miogehoben und in ein neues 50 ml
Rohrchen Uberfuhrt. Nach der Zugabe von 0,5 Volu@bkloroform/2-Pentanol wurde
abermals zentrifugiert. Die obere Phase wurde wietdgehoben und zu der bereits
Uberfihrten Phase zugefiigt, mit 0,54 Volumen 2-8mop versetzt und 1 min
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gevortext. Préazipitierte DNA wurde bei 4000 rpm 25 min pelletiert und der
Uberstand vorsichtig abgegossen. Das DNA-Pelledaumun 3-mal mit 1000ul 70%
EtOH gewaschen und dabei in ein Eppendorfreaktef@fy Uberfihrt. Bei diesen
Waschvorgangen wurde bei 13000 rpm bei 4°C fur 10, mentrifugiert. Das DNA
Pellet wurde unter Vakuum getrocknet und in 50qH#D geldst.

e Lysozym Lésung: 50 mg/mi(Roth) in TE Puffer

e TE Puffer: 10 mM Tris/HCI (Roth)
1 mM EDTA (Roth)
pHS8

» GES Puffer: 30 g Guanidin Thiozyanat (Sigma)
+10 ml 0,5 M EDTA pH8 (Roth)
+10 ml dHO
bei 65°C im Wasserbad unter gelegentlichem Scmitigden,
dann abkihlen lassen
+2,5 ml 10% Sarkosyl (Sigma)
ad 50 ml mit dBEO

Sterilfiltrieren und bei Raumtemperatur lagern.

2.2.5 DNA Konzentrationsbestimmung

2.2.5.1 Photometrisch

Hierzu wird die Extinktion der Lésung bei 230nm,08é), 280nm und 320nm im
Photometer (Biophotometer; Eppendorf) gemessen.déasso erhaltenen Werten wird
vom Photometer eine Angabe Uber die DNA Konzemtnafjug/pl) gemacht, sowie tber
die Sauberkeit der vermessenen DNA (Verhaltnis 260280 bzw. 260:230 nm; Wird
hierbei ein Wert> 1,8 errechnet so gilt die DNA als ausreichend wginbei der DNA-

DNA Hybridisierung eingesetzt zu werden).
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2.2.5.2 Chemische DNA Bestimmung

Diese Methode erfolgte in modifizierter Form naclcHards (1974). Zur Erstellung
einer Eichgeraden wurden 25 ul 2x SSC und 8,15 MHCIO, 9,2 M mit
0.25/0.5/0.75/1/1.5/2/3/4 pg Kalbsthymus-DNA undsa&x auf ein Volumen von 50 pl
mit ddH,O gebracht. Dann wurden 30 pl Diphenylamin Reagemgefligt und 16-24h
bei Raumtemperatur inkubiert. Von der zu messemt¢A wurden 6 pl eingesetzt. Die
Absorption wurde bei 600nm bestimmt. Die Erstelludgr Eichgeraden erfolgte,
ebenso wie die Analyse der Probe, im Doppelandate der Konzentrationen wurde 4-
mal gemessen und aus dem Mittelwert die Eichgesadtllt. In diese so erhaltene

Funktion wurden die Mittelwerte der Proben eingesetd auf diese Art berechnet.

» 2xStandard Saline Citrat (SSC)
300 mM NacCl (Roth)
30 mM NaCitrat (Merck)

* Diphenylamin-Reagenz
Eisessig (Roth)
0,01% Paraldehyd (Fluka)
4% Diphenylamin (Sigma-Alrich)

zuerst wurde Paraldehyd der Essigsaure zugefégh Biphenylamin.

17



2.2.6 PCR basierende Methoden

2.2.6.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

2.2.6.1.1 Materialien fir PCR

Es wurde die GoTaq®Flexi DNA Polymerase (Promegaukrt. Diese wird mit MgGl
(25 mM) und 5x green GoTaq®Flexi buffer (kurz 5xffer) geliefert. Als Wasser
wurde Mol Bio Grade Water (5Prime) (dgB) benutzt. Weiters wurden der 4you4
dNTPs Mix 10 mM (Bioron) benutzt. Die Primer wurdéer die Firma VBC-
Genomics bezogen und in einer Arbeitskonzentratuwm jeweils 100 pmol/ul
eingesetzt. Die verwendeten Thermocycler waren: pegBgorf (Mastercycler) und
MWG-Biotech (Primus).

2.2.6.1.2 Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte

Falls nicht anders angegeben erfolgte die Auftragnuder PCR Produkte
standardmafig in einem 1,7% (w/v) Agarosegel. Damme die Agarose in 1XTAE
Puffer unter aufkochen in der Mikrowelle gel6st.rDXTAE Puffer wurde durch

Verdunnen aus dem 50xTAE Stock hergestellt.

« B0OxTAE Puffer

Tris (Roth) 242,09
Eisessig (Roth) 57,1 ml
0,5 M EDTA, pH8 100 mi

ad dHO 1000 ml

Die Auftrennung der PCR Produkte erfolgte mittelslgiektrophorese in der BioLab
DNA sub cell™ Kammer. Fir gewohnlich wurden beirsten Lauf 5 pl PCR Produkt
aufgetragen und falls nétig bei den folgenden Gdleraufgetragene Menge angepasst.
Die Farbung der DNA erfolgte im 2,5 mg/l Ethidiurobridbad (fur ca. 20 min) und
wurde unter UV Licht betrachtet. Die Dokumentatenfolgte mit Hilfe eines BioRad

Geldokumentationsgerates und der Quantity One &odétw
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2.2.6.1.3 PCR-Primer
Folgende Primer wurden im Rahmen der Diplomarbeititzt.

Tab. 2: RAPD-Primer, 1-15 Birgit Huber / Sabine Armann, 16-34 Stefan Langer

Name Sequenz m C°
Rapd la 5-GTG CCG ACG G-3' 43,6
Rapd 1b 5-GTG CCG ACG GC-3 51,4
Rapd 2a 5-ATA GCC GAC G-3 33,3
Rapd 2b 5-ATA GCC GAC GC-3 41,9
Rapd 3a 5-TCT GAC CAC C-3’ 25,0
Rapd 3b 5-TCT GAC CAC CG-3’ 37,9
Rapd 4 5-CAG GCT TCC C-3’ 36,3
Rapd 5 5-CGG CAA CGG G-3 48,6
Rapd 6 5-GAC TGC GCA C-3’ 33,5
Rapd 7 5-GCG TCA GGA G-3 32,1
Rapd 8 5-CCCTTATGC G-3° 34,5
Rapd 9 5-AAC AGG GCG G-3° 41,9
Rapd 10 5-GGA CGC GGT GC-3 51,4
Rapd 11 5-GCA CGC ATT GG-3 44,6
Rapd 12 5-CTG AGG CTC CC-3 39,8
Rapd 12(2) | 5-GTT CGT GCG GT-3’ 42,2
Rapd 13 5-CCA CCT CGC A-3 39,5
Rapd 14 5-AAA GGA TCG GG-3’ 39,9
Rapd 15 5-TGT GGA GCC C-3 37,3
Rapd 16 5-GTA TGT CTA GAA AAG-3’ 31,6
Rapd 17 5-CGT TTC AAT G-3’ 24,4
Rapd 18 5-GTT ACATCA GTG C-3 32,4
Rapd 19 5-TCA ACA AGG TG-3 28,3
Rapd 20 5-AAA CAT TAT CTG C-3° 32,4
Rapd 21 5-CAA CCA GCT ATA G-3 33,5
Rapd 22 5-CTT AAA AAG GTT-3' 28,2
Rapd 23 5-AAG TTT GTT TGC-3’ 32,9
Rapd 24 5-CAAAGT TTG TTT GC-3’ 42
Rapd 25 5-AGT TTG TTT GC-3’ 27,9
Rapd 26 5-ACC TTC CGC-3’ 31,2
Rapd 27 5-AGT TTA GCT GG-3’ 27,4
Rapd 28 5-TTG CTG GGG-3° 34
Rapd 29 5-AAG TTG TAG CTG-"3 27,9
Rapd 30 5-CAG CAC CAG C-3 33,7
Rapd 32 5-CAG CAC ATT AGT TGA GC-3 50,6
Rapd 31b 5-GGT AAT TGC TTA G-3° 33,2
Rapd 33 5-CAT TCT GAT CAG GGATTT C-3 55,6
Rapd 34 5-CAACAT CTT TTAATG TTG TCG-3° 57,6
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Tab. 3: entwickelte spezifische Primer basierendud Sequenzdaten der vorliegenden Arbeit

Name Sequenz T °C
133-2F 5°-TAG GGA ATG AAA TAC CAG TTAC-3 55,2
133-2R 5-CGC ACC TGG GCT AC-3 55,3
133-7F 5-CAG TAA TTG ATA CAG CAG G-3° 51,4
133-7R 5-GTT AAATTC AGG AGC TGG-3 53,4
DGGE-1F 5-(GC-clamp)* G CTG TTG CTATTG C-3° 45,6
DGGE1-FO | 5-GCT GTT GCT ATT GC-3° 45,6
DGGE1-R 5-CTT TAA GTT CAG AAT GAG TC-3 49,1
DGGE-2F 5-(GC-clamp)* CAT CAACTATTT TTG ATG C-3" | 51,7
DGGE2-FO | 5-CAT CAACTATTT TTG ATG C-3° 51,7
DGGE2-R 5°-CGG ATT ATA CAT ACT TAG TGG-3’ 51,9
IS410/R1 5-AAG TTT TAG AAA GGT TTA AAG G-3° 53,4
IS410/F1 5°-CGC GAC TAA GTG GG-3 53,3
200/5F 5-CGT TTC AAT GCA CTA ATA CCC-3 59,7
200/5R 5-GGT TCT GCATTG GGA G-3° 55,9
232/2F 5"-CAA CAA GGT GCA TAC CAG-3 56,2
232/2R 5-TCG TTT GCT GTG GAT G-3° 56
106/3R 5°-AGG AAC AAT GAG AAC ACATG-3’ 56,2
106/3F 5-GTT AGA AAA GGG TGT TCA AAG-3 55,8
186/5F 5°-TCT GAA AAA GGG TTT AAA GG-3° 56,3
186/5R 5-AGC ACT GTATTT TAAATG TGT-3° 51,9
164/2R 5°-CCC TGA GAT TCT ATT TCT GAA-3’ 56,3
164/2F 5-AGT TAG AAAAGG TAATTG CTT AGA T-3° 55,8
186/5Fn 5-TCT GAA AAA GGG TTT AAA G-3° 52,4
200/5F 5°-CGT TTC AAT GCA CTA ATA CC-3 56
*GC

Clamp: CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GGC CCG CCG ceaaee Ge
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Tab. 4: Primer aus Publikationen

Primer Sequenz Referenz
Tang et al.
R2 (ITS) 5-GCATCC ACC AAAAACTCT T-3 2000
Tang et al.
F2A (ITS) 5-GTG GGG ATG GAT GGA TCA CCT CCT-3" |2000
27F 5-AGA GTT TGATCM TGG CTC-3° Lane, 1991
1492R 5-TAC GGY TACCTT GTT ACG ACT T-3° Lane, 1B9
S-Rapd 4 5-AAG AGC CCG T-3°
McAuliffe et
VNTRA4F 5°-AAT CAG CGT GAT TCAGCT TT-3 al.,2007
McAuliffe et
VNTR4R 5-TTGCTTTGATTAACT TGAT TGT TTT-3" |al.,2007
Bischof et al,
MmmSC_1rev 5-TGATGA TGT TTG ACA AGA ATATG-3 2007
Bischof et
MmmSC 23760fwd| 5°-AAT AAT AAT GCA GTT CCA AATC-3 al.,2007

2.2.6.1.4 Amplifizierung der 16S rRNA kodierenden Gene (163DNA PCR):

Die 16S rDNA wurde nach erfolgreicher Amplifikationit Hilfe des Wizard®SV Gel
and PCR Clean-Up Systems (Promega) (siehe 2.2¢ePejnigt und dann bei VBC-
SequenzingService sequenziert.

Ansatz und die Bedingungen fiir die PCR sind den Balmd 7 zu entnehmen.

Tab. 5: Pipettierschema fiir 16S rRNA Amplifizierung mittels PCR

™™

Komponenten| Volumen/Ansat

5xBuffer 10 pl
MgCI2 4 ul
dNTP 1 pl

Primer 27f 0,5 ul
Primer 1492r | 0,5 ul

Polymerase 1pl

Template 2 ul
ad ddH20 50 pl
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Tab. 6: PCR Bedingungen fur 16S rRNA Amplifizierurg mittels PCR

Denaturieung
Annealing Finale
Programm Denaturierung | Zykluszah|Elongation Elongation
95°C /1 min
16SrDNA-
PCR 95°C /5 min 35x 64°C / 1 min 72°C / 5min
72°C /1 min 30 sec
2.2.6.1.5 ITS-PCR/ARDRA der ITS

Fur die ITS-PCR wurde der ReadyMix™ Taq PCR Reachitix with MgCl, (Sigma)
benutzt. Ansatz und die Bedingungen sind den Taind3 zu entnehmen.

Tab. 7: Pipettierschema fur 16S- 23S rDNA PCR

™

Komponenten| Volumen/Ansat
Ready Mix 12 ul

Primer F2A 1l

Primer R2 1l

Template 3 ul

ad ddH20 50 pl

Tab. 8: PCR Bedingungen fiir 16S-23S rDNA PCR

Denaturieung
Annealing Finale
Programm Denaturierung | Zykluszalttlongation Elongation
94°C / 30 sec
IST-PCR 94°C / 30 sec 35x 55°C/2min  72°C /5 mjn
72°C /2 min
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Die PCR-Produkte wurden in einem 2%igem Agarosegéjetrennt. Wenn die PCR
erfolgreich war, konnte der Verdau der Produkteggapmmen werden. Dabei wurden

folgende Enzyme benutzt (Tab. 10).

Tab. 9: Restriktionsenzyme und entsprechende Schtstellen.

Enzym Sequenz an Schnittstelle

Taql

(Segenetic): 5°-TACGA-3’ 3-AGC/T-5
Vspl

(Segenetic): 5-ATATAAT-3" |3-TAATVTA-5
Apol 5- PWAATTPy- |3 -PyTTAAVPuU-
(Fermentas): 3 5

Ddel

(Fermentas): 5"-C€TNAG-3’ 3’-GANTVC-5’

Es wurden 5 pl der in der ITS-PCR amplifiziertenBingesetzt, zu welchen 5 ul des
Restriktionsenzymgemisches zugefigt wurden (10 BER Ansatz). In Kombination

wurden Tad/Vsd sowie Apd/Dde benutzt. Der Verdau erfolgte fir mindestens 5h
oder aber auch Uber Nacht bei 37°C. Das Ergebnislevaach elektrophoretischer

Auftrennung in 2%igem Agarosegel ausgewertet.
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2.2.6.1.6 RAPD-PCR (Random Amplification of Polymorphic DNA)
Der fur die RAPD-PCR benutze Ansatz und die Bednggum sind den Tab. 11 und 12
zu entnehmen.

Tab. 3: Pipettierschema fur die RAPD-PCR

Komponenten| Volumen/Ansat

™

5xBuffer 5 ul
MgCI2 2 ul
dNTP 0, 5ul
Primer 2 ul

Polymerase 0,12 pl

Template 0,5-2 pl
ad ddH20 25 ul

Tab. 11: PCR Bedingungen fur die RAPD-PCR

Denaturieung
Annealing Finale
Programm Denaturierung | Zykluszaftlongation Elongation
94°C /1 min
72°C/
RAPD-PCR | 94°C /5 min 45x vdriabel/ 1 min | 10 min
72°C /10 min
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2.2.6.1.7 PCR mit spezifischen Primern

Tabelle 12 sind die verschiedenen PCR Ansétze mmelkmen und Tabelle 14 die
zugehdrigen PCR Bedingungen.

Tab. 12: Pipettierschemata der spezischen PCRs

Komponenten| Volumen/Ansatz

VNTR-PCR | FusA-PCR | PGlspez.-PCR 133/2 23p/2
5xBuffer 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul
MgCl2 2,5 ul 2 ul 2 pl 3,3ul 3yl
dNTP 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul 0,54l 0,5yl
Primer F 0,1 pul 0,1 pul 0,1 pul 0,24l 0,1l
Primer R 0,1 pul 0,1 pul 0,1 pul 0,24l 0,1 gl

0,12 |0,12

Polymerase 0,12 pl 0,12 pl 0,12 pl ul ul
Template 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul 0,5ul 0,5 jl
Ad ddH20 25 ul 25 ul 25 ul 25ul 25

Tab 13: Bedingungen fir die spezifischen PCRs

Denaturieung
Annealing Finale
Programm Denaturierung Zykluszalttlongation Elongation
94°C / 30 sec
PG1spez.-PCR94°C / 2 min 35x 48°C / 30 sec 72°C /10 mip
72°C /3 min
95°C /5 min
VNTR-PCR 94°C /5 min 35x 52°C /45 sec 72°C /1@ m
72°C /1 min
94°C / 30sec
FusA-PCR 94°C / 2 min 35x 52°C /30 sec 72°C [iB m
72°C [ 45 sec
95°C /5 min
133/2-PCR 94°C /5 min 35x 62°C / 45 sec 72°C MO
72°C /1 min
95°C /5 min
232/3-PCR 94°C /5 min 35x 58,5°C / 45 seq 721G Mmin
72°C /1 min
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2.2.6.1.8 DGGE (Denaturierenden Gradienten Gelelektrophores)

Mit Hilfe der denaturierenden Gradienten Gelelghtrarese ist es moglich PCR
Fragmente gleicher Lange aufgrund ihrer untersdicleeh Sequenz zu trennen. Dabei
kdnnen einzelne Basenpaaraustausche auf Uber 5@@nfmare Fragmentlange
aufgezeigt werden (S.G. Fischer and L.S. LermaB319Die DGGE wurde mit dem
DCode™Universal Mutation Detection System von BidRdurchgefuhrt. Die
Temperatur des Laufpuffers (IXTAE) wurde auf 609@gestellt und die Spannung
betrug 150V. Aufbau und Einsatz der Apparatur etBnd wie in der Anleitung
angegeben. Im Gel wurde ein Gradient von 30% n#&8l Bormamid/Urea gewahlt,
wobei es sich bei dem Gel um ein 6%iges Acrylaniidgandelte. Um ein
Gradientengel zu giel3en, wurde das von BioRadfgeieSystem, wie in der Anleitung
beschrieben benutzt. Details zur Handhabung sin@eégchreibung zu entnehmen. Die
dazu nétigen Losungen (30% denaturierende Losudg80Po denaturierende LOsung)
sind unten aufgeflihrt. Die Laufzeit betrug rund .1Bke Gele wurden wie bereits zuvor
(2.2.6.1.2) beschrieben in einer Ethidiumbromidiisgefarbt.

Stocklésungen fir die DGGE:
* 30%ige denaturierende L6sung/6% Acrylamid:
Acrylamid (40%ig[w/v])-Bisacrylamid (0,8%ig [w/y]

-L6sung (Applichem) 15 ml
50xTAE Puffer 2 ml
dH,0O 40 ml
Formamid 12 mi
Urea 12,6 g

* 80%ige denaturierende L6sung/6% Acrylamid:
Acrylamid (40%ig[w/v])-Bisacrylamid (0,8%ig [w/y]

-L6sung (Applichem) 15 ml
50xTAE Puffer 2 ml
dH,0O 40 ml
Formamid 24 ml
Urea 25,29
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bevor das Gel aufgetragen wurde, wurde den jevesiligosungen 0,09% (v/v) 10%ige
Ammoniumpersulfat Losung sowie TEMED zugesetzt.

2.2.6.2 Klonierung und Sequenzierung
Um eine spezifische PCR zu entwickeln wurden spgehé Banden aus genomischen
~Fingerprints” eluiert, durch Klonierung amplifizteund dann fir die Sequenzierung an

VBC Genomics Sequenzierservice gesendet.

2.2.6.2.1 Elution

Bei Vorhandensein einer spezifischen Bande in eiRergerprint wurde diese PCR in
einem gréfRerem Volumen wiederholt. Dieser wurde feth auf ein Gel aufgetragen
und die Bande(n) dann unter UV Licht ausgeschnitiéib Hilfe des Wizard®SV Gel
and PCR Clean-Up Systems (Promega) (darin enthalteh Membran-Bindel6sung,
Membran-Waschlosung, nuclease-freies Wasser, Wi&W¥d Minisaulen, Collection
Tubes 2 ml) wurde die DNA dann aus dem Gel eluiétierzu wurde das
ausgeschnittene Gel wie in der Anleitung des Kischrieben mit 10pul Membran
Binding Solution / 10 mg Gel versetzt und fiur 10niei 50-65°C inkubiert. Diese
Loésung wurde dann in eine SV Minicolumn transfériemd fiar 1 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nun wurde bei 14000 rpgmif min zentrifugiert und der
Durchlauf verworfen. Es folgte ein Waschschritt,welchem 700 pl Membran Wash
Solution auf die Saule geladen wurden um dann 4@0Q rpm fur 1 min abzentrifugiert
zu werden. In einem zweiten Waschschritt wurden |508er Losung aufgetragen und
fur 5 min wie oben beschrieben zentrifugiert. Une @V Minicolumn zu trocknen
folgte eine 1 min Zentrifugation wobei der DeckelsdRotors nicht aufgesetzt wurde,
um eine Verdunstung eventuell noch vorhandenennBthazu ermdglichen. Vor der
Elution aus der Saule erfolgte eine 1 min Inkubatiei Raumtemperatur mit 30 pl
nucleasefreiem Wasser. Die DNA wurde in ein 1,5 Zehtrifugenréhrchen durch
Zentrifugation mit 14000 rpm fir 1 min eluiert. Beekonnte in ein Plasmid kloniert

werden.
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2.2.6.2.2 Klonieren

Die zu klonierenden Fragmente wurden mittels deEM®-T Easy Vector Systems
(Promega) (darin enthalten sind pGEM®-T Easy VeKidr DNA Ligase, 2x Ligations
Puffer) in den zu dem System gehorigen Vektor figievie in der zugehdrigen
Anleitung beschrieben (siehe auch Tab. 14 fir dgatlonsansatz). Die Ligation wurde
bei 4°C uber Nacht durchgefuhrt. Die Vervielfaltigu des Plasmids erfolgte in
kompetenterk.coli DH10, in welche das Plasmid mittels Elektroporation (&@wlser,
Biorad) eingefuhrt wurde. Dazu wurden 5 ul des tigyesansatzes auf Eis mit 50 pl
angetauten kompetentdéncoli vereint und in eine Elektroporationskuvette Ublerti
Nach erfolgter Transformation wurde zu den Zellefod 1ml SOC Medium zugefugt
und ca. 1h bei 37°C inkubiert. Danach wurden dikedeabzentrifugiert und in 200 pl
SOC resuspendiert um je 100 ul davon auf LB/AmpHBTG Platten
auszuplattieren. Inkubation erfolgte dann tUber Ndeh 37°. Der Erfolg wird mittels
Blue/White Screening bewertet. Die kompetenten &adm sowie das SOC Medium
wurden von Birgit Huber zur Verfliigung gestellt.

Transformanten, welche ein Plasmid mit Insert eftin (weil3e Kolonien), wurden
gepickt und Gber Nacht in 5 ml LB-Medium bei 37°@er Schiitteln inkubiert.

Tab. 14: Pipettierschema des Ligationsansatzes

Komponente Volumen
2xRapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase| 5 pl
pGEM°®-T Easy Vector (50ng) 1l
PCR Produkt / eluierte DNA 3 ul

T4 DNA Ligase 1l

¢ LB — Medium:

Pepton 10g
Hefeextrakt 59
NaCl 549
dH,0O ad 1000 ml

pH auf 7.0 einstellen vor dem Autoclavieren.
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LB — Agar mit Ampicillin:
zu obigem Medium wurden vor dem Autoklavieren 1Agar zugesetzt.
Nach dem Autoklavieren und Abkihlen auf ca. 50°GdeuAmpicillin
zugesetzt, zu einer Endkonzentration von 100udaelagert wurden die
antibiotikahaltigen Platten bei 4°C.

Ampicillin Stammlésung:
50 mg Ampicillin /ml dHO

LB/Amp/X-Gal/IPTG Platten:
Hierzu wurden auf den LB-Platten je 100 pl einedrd®™ IPTG Ldsung
sowie 20 pl einer 50mg/ml X-Gal Lésung ausplattigiim Trocknen
wurden die Platten fir mindestens 30 min bei 37&lagert bevor sie

benutzt wurden.

SOC-Medium:
Pepton 29
Hefeextrakt 0,59
1 M NacCl 1ml
1 M KCI 0,25 mi
2 M MgSQ 1mi
2 M Glucose 1ml

Pepton, Hefeextrakt, NaCl und KCI wurden zuers®@thml dHO geldst und
autoklaviert. Nachdem die Losung auf Raumtemperalgekihlt war wurden
die restlichen Losungen zugesetzt und auf 100 rhisterilen dHO aufgefulit.

Der pH- Wert wurde auf 7.0 eingestellt. Nach Stiéirétion wurde das Medium
bei 4°C gelagert.
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2 M MgSQ- Stammlésung:

MgCly*6H,0O (Merck) 20,33 g
MgSQ6H,0 (Merck) 24,659
dH,0 ad 100 ml

sterilfiltrieren

2.2.6.2.3 Plasmid Miniprep.

Die Gewinnung der Plasmide aus der Klonierung gtéolmit Hilfe des peqGold
Plasmid Miniprep Kits (PeqLab). Es wurde nach detwAisung des Herstellers
vorgegangen. Die 5ml Kultur wurde pelletiert (1nhi@i 10000 g) und dann in 250 pl
Losung | / RNase A resuspendiert. Danach wurden23®sung Il zugefugt und nach
mehrmaligem Invertieren des Tubes entstand eie&lhysat. Dieses wurde mit 350 ul
Lésung Il versetzt und abermals invertiert bishs@in weil3es, flockiges Prazipitat
bildete, welches bei 10000 g fir 10 min pelletigarde. Der Uberstand wurde auf die
HiBind®-Miniprep-Zentrifugensédule geladen, ohne etwas wdem Prézipitat zu
uberfuhren. Es folgte ein Zentrifugationsschritin{ bei 10000 g), nach welchem der
Durchfluss verworfen und auf die Saule 500 ul HBfeTwpipettiert wurde. Nach einer
Zentrifugation mit 10000 g fur 1min folgten zwei wege Schritte mit HB-Puffer (750
pl) wie bereits beschrieben. Dann wurde durch degieren bei maximaler rpm fur
1 min die Saule getrocknet. Um die Plasmide zueedm wurden 50 ul Elutionspuffer
auf die Saule aufgetragen und fir 1min bei 100@8rgrifugiert.

Zum Nachweis der erfolgreichen Klonierung, wurde® @l Plasmid-DNA mit 0,7 pl
EcoRI (Fermentas) und 1 pl 1@&cadRl Buffer (Fermentas) fur 2h bei 37°C verdaut. In
dem Plasmid gibt es an den multiple cloning sitesersehiedene
Restriktionsschnittstellen zur Entfernung der DN/ @lem Plasmid, darunter auch jene
fur EcaRl. Der Restriktionsverdau wurde dann auf einen¥dlAgarosegel aufgetragen
und auf den erfolgreichen Verdau sowie die gewitesénagmentlange kontrolliert.
Das so erhaltene Plasmid wurde, nachdem es aWathsndensein des gewlnschten

DNA Fragments untersucht wurde, zum Sequenzieregesendet.
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2.2.6.3 Primer Design

Aus den durch die Sequenzierung erhaltenen DatedenuPrimer konstruiert, welche
spezifische Produkte bekannter Grol3e liefern syliebei darauf geachtet wurde, dass
die Annealing Temperatur méglichst zwischen 58°@ 6&°C lag. Fur die RAPD-PCR,
in welcher man Primer einer Ldnge von ca. 10 Nuilden Lange wahlt, lag die
Annealingtemperatur deutlich darunter, wie den Tabnd 3 zu entnehmen ist. Da die
Primer unspezifisch zu wahlen waren (Welsh and Mi&id, 1990; Williams et al.,

1990) liel sich das, aufgrund des niedrigen GCmad¥haltnisses, nicht verhindern.

2.2.6.4 GC mol% Gehalt

Der GC mol% Gehalt wird mittels High-Performanceplid-Chromatography (HPLC)
bestimmt. Als mobile Phase wurde 0,1 M, 0,2 M b@yé. M (NH)H.PO, (Roth) mit
5% Acetonitril (Roth) benutzt, bei einer Flussratsn 1 ml/min. Als stationare Phase
diente eine RP-18 Saule Hypersil® 5um 240x4,6 mma. T@mperatur wurde auf 30°C
gesetzt. Detektion der Nukleoside erfolgte bei 2ir0. Als Referenzen wurden in
ddH,O geléstes Cytidin, Guanosin und Thymidin (alle ®igma) benutzt.

2.2.6.4.1 Probenaufbereitung fir GCmol% Gehalt Bestimmung:

Es wurde nach einer von Mesbah et al. (1989) betwnen Methode in modifizierter
Form vorgegangen. Dazu wurde die in Wasser geBhi& mit 2xTE Puffer (20 mM
Tris, 2 mM EDTA) auf 12 pl einer 0,1-0,5 pg/ul DNAsung von 10 mM Tris/HCI
pH8, 1 mM EDTA Endkonzentration gebracht und fumt bei 100°C denaturiert,
danach sofort auf Eis gestellt und nach der Zugadye 12 pl Nuclease P1 (Sigma)
90min bei 50°C inkubiert. 12 Units SAP (Shrimp Alke Phosphatase, Promega)
wurden mit der passenden Menge 10x SAP-Puffer (Bganzugegeben und fir 3-24h
bei 37°C inkubiert. Von diesem Ansatz wurden da@+1% pl mittels HPLC analysiert.
Die Berechnung des GC% Gehalts erfolgte Uber dakfRehe fur Guanosin, Cytidin,
Adenosin, Thymidin.

GCmol%= (G+C)/(G+C+A+T)*100
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Weiters wurden Antarctic Phosphatase (NEBioloabsjyie Calf Intestinal Alkaline
Phosphatase (NEBioloabs) mit den zugehorigen Ruyffesowie Shrimp Alkaline
Phosphatase (Sigma) mit 12 ul Glyzinpuffer benulmsgesamt wurden also vier

verschiedene alkalische Phosphatasen erprobt.

2.2.6.5 DNA-DNA Hybridisierung

Die Methode, erstmals von Ziemke et al. (1998) beeben, wurde hierzu unter

Modifikationen benutzt.

2.2.6.5.1 DNA Markierung

2 ug DNA wurden mit Digoxygenin-11-dUTP und Biotil6-dUTP doppelmarkiert.
Hierzu wurde das Nick Translation Kit (Roche) nddarstellerprotokoll benutzt. Es
wurden 10 pl ANTP Mix (je 3 Vol. dGTP, dCTP, sTT#ATP und 1 Vol DIG-11-
dUTP:Biotin-16-dUTP (0,75:0,25), 2 ul 10xNick Tréatson Buffer, 2 pg DNA, 2 ul
Enzymmix (DNA Polymerase I, DNAse 1)) mit dd@l auf 18 pl Endvolumen gebracht.
Dies geschah in einem Eppendorfreaktionsgefall sufNachdem der Reaktionsansatz
vermischt wurde, wurde fur 90 min bei 15°C inkubi®urch 10 minutiges Inkubieren
auf Eis wurde die Reaktion gestoppt und 380 ulMHI5ul 3M NaAcetat pH7 sowie
890 pl Ethanol p.A. zugegeben. Durch mehrmalige®rireren und Inkubation bei -
20°C fur 30 min wurde die DNA geféllt. Die Trockrgider DNA erfolgte bei
Raumtemperatur, nachdem sie durch 15 min Zentafegi bei 16000 g pelletiert
wurde. Dann wurde die DNA in 200 ul dgbi gelost.

2.2.6.5.2 Bewertung der Markierung

Hierzu wurden 2 pl der zuvor aufgekochten, markiefDNA, zu 800 ul PBS, 0,1%
BSA (SAFC) zugefugt. 400 ul dieser Losung wurdeaderum mit 400 ul PBS, 0,1%
BSA verdinnt. Nun wurden je 200 ul der beiden sméwmellten Lésungen in eine
Streptavidin beschichtete Mikrotiterplatte (Strafiwéigh Bind, Roche) pipettiert und
fur 3 min bei Raumtemperatur unter Schiitteln inkubiAls Negativkontrolle diente
obig genannte PBS, 01% BSA Ldsung ohne DNA.

Die Platte wurde dann 3-mal mit PBS gewaschen urainaals 30 min unter obigen
Bedingungen inkubiert, nachdem 200 ul PBS, 0,1% BSW@ Anti-Digoxygenin
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Antikorper, konjungiert mit alkalischer PhosphatéBeche 5000:1) zugefligt wurden.
Danach wurde wieder 3-mal mit PBS gewaschen. Reifdrbreaktion wurden 250 pl
p-Nitrophenylphosphat (Sigma — 1Tablette in 5midRiog Lésung) zugegeben und bei
37°C inkubiert. Nach 20 min und 60 min wurde bebd® die Farbentwicklung
gemessen (ELx800™ Absorbance Microplatereader, BEBI®). Bei raschem Anstieg
der Absorptionswerte und deutlichem Unterschiedseien den beiden Verdinnungen

konnte die Markierung als positiv bewertet werden.

* Blockinglésung:

N&aCO; (Roth) 7,5 mM
NaHCQ (Roth) 15,5 mM
MgCl, (Fluka) 1 mM

pH 9,6

2.2.6.5.3 DNA-DNA Hybridisierung

15 pg unmarkierte DNA und 15 pl markierte DNA wurdauf 57 pl Endvolumen
gebracht (ddkD) und 5min bei 100°C denaturiert. Da die Reakiior200 pul PCR

Tubes durchgefihrt wurde, erfolgte die Denaturigrund die folgende Inkubation im
MWG Thermocycler. Danach wurde der Ansatz 4 minEafgestellt. Der Zugabe von
28 ul 1 M PB folgte ein Uberschichten mit drei Tiep Mineraldl. Zur Hybridisierung
wurde fur 16h bei Tm -30°C inkubiert. Fur die Bdmeang der Tm wurde der GC%
Gehalt des néchsten Verwandten herangezogen, serdieFall M.spumans Die

Berechnung derJerfolgte nach der Formel:

Tm= [%(G+C) + 182,2)/2,44

Nach der 16h Inkubation wurden 100 pl d@Hzu jedem Ansatz (1 homologer Ansatz,
sowie 5 heterologe Ansatze) hinzugefugt. Hiervonrden dann 50 ul in ein
Eppendorfreaktionsgefal? mit Hydroxyapatit (bergitsbereitet und bei 4°C gelagert)
Uberfuhrt. Dies geschieht im Doppelansatz. Das Kigé darf dabei nicht Uberfihrt
werden, und eventuelle Reste mussten vorsichtigeimém Papiertuch entfernt werden.

Die Proben wurden kraftig gevortext und dann furndi® bei Tm-35°C inkubiert. Es
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wurden 450 pl 0,14 PB, 0,2% SDS zugeflugt, aberk@fig gevortext und bei Tm-
35°C fur 5 min inkubiert. Das Hydroxyapatit wurdeitni6000 g fur 1 min
abzentrifugiert. In dem Uberstand befand sich nienssDNA (einzelstrangige DNA),
welche in ein neues Eppendorfgefal’ Gberfihrt wubdeser Schritt wurde mit 500 pl
0,14 M PB, 0,2% SDS wiederholt. Die dsDNA (doppéisgige DNA) konnte eluiert
werden, indem 200 ul 0,4 M PB zugefligt und nach iB mkubation wie oben
beschrieben zentrifugiert wurde. Der Schritt wu2d@al durchgefiihrt. Die Uberstande
wurden wieder in ein Eppendorfgefald tberfuhrt.

Je 200 pl der dsDNA und der ssDNA wurden, nachdenmst 0,1%BSA versetzt
worden waren, in einer Streptavidin beschichtetemcrdfiterplatte fir 2h bei
Raumtemperatur unter Schutteln inkubiert. Danactdem die Wells 3-mal mit 1x PBS
gewaschen. Nach der Zugabe von 200 pl Antidigoxygé@mtikérper in PBS, 0,1%
BSA (1:5000) erfolgte eine 1h Inkubation bei Raumperatur unter Schitteln. Es
wurde wiederum 3-mal mit 1x PBS gewaschen und 2b6@-Nitrophenylphosphat
zugegeben, um dann bei 37°C zu inkubieren. Detektidolgte wie schon bei der

DNA-Markierung beschrieben.

* Phosphat Buffer 1M (PB):
NaHPOx2H,0 (Roth) 1M
NaHPOx2H20 (Merk) 1M

pH 6,9; dazu Lésungen mischen bis gewlnschtesrpticht ist.

* Hydroxyapatit Praparation:

Hydroxyapatit (DNA Grade Bio-Gel®http Gel, Bio-&a 1 g

0,14 M PB 10 ml
In einem kleinem Becherglas am Magnetrihrer unmdsgem
Ruhren zu je 200 pl in Eppendorfgefal3e aliquotierBie
EppendorfreaktionsgefaRe werden fuar 1min mit 1600
zentrifugiert und nach Verwerfen des Uberstandes 4€
gelagert.
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2.2.6.5.4 Berechnung der Hybridisierung
Die Berechnung erfolgt nach den Formeln

BR=[(DS*2)/(SS*5+DS*2)]*100
BR .... binding ratio

RBR= [BRHeteroduplex/BRHomoduplex]*100
RBR .... Relative binding ratio

Die Binding Ratio gibt den Grad der Reassoziation B®ieser beschreibt den
Prozentsatz der markierten DNA, welche mit der daDbzw. ssDNA bindet. Die
Relative Binding Ratio gibt an wie viel Prozent tieterologe DNA, bezogen auf die
homologe DNA, ausmacht. Zur Berechnung werden jewdie Mittelwerte der
einzelnen Messungen herangezogen. Liegt die RBR T so handelt es sich um
dieselbe Art.

2.2.7 Gewinnung von Hyperimmunseren

2.2.7.1 Ganzzellpraparation

Als Medium zur Anzucht der Mykoplasmen dienten 500 MedB, welches ohne
Penicillin und Thalliumacetat zubereitet wurde.\iagden 4 ml MedB benutzt um die
Stamme 237IA bzw. 2FIA” anzuziehen. Damit wurde dann die 500 ml Kulturryst.
Nach 2 Tagen Inkubation bei 37°C waren die 500 mltien gut bewachsen und
wurden mit 10600 rpm fur 30 min abzentrifugiert.sDRellet wurde 2-mal in Saline
gewaschen und danach in 20 ml Saline resuspendidrizu je 1 ml Aliquoten bei -

80°C gelagert.

2.2.7.2 Immunisierung der Kaninchen

Ein 1 ml Aliquot wurde 1:1 mit dem Adjuvant LQ ((Gern vermengt und nach
grandlichem Vortexen dem Kaninchen durch den Tetrsmbkutan verabreicht.

Dies erfolgte am 1.Tag sowie am 22. und 42. Tag$B& und 2). Am 49. Tag erfolgte
eine Blutabnahme um mit einer Westernblot Analysstziustellen ob Antikorper

gebildet wurden. Am 52. Tag wurden die Tiere msttderzpunktion entblutet.
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2.2.7.3 Gewinnung des Hyperimmunserums

Das fir mehrere Stunden (Uber Nacht) im Kihlschrantbewahrte Blut wurde bei
12000 g fur 10 min zentrifugiert. Der Uberstandllistdas Hyperimmunserum da.
Dieses wurde abgehoben und bei -20°C gelagert.

2.2.8 Protein und Antigenprofile

2.2.8.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Ausfuihrung erfolgte in Anlehnung an Laemmli T09.

2.2.8.1.1 Vorbereitung der SDS-PAGE

Proteinaufbereitung: Aus 4 ml Kulturen MedB wurddie Zellen abzentrifugiert
(13000 rpm, 5min) und 2-mal mit PBS gewaschen. Babets wurden dann in 50-100
pl Spaltpuffer resuspendiert (je nach Grof3e deletBelind fur 5 min auf 95°C erhitzt.
Die so denaturierten Proteine kénnten bei 4°C eifigge im Kuhlschrank gelagert
werden. Nach eventuellem Einfrieren sollten sie \®ebrauch aber nochmals

denaturiert, d.h. aufgekocht werden.

» Spaltpuffer (2fach)

Harnstoff (Oxoid) 0,69
0,5M Tris-Losung pH8,8 (Roth) 2,5ml
Glyzerin (Roth) 2 mi
10%ige (w/v)-SDS-L6sung (Serva) 4 ml
2-Mercaptoethanol (Sigma) 1ml
dH0 0,5 ml

1 Spatelspitze Bromphenolblau (Serva)

portionieren und bei -20°C Lagern
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Trenn/Sammelgel: es wurden 10%ige Trenngele berDigse wurden in der Hofer™
miniVE Vertical Electrophoresis System gegossen.

* 10%iges Trenngel:

Acrylamid (30%ig[w/v])-Bisacrylamid (0,8%ig [w/}]

-L6sung (Applichem) 5ml
SDS-L6sung (10%ig [w/v]) 200 pl
1,5M Tris-LAésung pH8,8 2ml
30%ige Harnstofflosung (w/v) 2 mi
dHO 7,9 ml
10%ige Ammoniumpersulfat Losung (w/v) (Merck) 200
TEMED (Applichem) 8 ul

Sammelgel:

Acrylamid (30%ig[w/v])-Bisacrylamid

(0,8%ig [w/v])-Losung 750 pl
SDS-L6sung (10%ig [w/v]) 60 pul
1,5M Tris-L6ésung pH8,8 750 pl
30%ige Harnstofflosung (w/v) 600 pl
dH,0O 3,8 ml
10%ige Ammoniumpersulfat Losung (w/v) 60 pul
TEMED 6 pl

2.2.8.1.2 SDS-PAGE

Es wurden jeweils ca. 15-25 ul Probe aufgetrageh hei 130 V in oben genannter
Apparatur in dem bereiteten Gel aufgetrennt. DiekEEbphorese wurde gestoppt bevor
der Blaumarker das Gel verlassen hatte, also diémitielfront den unteren Rand des
Gels erreicht hatte. Als GrolRenmarker wurde dereRater™Prestrained Protein

Ladder (4 pl) (Fermentas) aufgetragen. Als Eleldrquliffer diente der von Laemmil

(1970) beschriebene.

Das so erhaltene Gel konnte nun Coomassie gefénaten oder fiir einen Westernblot

weiterbenutzt werden.
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» Elektrodenpuffer (Laemmil 1970)

Tris 12,12 g
Glycin (Roth) 57,69
10%ige (w/v) SDS-L6sung 40 ml
ad dHO 4000 ml
pH 8,3

2.2.8.1.3 Coomassieblau Farbung

Das Gel wurde mit Coomassie Farbeldosung Ubers&tichhd unter leichtem

Schwenken 20 min gefarbt. Zum Entfarben wurde dak i® Entfarbelésung leicht
geschwenkt. Das so gefarbte Gel konnte dokumenti€Rotoapperat;

GelDokumentation, BioRad) werden und dann mit Héiees Geltrockners konserviert

werden.

» Coomassie Blau Losung:

Methanol (Roth) 500 ml
dH,0O 400 ml
Eisessig 100 ml
Coomassie Blau (Merck) 25¢g

» Coomassie Entfarbeldésung

Methanol 700 ml
Eisessig 100 ml
dH0O 200 ml

2.2.8.2 Westernblot

Bei einem Westernblot werden die in der SDS-PAGHgettennten Proteine, nachdem
sie auf eine Nitrozellulose Membran Ubertragen waordvon primaren Antikdrpern
gebunden. In einem zweiten Schritt wurden sekundétikérper und eine an diese

gekoppelte enzymatischen Reaktion (in diesem Haliache Phosphatase welche eine
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Farbreaktion mit 4-Chloro-1-Naphtol katalysiert) no&zt um die vom primaren

Antikorper gebundenen Proteine sichtbar zu machen.

2.2.8.2.1 Proteintransfer

Die Proteine mussen vom Polyacrylamidgel auf Netfldose Gbertragen werden. Dazu
wurde eine horizontale Blotkammer folgenden Aufblesutzt: Anode - Filterpapier (3
Schichten) - Nitrozellulose — Gel — Filterpapier $8hichten) — Kathode. Bei einer
Spannung von 14 V, und einer Stromstarke von 180wniAden fir ca. 1 Stunde die

Proteine auf die Membran Gbertragen.

* Twobin Puffer:

Tris 12,12 g
Glycin 57,64 g
dH,0O 300 ml

Methanol 800 ml
dH,0 ad 4000 ml
pH 8,3

2.2.8.2.2 Detektion mit Serumantikdrpern

Um unspezifische Bindungsstellen auf der Membrarzusdittigen wurde die
Nitrozellulosemembran fur 2h bei Raumtemperatur emiter Blockierlosung (Roth)
unter leichtem Schwenken inkubiert. Nach 3-mal Ifitgen Waschgéangen mit PBS
Tween wurde die Membran tber Nacht unter dem Algetgocknet. Dann konnte die
Membran far 2h mit den primaren Antikérpern (Hypemunseren) in einer 1:1000
Verdinnung (in 1xPBS) inkubiert werden. Es folgten8l 10-minltiges Waschen mit
PBS-Tween. Danach wurde die Membran fir 2h mit dekRundéaren Antikorper (anti-
rabbit IlgG-HRP; Sigma) unter leichtem Schwenkemubi&rt. Dann wurde 2-mal fir 10
min mit PBS-Tween gewaschen. Der dritte Waschvaygarfolgte mit PBS. Die
Substratlosung konnte nun zugefligt werden. Sohbakl FEarbung der Banden sichtbar

wurde, konnte die Reaktion durch Zugabe von Leswagser gestoppt werden.
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» Blockierlésung
Roti®-Block 10xKonzentrat (Roth) 10 mi
dH,0 ad 100 ml

e Chlornaphtol Lésung
4-Chlor-1-Naphtol (Sigma) 12 mg

Methanol 4 ml

e Chlornaphtol Substratlésung

Chlornaphtol Losung 4 ml

PBS 20 ml

30%iges HO, 30 ul
* PBS-Tween

Tween®-20 (Merck) 1ml

PBS ad 1000 ml

2.2.8.2.3 Kolonieimmunoblot

Beim Kolonieimmunoblot werden Oberflachenproteima Bakterienkolonien auf eine
Nitrozellulosemembran tbertragen. Dazu wurde aué Elatte mit Einzelkolonien eine
zugeschnittene Nitrozellulosemembran gelegt. Esige eine 30 min Inkubation bei
Raumtemperatur. Die Membran, auf welcher sich da Oberflachenproteine
befinden, wurde dann fir 2h mit dem priméren Andei inkubiert und wie in
2.2.8.2.2. beschrieben, weiter damit verfahren.

2.2.8.2.4 Wachstumshemmung in der Anwesenheit von Serum
Dieser Versuch wurde nach einer Methode von Joa@pergser durchgefuhrt. Dazu
wurden 100 pul einer Mykoplasmenkultur als Streifanf einer MedB Platte

aufgetragen. Nachdem die Kultur angetrocknet wade/ein kleines Loch in den Agar
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unter dem Streifen gestanzt, in welches direkt esufgebracht wurde. So wurden die
Platten dann unter 7% G@tmosphare bei 37°C inkubiert.

2.2.9 Chemotaxonomische Methoden

2.2.9.1 Polare Lipid-Analyse mittels zwei dimensionaler @nnschicht
Chromatographie (2D-TLC)

2.2.9.1.1 Biomasseanzucht fur Extraktion polarer Lipide:

Fur die Extraktion der polaren Lipide werden ca0 g lyophilisierte Biomasse
bendtigt. Hierzu wurden die Bakterien in 500 ml lBeahgezogen. Die mdglichst dicht
bewachsenen Kulturen wurden dann fur 40 min mit08G@n abzentrifugiert. Das so
erhaltene Pellet in Saline (0,9% NaCl Losung) rpsodiert und 15 min bei 12000 rpm
pelletiert. Das Pellet wurde eingefroren (-80°C)d uschliel3lich gefriergetrocknet

(Telstar Cryodos).

2.2.9.1.2 Extraktion der Polaren Lipide

Die Extraktion und Analyse erfolgte nach den Mettlgdwelche in Altenburger et al.
(1996), Tindall et al. (1990) und Worliczek et @007) beschrieben wurden.

Die lyophilisierte Biomasse wurde mit 2,5 ml Chifmon, 5 ml Methanol und 2 ml
0,3% NaCl Losung versetzt. Nach grindlichem Begasi€mN, wurde sie fir 15min auf
80°C erhitzt. Dann wurde der Ansatz auf Raumtentperabgekihlt und in
Glaszentrifugenrohrchen tberfuhrt um bei 4000 rgmilD min zentrifugiert zu werden.
Der Uberstand wurde zu 5ml Chloroform/0,3% NaCl(lv/v) gegeben und erneut
zentrifugiert, nachdem grindlich gevortext wurdée Dntere Chloroformphase wurde
mit einer Pasteurpipette in ein Glasréhrchen Uletfiund mit N vollstéandig
eingeengt. Die so enthaltenen polaren Lipide wurdgann in einem 2:1
Chloroform/Methanol Gemisch bis zur weiteren Verdemg bei -20°C aufbewabhrt.

2.2.9.1.3 Analyse des Lipidmusters

Bei der Analyse handelt sich um eine 2D Chromaiaigigp auf Dunnschichtplatten
(Alugram®SIL G/UV,s4, Macherey-Nagel). Die mobile Phase der ersten Dgioa
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besteht aus Chloroform:Methanol:Wasser im Verhsil@%:25:4. Die mobile Phase der
zweiten Dimension aus Chloroform:Methanol:EiseMsigsser im  Verhaltnis
80:12:15:4. Zuerst wurden die Platten, nach Auéragler Probe, in der ersten
Dimension laufen gelassen, dann nach einer ca.i@0rmcknungszeit, in der zweiten
Dimension. Die Detektion der Lipide erfolgte mitlidimehrer Sprihreagenzien (siehe
Tab. 15). Basierend auf der Farbreaktion und gebdggsahen Anordnung der Lipide

zueinander konnten so eine Reihe polarer Lipidatifiziert werden.

Tab. 15: Sprihreagenzien fur die Analyse der polan Lipide

Entwicklung
Spruhreagenz Detektiert bei Farbung
Molybdatophosphorsaure | Gesamtlipide 120°C dunkelbla
Molybdenum Blue Phospholipide RaumTemp. blau
Ninhydrin Aminolipide 120°C hellrot
tertiare
Dragendorff Reagenz Stickstoffgruppen 120°C orange
a-Naphthol Glycolipide 100°C rot-violett
* Ninhydrin
Ninhydrin (Riedel-de Haen) 0,29
Ethanol p.A. (Roth) 100 mi

e Molybdenum Blue
Molybdenum Blue Spray Reagent, 1,3% (Sigma)

» Dragendorff
Dragendorff Reagenz (Merck)
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* o- Naphthol

LOosung A

a-Naphthol (Merck, 15% in p.A.(Roth)) 150 ml
Chloroform:Methanol 25:30 (v/v) (Roth) 850 ml
LOsung A 8,4 mi
H.SO, (Merck) 5,2 mi
Ethanol p.A. (Roth) 32,2 ml
dHO 3,2ml

* Molybdatophosphorsaure
Molybdatophosphorsaure (Merck) 10 g
Ethanol p.A. (Roth) 100 ml

2.2.9.2 Koloniemorphologie

Die Morphologie der Mykoplasmenkolonien wurde mitesn Stereomikroskop (Fa.
Olympus) sowie mit einem Lichtmikroskop (Nikon, @ptot-2) untersucht.

Dazu wurden Einzelkolonien auf einer MedB Agargatiei bis zu 1000facher

VergroRerung betrachtet.

2.2.9.3 Zellmorphologische Untersuchung mittels

Rasterelektronenmikroskop (REM)

2.2.9.3.1 Proben Praparation

Zuerst wurden Deckglaser der passenden Gréf3e (26r20mit Poly-L-Lysin (Sigma)
beschichtet. Hierzu wurden die Deckglaser grindhcii0% Ethanol gewaschen um sie
von eventuellen Ruckstanden zu befreien und dagaatdlich mit dHO vom Alkohol
befreit. Poly-L-Lysin wurde, wie in der zugehérigeinleitung angegeben, 1:10

verdinnt und die Deckglaser dann fir 10 min in Rolysin inkubiert. Danach

43



konnten die Deckglaser bei 60°C im Ofen (2h) odateudem Abzug (Uber Nacht)

getrocknet werden.

Die Mykoplasmakulturen wurden direkt auf dem Deekghngezogen. Dazu wurden
von einer bereits beimpften und angewachsenen KRQaQ pl direkt auf das Deckglas
aufgebracht und tUber Nacht entsprechend inkub3&tQ@, 7% CGQ). Man kann auch
Kulturen anwachsen lassen, abzentrifugieren und geringerem Volumen

resuspendieren um so auf dem Deckglas eine hotedichchte zu erreichen.

Waschen des inkubierten Deckglases: Das Deckglaslewauerst 3-mal mit PBS
gewaschen, gefolgt von zwei Waschschritten mit @g@edpuffer fur jeweils 10 min.
Dann wurde die Probe in Cacodylatpuffer, 2,5% Galteehyd (Sigma) fur 1-2h bei
4°C fixiert. Erneut wurde flr je 10 min, 3-mal n@icodylatpuffer gewaschen, um das
gesamte Glutaraldehyd zu entfernen. Es folgte é&Maschreihe mit Ethanol in
steigenden Konzentrationen. Zuerst wurde kurz r@%igem Ethanol gespult. Dann
folgte ein jeweils 5min Waschschritt mit 30%, 5020% und 90% Ethanol. Schliel3lich
wurde 2-mal 5 min mit 95% und 5-mal 5 min mit 10@#anol gewaschen. Weiters
wurde dann 3-mal fir 10 min mit Isoamylacetat (M@mgewaschen.

Die Deckglaser wurden nun in die Kammer des Trockneingesetzt und mit
Isoamylacetat Uberschichtet, um ein Austrocknewvenhindern. Der Trockner (BAL-
TEC CPD 030) selbst wurde zuvor auf 10°C abgekibik. Kammer wurde in den
Trockner eingesetzt und mit flissigem £geflutet. Dieses ersetzte nach und nach das
Isoamylacetat. Dazu wurde die Kammer rund 10-mal@imin mit CQ gefillt, knapp

bis zur Hélfte entleert und wieder mit ¢@efillt. Dann wurde die Kammer auf 37°C
erwarmt, bis der Druck ca. 90 Bar erreichte. Dasléassventil konnte nun langsam
geoffnet und der Druck langsam abgelassen werdenPBbben mussten ab diesem

Zeitpunkt in einer Vakuumglocke aufbewahrt werden.

Probenbeschichtung mit Argon und Gold: Die Deckglasvurden mit einem
Glasschneider auf fur den Probenblock passendeeGrigeschnitten und auf diesem
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befestigt. Dann wurden sie mit Hilfe des Beschicht@=isons Instruments, Polaron
SC7640) bei 20 mA fir 90 sec unter Argonatmosphiité&sold beschichtet.

Die Proben wurden dann mit einem JSM5410LV Rastkteinenmikroskop betrachtet.

» Cacodylatpuffer

Cacodylat (Serva) 0,1 M
ad dHO 100 ml
pH 7,4

2.2.9.4 Filtrierbarkeit

Die Filtrierbarkeit wurde mit Filtern der PorengeB.22 pm, 0.45 pm sowie 0.88 um
getestet. Dicht bewachsene MedB Kulturen wurdeginer sterilen Spritze aufgezogen
und durch den Filter filtriert. Die ersten Tropfemirden verworfen, der vierte Tropfen
dann auf eine MedB Agarplatte aufgebracht. Vonlsvachsenen Kultur wurde auch
direkt eine MedB Platte beimpft, um eine Wachstuonsiolle zu haben.

2.2.10 Physiologische Charakterisierung

2.2.10.1 Resistenz gegenuber Penicillin
Da in dem MedB Flussigmedium Penicillin vorhand&mnwurde mit jeder Kultivierung

die Resistenz nachgewiesen.

2.2.10.2 Temperaturtoleranz

Das Wachstum wurde bei verschiedenen TemperatGfe2Z°, 28°, 24°, 37° und 41°)
getestet. Um die Inkubation bei mikroaerophilen iBgdngen zu gewahrleisten,
wurden die beimpften Agarplatten in Anaerobierbegtpackt. Die mikroaerophilen
Bedingungen wurden mit Hilfe der CampyGen®CompaeiutBl hergestellt. Die
Inkubation erfolgte flir 4 Tage aul3er bei der Inkidmbei 6°C, welche 3 Wochen

dauerte.
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2.2.10.3 Anaerobes Wachstum bei 37°C

Wurde im Rahmen der Kaliumtellurit/Tetrazolium R&tion getestet.

2.2.104 Untersuchung auf Cholesterolbedarf
Als Positivkontrollen wurdéM. bovirhinisNCTC 10118 und als NegativkontrolleA.
laidlawii NCTC 10116 benutzt.

2.2.10.4.1 Wachstum auf serumfreien Nahrbdden, Untersuchung des
Cholesterolbedarfs

Hierzu wurden die Mykoplasmen auf serumfreien Néatdam inkubiert, welchen

unterschiedliche Cholesterolmengen beigesetzt wur@ee Inkubation erfolgte bei

37°C, 7% CQ fur 3 Tage. Im Falle dass Wachstum auftreten wurdé&en die

Kolonien noch drei mal auf serumfreien Nahrboden passagieren bevor

serumunabhangiges Wachstum als nachgewiesen gilt.
* Cholesterol Stocklosung
Cholesterol 20 mg

Ethanol p.A. 1mi

« MedB ohne Serum, ohne Zusatzstoffe

Heart Infusion Broth 6,159

Agar 3,29

dH0O 225 ml
autoklavieren bei 121°C fur 20min

25%iges Hefeextrakt (w/v) 25 ml

0,2%ige Kalbsthymus DNA Ldsung 3,0 ml
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MedB ohne Serum, mit 0,05% BSA, 0,05% Glucose, @mu Palmitinsaure
(Basismedium A)

Heart Infusion Broth

29
Agar 1,05¢
dH0O 98 ml
autoklavieren bei 121°C fur 20 min

25%iges Hefeextrakt (w/v) 8,2 ml
0,2%ige Kalbs Thymus DNA Lésung 1 mi
BSA (gel6st in 1ml dbD) 0,05¢
Glucose (geldst in 1ml dB) 0,05¢

Palmitinsdure (Sigma) (gelost in 1ml Ethanol) 004, g

MedB ohne Serum, mit 0,05% BSA, 0,05% Glucose, @0nlt Palmitinsaure
und 1 pg/ml Cholesterol

wie BasismediumA

Cholesterol Stocklosung 5 ul
Ethanol 995,0 pl
10%iges Tween 80 1mi

MedB ohne Serum, mit 0,05% BSA, 0,05% Glucose, dnliPalmitinsédure
und 5 pg/ml Cholesterol

wie BasismediumA

Cholesterol Stocklosung 25 pl
Ethanol 975 ul
10%iges Tween 80 1mi
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e MedB ohne Serum, mit 0,05% BSA, 0,05% Glucose, dnPalmitinsaure
und 10 pg/ml Cholesterol

wie BasismediumA

Cholesterol Stocklosung 50 pl
Ethanol 950 pl
10%iges Tween 80 1mi

* MedB ohne Serum, mit 0,05% BSA, 0,05% Glucose, dniPalmitinsdure
und 20 pg/ml Cholesterol

wie BasismediumA

Cholesterol Stocklosung 100 pl
Ethanol 900 pl
10%iges Tween 80 1ml

2.2.10.4.2 Verhalten gegenuber Digitonin

Der Test wurde nach Clyde (1964) durchgefuhrt. Hiewurden MedB Agarplatten mit
150 pl einer flussigen, gut angewachsenen Mykopagoitur beimpft. Nachdem das
Medium auf der Platte eingetrocknet war, wurde i@ Mlitte der Platte ein steriles
Filterplattchen gelegt, welches in einer 1,5%igeagitbnin Losung getrankt war. Das
getrankte Filterplattchen musste am Vortag vortbetrgierden und tber Nacht bei 37°C
getrocknet werden. Trat ein Hemmhof um das Filtgtphen auf, so bestand eine
Wachstumshemmung. Diese kommt dadurch zustande, Dagtonin das in der
Membran gebundene Cholesterol bindet und dabeéVigi@plasmen lysiert.

* Digitonin Losung

Digitonin (Merck) 75 mg
Ethanol p.A. 5 ml

48



2.2.10.5 Verwertung von Kohlenhydraten und Alkoholen

Als Basismedium diente hier MedB ohne Glucose (M&d#. Die zu untersuchenden
Zucker und Alkohole wurden in einer Endkonzentratimn 1% zugesetzt. (Aluotto et
al.,1970, Barber u. Fabricant, 1971). Die zu untghienden Stdmme wurden in MedB
angezogen und dann 2 mal in Mé&dB passagiert, bevor mit ihnen eine MeYB
Kultur beimpft wurde, welche einen der zu untersundten Zucker bzw. Alkohole in
einer 1% Konzentration enthielt. Inkubation erfeldfir 3 Tage bei 37°C. Es wurde auf
Verwertung von Glucose, Lactose, Maltose, SacclkaroSalactose, Fructose,
Arabinose, Sorbit, Rhamnose, Xylose, Mannit, Treba) Dulcit, Inositol, Esculin und
Salicin untersucht. Durch die Verwertung kommt e®mer Ansauerung des Mediums,
welche sich durch einen Farbumschlag des in demiuvieénthaltenen Phenolrot von
rot nach gelb zeigt.

Als Positivkontrolle dienteM. bovirhinis NCTC10118, als NegativkontrolleM.
arthritidis NCTC10120.

2.2.10.6 Hydrolyse von Arginin

Als Medium diente MedB, dem Arginin in einer Endkentration von 0,1% und 1%
zugesetzt wurde. Es tritt eine Rosafarbung einjwangininhydrolyse auftritt.

Als Positivkontrolle dienteM. arthritidis NCTC10120, als NegativkontrolleM.
bovirhinisNCTC10118.

2.2.10.7 Hydrolyse von Harnstoff

Als Medium diente MedB, dem Harnstoff in einer Eadkentration von 1% zugesetzt
wurde. Es tritt eine Rosafarbung ein, wenn Harfiisyolrolyse auftritt.

Als Positivkontrolle dientéJreaplamsma diversutNCTC101832, als Negativkontrolle
M. arthritidis NCTC10120.

2.2.10.8 Reduktion von Methylenblau

Als Medium diente MedB, dem Methylenblau in einerdEonzentration von 0,0025%
zugesetzt wurde. Wird Methylenblau reduziert, siféebt sich das Medium vollstandig.
Als Positivkontrolle dienteM. bovirhinis NCTC10118, als NegativkontrolleM.
arthritidis NCTC10120.
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2.2.10.9 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid und Kaliumtellu rit-

Die Reduktion erfolgte auf festen Nahrbdden (Alaodt al 1970). Die in MedB
angezogenen Mykoplasmen wurden mit einer Impfosé dan Nahrbéden im
Doppelansatz ausgestrichen und dann jeweils anaenob microaerob bei 37°C
inkubiert.  Wird 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid eduziert, so
Mykoplasmenkolonien eine rosa bis rote Farbungdasn,sowohl mit freien Auge als
auch mit dem Stereomikroskop gut zu beobachten Ehe Reduktion von

Kaliumtellurit fuhrt zu einer Schwarzfarbung derl&wien. Als Positivkontrolle diente

Reduktion.

nehmen

M. bovirhinisNCTC10118, als Negativkontrollé. arthritidis NCTC10120.

Medium fur die Tetrazolium Reduktion:
Heart Infusion Broth
Agar
dH,0O
Autoklavieren bei 121°C fur 20min
Abkuhlen lassen auf ca.55°C dann Zugabe von
Pferdeserum (hitzeinaktiviert)
25%igem Hefeextrakt
2%iger 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid Losuvg'\y)

Medium fur die Kaliumtellurit Reduktion:
Heart Infusion Broth
Agar
dH,0O
Autoklavieren bei 121°C fur 20 min
Abkuhlen lassen auf ca.55°C dann Zugabe von
Pferdeserum (hitzeinaktiviert)
25%igem Hefeextrakt
1%iger Kaliumtellurit Losung (w/v)

50

9,759
6,09
390 ml

100 ml
5,0 ml
50ml

9,759
6,00
390 ml

100 ml
5,0 ml
2,5 ml



2.2.10.10 Phosphataseaktivitat

Von gut bewachsenen flissigen Mykoplasmenkultwverden drei Platten zum Test
auf Phosphataseaktivitdt beimpft. Auf3erdem wurdee eunbeimpfte Platte zur
Kontrolle ebenfalls bei 37°C und 7% g@kubiert. Der Nachweis erfolgte, indem 5 M
NaOH auf die Platten getropft wurden. Die Plattemrden nach 3, 7 und 14 Tagen
getestet. Wurde das in den Platten enthaltene Ritgakein-Diphosphat durch
Phosphatase in Phenolphtalein hydrolisiert so kamezwe einer Rosafarbung durch
NaOH. (Aluotto et al., 1970).

* Medium fur den Phosphataseaktivitatstest:
Difco™ Herz Bouillon 10,59
dH0 430 ml
pH Wert auf 7,8 einstellen
Agar 509
autoklavieren bei 121°C fir 20min

abkuhlen lassen auf ca. 55°C dann Zugabe von

Pferdeserum (hitzeinaktiviert) 50 ml
25%igem Hefeextrakt 18,7 ml
Penicillin % Mega I.E.
Natriumphenolphtaleindiphosphat 5 mi

2.2.10.11 Hydrolyse von Gelatine

Aus einer dicht bewachsenen MedB Kultur wurde dasdiMm fur die Gelatine
Hydrolyse beimpft. Inkubation erfolgte bei 37°C fiier Wochen. Alle 7 Tage wurden
die Rohrchen fir 30 min auf 4°C gestellt. Es wukdatrolliert ob das Medium fliissig
bleibt. Ist das der Fall, so liegt Hydrolyse vor.

Als Positivkontrolle dienteM. arthritidis NCTC10120,.als NegativkontrolleM.
bovirhinisNCTC10118.
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e Medium fur Gelatinehydrolyse:

Heart Infusion Broth
Gelatine (BioRad)
dH0

autoklavieren bei 121°C fur 20 min

abkuhlen lassen auf ca. 55°C dann Zugabe von
Pferdeserum (hitzeinaktiviert)
25%igem Hefeextrakt
10%iger Thalliumacetat Loésung
Y, Trockenampulle Penicillin

Aliquotieren zu je 3 ml in Glasrohrchen und betC4agern.

2.2.10.12 Hydrolyse von Casein

259
15¢g
97,5 ml

25 ml
1,25 ml
125 pl

Mit Hilfe der von Aluotto et al. (1970) beschriebBiberschichtungstechnik wurde auf

Hydrolyse von Casein getestet. MedB Platten wumnténMykoplasmen beimpft und

zwei Tage inkubiert, anschlieend mit caseinhatigkgar Uberschichtet. Es wurde

dann bis zu 7 Tage inkubiert. Ist eine Aufhellureg d\gars analog zur Positivkontrolle

zu beobachten, so liegt Proteolyse des CaseinsAlsrNegativkontolle dienteM.

arthritidis NCTC10120.

» Caseinhéltiger Agar
Magermilchpulver  (Maresi)
dH0
pH auf 7,6 einstellen

Agar
dH0
pH auf 7,6 einstellen

8¢
80 ml

29
120 ml

die beiden Lésungen werden getrennt autoklaviedtdanach vermengt.
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2.2.10.13  Film/Fleckenbildung

Film und Fleckenbildung wurde von Edward (1950, A)9eschrieben. Hierzu wurden
Mykoplasmen, aus einer Flussigkultur, auf MedB tetain einer 1:2000 Verdinnung
aufgetragen, sodass Einzelkolonien entstandene®asden dann bis zu zwei Wochen
bei 37°C, 7% CQinkubiert und in regelmafigen Abstand auf die &ilg von Film und
Flecken kontrolliert.

Als Positivkontrolle diente M. gallinarum NCTC10162, als Negativkontrolle
M. arthritidis NCTC10120.

2.2.10.14 Haemadsorption

Die Adsorption von Schaferythrozyten an Mykoplaskadonien wurde in Anlehnung
an die Methode von Del Guidice und Pavia (1964¢rsucht. 5 ml Schafblut wurden
dazu mit 6 ml Alsevers Puffer durch Schitteln gemmis1l ml dieser Mischung wurde
mit 350 g fur 3 min zentrifugiert und 2-mal in PB@waschen. Das Pellet wurde in
1 ml PBS resuspendiert und 20 pl davon in 10 n0®%0 Methylenblau/PBS verdinnt.
5% BSA wurde zugegeben, um die Adsorption an di&kdglasmenoberflache zu
optimieren. Etwaige storende Oberflachenproteinerdenu durch Auflegen von
Nitrozellulose entfernt (siehe auch Kolonieimmumapl Die Platten wurden mit der
hergestellten Losung fur 1h bei 37°C inkubiert. Damurden die Platten vorsichtig
3-mal mit PBS gewaschen und unter dem Stereomi&pmdie Adsorption tUberprift.
Als Positivkontrolle dienteM. gallisepticumNCTC10118, als NegativkontrolleM.
arthritidis NCTC10120.

+ Alsevers Puffer

NacCl 210 mg
Trisodiumcitrat 400 mg
Glucose 1,025¢
dH,0O ad 50 ml

pH auf 6,1 einstellen mit 10%iger Essigsaure
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2.2.10.15 Hamolyse

Ob Hamolyse vorliegt oder nicht wurde auf Blutadmiten getestet. Die Mykoplasmen
wurden aus einer gut bewachsenen MedB Flussigkdliuch pipettieren von 150 pl
einer 1:1000 Verdinnung aufgetragen. Die Platterderu fir 9 Tage bei 37°C, 7%

CO; inkubiert und regelmafiig auf Hamolyse kontrolliert

* Blutagar
Blut Agar Basis (Oxoid CM055) 40 g
dH,0 1000 ml

autoklavieren
Schafblut 50 ml
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Untersuchung der genomischen Variabilitat in
MmmSC

In der vorliegenden Arbeit sollte die genomischeridailitat von Mycoplasma
mycoides subsp. myciodessmall colony type untersucht werden. Mit den dsrau
erhaltenen Sequenzdaten sollten spezifische Pkaorestruiert werden, um mittels PCR

einzelneMmnSC Stamme voneinander unterscheiden zu kdnnen.

3.1.1 RAPD-PCR - ,Fingerprinting*

Um dieses Ziel zu erreichen, wurden mittels RAPORPg&nomischen ,Fingerprints*
erstellt, wie bereits 1990 erstmals von Welsh armdQ¥elland (1990) sowie Williams et
al. (1990) beschrieben wurde. Dabei kommen keinend?paare zur Anwendung,
sondern nur ein kurzer Primer (ca. 10 Basen labgich die geringe Lange der Primer
binden diese mehrmals - statistisch im Genom. Daleetden moglichst unstringente
Bedingungen fur die PCR gewahlt, was wiederum iiiirBenden der Primer forderlich
ist. Aufgrund des niedrigen G+Cmol% Verhaltnissess( Verhaltnis wurde dem
G+Cmol% Gehalt vorMycoplasma mycoidesubsp mycoidesSC angepasst) und der
Lange der Primer kommen bei der RAPD-PCR sehr igedannealing” Temperaturen
zur Anwendung. Die Sequenzen der Banden anhandherelsich die Stamme
unterscheiden lassen, sollten herangezogen werdan, spezifische Primer zu
entwickeln. Hierfur wurde mit einem Set von zwes hiler Stammen jeder RAPD
Primer in einer PCR getestet (Abb. 1) um festzlestedb Produkte entstehen. War dies

der Fall so wurde die PCR mit allen Stammen wiealerh
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Abb. 1: fiir jede Primerkombination wurde zuerst die Negativkontrolle dann PG1 gefolgt von
Afadé aufgetragen. M: 100Bp Langenmarker (100Bp -000Bp) mit zusatzlicher Bande bei 1500Bp
(Bioron).

Im Laufe der Diplomarbeit wurden alle Primer (T&).sowie Kombinationen jener
Primer, bei welchen die ,Annealing“ Temperatur unchh mehr als 3°C variiert
benutzt. Bei der Untersuchung der Stamme mit did&ethode zeigte sich deutlich,
dass die Negativkontrolle, d.h. jener PCR Ansatzayélchem ohne Zugabe von DNA
die PCR durchgefuihrt wurde, in beinahe allen FaBamden zeigte. Diese Banden
lassen sich nicht vermeiden und beruhen nicht aurft&minationen der PCR Ansétze,
sondern vermutlich auf Resten an DNA welche in datymerase Mix enthalten sind.
Hinzu kommt die geringe Stringenz, welche bei d&kPR-PCR zur Anwendung
kommt. Bei einer RAPD-PCR muss also immer eine Wegantrolle mitlaufen, um
signifikante Banden identifizieren zu kénnen dienmlanicht flr sequenzspezifische
Untersuchungen berticksichtigt werden. Wie in Ablzu2sehen ist sind diese Banden
nicht in allen Proben vorhanden, obwohl sie in dedlkontrolle zu sehen sind.
Andererseits gibt es auch ,Fingerprints” in welclae vorhandenen Banden auch in

der Nullkontrolle vorhanden waren.

Abb. 2: Genomoischer ,Fingerprint* nach RAPD PCR mit Primer 22; 1: KH3J, 2: PG1', 3: Mara,
4: Asmara, 6: Negativkontrolle, M: 100Bp Langenmarler (100Bp - 1000Bp) mit zusétzlicher Bande
bei 1500Bp (Bioron).
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Weiters zeigten die zehn untersuchten Stamme dderduhomogenes Bandenmuster
(Abb. 3). Trotz allem zeigten mehrere Stamme ,Fipgats® mit charakteristischen
Banden (Abb. 4). Besonders die Stamme Mara und Asmaigten in mehreren
.Fingerprints“ Banden, welche sie von den anderentensuchten Stammen
differenzierte (Abb. 4). Eine auffallende genomisclbemeinsamkeit dieser zwei
Stamme ist allerdings schon bekannt (personlichgeMing Joachim Frey).Wenn in
einem PCR Ansatz fir einen Stamm ein spezifiscl@ngerprint“ erhalten wurde,
wurde in einem gréf3erem Volumen (100ul statt 2%i¢) PCR wiederholt und aus
diesem die spezifische Bande extrahiert. Allerdirgsgte sich hier, dass die
Reproduktionsfahigkeit von RAPD-PCR teils sehr esaréankt ist. Trotz Verwendung
desselben Thermocyclers, Mastermixe und derselldéh Kbnnten manche Ergebnisse
nicht reproduziert werden. Banden, welche im erstemgerprint® als spezifisch

identifiziert wurden, waren in einem weiteren ,Femgrint* unspezifisch.

- e
———— — i — ——
’
= e

Abb. 3: Genomoischer ,Fingerprint* nach RAPD-PCR mit Primer 22; 1 und 7: Negativkontrolle,
2: 8740, 3: PO1960, 4: T1/44, 5: Afadé, 6: Mara, 8526, 9: PG1, 10: KH3J, 11: Asmara, 12: 4370.
M: 100Bp Langenmarker (100Bp - 1000Bp) mit zusatatiher Bande bei 1500Bp (Bioron).
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Abb. 4: Genomoischer ,Fingerprint® nach RAPD-PCR mt den Primern 21/31b; 1:
Negativkontrolle, 2: 0526, 3: PO1960, 4: T1/44, %fadé, 6: 8740, 7: 4370, 8: KH3J, 9: Asmara, 10:
Mara, 11: PG1". M: 100Bp Langenmarker (100Bp - 1000Bp) mit zusatcher Bande bei 1500Bp
(Bioron).

Figxx

3.1.1.1 Spezifische Bande 133/2: Mara 1

Nach RAPD-PCR mit dem Primer 20 wurde eine spefiisBande fur den Stamm
Mara entdeckt (Abb. 6). Diese wurde eluiert undhnadolgter Klonierung in einem
Plasmid sequenziert. Basierend auf der Sequenzt&k@undas spezifische Primerpaar
Maral konstruiert werden (133/2F und 133/2R). Hwdiaherweise zeigte diese
Sequenz nur 57,3% Ubereinstimmung MmnSC PGI, aber 73,9% zu einem
Sequenzabschnitt Mycoplasma agalactiae

Das spezifische Primerpaar wurde so konstruieds ¢aodukte in der PCR eine GrolRe
von 250 Bp haben sollten und eine maglichst hoheeafingtemperatur moglich war.
Weiters durfte die Sequenz nicht mehrmals im GemomMmnC zu finden sein. Bei
Verwendung dieses Primerpaares in einer PCR zsigke anfanglich, dass bei allen
Stammen eine schwache Bande vorhanden war. Einssatkes Signal wurde bei den
Stammen Mara und Asmara beobachtet. Nach ErhohengVidlCL Konzentration
traten die schwachen Banden nicht mehr auf, wahden&ande bei Mara und Asmara
erhalten blieb (Abb. 5).
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Somit konnte gezeigt werden, dass Mara und AsmiaeneSequenzbereich gemein
haben, welcher sie von den andedmnSC Stdmmen mit Hilfe des Primerpaares
Maral (133/2F und 133/2R) unterscheidbar macht.

Abb. 5: PCR mit Primer Maral; 1: Negativkontrolle, 2: 0526, 3: Afade, e4: KH3J, 5: 4370, 6:
T1/44, 7: 8740, 8: PO1960, 9: Asmara, 10: PG111: Mara, M: 100Bp Langenmarker (100Bp -
1000Bp) mit zusatzlicher Bande bei 1500Bp (Bioron).

= = — = — — ¢

Abb. 6: Genomoischer ,Fingerprint® nach RAPD-PCR mit Primer 20; 1: Asmara, 2:
Negativkontrolle, 3: Mara, 4: Afadé, M: 100Bp Langeamarker (100Bp - 1000Bp) mit zusatzlicher
Bande bei 1500Bp (Bioron).; der Pfeil markiert dieBande welche eluiert wurde.
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3.1.1.2 spezifische Bande 232/2: Asmaral

Der nach PCR mit dem Primerpaar 19/25 erhaltermggdtprint” zeigte eine spezifische
Bande fur den Stamm Asmara. Die Sequenz diesereBaaijte 87,8% Identitat zu
einem Genomabschnitt vavi. agalactia jedoch keine Ubereinstimmung im Genom
von Mycoplasma mycoidesubsp mycoidesSC. Das auf der Basis dieser Sequenz
konstruierte Primerpaar Asmaral (232/2F und 232)2Referte in der PCR das
erwartete Produkt in der Grol3e von 230 Bp fir demé Asmara, aber auch fur den
Stamm Mara ein Produkt identischer GroRe (Abb. Spmit war ein weiteres
Primerpaar vorhanden, welches Mara und Asmara vem ahderen untersuchten

Stammen differenziert.

Abb. 7: PCR mit dem Primerpaar Asmaral; 1: Negatikontrolle, 2: 8740, 3: Asmara, 4: 0526, 5:
KH3J, 6: PG1", 7: T1/44, 8: PO1960, 9: Afadé, 10: 4370, 11: Maral: 100Bp Langenmarker
(100Bp - 1000Bp) mit zusatzlicher Bande bei 15008@ioron).

3.1.1.3 Weitere eluierte spezifische Banden und daraus keatruierte

Primer

Weitere Primerpaare (106/3F-R, 133/7F-R, 164/2R8®/5F-R und 200/5F-R) wurden
auf der Basis von anderen spezifischen Banden arehdBasensequenzen konstruiert.
Bei Einsatz in PCRs ergaben diese Primerpaare wightgewinschten Ergebnisse,
namliche die Identifizierung von weiteraimnSC Stammen. Entweder zeigten alle
Stamme die als spezifisch angenommene Bande (1-86/364/2F-R) oder in keinem
der Stamme wurde nach der jeweiligen PCR das estearodukt nachgewiesen
(106/3F-R; 200/5F-R).
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3.1.2 DGGE

Mit Hilfe der DenaturierendeiGradientenGel Elektrophorese (DGGE) ist es moglich
Fragmente gleicher Lange aufgrund von Sequenzderaliizieren zu konnen (Fisher
and Lerman, 1982; Zambon et al., 2005). Um Sequearichiede in den Genomen der
zur Verfugung stehendeMmntSC Stdamme zu finden wurden die Primerpaare DGGE 1
und 2 nach einem virtuellen Vergleich vbtycoplasma mycoides subsp. mycoi8€s
undMycoplasma capricolum subsp capricol@alifornia kid ATCC 27343 konstruiert.
Primerpaar DGGEL1 fiihrt zu einem 462Bp groRem Prpdlukch Amplifikation des 5
877929 bis 3" 878391 Bereichs ddmnSC Genoms, DGG2 zu einem 450Bp grof3em
Produkt, durch Amplifikation des 5" 155983 bis 56435 Bereich#/mnSC Genoms.
Nach erfolgreicher Amplifikation wurden die PCR-Buite identischer Lange im
denaturierenden Gradientengel aufgetrennt (Abb. 8gi den untersuchten
Sequenzbereichen konnte kein Unterschied, wededdreProdukten des Primerpaares
DGGE1 noch bei Produkten des Primerpaares DGGE2,scken der
Wanderungsdistanz der PCR-Produkte der einzelrianrSe festgestellt werden.

Abb. 8: DGGE nach PCR mit Primerpaar DGGE 2, Gel nit einem denaturierenden Gradienten
von 30% nach 80%, 60°C, 90V, 15h, 1:4378, 2: PG13: 8740, 4: KH3J, 5: PO1960, 6: Mara, 7:
Afadé, 8: Asmara, 9: T1/44, 10: O526.
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3.1.3 Untersuchungen der Stamme beruhend auf Publikatioen

3.1.3.1 Nachweis des ,housekeeping gens* FusA inMycoplasma

mycoideCluster

In der Arbeit von Lucia Manson-Silvan et all. (20@urden die Arten delslycoplasma
mycoidesCluster (Cottew et al. 1987) untersucht. 16Sr RSAnsequenzanalysen
zeigen (Petterson et al., 1996), dass innerhaldvje®plasma mycoide€lusters die
Unterschiede nur sehr gering sind (nur 36 vari&asitionen auf 1467 Nukleotide der
sequenzierten 16S rRNA Operons). Daher erscheinBeimmbaum basierend auf der
Sequenz von 16S rRNA fir die Arten des Mykoidess@uwenig verlasslich zu sein.
Aus diesem Grund wurden in der Arbeit von Mansdr&si finf ,housekeeping genes*
identifiziert und anhand deren Sequenzen ein Staaamlberechnet. Wir benutzten ein
Primerpaar (FusA F & FusA R) aus der genannten irben den Versuch mit allen
Mycoplasma mycoidesubsp. mycoidesSC Stammen, welche uns zur Verfliigung
standen, zu wiederholen. Bei allen Stammen ist fimsdas Mkcoides Cluster
spezifische PCR-Produkt zu sehen (Abb. 9).

Abb. 9: PCR mit dem Primerpaar FusA; 1: Negativkorirolle, 2: 4378, 3: Asmara, 4: KH3J, 5:
T1/44, 6: 8740, 7: Mara, 8: Afadé, 9: PG1, 10: 05281: PO1960, M: 100Bp Langenmarker (100Bp
- 1000Bp) mit zusétzlicher Bande bei 1500Bp (Biorgn
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3.1.3.2 Spezifische Bande fiir Stamm PG1

Bischof et al. (2006) gelang es aufgrund von Ugtgeslen im Genom von PGtu
anderen Stdmmen vollycoplasma mycoidesubsp mycoidesSC, ein spezifisches
Primerpaar zu konstruieren, welches den Typstamm &lten anderen Stdmmen
unterscheidet. Dieser Versuch wurde im Rahmen deloDarbeit wiederholt. Dabei
wurde auch eine DNA untersucht, welche zwar als 'R&chriftet war, bei welcher
wir aber vermuteten, dass es sich dabei um einderan Stamm vomycoplasma
mycoides subsp. mycoides SC handelt. Tatsachlich konnte diese als nicht 'PG1
identifiziert werden, da sie kein Produkt mit de@1P spezifischen Primern lieferte
(Abb. 10). Es wurde gezeigt, dass mit dem Primerp@dmnSC_23760fwd,
MmnBSC_1rev) eine Identifizierung von PGdurch Entstehung eines Produkts moglich
ist. Da die ursprunglich eingesetzte Menge an DNIA@Ine sehr schwache Bande des
zu erwartenden Produkts lieferte, wurde ein PCRa#nsnit unterschiedlichen DNA

Mengen gemacht (Fig. 10).

Abb. 10: PCR mit Primer MmmSC_23760fwd undVmmSC_1rev; 1%iges Agarosegel; A) 1: PG1
(Kontaminante), 2: Afadé, 3: PGT, nur ganz schwaches Produkt durch Pfeil ausgewieseB) PG1

mit steigender Menge an eingesetztem Template (4:,5ul, 5: 1pl, 6: 1,5ul, 7: 2ul). Als
Langenmarker M diente Quick load 1kb DNA ladder (biolabs)
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3.1.3.3 Unterscheidung der Stamme vomMycoplasma mycoidesubsp.
mycoidesSC mit Hilfe von various number tandem repeats
(VNTR)

VNTRs sind repetitive DNA-Sequenzen. Die Kopienzdtdnn dabei zwischen
Stammen einer Art variieren und wird fur evolutimm@ntersuchungen herangezogen
(van Belkum et al., 1998). Es ist moglich mit Hiken VNTRs zwischen Stdmmen
einer Art zu unterscheiden. Dies wurde fir einehBevon Bakterien, wie etwa
Staphylococcus aurey$abat et al., 2003)lycobacterium tuberculosis Frothinha &
Meeker- O"Connel, 1998Rorrelia spp (Farlow et I., 2002)l.eptospira spp(Slack et
al., 2005) Bruscella spp(Whatmore et al., 2006francisella tularensigFarlow et al.,
2001),Legionella pneumophiléPourcel et. Al., 2003) gezeigt. McAuliffe et &007)
gelang dies erstmals filycoplasma mycoidesubsp mycoidessmall colony type. Die
Autoren untersuchten die Genomsequenz von'REL das Vorkommen von VNTRSs.
Mit diesen Daten gelang es drei zwischen den Stanmwoa Mycoplasma mycoides
subsp mycoidesSC differenzierende Primerpaare zu konstruiereddTR4 teilte die
untersuchten Stamme in acht Gruppen, basierendl@ut.dnge des PCR Produkts.
VNTRS differenzierte Stamm Afadé von allen anderend VNTR42 unterschied
europaische von afrikanischen Stammen durch daderfreties Produkts bei den
europaischen Stammen. Nur vier (PGAfadé, T1/44 und KH3J) der fiir die Arbeit zur
Verfigung stehenden Stdmme waren mit denen von MéAidentisch.

In der Arbeit wurde auch gezeigt, dass PrimerpadifR4 in der PCR das grofdte
Auflésungspotential besitzt und auch Asmara undaMVanterscheidet (Abb. 11), was
uns bisher nicht gelungen war. Des weiteren wureee,in Abb. 11 dargestellt, die
VNTR4 Primer in Kombination mit dem Primerpaar Maraingesetzt.
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Abb. 11: PCR mit Primerpaar VNTRA4: 1: Afadé, 2: 0526, 3: Asmara, 4: Asmara mit 133/2 Bande,
5: PG1, 6: T1/44, 7: PO1960, 8: 4378, 9: Mara, 1Mara mit 133/2 Bande, 11: KH3J, 12: KH3J mit

133/2 Bande. Pfeile zeigen die Maral (133/2) Banddv: 100Bp Langenmarker (100Bp - 1000Bp)
mit zusétzlicher Bande bei 1500Bp (Bioron).

Auf Abb. 11 sind sechs verschieden grof3e Produkte Rrimerpaares VNTR4 zu
erkennen. Die Stamme Afadé, 0526 und Asmara bierProdukt welches 236 Bp
repetitive Sequenzen enthalt. Den Autoren zufolgesste Stamm T1/44 ebenfalls ein
Produkt dieser Grof3e liefern. Wir sehen hier aber Rrodukt welches groRRer ist.
Allerdings kleiner als das nachst groRe, beschnielierodukt, welches Stamm PG1
Stamm 8740 (nicht abgebildet) sowie Stamm PO19&Jerme Dieses besteht aus 250
Bp repetitiven Sequenzen. Stamm Mara zeigt ein tktoohit 260 Bp wiederholenden
Sequenzbereichen. Stamm 4370 zeigt ein Produkieg@B das beschriebene Produkt
von Stamm Mara. Dieses wurde in der Publikatiorhinlseschrieben. Stamm KH3J
zeigt ein Produkt, welches 290 Bp repetitive Seqarrenthalt.

Wir konnten somit durch die VNTR4-PCR wie schon vd@m Autoren gezeigt Stamme

von Mycoplasma mycoidesubsp mycoidesSC teilweise differenzieren, hier in sechs
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Gruppen. Dabei erhielten wir allerdings zwei bisheoch nicht beschriebene
Produktgréf3en.

Durch den zusatzlichen Einsatz des PrimerpaareaMMann man in einer Duplex-PCR
den Stamm Asmara weiter differenzieren. Durch dasatzliche Produkt erhalt man
eine deutlich starkere Bande als bei den StammeéAiuind 0526 (Abb. 11). Die
Produkte der Primerpaare VNTR4 und Maral lassdnlsar nicht unterscheiden. Eine
Lésung hierfur wéare es die Primer VNTR4f nach 5foddTR4r nach 3" im Genom zu

verschieben, sodass es zu gréf3eren Produkten kommit.
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3.2 Beschreibung der neuen ArterMycoplama struthionis

sp.nov. undMycoplasma nasistruthionisp.nov.

3.2.1 Beschreibung vorMycoplasma struthionisp. nov.

Mycoplasma struthionisp. nov. (stru. thi. o’nis. L. gen. N. struthigniem Strauss —
da die Stamme der Art aus der Lunge eines Straalsrt wurden).

Zellen kénnen einen 0.22um Filter passieren. Tymsespiegeleiformige Kolonien
sichtbar auf Agar unter dem Stereomikroskop nadhldBubation bei 37°C in 7%CO
Atmosphare. Nicht helical und nicht motil. Wachstbeobachtet bei 34-37°C. Chemo—
organotroph. Benétigt Serum oder Cholesterol furchgtum. Keine Saureproduktion
aus Zucker. Hydrolysiert Arginin aber nicht HarritoReduziert Kalliumtellurit.
Haemadsorbtion von Schaferythrozyten. Polare Lipid#il: Hauptkomponenten: 1-O-
alkyl/alkenyl-2-O-acyl-glycero-3-Phosphocholine, bekanntes Phospolipid PL2, das
unbekannte Aminophospholipid AL1 und Phosphatidyggtol. Moderate Mengen des
unbekannten Glycolipids GL3 und PhosphatidylethanGleringe Mengen des
unbekannten Lipids L2, L3, der unbekannten GlyédépGL4, GL5, GL6 und GL7,
Phosphatidylethanolamin, 1-O-alkyl/alkenyl-glyc&d2hosphocholine und
phosphocholine-6a-glucopyranosyl-(1°-3)-1, 2-diacyl-Glycerol.

Serologisch sowie mit Hilfe der 16S rRNA Gensequangerscheidbar von anderen

Mycoplasma Spezies. Der Typstamm ist 2371A

3.2.2 Beschreibung vorMycoplasma nasistruthionisp. nov.

Mycoplasma nasistruthionisp. nov. (na. si. Stru. thi. o'nis. L.. nasusN#se, L. n.

struthio — onis, Strauss; N.L. gen. n. nasistrutisioaus der Nase eines Strauss)
Zellen konnen einen 0.22um Filter passieren. TYyisspiegeleiférmige Kolonien
sichtbar auf dem Agar unter dem Stereomikroskoih 48t Inkubation bei 37°C in
7%CQ, Atmosphare. Nicht helical und nicht motil. Zelldilden Aggregate.
Wachstum beobachtet bei 28-37°C. Chemo-organotr@amoétigt Serum oder
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Cholesterol fir Wachstum. Hydrolysiert weder Haoffstnoch Arginin.
Saureproduktion aus Glukose. Reduziert Methylenbiad Kalliumtellurit unter
anaeroben Bedingungen. Haemadsorbtion von Schiaferyten. Polare Lipide
Profil: Hauptkomponenten: Diphosphatidylglycerol;Olalkyl/alkenyl-2-O-acyl-
glycero-3-Phosphocholin, unbekanntes Phospholipi@ Bnd das unbekannte
Aminophospholipid AL1. Moderate Mengen vom unbekannPhospholipid PL1,
unbekannten Glycolipid GL3 und Phosphatidylglycer@eringe Mengen der
unbekannten Lipide L1, L2, unbekannten Glycolipid&lLl, GL2,
Phosphatidylethanolamin, 1-O-alkyl/alkenyl-glyc&drhosphocholin und
phosphocholine-6a-glucopyranosyl-(1°-3)-1, 2-diacyl-Glycerol. Anhandier
polaren Lipide unterscheidbar von den nachsten ®edten. Serologisch sowie
mit Hilfe der 16S rRNA Gensequenz unterscheidban soderen Mycoplasma

Spezies. Der Typstamm ist 2FIA
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5.1 Resimee der Untersuchungen bezlglich der

genomischen Heterogenitat voMmmSC

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zehn Stdamme deiVArtoplasma mycoidesubsp.
mycoides SC vergleichend auf die genomischen Polymorphismetersucht, um
basierend darauf gegebenenfalls spezifische PCRsNachweis einzelner Stamme zu
entwickeln. Im Laufe der Untersuchungen zeigte,siesdVlycoplama mycoidesubsp.
mycoidesSC Stamme nur geringe genomische Heterogenitétieadn. Es gelang zwei
spezifische Primer zu designen, welche jeweils ifipelz fur die Stamme Mara und
Asmara waren. Diese konnten in Kombination mit Ierevorhandenen
diskriminierenden Primern (VNTR4) eingesetzt werdsomit konnte der Stamm Mara
sowie Asmara von anderen Stdmmen, welche dasseMER¥ Produkt liefern,
unterschieden werden. Es ware von Vorteil ein gefi8et an Stammen zur Verfligung
zu haben, um diese auf Unterschiede zu untersudbies. ist mittels RAPD-PCR
maoglich. Allerdings zeigte die Arbeit auch, dass FDAPCR manchmal fur
stammspezifische Produkte falsch positive Ergebnliggerte. Mehrmals liel3 sich ein
solches stammspezifisches Produkt nicht mehr regiecen bzw. erschien es in Folge

nach PCR auch bei anderen Stammen.

Mit Hilfe der DGGE ist es zwar moglich geringe Seqmunterschiede in Fragmenten
gleicher Lange zu detektieren, allerdings ist eshodisch einfacher RAPD-PCR
.Fingerprints“ zu erstellen und die Bandenmuster &amme zu vergleichen.

Momentan liegt nur das Genom vom Stamm P&dquenziert vor. Sollte in Zukunft
das Genom eines weiterdfycoplasma mycoidesibsp mycoidesSC Stamm vorliegen

scheint eine Untersuchung mittels DGGE vielverdpeed. Wir konnten nur einen
Sequenzvergleich mit der néachstverwandten Art dihskn und anhand der so
erlangten Daten Primer konstruieren. Dies fuhrtenizht-unterscheidbaren Produkten,
somit konzentrierten wir uns auf die RAPD-,Fingents“ und deren Ergebnisse. Es
ware weiters moglich unspezifische RAPD Produkttetsi DGGE zu untersuchen. Es

ware durchaus mdglich, dass RAPD-Produkte gleichage Sequenzvariation zeigen.
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Es ware winschenswert weitere stammspezifischeePriiit Mycoplasma mycoides
subspmycoidesSC zu entwickeln. Diese kdnnen dann aufbauenduadéren Arbeiten
in Kombination mit bereits vorhandenen Primern es®jzt werden. Als Beispiel sei
abermals die Arbeit von McAuliffe (2007) genanmt,welcher bereits einige Stamme
unterschieden werden kdnnen. Fir jene bei denenbiiéang nicht moglich ist, wirde
die Kombination mit spezifischen Primern zur Untdesdung ausreichen. Ebenso die
Kombination mit weiteren Primern, welche die Stamim&ruppen unterteilen bzw. fur
mehrere Stdmme spezifisch sind, wie z.B. die Matmd Asmara 1 Primerpaare. In
Kombination kénnte man Stamme aufgrund ihrer Bandester in einer Multiplex PCR

identifizieren.

5.2 Mycoplasma struthionissp. nov and Mycoplasma
nasistruthionis sp. nov. from Ostrich Struthio

camelug with respiratory tract disease

Beschreibung der neuen Artellycoplama struthionissp.nov. undMycoplasma

nasistruthionissp.nov. durch Langer et al.

Zehn mycoplasma Stamme wurden aus afrikanischeiul&n isoliert, welche eine
Erkrankung des Respirationstraktes zeigten. Diatiem erfolgte aus zehn Individuen
auf funf verschiedenen Farmen in Namibia. Fir dielation wurden Konditionen
benuttz spezifisch fur Mykoplasmen. Genomische gEmrints®, welche mit RAPD-
PCR erstellt wurden, teilen die Stamme deutlickvirei Cluster auf. Ein Cluster enthalt
sechs Stamme welche aus dem unteren Respiratkin@tiAT) isoliert wurden. Die
vier anderen Stamme wurden aus dem oberen Reepsttkt (URT) isoliert. Der
Reprasentanten des URT- Clusters, 237l&eigte hochste Ubereinstimmung zu
Mycoplasma spumarBG13 (97,3%),Mycoplasma equirhinis1432/72 (96,8%) und
Mycoplasma falconisH/T1" (96,0%) in der 16S rRNA Gensequenz. DNA-DNA
Hybridisierung zeigte das Stamm 237)Aauf Speziesebene, nicht nit. spumans
verwandt ist Der Reprasentant des URT- Clusters, ZFIAzeigte hochste
Ubereinstimmung zuMycoplasma glycophilum486 (95,0%) und Mycoplasma
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verecundumGIH (94,6%) in der 16S rRNA Gensequenz. Die Clusied mithilfe
serologischer Methoden sowie 16-23S rDNA PCR-RFL&1 vihren nachsten
Verwandten unterscheidbar. Die Analysen der poladngid Muster bestatigen diese
Ergebnisse und sind ebenfalls nitzlich fiur die &#hzierung der Isolate zu ihren
nachsten Verwandten. Aufgrund der in den Untersngbn erhaltenen Ergebnissen ist
eine Beschreibung der Cluster als jeweils eineg&rechtfertigt. Fir das URT- Cluster
mit dem Typstamm 2FIA wird der NameMycoplasma nasistruthionisp. nov.
gewahlt. Fiir das LRT- Cluster mit dem Typstamm 237kird der NameMycoplasma
struthionissp. nov. gewahlt.
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Mycoplasma struthionisp. nov andlycoplasma nasistruthionis
sp. nov. from OstrichStruthio cameluswith respiratory tract

disease.

Stefan Langer, Simone Muck, Martin Vronka, JoacBipergser and Hans-Jirgen Busse
Institute for Bacteriology, Mycology and Hygieneniersity of Veterinary medicine, Veterinarplatz 1,
A-1210 Vienna, Austria

TenMycoplasmasp. strains from the respiratory tract of ostrcf&truthio camelusin
Namibia, showing respiratory distress were isolatgaplying conditions specific for
mycoplasmas. Based on differences in their RAPDeggad genomic fingerprints the
isolates were grouped into two clusters. Six strammprising one cluster were isolated
from the lower respiratory tract (LRT- isolates) embas remaining four strains were
isolated from upper respiratory tract (URT- isoité he representative if URT, 2FIA
exhibited highest 16S rRNA gene sequence sim#gritvithMycoplasma glycophilum
486' (95,0%),Mycoplasma verecundu@IH (94,6%) andVlycoplasma feli§94,5%).
The representative of LRT, 2371A exhibited highest 16S rRNA gene sequence
similarities with Mycoplasma spuman$G13 (97,3%), Mycoplasma equirhinis
M432/72 (96,8%) andVlycoplasma falconisi/T1" (96,8%) andMycoplasma phocidae
CSL5364 (96,4%). DNA-DNA hybridisation showed tls&iain 2371A is not related to
M. spumanson the species level. Serological and 16-23S rDNORMRFLP analyses
the strains of cluster URT and LRT from their cltseelatives. Certain lipids in the
polar lipid profile were useful to differentiate 22" and 2FIA from their closest
relatives. The results showed that two cluster$ eapresents a novdlycoplasmasp.
Hence the proposal of two nowdlycoplasmaspecies is justified. As for strains of LRT-
cluster we propose the nanMycoplasma struthionisp. nov. with the type strain
237IAT (DSM pending). Strains of URT- cluster are propoastycoplasma nasistruthionis
sp. nov. with the type strain 2FIADSM pending).
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Here we report on the characterisation of ten miaswpa strains isolated fromstriches
(Struthio camelus So far mycoplasma have been isolated from d&isidBotes et al.)
but not validly described. Sampling took place iae fdifferent farms in Namiba.
Mycoplasma were cultured from swabs used for p@lihe nasal cavity and minced
lungs of respiratory distressed birds. Primaryastes were cultured by inoculating the
swab or a portion of the minced lung in modifiedyfiak medium at 37°C under an
atmosphere of 7% C@nd 93% air.

The 16S rRNA gene was amplified using a Ready'NiXaq PCR Reaction Mix with
MgCl, (Sigma) using primers 27F and 1492r (Lane, 199he PCR products were
sequenced by VBC-genomics (Vienna). Accession nunolbdhe 16S rRNA genes
nucleotide sequences are 2FIA FM165077 and 237IA= FM165076 respectively.
Highest sequence identity identifiédycoplasma glycophilunf95,0%), Mycoplasma
verecundum (94,6%) Mycoplasma felis(94,5%) Mycoplasma mustelag94,3%),
Mycoplasma edwardii (94,2%), Mycoplasma canis(94,2%) and Mycoplasma
gallinaceum(94,1%) as next relatives of 2FIAFurther 16S rRNA gene identities were
< 93,7% as foMycoplasma bovirhinisMycoplasma spuman®7,3%), Mycoplasma
equirhinis (96,8%) andVlycoplasma falconi$96,8%),Mycoplasma phocidaé6,4%),
Mycoplasma gatea€96,3%), Mycolasma homini§96,3%) andMycoplasma arginine
(96,1%) for 237IA. Further 16S rRNA gene identities were 96,0% as for
Mycoplasma phoca&ince 2371A showed more than 97% similarity wilh. spumans
DNA-DNA hybridisation was carried out with the twtrains according to Ziemke et al.
(1998), showing that 237[Aand M. spumansare different species (relative binding
ratio 29,17%). Reassociation values of only 29% milriguously demonstrate that
237IA" is a representative of a separate species.

Based on the 16Sr RNA gene sequence identitiethér gcoplasmas237Acould be
placed in thevlycoplasma hominisluster whereas 2FIAcould be placed in the
Mycoplasma synoviaduster (Pettersson et al. 2001). In Bhesynoviaecluster the
minimal 16Sr RNA gene identity is 92,1% (betweengdllinaceumandM. synoviag
2FIAT show slightly higher minimal identity to M. synaé (92,4%). In th&. hominis
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cluster the minimal 16Sr RNA gene identity is 94,8%tweerM. hominisand M.

salivariun). 2371A" show higher minimal identity tM. salivarium(95,2%)

The 16S-23S rRNA intergenic spacer sequence waeseqd, after amplificatioas
described by Spergser and Rosengarten (2007) Rsiady MiX" Taq PCR Reaction
Mix with MgCl; (Sigma),using primer F2 and R2. Accession number of thegdd6S
rRNA gene, 16S-23S rRNA intergenic spacer (ITS) paudial 23S rRNA gene are
2FIAT = FM196530 and 237IA= FM196531 respectively. Highest sequence sirlari
to the 2FIA ITS sequence was obtained willycoplasma feli$80,9%),M.
glycophilum(<68%) and\Vl. verecunduni80,5% over 250Bp). Highest sequence
similarity to the 237IA ITS sequence was obtained with falconis(90,8%),M.
spumang88,7%),Mycoplasma. phocidag8,5%) andM. equirhinis(84,6% over
190Bp). Whereas the 16Sr RNA gene sequence identdithe next relatives vary only
marginal (0,5%) the variation in the ITS sequerscgignificantly higher (up to 12%).
This is not surprising based on the variabilitgtie ITS sequence since it is
evolutionary not so stern conserved as the 16S rBé&i#e. The results can be seen as a
argument, supporting the 16Sr RNA gene sequendgsismiasuggesting that 2F{Aand

237IA" respective are representatives of a new species.

Mycoplasmastrains were cultured in an atmosphere of 7% &M@ 93% air at 37°C on
modified Hayflick’s agar (Rosengarten and YogeWe&)9 Triply clones of the isolates
were subjected to characterisation as recommengletully (1983). After 48h, the
typical fried-egg appearance of the colonies wasilyeavisible on agar under a
dissecting microscope (Nikon SMZ-U 1:10). Sharp gives indicated that the isolates
were non-motile (International Committee on SystgenBacteriology Subcommittee
on the Taxonomy oMollicutes 1995). Scanning electron micrograph results skowe
that both upper respiratory tract (URT) isolatesl dower respiratory tract (LRT)
isolates share a non helical morphology (Fig 1)TL®olates show an unusual trunk
like structure formed by most of the cells, whigk forming no aggregates in contrast
to the cells of the URT- isolates. This result amsistent with a lower count of cfu on
agar and a lower optical density in liquid mediuat bomparable amount of biomass

when harvested for polar lipid analysis. Tempermttolerance was tested under
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mircoaerobic conditions (Campy G&h OXOID) at 6°C, 22°C, 28°C, 34°C, 37°C and
41°C. LRT- isolates and URT- isolates grow at 34 37°C, URT- isolates also at
28°C.

For filtration studies cultures were diluted 1:1000 medium after cultivation in
modified Hayflick’s medium and then passed throaghembrane with a pore size of
0.8, 0.45 and 0.22um (Roth) and incubated on pladisisolates were filterable

through the three different pore sizes.

Requirement for sterol was tested using two dififeraethods. The inability to grow in
the presence of digitonin (Tully 1983) and the igalion of the isolates in serum
lacking modified Hayflick’'s medium with 0.05% BSA.05% Glucose, 10ug/ml
palmitinacid and cholesterol (1ug/5ug/10pg or 26g/All isolates were sensitive to
digitonin and did not grow in modified Hayflick'sugplemented with cholesterol

(<20ug/ml) but lacking horse serum.

Acid production from glucose, lactose, maltose, caamse, galactose, fructose,
arabinose, sorbit, rhamnose, xylose, mannit, tosealdulcit, isosit, esculin and salicine
were tested according to Aluotto et al. (1970) &watber and Fabricant (1971).
Hydrolysis of arginine, urea, gelatine and casegduction of methylenblue, 2,3,5-
triphenyltetrazoliumchloride and potassium tellamid phosphatase activity were tested
as described by Aluotto et al. (1970). Productidrfillms and spots were examined
according to Freundt (1983). Haemadsorption wasdeg®el Giudice and Pavia, 1964;
Manchee and Taylor Robinson, 1968) with sheep evgthies and could be observed on
colonies of all isolates.

For proper positive and negative controfigjcoplasma arthritidisPG6 NCTC 10162,
Mycoplasma bovirhini?G43 NCTC 10118, Mycoplasma gallinarunFowL/PG18
NCTC 10120 andUreaplasma diversurgval (isolate) were used.

URT- isolates were distinguishable from LRT- isekathased on their different traits

shown in the Table 1 and in the species descriftedow.
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For comparison if the protein profiles a 4ml cuftiwas harvested by centrifugation
(13000 rpm, 10min), washed two times with salin&76% NaCl) and resuspended in
sample buffer [1.5mM Tris/HCI, pH 6.8, 2.5% glyaei(v/v), 0.5% SDS (w/v) 0.1%
bromphenolblue (w/v), 2.5% mercapthoethanol (vhgfore incubated at 95°C for 5
min. The denaturised material has been separaté@%ipolyacrylamid gels (Laemmli,
1970) and stained with coomassie blue or electttdalconto nitrocellulose membranes
by using a Peglab horizontal blotting chamber (I1®@MmA for 1 hour). For western
blotting rabbit polyclonal antiserum, raised agai287IA" and 2FIA respectively by
immunizing two rabbits with 200ug of whole cell &ss plus Gerbo adjuvant on day 1,
22 and 43 of a 50 day protocol, was used. Deteatias carried out using anti-rabbit
IgG-HRP antibodies (Sigma) and 4-Chloro-1Naphthelsabstrate. Uniform protein
patterns of characterised URT- isolates and LRTolates respectively clearly
distinguished the two groups from each other anthfrelated species, as well (results
not shown). Western blotting results also showatirdjuish ability of URT- and LRT-
isolates respectively from their next relatives g(F2) M. verecundumand M.
glycophilum completely lacked high molecular weight proteiretedtable with the
serum raised against 2F1AM. equirhinis M. falconindM. spumansacked medium
weight proteins and show different protein patterthe high and low weight proteins
detectable with the serum raised against 23#Ad therefore clearly distinguish from
the LRT- isolates.

Colony immunoblots (Rosengarten and Yogev 1996)ewperformed using the
antiserum against 2371Aand 2FIA. Antibodies did not only bind the strain raised
against, but also the respective closest relatedisp The antiserum against 237IA
showed a weak signal witfl. spumansand the 2FIA antiserum showed a weak signal
with M. verecundum

Growth inhibition in the presence of antiserum wasted on modified Hayflick's
medium agar, by applying antiserum in the middlehaf agar after the Mycoplasmas
were plated. Growth inhibition was observed with l&RT- isolates incubated in the
presence of 237IRantiserum but not with the related specis glycophilumandM.
verecundum Comparable results were obtained with the UR®kates, again a zone of

inhibition was observed.
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Amplification of the 16S-23S interspacer region d&oltbwing digestion with Enzymes
Tagl (LRT-isolates) and Taql/Vspl (URT- isolatesasvcarried out as described by
Spergser and Rosengarten (2007) using Ready"Mbagq PCR Reaction Mix with
MgCl, (Sigma).

URT- isolates and LRT- isolates respectively chediktinguished the two groups from
each other and from related species as well (Fngi34a.

For genomic fingerprinting strains were subjected RAPD-PCR using
PureTag™Ready-To-Go™PCR Beads (GE healthcare) lamdwo primers 5'CAA
AGT TTG TTT GC-3° and 5-AAG AGC CCG T-3" respedty, following the
manufactures protocol (Fig. 5 and 6). With a ddfarset of RAPD primers used it
could be shown that the isolates are not clondkiical, while the same primers were
not able to distinguish ten differeMlycoplasma mycoidesubsp. mycoidessmall
colony type strains (unpublished results Stefangean Homogenic fingerprints of
URT- isolates clearly distinguishes them fravh verecundumand M. glycophilum
Both relatives lack the three bands in the randevd®n 1000 and 1500 bp. Although
sharing one band witM. spumanghe LRT- isolates were clearly distinguished from
their relatives by the RAPD-Fingerprints.

Polar lipids were analysed according to Tindallaét (1990) and Worliczek et al.
(2007). The polar lipid profile (Fig 7a) of strai2FIA" consisted of the major
compounds diphosphatidylglycerol, 1-O-alkyl/alke@yD-acyl-glycero-3-
phosphocholine, unknown phospholipid PL2, an unkmaminophospholipid AL1,
moderate compounds of unknown phospholipid PL1,nonk glycolipid GL3 and
phosphatidylglycerol, as well as the minor compaumshknown lipid L1 and L2,
unknown glycolipid GL1 and GL2, phosphatidylethamin, 1-O-alkyl/alkenyl-
glycero-3-phosphocholine and phosphocholine-glucopyranosyl-(1°-3)-1, 2-diacyl-
glycerol. This profile clearly distinguish from tipeofile of the related M. glycophilum
(results not shown) by the presence of unknowndjigide GI1 and GL2, the unknown
phospholipid PL1 and the unknown lipid L1 and cotgeof phosphatidylglycerol (Tab.
2).
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The polar lipid profile oM. verecundungresults not shown) differed from both strains
by the presence of several unknown glycolipids,rampihospholipids and aminolipids
(Tab. 2).

The polar lipid profile of strain 237IA consisted of the major compounds 1-O-
alkyl/alkenyl-2-O-acyl-glycero-3-phosphocholine, kmown phospholipid PL2 and the
unknown aminophospholipid AL1, phosphatidylglycerttie moderate compounds of
unknown glycolipid GL3 and phosphatidylethanol, vasll as the minor compounds
unknown lipid L2 and L3, unknown glycolipid GL4, GL GL6 and GL7,
phosphatidylethanolamin, 1-O-alkyl/alkenyl-glyce&gghosphocholine and
phosphocholine-6a-glucopyranosyl-(1°-3)-1, 2-diacyl-glycerd¥l. spumansnd strain
237IAT can be differentiated by the amount of unknowidlip. While the polar lipid
profile of 237IA", M. spumans, M. equirhinendM. falconiswas very similar, which is
consistent with the 16S rRNA gene analysis, distisigng was possible based on the

amount of diphosphatidylglycerol (Tab. 3).
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Our results suggest that the strains examined epresentatives of two species for
which we propose the namddycoplasma struthionissp. nov. andMycoplasma

nasistruthionissp. nov..

Description ofMycoplasma struthionisp. nov.

Mycoplasma struthionisp. nov. (stru. thi. o’nis. L. gen. N. struthigni$ an ostrich
because the strains have been isolated from tligediuostriches)

Cells filterable through membrane with a pore ©2&.22um filter. Typical fried egg
colonies are visible on agar under dissecting mmwpe within 48h by incubation at
37°C in 7%CQ atmosphere. Non-helical and non-motile. Growtheobsd at 34-37°C.
Chemo—organotroph. Serum or cholesterol is requwedyrowth. No acid production
was observed. It does not hydrolyse urea but arginReduce potassium tellurit.
Haemadsorption is observed with sheep erythrocyiajor compounds of 1-O-
alkyl/alkenyl-2-O-acyl-glycero-3-phosphocholine, kmown phospholipid PL2 and the
unknown aminophospholipid AL1, phosphatidylglycerdfioderate compounds of
unknown glycolipid GL3 and phosphatidylethanol. Blincompounds unknown lipid
L2 and L3, unknown glycolipid GL4, GL5, GL6 and GLahosphatidylethanolamin, 1-
O-alkyl/alkenyl-glycero-3-phosphocholine and phasgioline-6"e-glucopyranosyl-
(17-3)-1, 2-diacyl-glycerol.

Serologically distinct from otheMycoplasmaspecies. 16S rRNA gene sequence
unequivocally distinct from othévlycoplasmaspecies. The type strain is 2371A

The strains were isolated from the lung of clinigdl ostriches.

Description ofMycoplasma nasistruthionsp. nov.

Mycoplasma nasistruthionisp. nov. (na. si. Stru. thi. o'nis. L. n. nasusnelse, L. n.
struthio — onis, ostriche; N.L. gen. n. nasistroiis, of the nose of an ostrich)

Cells filterable through membrane with a pore ©£6,22um filter. Typical fried egg
colonies on agar visible under dissection microscefhin 48h by incubation at 37°C
in 7%CQ atmosphere. Non-helical and non-motile. Growtlolserved at 28-37°C.

Chemo-organotroph. Serum or cholesterol is requwedrowth. It does not hydrolyse
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urea or arginine. Acid is produced from glucosedi®ed methylenblue and potassium
tellurit under anaerobic conditions. Haemadsorbtion observed with sheep
erythrocytes. Cells form aggregates. Major compsudgbhosphatidylglycerol, 1-O-
alkyl/alkenyl-2-O-acyl-glycero-3-phosphocholine, kaown phospholipid PL2 an
unknown aminophospholipid AL1. Moderate compoundsunknown phospholipid
PL1, unknown glycolipid GL3 and phosphatidylglyderglinor compounds unknown
lipid L1 and L2, unknown glycolipid GL1 and GL2, @éphatidylethanolamin, 1-O-
alkyl/alkenyl-glycero-3-phosphocholine and phospgtwine-6"a-glucopyranosyl-(1°-
3)-1, 2-diacyl-glycerol. It can be distinguishedrr its closest relatives based on the
polar lipid profile.

Serologically distinct from otheMycoplasmaspecies. 16S rRNA gene sequence
unequivocally distinct from othévlycoplasmaspecies. The type strain is 2FIA

The strains were isolated from the nasal cavitgliofcally ill ostriches.
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Tab. 1: Traits distinguishing between LRT- isolaés and URT- isolates.

LRT- isolates | URT- isolates|

Growth at:

28°C - +
34°C + +
37°C + +
Fermented glucose - +
Hydrolyse arginine + -
Reduced:

Methylenblue - +
Potassium tellurit aerob. + +
Potassium tellurit anarob) + -
Phosphatase activity + -

Fig. 1; Scanning electron micrograph of A)Mycoplasma struthinossp. nov. 237IA and B)

Mycoplasma nasistruthionisp. nov. 2FIA'.
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Fig. 2; A: Western Blot of URT- isolates. probed vith polyclonal antiserum against strain 2FIA’. 1:
M. verecundum 2: M. glycophilum, 3: strain 1FIA, 4: strain 1FIIA, 5: strain 2FIA 7, 6: strain 2FIIA,

7: strain 1FIA. B: Western Blot of LRT- isolates probed with polyclonal antiserum against strain
237IAT. 1: M. falconis, 2: M. equirhinis, 3: M. spumans 4: strain 237IA", 5: strain 237IIA, 6: strain
238lA, 7: strain 238IIA, 8: strain VIA, 9: strain V lIA.

M1 2 3 4 5 6§67 M

Fig. 3; 16S-23S rRNA gene PCR-RFLP (2% Agarose Gel)f URT- isolates and the next two
relatives. The DNA was digested with Tagl/Vspl. 1 M. glycophilum, 2: M. verecundum 3 strain
1FIA, 4: strain 1FIIA, 5/6: strain 2FIA T, 7: strain 2FIIA; M indicates a 100Bp Ladder Marker
(100Bp to 1000Bp) with an additional 1500Bp band (Bron).
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Fig. 4; 16S-23S rRNA gene PCR-RFLP (3% Agarose gebf LRT- isolates and the next two
relatives. The DNA was digested with Taqgl. 1M. falconis, 2: M. equirhinis, 3: M. spumans 4: strain
237IAT, 5: strain 237IIA, 6: strain 238IA, 7: strain 238lIA, 8: strain VIA, 9: strain VIIA. M

indicates a 100Bp Ladder Marker with an additional1500Bp band (Bioron).

BF M 1 2 3 4 5 68 M
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Fig. 5; RAPD-PCR (1,7% Agarose gel) of URT- isolate and the next two relatives. 1:M.
verecundum 2: M. glycophilum, 3: strain 1FIA, 4: strain 1FIIA, 5: strain 2FIA T, 6: strain 2FIIA; M
indicates a 100Bp Ladder Marker with an additional1500Bp band (Bioron).
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500-

Fig. 6; RAPD-PCR (1,7% Agarose gel) of LRT- isolate and the next three relatives. 1:M.
equirhinis, 2: M. spumans 3: M. falconis, 4: strain 237IA", 5: strain 2371IA, Lane6: strain 238IA; 7:
strain 238lIA, 8: strain VIA, 9: strain VIIA; M ind icates a 100Bp Ladder Marker with a additional

1500Bp band (Bioron).
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Fig. 7; Polar Lipid profiles of (a) URT- isolate 2HA" (b) LRT- isolate 237IA"; after two

dimensional TLC and detection with molybdatophosphdc acid. DPG, diphosphatidylglycerol; PG,
phosphatidylglycerol; PE, phosphatidylethanolamine,MfEL, 1-O-alkyl/alkenyl-2-O-acyl-glycero-3-
phosphocholine; lyMfEL, 1-O-alkyl/alkenyl-glycero-3-phosphocholine; MfGL-1, phosphocholine-
6 -a-glucopyranosyl-(1"-3)-1, 2-diacyl-glycerol (=GGPLI); Lx, unknown lipid; PLx, unknown
phospholipids, GLx, unknown glycolipid; APLX, unknown aminophospholipids.
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Tab. 2: Distinguishing polare lipids of 2FIA" and the closest relatives. (-) not detected, (+)imor,

(++) moderate and (+++) major compounds are indicatd. Abbreviations see Fig?7.

Lipids 2FIAT M. glycophilum M. verecundum
PL1 ++ - -
GL1 + - -
GL2 + - -
GL4-8 - - +
L1 + - +
L2 + - -
PE + +++ +
PG +++ + +
ALl - - +
AL2 - + +
APL2 - - ++
APL3 - - ++

Tab. 3: Distinguishing polare lipids of 237IA and the closest relatives. (-) not detected, (+)imor,

(++) moderate and (+++) major compounds are indicad. Abbreviations see Fig7.

Lipid 237IA" M. spumans M. equirhinis M. falconis
GL3 ++ ++ ++ +

L2 + ++ ++ +

L3 + + - -

PE ++ ++ ++ +

PG +++ +++ ++ +

MfGL1 + + ++ +
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