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(54) BAKTERIENNACHWEIS

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum
Nachweis von Bakterienkontaminationen
vorzugsweise in physiologischen Proben
und Sequenzen von hierfur verwendeten
synthetischen Oligonuklieotiden. Das Ver-
fahren umfasst die Schritte i) Extraktion der
Nukleinsaure, insbesondere Bakterien-
DNA, ii) Amplifikation mit Primern und De-
tektion mit Oligonukleotiden, insbesondere
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden als
Hybridisierungs-sonden, mit einer Sequenz
ausgewahit aus einer Gruppe umfassend
SEQ ID NO:5 bis SEQ ID NO:35 vorzugs-
weise in einer Realtime-PCR und iii) Aus-
wertung Uber Schmelzkurvenanalyse.
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Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Bakterienkontaminationen vor-
zugsweise in physiologischen Proben und Sequenzen von hierfiir verwendeten syntheti-
schen Oligonukleotiden. Das Verfahren umfasst die Schritte i) Extraktion der Nukleinséu-
re, insbesondere Bakterien-DNA, ii) Amplifikation mit Primern und Detektion mit Oligo-
nukleotiden, insbesondere fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden als Hybridisierungs-
sonden, mit einer Sequenz ausgewdhlt aus einer Gruppe umfassend SEQ ID NO:5 bis SEQ
ID NO:35 vorzugsweise in einer Realtime-PCR und iii) Auswertung iiber Schmelzkurven-

analyse.
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Die vorliegende Erfindung beschreibt Oligonukleotidsequenzen zum Nachweis von Bakte-
rienkontaminationen von einer Lange von 10 bis 30 Basen, ein Verfahren zur Detektion
zumindest einer Bakterienkontamination sowie einen Kit zum Nachweis von Bakterien-

kontaminationen jeweils vorzugsweise in einer physiologischen Probe.

Die Erfindung betrifft das Gebiet der Molekularbiologie und deren Anwendung in der kli-
nischen Diagnostik. Genauer betrifft die Erfindung ein Verfahren und Reagenzien zur

Amplifikation und zum Nachweis von Nukleinsduren von Bakterien. Die Erfindung findet
deshalb Anwendung beim Nachweis von Bakterien, Bakteriengruppen und Bakterienarten,
generell auf dem Gebiet der klinischen Diagnostik und dem Gebiet der Molekularbiologie.

Im Bereich der Medizin, insbesondere im klinischen Bereich, stellen Bakterienkontamina-
tionen eine groBe Bedrohung fiir die Patienten dar. Insbesondere muss bei der Bereitstel-
lung von Blutkonserven und den daraus gewonnenen Bestandteilen, wie beispielsweise
Blutplasma zur Herstellung diverser Arzneimittel oder Thrombozytenkonzentraten, streng
darauf geachtet werden Bakterienkontaminationen mit grotmoglicher Sicherheit aus-
schlieBen zu konnen. Solche Bakterienkontaminationen kénnen beispielsweise schwere

septische Reaktionen bei Patienten verursachen.

Die PCR ist ein Verfahren zur Amplifikation spezifischer Nukleinsduresequenzen und er-
moglicht den raschen Nachweis von Nukleinsduren, die in einer Probe vorhanden sind,

welche zuvor in einer nicht nachweisbar geringen Menge vorhanden waren.

Die Detektion von Nukleinsiuremolekiilen in einer Probe wird in den verschiedensten Be-
reichen bendtigt, beispielsweise in der Medizin, Qualititskontrolle, Forschung, etc. Dabei
kann es auch oft notwendig sein mehrere voneinander verschiedene Nukleinsduremolekiile

in einer einzigen Probe zu detektieren. Hierbei ist es aus Zeit- und Kostengriinden wiin-
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schenswert die verschiedenen Nukleinsiuremolekiile gleichzeitig in einer Probe zu detek-

tieren.

Allerdings ist die hochsensitive, molekularbiologische Detektion von Bakterien mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) im Blut, h#ufig aufgrund der geringen Zellzahl im Ver-
hiltnis zum Probenvolumen beeintréchtigt. Zudem kénnen falsch-positive Ergebnisse
durch Amplifikation unspezifischer Sequenzen des humanen DNA-Hintergrunds auftreten.
Die PCR ist ein Verfahren zur Amplifikation spezifischer Nukleinsduresequenzen und er-
moglicht den raschen Nachweis von Nukleinsduren, die in einer Probe vorhanden sind, die

zuvor in einer nicht nachweisbar geringen Menge vorhanden waren.

Die Detektion von Nukleinsiuremolekiilen in einer Probe wird in den verschiedensten Be-
reichen bendtigt, beispielsweise in der Medizin, Qualititskontrolle, Forschung, etc. Dabei
kann es auch oft notwendig sein mehrere voneinander verschiedene Nukleinsduremolekiile
in einer einzigen Probe zu detektieren. Hierbei ist es aus Zeit- und Kostengriinden wiin-
schenswert die verschiedenen Nukleinsduremolekiile gleichzeitig in einer Probe zu detek-

tieren.

So wird beispielsweise in der EP 1 366 195 B1 ein Verfahren zur simultanen Detektion
von zumindest zwei voneinander verschiedenen Nukleinsduremolekiilen in einer Probe
beschrieben, wobei in einem ersten Schritt eine Multiplex-PCR und in einem zweiten
Schritt eine Hybridisierungsreaktion mit auf einem Microarray immobilisierten Sonden
durchgefiihrt wird, wonach die hybridisierten PCR-Produkte detektiert und gegebenenfalls
quantifiziert werden, sowie einen Microarray und einen Kit zur simultanen Detektion von
zumindest zwei voneinander verschiedenen Nukleinsduremolekiilen in einer Probe. Die fiir
die Hybridisierungsreaktion eingesetzten Sonden, die jeweils spezifisch von den voneinan-
der verschiedenen amplifizierten Sequenzen der Nukleinsduremolekiile hybridisieren, wei-
sen Schmelztemperaturen auf, die voneinander um maximal 2 °C, vorzugsweise maximal 1
oC abweichen. Dadurch, dass sich die Schmelztemperaturen der fiir die Hybridisierungs-
reaktion eingesetzten Sonden um maximal 2 °C voneinander unterscheiden, ist es moglich,
eine groBe Anzahl von Nukleinsduremolekiilen in einer Probe simultan zu detektieren, da
fiir die Hybridisierungsreaktion fiir alle Sonden die selben Bedingungen beziiglich Tempe-

ratur aber auch Salzkonzentration, pH-Wert, etc. eingestellt werden.
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Weiters beschreibt z.B. die US 6,664,081 B2 eine Methode, Oligonukleotide und einen Kit
zur Detektion von Mycobakterienarten unter Verwendung der erfindungsgeméBen Oligo-
nukleotide zur in-vitro Amplifikation der 16S rRNA-Sequenzen fiir viele Arten der Gat-
tung Mycobakterium.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren und Reagenzien zur Verfligung zu
stellen, die einen sensitiven und spezifischen Nachweis von Bakterienkontaminationen,

vorzugsweise in physiologischen Proben, ermdéglichen.

Die Aufgabe wird jeweils eigenstindig durch Oligonukleotide mit einer Nukleotidsequenz
komplementr zu einer Nukleotidsequenz kodierend fiir eine Sequenz der hochkonservier-
ten 16S tDNA Region eines Bakteriengenoms, wobei das Oligonukleotid mindestens 10
aufeinander folgende Basen einer Sequenz ausgewihlt aus einer Gruppe umfassend SEQ
ID NO:5 bis SEQ ID NO:35 aufweist, einem Verfahren umfassend die Schritte i) Extrakti-
on der Nukleinsiure, insbesondere Bakterien-DNA, ii) Amplifikation mit Primern und De-
tektion mit Oligonukleotiden, insbesondere fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden als
Hybridisierungssonden, geméf einem der Anspriiche 1 bis 26 in einer Realtime-PCR und
iii) Auswertung tiber Schmelzkurvenanalyse und einem Kit enthaltend wenigstens ein Pri-
merpaar zur Amplifikation, vorzugsweise gemiB Anspruch 32 und/oder 35, und zumindest
ein Oligonukleotid gemiB einem der Anspriiche 1 bis 26, gegebenenfalls eine thermostabi-
le DNA-Polymerase und dNTP-Losungen, geldst. Die Auswahl der erfindungsgeméBen
bakterienspezifischen Oligonukleotide als Hybridisierungssonden gewihrleistet die Detek-
tion von insgesamt ca. 230 pathogenen Bakterien. Die Sensitivitit des Verfahrens wird
durch die Auswahl von spezifischen Primern fiir die Amplifikation von Nukleinsdurese-
quenzen in der hochkonservierten 168 rDNA-Region und die Spezifitit durch die erfin-
dungsgemiBen Oligonukleotide gewihrleistet.

Dabei ist es besonders vorteilhaft eine 5°- und/oder 3’-Modifizierung, insbesondere mit
Fluoreszenzmarkierung, durchzufiihren um eine einfache Detektion, durch welche die Zu-
gabe weiterer Reagenzien und somit ein abermaliges Offnen des Reaktionsgefifles vermie- -

den werden kann, zu ermdéglichen.

Vorzugsweise werden durch Oligonukleotide ausgewahlt aus einer Gruppe umfassend
SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6 bis SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:13 bis SEQ ID NO:15, SEQ
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ID NO:28, SEQ ID NO:29 und SEQ ID NO:31 gram-positive Bakterienarten und durch
Oligonukleotide ausgewihlt aus einer Gruppe umfassend SEQ ID NO:5 , SEQ ID NO:09
bis SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:16 bis SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:30 und SEQ ID
NO:32 bis SEQ ID NO:35 gram-negative Bakterienarten nachgewiesen. Dadurch kann

vorab eine Klassifizierung in gram-positive oder gram-negative Bakterienarten erfolgen.

Dabei ist es besonderes giinstig, dass Oligonukleotid SEQ ID NO:6 spezifisch fiir die Gat-
tung Enterococcus, Kurthia, Lactobacillus und/oder Listeria ist und selektiv Enterococcus
avium, Enterococcus casseliflavus, Enterococcus durans, Enterococcus faecalis, Entero-
coccus faecium, Enterococcus gallinarum, Enterococcus hirae, Kurthia gibsonii, Kurthia
sibirica, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus fermentum, Lactoba-
cillus plantarum, Lactobacillus salivarius, Listeria monocytogenes und/oder Listeria pyo-

genes, vorzugsweise in einer physiologischen Probe, detektiert.

Vorteilhaft ist zudem auch, dass Oligonukleotid SEQ ID NO:7 spezifisch fiir die Gattung
Leuconostoc und/oder Streptococcus ist und selektiv Leuconostoc citreum, Leuconostoc
lactis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus anginosus, Streptococcus bovis, Streptococ-
cus mitis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus salivarius,
Streptococcus sanguinis und/oder Streptococcus sp., vorzugsweise in einer physiologi-

schen Probe, detektiert.

Oligonukleotid SEQ ID NO:8 ist vorteilhafterweise spezifisch fir die Gattung Bacillus,
Clostridium, Mycoplasma und/oder Staphylococcus und detektiert selektiv Bacillus
anthracis, Bacillus circulans, Bacillus pumilus, Bacillus sphaericus, Bacillus subtilis, Bac-
teroides capillosus, Brevibacillus laterosporus, Clostridium bifermentans, Clostridium bo-
tulinum, Clostridium butyricum, Clostridium clostridioforme, Clostridium difficile,
Clostridium novyi, Clostridium perfringens, Clostridium septicum, Clostridium spofoge-
nes, Clostridium tetani, Erysipelothrix rhusiopathiae, Fusobacterium alocis, Gemella hae-
molysans, Mycoplasma orale, Mycoplasma pulmonis, Mycoplasma buccale, Staphylococ-
cus aureus, Staphylococcus capitis, Staphylococcus cohnii, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus hominis, Staphylococcus lugdunensis,
Staphylococcus xylosus und/oder Veillonella parvula, vorzugsweise in einer physiologi-

schen Probe.
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Vorzugsweise ist Oligonukleotid SEQ ID NO:9 spezifisch fiir die Gattung Acinetobacter,
Actinomyces, Aeromonas, Anaerobiospirillum, Bartonella, Brucella, Citrobacter, Enterobacter,
Haemophilus, Klebsiella, Kluyvera, Legionella, Pasteurella, Proteus, Rickettsia, Salmonel-
la, Serratia, Shigella, Vibrio, Yersinia, und detektiert selektiv Acinetobacter baumannii,
Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter johnsonii, Acine-
tobacter junii, Acinetobacter Iwoffii, Actinomyces meyeri, Actinomyces pyogenes, Aero-
monas caciae, Aeromonas hydrophila, Aeromonas schubertii, Aeromonas veronii, Agrobacterium
radiobacter, Alcaligenes faecalis, Anaerobiospirillum succiniciproducens, Anaerobiospirillum tho-
masii, Acranobacterium pyogenes, Bartonella bacilliformis, Bartonella henselae, Brucella abortus,
Brucella melitensis, Calymmatobacterium granulomatis, Citrobacter amalonaticus, Citrobacter
freundii, Coxiella burnetti, Edwardsiella tarda, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae,
Enterobacter sakazakii, Enterobacter sp., Escherichia coli, Haemophilus aegypticus, Hae-
mophilus aphrophilus, Haemophilus ducreyi, Haemophilus parahaemolyticus, Haemophi-
lus parainfluenzae, Haemophilus paraphrophilus, Haemophilus segnis, Hafnia alvei, Kleb-
siella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella rhinoscleromatis, Kluyvera ascorbata,
Kluyvera cryocrescens, Legionella dumoffii, Legionella micdadei, Morganella morganii,
Ochrobactrum anthropi, Pantoea agglomerans, Pasteurella gallinarum, Pasteurella pneu-
motropica, Plesiomonas shigelloides, Propionibacterium acnes, Proteus mirabilis, Proteus
penneri, Proteus vulgaris, Pseudomonas putida, Rickettsia akari, Rickettsia australis, Ri-
ckettsia conorii, Salmonella choleraesius, Saimonella enterica, Salmonella paratyphi A,
Salmonella paratyphi B, paratyphi C, Salmonella typhi, Salmonella typhinurium, Serratia
ficaria, Serratia fonticola, Serratia grimesil, Serratia liquefaciens, Serratia marcescens, Ser-
ratia rudidaea, Shigella boydii, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei,
Vibrio alginolyticus, Vibrio hollisae, Wigglesworthia glossinidia, Xanthomonas cam-

| pestris, Yersinia enterocolitica, Yersinia pestis und/oder Yersinia pseudotuberculosis vor-

zugsweise in einer physiologischen Probe.

Dabei ist es giinstig, dass Oligonukleotid SEQ ID NO:10 spezifisch fiir die Gattung Ach-
romobacter, Actinomadura, Actinomyces, Afipia, Bordetella, Burkholderia, Campylobac-
ter, Capnocytophaga, Comamonas, Corynebacterium, Ehrlichia, Fusobacterium, Methylo-
bacterium, Mycobacterium, Neisseria, Nocardia, Oligella, Prevotella und/oder Rhodococ-
cus ist und selektiv Achromobacter piechaudii, Achromobacter xylosoxidans, Actinomadu-

ra madurae, Actinomadura pelletieri, Actinomyces bovis, Actinomyces naeslundii, Acti-
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nomyces viscosus, Afipia broomeae, Afipia felis, Bacteroides gracilis, Bilophila wads-
worthia, Bordetella bronchiseptica, Bordetella parapertussis, Bordetella pertussis, Burk-
holderia cepacia, Burkholderia gladioli, Burkholderia mallei, Burkholderia pseudomallei,
Campylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Campylobacter lari, Cap-
nocytophaga canimorsus, Capnocytophaga cynodegmi, Capnocytophaga gingivalis, Cap-
nocytophaga ochracea, Capnocytophaga sputigena, Chromobacterium violaceum, Coma-
monas terrigena, Comamonas testosteroni, Corynebacterium diphteriae, Corynebacterium
minutissimum, Corynebacterium pseudotuberculosis, Corynebacterium urealyticum, Ehrli-
chia canis, Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia sennetsu, Eikenella corrodens, Eubacterium
lentum, Francisella tularensis, Fusobacterium necrophorum, Fusobacterium nucleatum,
Gardnerella vaginalis, Haemophilus influenzae, Helicobacter pylori, Kingella kingae, Me-
thylobacterium extorquens, Methylobacterium mesophilicun, Mycobacterium africanum,
Mycobacterium avium, Mycobacterium bovis, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium
intracellulare, Mycobacterium kanasasii, Mycobacterium leprae, Mycobacterium mal-
moense, Mycobacterium marinum, Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium tuber-
culosis, Mycobacterium xenopi, Neisseria cinerea, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria me-
ningitidis, Nocardia asteroides, Nocardia nova, Nocardia octitidiscaviarum, Oligella u-
rethralis, Oligella ureulytica, Peptoniphilus asaccharolyticus, Peptostreptococcus prevotii,
Porohyromonas gingivalis, Prevotella buccae, Prevotella buccalis, Prevotella corporis, Pre-
votella denticola, Prevotella oralis, Rhodococcus equi, Rhodococcus erythropolis, Rhodo-
coccus rhodochrous, Stenotrophomonas maltophilia, Streptobacillus moniliformis, Trophe-
ryma whippley und/oder Weeksella virosa, vorzugsweise in einer physiologischen Probe,

detektiert.

Oligonukleotid SEQ ID NO:11 ist vorteilhafterweise spezifisch fiir die Gattung Actinoba-
cillus, Borrelia, Legionella, Moraxella (Branhamella), Providencia, Pseudomonas und/oder
Vibrio ist und detektiert selektiv Actinobacillus actinomycetemcomitans, Actinobacillus
equuli, Actinobacillus hominis, Actinobacillus suis, Actinobacillus ureae, Borrelia afzelii,
Borrelia burgdorferi, Borrelia garninii, Borrelia hermsii, Borrelia hispanica, Chryseomonas
luteola, Legionella dumoffii, Legionella micdadei, Legionella pneumophila, Moraxella
(Branhamella) catarrhalis, Moraxella (Branhamella) nonliquefaciens, Moraxella (Branha-
mella) osloensis, Moraxella (Branhamella) phenylpyruvica, Pediococcus pentosaceus,

Porphyromonas asaccharolytica, Providencia alcalifaciens, Providencia rettgeri, Providen-
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cia rustigianii, Providencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescense,
Psychrobacter immobilis, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus und/oder Vibrio vulni-

ficus, vorzugsweise in einer physiologischen Probe.

Von Vorteil erweist sich, dass Oligonukleotid SEQ ID NO:13 und SEQ ID NO:14 spezi-
fisch fiir die Gattung Actinomyces sind und SEQ ID NO:13 selektiv Actinomyces israelii
und SEQ ID NO:14 selektiv Actinomyces odontolyticus und Oligonukleotid SEQ ID
NO:15 spezifisch fiir die Gattung Arcanobacterium ist und selektiv Arcanobacterium hae-

molyticum, vorzugsweise in einer physiologischen Probe, detektieren.

Oligonukleotid SEQ ID NO:16 bis SEQ ID NO:20 sind vorteilhafterweise spezifisch fiir
die Gattung Bacteroides, wobei SEQ ID NO:16 selektiv Bacteroides eggerthii, SEQ ID
NO:17 selektiv Bacteroides fragilis, SEQ ID NO:18 selektiv Bacteroides forsythus, SEQ
ID NO:19 selektiv Bacteroides merdae und SEQ ID NO:20 selektiv Bacteroides putredinis,

vorzugsweise in einer physiologischen Probe, detektiert.

Oligonukleotid SEQ ID NO:21 und SEQ ID NO:22 sind spezifisch fiir die Gattung Chla-
mydiae und SEQ ID NO:21 detektiert selektiv Chlamydiae trachomatis und SEQ ID

NO:22 selektiv Chlamydiae pneumoniae, vorzugsweise in einer physiologischen Probe.

Oligonukleotid SEQ ID NO:23 ist spezifisch fiir die Gattung Fusobacterium und detektiert
selektiv Fusobacterium sulci, und Oligonukleotid SEQ ID NO:24 und SEQ ID NO:25 sind
spezifisch fiir die Gattung Leptospira und SEQ ID NO:24 detektiert selektiv Leptospira
biflexa und SEQ ID NO:25 Leptospira interrogans, jeweils vorzugsweise in einer physio-

logischen Probe.

Oligonukleotid SEQ ID NO:26 ist spezifisch fiir die Gattung Mobiluncus und detektiert
selektiv Mobiluncus mulieris und Oligonukleotid SEQ ID NO:27 ist spezifisch fiir die Gat-
tung Mycoplasma und detektiert selektiv Mycoplasma pneumoniae, jeweils vorzugsweise

in einer physiologischen Probe.

Oligonukleotid SEQ ID NO:28 und SEQ ID NO:29 sind vorteilhafterweise spezifisch fiir
die Gattung Peptostreptococcus und SEQ ID NO:28 detektiert selektiv Peptostreptococcus
anaerobicus und SEQ ID NO:29 selektiv Peptostreptococcus magnus, vorzugsweise in

einer physiologischen Probe.
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Von Vorteil erweist sich, dass Oligonukleotid SEQ ID NO:30 spezifisch fiir die Gattung
Porphyromonas ist und selektiv Porphyromonas endodontalis und Oligonukleotid SEQ ID
NO:31 spezifisch fiir die Gattung Rothia ist und selektiv Rothia dentocariosa, vorzugswei-

se in einer physiologischen Probe, detektiert.

Oligonukleotid SEQ ID NO:32 und SEQ ID NO:33 sind spezifisch fiir die Gattung Sphin-
gobacterium und SEQ ID NO:32 detektiert selektiv Sphingobacterium multivorum und
SEQ ID NO:33 selektiv Sphingobacterium spiritovorum, vorzugsweise in einer physiologi-

schen Probe.

Dabei erweist sich als giinstig, dass Oligonukleotid SEQ ID NO:34 spezifisch fiir die Gat-
tung Treponema ist und selektiv Treponema pallidum und Oligonukleotid SEQ ID NO:35
spezifisch fir die Gattung Ureaplasma ist und selektiv Ureaplasma urealyticum, vorzugs-

weise in einer physiologischen Probe, detektiert.

Die Oligonukleotide der SEQ ID NO:5 bis SEQ ID NO:35 erweisen sich als besonders
vorteilhaft, weil dadurch Bakterienarten spezifisch erkannt werden kénnen und zudem eine

Zuordnung zu bestimmten Bakteriengattungen erfolgen kann.

Vorteilhaft erweist sich auch, dass die Oligonukleotide SEQ ID NO:5 bis SEQ ID NO:35
Nukleotidsequenzen komplementér zu den erfindungsgemiBen Oligonukleotidsequenzen
aufweisen kénnen, wodurch an beide Stréange des DNA-Doppelstranges das Oligonukleotid
binden kann und somit jeder der beiden Stréinge der DNA-Sequenz kontaminierender Bak-

terien in einer biologischer Probe erkannt werden kann.

GemiB einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung eine Zusammensetzung
umfassend eine Kombination von Oligonukleotiden zum Nachweis von Bakterien-DNA
kodierend fiir eine Sequenz der hochkonservierten 16S tDNA Region, wobei das erste Oli-
gonukleotid mindestens 10 aufeinander folgende Basen der Oligonukleotide SEQ ID NO:5
aufweist und am 3’-Ende mit Fluorescein markiert ist und das weitere Oligonukleotid min-
destens 10 aufeinander folgende Basen zumindest eines der Oligonukleotide SEQ ID NO:6
bis SEQ ID NO:35 aufweist und am 5°_Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert ist,
wodurch von Vorteil ist, dass das Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)-Prinzip

genutzt werden kann. Die beiden Hybridisierungssonden binden an der gesuchten Ziel-
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DNA in raumlicher Nihe und das Fluorescein der ersten Hybridisierungssonde iibertrégt
die Energie auf den benachbarten zweiten Fluoreszenzfarbstoff, der nun Fluoreszenz emit-

tiert, deren Intensitiit in Summe direkt proportional der Menge an Ziel-DNA ist.

Die Realtime-PCR ermdglicht sowohl die Amplifikation als auch Detektion im gleichen
geschlossenen Reaktionsgefi, wodurch sowohl das Risiko der Ubertragung einer Konta-
mination von einem zum anderen ReaktionsgefiB als auch der zeitliche Aufwand, welcher
durch das Offnen und SchlieBen des ReaktionsgefiBes bzw. durch das Umpipettieren des
Amplifikats entstehen, verringert werden. Die erfindungsgemiBe Realtime PCR zur Detek-
tion von Bakterien in physiologischen Proben zeichnet sich zudem durch ihre hohe Ro-
bustheit und hohe Routinefihigkeit aus. Im Vergleich zu Kultivierungsmethoden gibt es
keine signifikanten Unterschiede, wohingegen die Realtime PCR-Methode ein schnelleres
Ergebnis als die Kultivierung liefert. Auch Erreger, die sich nicht kultivieren lassen bzw.
Erreger, die sehr langsam wachsen, kénnen mittels PCR zeitgerecht und sehr sensitiv de-

tektiert werden.

Durch die Oligonukleotide mit einer Lange von mindestens 10 aufeinander folgenden Ba-
sen der Oligonukleotide SEQ ID:1 und SEQ ID NO:2 als Primer wird auf vorteilhafte Wei-
se ermdglicht, dass hochkonservierte Sequenzen von verschiedenen Bakterienstimmen

und-arten mit Primern derselben Sequenz amplifiziert werden konnen.

Vorzugsweise werden Kontrollen, wie eine interne Kontrolle ab der Extraktion und zumin-
dest eine Negativ- und Positivkontrolle, insbesondere wihrend der Amplifikation, mitge-
fiihrt. Dadurch konnen falsch positive und falsch negative Ergebnisse, welche durch eine

Funktionsstorung oder Verunreinigung verursacht werden, ausgeschlossen werden.

Vorzugsweise enthilt die zumindest eine Positivkontrolle eine Nukleinsduresequenz von
Salmonella choleraesius, Pseudomonas aeruginosa und/oder Staphylococcus epidermidis,
wodurch gewihrleistet wird, dass bei einem stSrungsfreien Verfahren in jedem Fall bei den
Positivkontrollen ein Signal detektiert werden kann und somit ein Riickschluss auf das

Funktionieren der Extraktion, Amplifikation und Detektion zuldssig ist.

Dabei ist es besonders vorteilhaft, wenn die Nukleinsduresequenz der zumindest einen in-

ternen Kontrolle mit einem Primerpaar bestehend aus einem Oligonukleotid mit einer Lan-
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ge von mindestens 10 aufeinander folgenden Basen des Oligonukleotids SEQ ID NO:3 und
SEQ ID NO:4 amplifiziert wird, wodurch Nukleinsduresequenzen der internen Kontrolle
nachgewiesen werden, die bereits ab der Extraktion zugesetzt sind und coamplifiziert wer-
den und somit auch als Workflow-Kontrolle dienen. Es kann dadurch beispielsweise auch
eine Extraktionsschwankung oder eine unzureichende Amplifikation nachgewiesen wer-

den.

Vorzugsweise werden dabei die Nukleinsduresequenzen der internen Kontrolle mit einem
Oligonukleotid mit einer Lange von mindestens 10 aufeinander folgenden Basen des Oli-
gonukleotids SEQ ID NO: 12 oder deren komplementire Sequenz hybridisiert, wodurch

auch die interne Kontrolle mit demselben Verfahren amplifiziert und insbesondere detek-
tiert werden kann. Durch die Zugabe der internen Kontrolle ab der Extraktion ist es mog-
lich, den gesamten Prozess beginnend bei der Extraktion bis zur Hybridisierung zu iiber-

priifen. Zudem zeichnet sich das Amplifikat der internen Kontrolle durch eine Linge von

ca. 60 Basenpaaren aus.

Die Realtime-PCR wird in Kapillaren durchgefiihrt, wodurch ein weiterer Vorteil dieses
Verfahrens ist, dass die PCR-Reaktionsgeféie nach der Amplifikation nicht mehr ge6ffnet
werden miissen, da die Messungen und Quantifizierung nach Beendigung der PCR-
Reaktion abgeschlossen sind. Es entfillt somit die teilweise aufwindige Aufbringung der
PCR-Produkte auf ein Gel und, was wichtiger ist, es entfillt das Risiko von Carryover-
Kontaminationen durch PCR-Produkte, die bei der diagnostischen PCR eine der Hauptkon-

taminationsquellen sind.

Vorzugsweise erfolgt eine Inkubation der physiologischen Probe mit einer Enzymlésung,
insbesondere Lysostaphin-Lysozym-Ldsung, vor der Extraktion, um die Sensitivitit fiir

den Nachweis schwer aufzuschlie8ender gram-positiver Bakterien zu erhéhen.

Bei der Extraktion werden die Zellen lysiert, bakterielle DNA freigesetzt, die DNA an
magnetisierte Partikel gebunden, gereinigt und zuletzt mit einem Puffer eluiert, wodurch
standardisierte Verfahren zur Aufreinigung der kontaminierenden Nukleinsiuresequenz fiir
das erfindungsgeméfe Verfahren verwendet werden konnen und somit kostengiinstige Me-

thoden zur Verfiigung stehen.
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Vorzugsweise erfolgt eine Inkubation der physiologischen Probe mit einer Enzymldsung,
insbesondere Lysostaphin-Lysozym-Lésung, vor der Extraktion, um die Sensitivitit fiir

den Nachweis schwer aufzuschlieBender gram-positiver Bakterien zu erh6hen.

Dabei ist es besonders giinstig eine Nukleinsduresequenz aus der hochkonservierten 16S
rDNA Region eines Bakteriengenoms zu amplifizieren, um mit dem Einsatz moglichst
weniger Reagenzien, insbesondere Primersequenzen, eine méglichst umfangreiche Detek-

tion diverser Bakterienarten zu ermdglichen.

Mit dem erfindungsgemifBlen Verfahren kénnen vorteilhafterweise eine Vielzahl unter-
schiedlicher, physiologischer Proben wie eine Kérperfliissigkeit aus einer Gruppe umfas-
send Blut, Blutfraktionen, Plasma, Knochenmark, Urin, Stuhl, Speichel, Lymphe, Exsuda-
te, Transsudate, Sekrete, Spinalfliissigkeit, Samenfliissigkeit, dispergiertes Gewebe
und/oder Fliissigkeiten aus natiirlichen oder unnatiirlichen KorperhShlen bzw. Abstriche
analysiert werden. Es miissen somit keine oder nur geringe Adaptierungsschritte fiir Pro-

ben jeweils unterschiedlichen Ursprungs durchgefiihrt werden.

Besonders bevorzugt als physiologische Probe werden mit dem erfindungsgeméfien Ver-
fahren Thrombozyten analysiert. Thrombozytenkonzentrate sind nimlich fiir den GroBteil
von Blutbestandteil-assoziierter Sepsis verantwortlich. Die Hiufigkeit von bakteriellen

Kontaminationen von Thrombozyten ist relativ hoch.

Aufgrund der spezifischen Sonden ist es weiters méglich gram-positive und gram-negative
Bakterien zu unterscheiden und mittels der Schmelztemperatur den jeweiligen Bakterien-

stimmen zuzuordnen bzw. die Bakterienart zu bestimmen.

Vorzugsweise sind im Kit auch weitere Komponenten, wie Magnesiumchloridlsung, Rin-
derserumalbumin, Puffer und steriles Wasser enthalten, wodurch aufeinander abgestimmte
Reagenzien zur Detektion verschiedener Bakterienarten verwendet werden und somit ein

Einschleppen von Fremdkontaminationen mit Reagenzien unbekannten Ursprungs vermie-

den werden kann.

Im speziellen beschreibt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Detektion von Bak-

terienkontaminationen in physiologischen Fliissigkeiten.
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Die Probenvorbereitung der biologischen Probe erfolgt anhand der automatisierten Extrak-
tionsmethode MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit - large volume der Fa.
Roche Diagnostics, wobei anhand verschiedener Puffer die Zellen aufgeschlossen werden
und bakterielle DNA freigesetzt wird. Die DNA wird an magnetisierte Partikel gebunden,

gereinigt und letztendlich in einem speziellen Puffer eluiert.

Um eine hohere Extraktionseffizienz zu erreichen und den Aufschluss der Bakterien zu
verbessern, wird die Probe vor der Extraktion mit einer speziellen Enzymli6sung, einer Ly-

sostaphin-Lysozym-LG6sung, inkubiert.

Die Lysostaphin-Lysozym-Losung besteht aus 100 mg/ml Lysozym und 5 mg/ml Ly-

sostaphin und Wasser bzw. Puffer, vorzugsweise PBS (phosphate buffered saline).

Es wird beispielsweise DNA aus 1000 pl Plasma oder Thrombozytenkonzentrat nach vor-
geschalteter Enzyminkubation zur verbesserten AufschlieBung der Bakterien isoliert. Die
biologische Probe wird mit 10 pl Lysostaphin-Lysozym-Lésung (Konzentration der Stock-
solution: 10 g/ml Lysozym und 15 mg/ml Lysostaphin) fiir 30 Minuten bei 45°C inkubiert.
Die freigesetzte DNA wird anschlielend an die magnetisierten Partikel gebunden. Nach
mehreren Waschschritten wird die DNA mit 50 pl Elutionspuffer eluiert.

Zusétzlich wird ab der Extraktion eine interne Kontrolle (pAW109, Applied Biosystems)
mitgefiihrt. Diese ab der Extraktion mitgefiihrte interne Kontrolle wird mittels Tagman-
sonde (Fam/BHQ-1), Oligonukleotid SEQ ID NO:12) detektiert, wobei das angeregte Fam-
Molekiil erst durch eine Hydrolyse der Tagmansonde Fluoreszenz abgibt und durch die
Trennung von Farbstoff und Quencher die emittierte Fluoreszenz gemessen werden kann,
wobei die Intensitéit der emittierten Fluoreszenz direkt proportional der Menge an Ziel-

DNA ist.

Die extrahierte DNA wird anschlieend in einer Realtime-PCR amplifiziert, wobei die
DNA wird dem Mastermix vermengt und am Light Cycler amplifiziert und mit bakterien-

spezifischen Sonden detektiert wird.

Die Quantifizierung der PCR-Produkte erfolgt aufgrund der Nutzung von DNA-
Farbstoffen. Die Fluoreszenzfarbstoffe lagern sich in die DNA ein, interkalieren bzw. bin-

den an die doppelstringige DNA, wodurch die Fluoreszenz dieser Farbstoffe ansteigt. Die
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Zunahme der Target-DNA korreliert daher mit der Zunahme der Fluoreszenz von Zyklus
zu Zyklus. Nach abgelaufener PCR kann eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt werden,
anhand derer die Spezifitit bestimmt werden kann. Bei einer Schmelzkurvenanalyse wird
die DNA aufgeschmolzen und dann die Temperatur langsam erhéht. Fiir die Schmelzkurz-
venanalyse wird 10 sec bei 95°C denaturiert und 30 Sekunden auf 50°C abgekiihlt und
kontinuierlich auf 80°C mit einer Geschwindigkeit von 0,2°C/s erhoht. Bei einer fiir jede
Sequenz spezifischen Temperatur werden die beiden Hybridisierungssonden rdumlich von-
einander getrennt, wodurch die Fluoreszenz abnimmt und iiber eine mathematische Ablei-

tung die Schmelztemperatur bestimmt werden kann.

Die Detektion der Bakterienarten erfolgt online mittels Realtime-PCR. Die Realtime-PCR-
Technologie erlaubt eine quantitative Echtzeitanalyse der PCR iiber die Messung von la-
serinduzierten Fluoreszenzsignalen. In speziellen hochfeinen Kapillaren, vorzugsweise mit

einem Fassungsvermégen von 100 pl, wird die Amplifikation und Analyse durchgefiihrt.

Unter dem Begriff Realtime PCR wird im Rahmen dieser Erfindung eine Vervielfilti-
gungsmethode fiir Nukleinsduren, die auf dem Prinzip der herkémmlichen PCR beruht und
zusitzlich die Moglichkeit der Quantifizierung bietet, verstanden. In der Literatur werden
folgende Bezeichnungen wie Echtzeit- PCR, Fluoreszenz-Hybridisierungs-PCR, LightCyc-
ler-PCR, Hybridisation Probe-PCR, FRET-PCR und quantitative PCR, synonym verwen-
det. Ein groBer Vorteil der Realtime-PCR-Technologie ist die verringerte Kontaminations-
gefahr. Das PCR-Amplifikat muss nicht mehr auf ein Agarosegel aufgetragen werden, wo-
durch eine Ubertragung von Kontaminationen vermieden werden kann und zudem die Bes-
tatigungsreaktion im PCR-Lauf durch die fluoreszenzmarkierte Hybridisierungssonden
integriert wird.

Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen am Ende bzw. wihrend
eines PCR-Zykluses (Realtime) durchgefiihrt und unterscheidet sich somit von anderen
quantitativen PCR-Methoden, die erst nach Ablauf der PCR quantitativ ausgewertet wer-
den (z.B. kompetitive PCR). Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der PCR-
Produkte zu, was eine Quantifizierung méglich macht. Die gelelektrophoretische Auftren-
nung der Fragmente ist nicht n6tig, die Daten sind sofort verfiigbar und das Kontaminati-

onsrisiko ist somit gering.
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Zum PCR-Ansatz werden neben den spezifischen Primern auch zumindest zwei sequenz-
spezifische Hybridisierungssonden oder eine sequenzspezifische Tagmansonde zugegeben.
Die zumindest eine Sonde bindet an eine Nukleinsiuresequenz zwischen den beiden Pri-
mern und ist mit zwei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Die Sonde ist vor-
zugsweise am 3’-Ende mit einem Quencherfarbstoff und am 5’-Ende mit einem fluoreszie-
renden Reporterfarbstoff markiert. Wenn die intakte Sonde durch Licht einer vordefinier-
ten Wellenldnge angeregt wird, so wird die Fluoreszenzemission des Reporterfarbstoffes
durch die rdumliche Néhe zu dem Quencherfarbstoff unterdriickt (FRET-Prinzip). Die
Stérke der Fluoreszenz des Reporterfarbstoffes ist proportional zur gebildeten DNA-
Menge. Die Reporterfluoreszenz wird in vordefinierten Intervallen gemessen, ohne dass
das PCR-Reaktionsgefil getffnet werden muss und es kann dadurch relativ einfach der
Verlauf der PCR-Reaktion verfolgt werden. Innerhalb der PCR-Kurve kann ein geeigneter
Punkt fiir die Quantifizierung gewihlt werden.

Fiir die Amplifikation wird ein Mastermix hergestellt, der eine Losung aus Enzym (Mol-
Taq 168S), steriles Wasser, Puffer, Magnesiumchlorid, BSA (Rinderserumalbumin), Di-
nukleotidtriphosphate (ANTPs), Primer und Sonden darstellt. Da das Enzym rekombinant
in Escherichia coli hergestellt wird und kein kontaminationsfreies Enzym kommerziell zur
Verfligung steht, wird eine spezielle Taq-Polymerase eingesetzt, die nochmals mit PCR-
Filter Units der Fa. Millipore aufgereinigt wird.

Beispielsweise besteht der Mastermix pro Probenansatz aus den nachfolgend aufgelisteten

Komponenten und wird abschlielend gefiltert:

Komponente Volumen in ul je Probenansatz
H,O 11,05

MgCl, 25mM 3

10x Molzym Puffer 6,25

BSA 20pg/pl 0,6

dNTPs 10mM 1

MolTaq 16S 5U/ul 0,6

Summe 22,5ul
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Zudem werden 2,5 pl eines 20x Detection Mix mit den spezifischen Hybridisierungsson-
den fiir jeden Probenansatz vorbereitet. In jede Kapillare werden 25 pl des fertigen
Mastermixes vorgelegt und 25 pl der biologischen Probe oder der Negativ- bzw. Positiv-

kontrolle beigemengt.

Der Detektion Mix wird als Stock-Losung hergestellt und umfasst folgende Komponenten:

Primer/Sonden Konzelr)lglaét ton in Stock V[';)llll]ng:rn
[LM] [1M] 100ul
SEQ ID NO:1 0,3 100 6
SEQ ID NO:2 0,3 100 6
SEQ ID NO:5 0,2 50 8
SEQ ID NO:6 0,2 50 8
SEQ ID NO:7 0,2 50 8
SEQ ID NO:8 0,2 50 8
SEQ ID NO:9 0,2 50 8
SEQ ID NO:10 0,2 50 8
SEQ ID NO:11 0,2 50 8
SEQ ID NO:3 0,2 100 4
SEQ ID NO:4 0,2 100 4
SEQ ID NO:12 0,2 50 8
5 84
Wasser 16
5 100

Die Verwendung der Hybridisierungssonden erméglicht die spezifische Detektion des

PCR-Produkts, unspezifische Produkte und Primerdimere werden nicht detektiert.

Die Hybridisierungssonden SEQ ID NO:5 bis SEQ ID NO:35 sind mit unterschiedlichen,
insbesondere fluoreszierenden Farbstoffen, wie z.B. LC 610, LC 640, LC 670, LC 705

und/oder Fluorescein, markiert.
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Durch die Amplifikation mit den ausgewéhlten Primern in der konservierten 16S rtDNA
Region resultiert ein 466 Basenpaar-PCR-Produkt. Die Wahl der Ziel-DNA-Sequenz hingt
von der groBtmoglichen Konservierung der Sequenz in Anbetracht der verschiedenen Bak-
terienarten ab. Die Bakterien-PCR bedient sich der Primer SEQ ID NO:1 und SEQ ID
NO:2 sowie Hybridisierungssonden, die innerhalb einer hoch konservierten Region der

16S rDNA des Bakteriengenoms lokalisiert sind.

Zur Detektion der gram-positiven und gram-negativen Bakterien, sowie zur Unterschei-
dung dér Bakterienarten werden die verschiedenen Hybridisierungssonden SEQ ID NO:5
bis SEQ ID NO:11 und SEQ ID NO:13 bis SEQ ID NO:35, welche mit unterschiedlichen
Farbstoffen markiert sind sowie unterschiedliche Schmelztemperaturen aufweisen, ver-

wendet. Die interne Kontrolle wird mit der Sonde SEQ ID NO:12 detektiert.

Als bakterienspezifische Sonden werden Oligonukleotide der SEQ ID NO:6 bis SEQ ID
NO:11 und SEQ ID NO:13 bis SEQ ID NO:35 verwendet, wobei im nachfolgenden aufge-
zeigt wird, welche der Sonden gram-positive bzw. -negative Bakterienarten identifiziert

und/oder fiir welche Bakterienart spezifisch ist.

Bakterienart gram Sequenz 5°-3° SEQ ID
NO

Actinomyces israe-
lii pos | ACGGTAGCCGGGTTATGAAGCGCCG 13
Actinomyces odon-
tolyticus pos | AGGGTAGTGGGTAAGAAGCGCCG 14
Arcanobacterium
haemolyticum pos | TGAATAAGCGCCGGCTAAGCGCG 15
Bacteroides eg-
gerthii neg | ATGTACCGTATGAATAAGGAT 16
Bacteroides fragilis | neg | ATGTATAATATGAATAAGGAT : 17
Bacteroides for-
sythus neg | ATGTACCTTGTGAATAAGCAT 18
Bacteroides merdae | neg | ATGTACCCTATGAATAAGCAT 19
Bacteroides putre- ; ‘
dinis neg | AAGTATCGTACGAATAAGGAT 20
Chlamydiae tra-
chomatis neg | AGCGTACCAGGTAAAGAAGCACCG 21
Chlamydiae pneu-
moniae neg | AGCGTACCGGGTAAAGAAGCACCG 22
Fusobacterium sul-
ci neg | TACCCTTGGAGGAAGCCGCGGCTAACTA 23
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Leptospira biflexa neg | TACCTACCTAAAGCACCGGCTAACTA 24

Leptospira interro-

gans neg | TACCTGCCTAAAGCACCGGCTAACTA 25

Mobiluncus mulie-

ris neg | GGTAGCGGGGGAAGAAGCGCCG 26

Mycoplasma

pmeumoniae neg | CTGTACCATTTTGAATAAGTGACG 27

Peptostreptococcus

anaerobicus pos | TACCCTGTGAGGAAGCCCCGGCTAACTA 28

Peptostreptococcus

magnus pos | TACCATAGGAGGAAGCCCCGGCTAAATA 29

Porphyromonas

endodontalis neg | CATGTACTCTACGAATAAGTATCG 30

Rothia dentocariosa | pos ACGGTAGGTGCAGAGAAAGCGCCG 31

Sphingobacterium

multivorum neg | CTGAATGTACTGGAAGAATAAGGATCG 32

Sphingobacterium

spiritivorum neg | CTGAATGTACCCAAGAATAAGGATCG 33

Treponema palli-

dum neg | ACGGTAGTCGTGCGAATAAGCCCCG 34

Ureaplasma urealy-

ticum neg | ACTGTACCATTTGAATAAGTATCG 35
pos | TAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGATA 6
pos | TAGTTAGCCGTCCCTTTCTGGTTAGATA 7
pos | TAGTTAGCCGTGGCT TTCTGGTTAGGTA 8
neg | CGGTGCTTCTTCTGCGAGTAAC 9
neg | CGGTGCTTATTCTTTAGGTACCGT 10
neg | CGGTGCTTATTCTGTTGGTAACGT 11

Die Oligonukleotide der SEQ ID NO:6 bis SEQ ID NO:11 detektieren, wie in der vorste-
henden Tabelle beschrieben, teilweise sowohl gram-positive als auch gram-negative Bakte-

rienarten. Welche Bakterienart sie spezifisch detektieren wird im nachfolgenden beschrie-

ben.

Die Oligonukleotide SEQ ID NO:6 detektieren spezifisch die Gattungen Enterococcus,
Kurthia, Lactobacillus und/oder Listeria und selektiv Enterococcus avium, Enterococcus
casseliflavus, Enterococcus durans, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Entero-
coccus gallinarum, Enterococcus hirae, Kurthia gibsonii, Kurthia sibirica, Lactobacillus

acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum, Lac-
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tobacillus salivarius, Listeria monocytogenes, Listeria pyogenes, vorzugsweise in einer

physiologischen Probe.

Oligonukleotide der SEQ ID NO:7 detektieren spezifisch die Gattungen Leuconostoc
und/oder Streptococcus und selektiv Leuconostoc citreum, Leuconostoc lactis, Streptococ-
cus agalactiae, Streptococcus anginosus, Streptococcus bovis, Streptococcus mitis, Strep-
tococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus salivarius, Streptococcus

sanguinis und/oder Streptococcus sp., vorzugsweise in einer physiologischen Probe.

Die Gattungen Bacillus, Clostridium, Mycoplasma und/oder Staphylococcus werden spezi-
fisch von Oligonukleotid SEQ ID NO:8 detektiert. Mit Oligonukleotid SEQ ID:NO 8 wer-
den selektiv Bacillus anthracis, Bacillus circulans, Bacillus pumilus, Bacillus sphaericus,
Bacillus subtilis, Bacteroides capillosus, Brevibacillus laterosporus, Clostridium bifermen-
tans, Clostridium botulinum, Clostridium butyricum, Clostridium clostridioforme, Clostri-
dium difficile, Clostridium novyi, Clostridium perfringens, Clostridium septicum, Clostri-
dium sporogenes, Clostridium tetani, Erysipelothrix rhusiopathiae, Fusobacterium alocis,
Gemella haemolysans, Mycoplasma orale, Mycoplasma pulmonis, Mycoplasma buccale,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus capitis, Staphylococcus cohnii, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus hominis, Staphylococcus lug-
dunensis, Staphylococcus xylosus und/oder Veillonella parvula, vorzugsweise in einer

physiologischen Probe, nachgewiesen.

Oligonukleotide SEQ ID NO:9 detektieren spezifisch die Gattungen Acinetobacter, Acti-
nomyces, Aeromonas, Anaerobiospirillum, Bartonella, Brucella, Citrobacter, Enterobacter,
Haemophilus, Klebsiella, Kluyvera, Legionella, Pasteurella, Proteus, Rickettsia, Salmonel-
la, Serratia, Shigella, Vibrio, Yersinia, und selektiv Acinetobacter baumannii, Acinetobac-
ter calcoaceticus, Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter johnsonii, Acinetobacter ju-
nii, Acinetobacter Iwoffii, Actinomyces meyeri, Actinomyces pyogenes, Aeromonas caciae,
Aeromonas hydrophila, Aeromonas schubertii, Aeromonas veronii, Agrobacterium radiobacter,
Alcaligenes faecalis, Anaerobiospirillum succiniciproducens, Anaerobiospirillum thomasii, Acra-
nobacterium pyogenes, Bartonella bacilliformis, Bartonella henselae, Brucella abortus, Brucella
melitensis, Calymmatobacterium granulomatis, Citrobacter amalonaticus, Citrobacter freundii,
Coxiella burnetti, Edwardsiella tarda, Enterobacter acrogenes, Enterobacter cloacae, Entero-

bacter sakazakii, Enterobacter sp., Escherichia coli, Haemophilus aegypticus, Haemophilus
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aphrophilus, Haemophilus ducreyi, Haemophilus parahaemolyticus, Haemophilus pa-
rainfluenzae, Haemophilus paraphrophilus, Haemophilus segnis, Hafnia alvei, Klebsiella
oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella rhinoscleromatis, Kluyvera ascorbata, Kluyve-
ra cryocrescens, Legionella dumoffii, Legionella micdadei, Morganella morganii, Ochro-
bactrum anthropi, Pantoea agglomerans, Pasteurella gallinarum, Pasteurella pneumotropi-
ca, Plesiomonas shigelloides, Propionibacterium acnes, Proteus mirabilis, Proteus penneri,
Proteus vulgaris, Pseudomonas putida, Rickettsia akari, Rickettsia australis, Rickettsia co-
norii, Salmonella choleraesius, Salmonella enterica, Salmonella paratyphi A, Salmonella
paratyphi B, paratyphi C, Salmonella typhi, Salmonella typhinurium, Serratia ficaria, Ser-
ratia fonticola, Serratia grimesii, Serratia liquefaciens, Serratia marcescens, Serratia rudi-
daea, Shigella boydii, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Vibrio algi-
nolyticus, Vibrio hollisae, Wigglesworthia glossinidia, Xanthomonas campestris, Yersinia
enterocolitica, Yersinia pestis und/oder Yersinia pseudotuberculosis, vorzugsweise in einer

physiologischen Probe.

Oligonukleotid SEQ ID NO:10 detektiert spezifisch die Gattungen Achromobacter, Acti-
nomadura, Actinomyces, Afipia, Bordetella, Burkholderia, Campylobacter, Capnocy-
tophaga, Comamonas, Corynebacterium, Ehrlichia, Fusobacterium, Methylobacterium,
Mycobacterium, Neisseria, Nocardia, Oligella, Prevotella und/oder Rhodococcus und se-
lektiv Achromobacter piechaudii, Achromobacter xylosoxidans, Actinomadura madurae,
Actinomadura pelletieri, Actinomyces bovis, Actinomyces naeslundii, Actinomyces visco-
sus, Afipia broomeae, Afipia felis, Bacteroides gracilis, Bilophila wadsworthia, Bordetella
bronchiseptica, Bordetella parapertussis, Bordetella pertussis, Burkholderia cepacia, Burk-
holderia gladioli, Burkholderia mallei, Burkholderia pseudomallei, Campylobacter coli,
Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Campylobacter lari, Capnocytophaga cani-
morsus, Capnocytophaga cynodegmi, Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga ochra-
cea, Capnocytophaga sputigena, Chromobacterium violaceum, Comamonas terrigena, Co-
mamonas testosteroni, Corynebacterium diphteriae, Corynebacterium minutissimum, Co-
rynebacterium pseudotuberculosis, Corynebacterium urealyticum, Ehrlichia canis, Ehrli-
chia chaffeensis, Ehrlichia sennetsu, Eikenella corrodens, Eubacterium lentum, Francisella
tularensis, Fusobacterium necrophorum, Fusobacterium nucleatum, Gardnerella vaginalis,
Haemophilus influenzae, Helicobacter pylori, Kingella kingae, Methylobacterium extor-

quens, Methylobacterium mesophilicun, Mycobacterium africanum, Mycobacterium avi-
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um, Mycobacterium bovis, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium intracellulare, My-
cobacterium kanasasii, Mycobacterium leprae, Mycobacterium malmoense, Mycobacteri-
um marinum, Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
xenopi, Neisseria cinerea, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Nocardia asteroi-
des, Nocardia nova, Nocardia octitidiscaviarum, Oligella urethralis, Oligella ureulytica,
Peptoniphilus asaccharolyticus, Peptostreptococcus prevotii, Porohyromonas gingivalis,
Prevotella buccae, Prevotella buccalis, Prevotella corporis, Prevotella denticola, Prevotella
oralis, Rhodococcus equi, Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus rhodochrous, Ste-
notrophomonas maltophilia, Streptobacillus moniliformis, Tropheryma whippley und/oder

Weeksella virosa, vorzugsweise in einer physiologischen Probe.

Die Gattungen Actinobacillus, Borrelia, Legionella, Moraxella (Branhamella), Providen-
cia, Pseudomonas und/oder Vibrio werden spezifisch von Oligonukleotid SEQ ID NO:11
detektiert und weisen selektiv Actinobacillus actinomycetemcomitans, Actinobacillus e-
quuli, Actinobacillus hominis, Actinobacillus suis, Actinobacillus ureae, Borrelia afzelii,
Borrelia burgdorferi, Borrelia garninii, Borrelia hermsii, Borrelia hispanica, Chryseomonas
luteola, Legionella dumoffii, Legionella micdadei, Legionella pneumophila, Moraxella
(Branhamella) catarrhalis, Moraxella (Branhamella) nonliquefaciens, Moraxella (Branha-
mella) osloensis, Moraxella (Branhamella) phenylpyruvica, Pediococcus pentosaceus,
Porphyromonas asaccharolytica, Providencia alcalifaciens, Providencia rettgeri, Providen-
cia rustigianii, Providencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescense,
Psychrobacter immobilis, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus und/oder Vibrio vulni-

ficus, vorzugsweise in einer physiologischen Probe, nach.

Die Amplifikation der zu analysierenden biologischen Proben und der Negativ-, Positiv-

und internen Kontrollen durchléuft folgendes PCR-Programm:

Die biologische Probe wird vorab 4 Minuten bei 95°C denaturiert und es folgen 45 Zyklen,
wobei in jedem Zyklus die Denaturierung bei 95°C fiir 5 Sekunden, das Annealing bei
60°C fuir 25 Sekunden und die Extension 40 Sekunden bei 72°C erfolgt. Fiir die Schmelz-
kurve wird 10 Sekunden bei 95°C denaturiert, 30 Sekunden auf 50°C abgekiihlt und konti-

nuierlich auf 80°C mit einer Geschwindigkeit von 0,2°C/s erhéht.
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Wihrend des gesamten Workflows werden Positivkontrollen - ndmlich Staphylococcus
epidermidis 1000 cfu/ml, Pseudomonas aeruginosa 2000 cfu/ml und Salmonella cholerae-
sius 2000 cfu/ml — und eine Negativkontrolle (humanes Thrombozytenkonzentrat) mitge-
fiihrt. Um eine mdgliche Inhibition feststellen zu konnen, wird in jedem Reaktionsansatz
pAW109 cDNA als interne Kontrolle coamplifiziert. Die Nachweisgrenze fiir die einzel-
nen Bakterienarten liegt bei > Scfu/ml.

Die Negativkontrolle und die Positivkontrolle Staphylococcus epidermidis 1000 cfu/ml
werden ab der Extraktion mitgefiihrt und die zwei weiteren Positivkontrollen Salmonella
choleraesius 2000 cfu/ml und Pseudomonas aeruginosa 2000 cfu/ml erst ab der Amplifika-

tion.

Fiir die Herstellung der Positivkontrolle mit Staphylococcus epidermidis werden abzentri-
figuiertes Thrombozytenkonzentrat und eine Bakteriensuspesion in einer Konzentration

von 1000 cfu/ml in einem Verhéltnis von annihernd 4:1 pipettiert.

Fiir die Herstellung der Positivkontrolle mit Salmonella choleraesius 2000cfu/ml werden
beispielsweise Thrombozytenkonzentrat und die Bakteriensuspension in einem Verhiltnis
von annihernd 2:1 vermischt. Weiters werden 1 ml Positivkontrolle mit 10 ml Lysozym-

Lysostaphin-Losung versetzt, gemischt und vorzugsweise bei 45°C inkubiert.

Die Herstellung der Positivkontrolle von Pseudomonas aeruginosa erfolgt wie jene von

Salmonella choleraesius.

Anschlielend erfolgt die Extraktion auf MagNa Pure Compact unter der Zugabe der inter-
nen Kontrolle pAW109.

Als interne Kontrolle wird GeneAmpRNA pAW109 ab der Extraktion verwendet, die vor-
erst in cDNA umgeschrieben, anschlieend amplifiziert, verdiinnt und gereinigt wird, vor-
zugsweise mit ExoSap und Microcon-Filtration, bevor sie als Kontrolle fiir klinische Ana-
lysen eingesetzt wird. Die interne Kontrolle wird den physiologischen Proben zugesetzt
und ab Extraktion mitgefiihrt. Die interne Kontrolle wird mittels spezifischen Primern -
SEQ ID NO:3 und SEQ ID NO:4 - im Reaktionsansatz coamplifiziert und dient als
Workflow-Kontrolle. Der fiir die Amplifikation verwendete Vorwirtsprimer weist zumin-

dest 10 aufeinander folgende Basen der Sequenz SEQ ID NO:1 5’-tcctacgggaggcagcagt-3’
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und der Riickwiértsprimer 10 aufeinander folgende Basen der Sequenz SEQ ID NO:2 5°-
ggactaccagggtatctaatcctgtt-3” auf.

Zur Detektion der internen Kontrolle wird eine Fam/BHQ-1 markierte Tagman-Sonde dem
Amplifikationsmix beigemengt, wobei das angeregte Fam-Molekiil erst durch eine Hydro-
lyse der Tagmansonde Fluoreszenz abgibt und durch die Trennung von Farbstoff und
Quencher die emittierte Fluoreszenz gemessen werden kann, wobei die Intensitit der emit-
tierten Fluoreszenz direkt proportional der Menge an Ziel-DNA ist. Die Sonden SEQ ID
NO:6 bis SEQ ID NO:11 und SEQ ID:13 bis SEQ ID NO:35 kénnen ebenfalls als Taq-

man-Sonden verwendet werden.

Wenn die beiden Fluoreszenzfarbstoffe (z.B. Tamra oder Fam des 5’-Endes und BHQ-1
des 3’-Endes) der Tagman Sonde nahe zusammen sind, wird nach Anregung, beispielswei-
se durch einen Laser, die Energie des Reporterfarbstoffes auf den Quencherfarbstoff iiber-
tragen und dieser emittiert Licht. Wahrend der PCR werden beide Primer mittels Polyme-
rase so lange verléngert, bis sie auf die Sonde treffen. Dort wird die hybridisierte DNA-
Sonde vom DNA-Strang geldst und mit Hilfe mit der 5°-3’- Exonukleaseaktivitit der Po-
lymerase abgebaut. Durch die Sondenhydrolyse wird die rdumliche Néhe zwischen Repor-
ter und Quencher unterbrochen und eine steigende Fluoreszenz des Reporterfarbstoffs kann
gemessen werden. Eine Hydrolyse der Sonde durch die 5°-3’- Exonukleaseaktivitit kann
nur dann erfolgen, wenn es zu einer sequenzspezifischen Hybridisierung zwischen Sonde
und Zielsequenz kommt. Entsprechend der Amplifikation des spezifischen PCR-Fragments
steigt das Fluoreszenzsignal an. Dabei ist die Fluoreszenzzunahme dem Zuwachs an PCR-

Amplifikaten direkt proportional.

Durch die interne Kontrolle kann eine Extraktionsschwankung oder eine unzureichende
Amplifikation festgestellt werden. Das Amplifikat zeichnet sich durch eine Linge von an-
ndhernd 60 Basenpaaren aus. Eine Fam-BHQ-1 markierte Tagmansonde hybridisiert mit
dem Template. Das Signal wird im Kanal 530 abgelesen und analysiert (wie nachfolgend
noch ausfiihrlich beschrieben). Die Sequenz der Fam-BHQ-1 markierten Tagmansonde ist
SEQ ID NO:12.

Die Amplifikation der internen Kontrolle erfolgt in einer Losung bestehend aus Wasser,
Mn, Enzymmix, Primer der SEQ ID NO:3 und SEQ ID NO:4 sowie der Sonde der SEQ ID
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NO:12. Im speziellen betragen die Konzentrationen und Volumina fiir den Mastermix: 3,5
pl Wasser, 1 pl 50 mM Mn, 7,5 pl 2,7x Enzymmix, je 1 pl 5 mM Primer SEQ ID NO:3
und SEQ ID NO:4 und 1 pl 5 mM Sonde SEQ ID NO:12. 15 ul des Mastermix werden zu
5 pl der positiven Kontrolle pipettiert und revers transkribiert und amplifiziert. Die reverse
Transkription erfolgt fiir 30 Minuten bei 60°C. Zur Amplifikation wird die Probe vorab 8
Minuten bei 95°C denaturiert und anschlieBend in 45 Zyklen zu je 15 Sekunden bei 95°C,
1 Minute bei 60°C und 1 Minute bei 40°C amplifiziert.

Eine Inhibition durch positive Amplifikation der internen Kontrolle kann ausgeschlossen

werden.

Die Auswertung iiber Schmelzkurven erlaubt eine Unterscheidung von gram-positiven und
gram-negativen Bakterien und eine Zuweisung zu Bakterienarten anhand der Schmelztem-
peratur der Hybridisierungssonden von der amplifizierten DNA. Schmelzkurvenanalysen
werden am Ende der PCR durchgefiihrt. Dabei wird eine Temperaturkurve, beginnend bei
50 °C, bis 80 °C durchgefiihrt und aufgezeichnet. An einem bestimmten Temperaturpunkt
16sen sich dabei die Sonden von der bakteriellen DNA und die Fluoreszenz nimmt ab.
Durch Integrieren der Fluoreszenz durch die Temperatur entsteht ein Schmelzpeak, der zur

Auswertung der Ergebnisse herangezogen werden kann.

Die Beurteilung und Auswertung der Wildtypproben erfolgt ausschlieBlich mit Schmelz-
kurvenanalyse mittels eines nach der Validierung festgelegten Cut offs. Durch sehr leicht
auftretende bakterielle Kontaminationen wihrend des Workflows bzw. durch das Enzym
wird dieser Cut off bei der Schmelzkurvenanalyse bei einem Fluoreszenzsignal von > 0,03
bestimmt. Die Auswertung der internen Kontrolle erfolgt iiber absolute Quantifikations-

analyse.

Fiir eine eindeutige Auswertung aller Kanéle muss eine MultiColorDemo-kit Color Com-

pensation importiert werden, um den Crosstalk zwischen den Kanilen auszuschalten.

Nach Abschluss der PCR werden die einzelnen Kanile wie folgt ausgewertet und die in-

terne Kontrolle und die Positivkontrollen kontrolliert:

Kanal 530:  interne Kontrolle pAW109;
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Kanal 610:  Staphylococcus epidermidis 1000 cfu/ml (gram positiv)

Staphylococcus aureus 1000 cfu/ml (gram positiv)

Kanal 640:  Salmonella choleraesius 2000 cfu/ml (gram negativ)

Kanal 705:  Pseudomonas aeruginosa 2000 cfu/ml (gram negativ)

Im Kanal 530 miissen alle Proben einen positiven Kurvenanstieg aufweisen. Im Kanal 610

werden gram-positive Bakterien nachgewiesen. Die Positivkontrolle Staphylococcus epi-

dermidis muss in der Schmelzkurvenanalyse einen eindeutigen Kurvenverlauf mit einem

Fluoreszenzwert von ~0,55 aufweisen. Zudem wird dieser Fluoreszenzwert auch als Funk-

tionstiberpriifung des Lysozym-Lysostaphin-Verdaus verwendet.

Gram-negative Bakterien werden im Kanal 640 analysiert und detektiert, wobei Salmonel-

la choleraesius in der Schmelzkurvenanalyse einen eindeutigen Kurvenverlauf mit einem

Fluoreszenzwert von ~ 0,6 aufweisen muss.

Auch im Kanal 705 werden gram-negative Bakterien detektiert. Die Positivkontrolle Pseu-

domonas aeruginosa muss in der Schmelzkurvenanalyse einen eindeutigen Kurvenverlauf

mit einem Fluoreszenzwert von ~0,8 zeigen.

N

Ein deutlicher Schmelzkurvenanstieg einer zu untersuchenden biologischen Probe in einem

der 4 Kanile, der eine Fluoreszenz >0,03 aufweist, gilt als positiv. Solche Proben werden

im klinischen Alltag um eine relevante Aussage treffen zu kénnen erneut extrahiert und

amplifiziert.

Im nachfolgenden werden exemplarisch die Schmelztemperaturen und Kanile einzelner

Bakterienarten aufgelistet:

Bakterienart Typus Schmelztemperatur Kanal
Pseudomonas aeruginosa gram-negativ 68,5 705
Salmonella choleraesius gram-negativ 62,5 640
Staphylococcus epidermidis gram-positiv 68 610
Enterococcus faecalis gram-positiv 71 610
Clostridium sporogenes gram-positiv 60,8 610

N2006/07600



-25-
Lactobacillus fermentum gram-positiv 64,6 610
Staphylococcus aureus gram-positiv 67,5 610
Bacillus subtilis gram-positiv 71,5 610

Weiters wird auch die Schmelzkurve des Kanals 670 fiir die Probenanalyse ausgewertet.
Die Uberpriifung der internen Kontrolle erfolgt im Kanal 530 iiber die Crossing Points in
der Quantification Analyse.

Die Auswertung der Analyse erfolgt iiber den so genannten CT-Wert (threshold cycle).
Der CT-Wert driickt die Zyklenzahl aus, bei der zum ersten Mal ein Anstieg der Reporter-

fluoreszenz tiber das Grundrauschen ermittelt wird.

Die Detektion der internen Kontrolle basiert auf dem bereits beschriebenen Tagman-
Prinzip, wobei das angeregte Fam-Molekiil am 5°-Ende des Oligonukleotids SEQ ID
NO:12 erst durch Hydrolyse der Tagman-Sonde das Licht im Kanal 530 abgibt. Nur durch
die Trennung von Reporter- und Quencherfarbstoff kann das emittierte Licht gemessen
werden. Die Intensitéit des emittierten Lichtes ist direkt proportional der Menge an Ziel-

DNA.

Die Positivkontrollen in den verschiedenen Kanlen zeigen einen Funktionsgraphen mit

einem Peak bei folgenden Temperaturen:

Bakterienart Kanal Schmelztemperatur in °C
Staphylococcus aureus 610 67,5

Escherichia coli 640 62

Pseudomonas aeruginosa 705 68,5

AbschlieBend sei angemerkt, dass auch Einzelmerkmale oder Merkmalskombinationen aus
den gezeigten und beschriebenen unterschiedlichen Ausfiihrungsbeispielen fiir sich eigen-

stindige, erfinderische oder erfindungsgemiBe Losungen darstellen konnen.

Sémtliche Angaben zu Wertebereichen in gegenstéindlicher Beschreibung sind so zu ver-

stehen, dass diese beliebige und alle Teilbereiche daraus mit umfassen, z.B. ist die Angabe
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1 bis 10 so zu verstehen, dass sdmtliche Teilbereiche, ausgehend von der unteren Grenze 1
und der oberen Grenze 10 mitumfasst sind, d.h. simtliche Teilbereiche beginnen mit einer
unteren Grenze von 1 oder grofer und enden bei einer oberen Grenze von 10 oder weniger,
z.B. 1 bis 1,7, oder 3,2 bis 8,1 oder 5,5 bis 10.

Die Ausfiihrungsbeispiele zeigen mégliche Ausfiihrungsvarianten der Zusammensetzung,
wobei an dieser Stelle bemerkt sei, dass die Erfindung nicht auf die speziell dargestellten
Ausflihrungsbeispiele derselben eingeschrinkt ist, sondern vielmehr auch diverse Kombi-
nationen der einzelnen Ausfiihrungsbeispiele untereinander mdglich sind und diese Varia-
tionsmdglichkeit aufgrund der Lehre zum technischen Handeln durch gegenstéindliche Er-
findung im K6nnen des auf diesem technischen Gebiet titigen Fachmannes liegt. Es sind
also auch samtliche denkbaren Ausfiihrungsbeispiele, die durch Kombinationen einzelner
Details der dargestellten und beschriebenen Ausfiihrungsvariante moglich sind, vom

Schutzumfang mit umfasst.
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SEQUENZPROTOKOLL

<110> Osterreichisches Rotes Kreuz
Wiedner Hauptstrasse 32
1041 Wien

<120> Bakteriennachweis

<160> 35

<210>1

<211>19

<212> DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 1

tcctacggga ggeageagt
<210>2

<211>26

<212> DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 2

ggactaccag ggtatctaat cctgtt
<210>3

<211> 18

<212>DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 3

geetgggttc cotgttce

<210>4

<211>19

<212> DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 4
cgacgtaccc ctgacatgg

<210>5

Lot

19

26

18

19
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<211>22 veus
<212>DNA H :
<213> kiinstliche Sequenz wee

<220> - sese’
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid ° s
<400> 5 N
gtattaccge ggetgetgge ac : 22 :. * :

<210>6 .
<211>28

<212>DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 6

tagttagceg tggctttctg gttagata 28
<210>7

<211>28

<212> DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400>7

tagttagceg tcectttetg gttagata - 28
<210>8

<211>28

<212>DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 8

tagttagccg tggctttetg gttaggta 28
<210>9

<211>22

<212>DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 9

cggtgcttct tctgegagta ac 22
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<210>10

<211>24

<212>DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 10

cggtgcttat tctttaggta ccgt 24
<210>11

<211>24

<212>DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 11

cggtgcttat tctgttggta acgt . 24
<210> 12
<211>25

<212>DNA
<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 12

caggccaatg tctcaccaag cictg 25
<210>13

<211>25

<212>DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 13

acggtagccg ggttatgaag cgeeg 25
<210> 14

<211>23

<212>DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 14
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agggtagtgg gtaagaageg ccg

<210> 15

<211>23

<212>DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220> .
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 15

tgaataagcg ccggetaage geg
<210> 16

<211>21

<212>DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 16
atgtaccgta tgaataagga t
<210>17
<211>21

<212> DNA
<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 17
atgtataata tgaataagga t
<210>18
<2i1>21

<212>DNA
<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 18
atgtaccttg tgaataagca t
<210> 19
<211>21

<212> DNA
<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

23

23

21

21

21
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<400> 19

atgtacccta tgaataagcea t 21 coss

<210> 20 P
<211>21 . .

<212> DNA ceee
<213> kiinstliche Sequenz HEM

(X}
L[]

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid .:: ‘.

<400> 20
aagtatcgta cgaataagga t 21
<210>21
<211>24

<212>DNA
<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 21

agcgtaccag gtaaagaagc accg 24

<210>22

<211>24

<212>DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 22

agcgtaccgg gtaaagaagce accg 24
<210>23
<211>28

<212>DNA
<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 23

tacccttgga ggaagecgeg getaacta 28
<210>24

<211>26

<212> DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
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<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid sees

<400> 24 XYY

tacctaccta aagcaccgge taacta 26 oo
L ]

<210>25 cees

211>26 I

<212> DNA
. [

<213> kiinstliche Sequenz ®eees®

<220> 0e’e
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 25
tacctgecta aagcaccgge taacta 26

<210>26

<211>22

<212>DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 26

ggtageggeg gaagaagege Cg 22

<210>27

<211>24

<212>DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 27

ctgtaccatt ttgaataagt gacg 24
<210>28

<211>28

<212>DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 28
taccctgtga ggaagecccg getaacta 28
<210> 29
<211>28

<212> DNA
<213> kiinstliche Sequenz
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<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 29

taccatagga ggaagccceg getaaata
<210> 30

<211>24

<212>DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 30

catgtactct acgaataagt atcg
<210> 31

<211>24

<212>DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 31

acggtaggtg cagagaaage gecg
<210>32

<211>27

<212>DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 32

ctgaatgtac tggaagaata aggatcg
<210> 33

<211>26

<212>DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 33
ctgaatgtac ccaagaataa ggatcg

<210> 34
<211>25

28

24

24

27

26
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<212> DNA
<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 34

acggtagtcg tgcgaataag ccccg
<210> 35

<211>24

<212>DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligonukleotid

<400> 35

actgtaccat ttgaataagt atcg

25 coee
R

24
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Patentanspriiche
1. Synthetisches Oligonukleotid zum Nachweis von Bakterienkontaminationen

vorzugsweise in Iihysiologischen' Proben von einer Linge von 10 bis 30 Basen, dadurch
gekennzeichnet, dass das Oligonukleotid eine Nukleotidsequenz komplementir zu einer
Nukleotidsequenz kodierend fiir eine Sequenz der hochkonservierten 16S rDNA Region
eines Bakteriengenoms ist, wobei das Oligonukleotid mindestens 10 aufeinander folgende
Basen einer Sequenz ausgewéhlt aus einer Gruppe umfassend SEQ ID NO:5 bis SEQ ID
NO:35 aufweist.

2. Oligonukleotid nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es am 5’-

und/oder 3’-Ende modifiziert, insbesondere fluoreszenzmarkiert, sind.

3. Oligonukleotid nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das
Oligonukleotid ausgewéhlt aus einer Gruppe umfassend SEQ ID NO:6 bis SEQ ID NO:9,
SEQ ID NO:13 bis SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29 und SEQ ID NO:31
spezifisch fiir gram-positive Bakterienarten ist.

4. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid ausgewihlt aus einer Gruppe umfassend SEQ ID NO:6, SEQ ID
NO:10 bis SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:16 bis SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:30 und SEQ
ID NO:32 bis SEQ ID NO:35 spezifisch fiir gram-negative Bakterienarten ist.

5. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:5 komplementir zu einer Teilsequenz der 16S rDNA
Region eines Bakteriengenoms ist und/oder mit einem Reporterfarbstoff (Fluoreszein)

markiert ist.
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6. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,

dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:6 spezifisch fiir die Gattung Enterococcus, Kurthia,
Lactobacillus und/oder Listeria ist und selektiv Enterococcus avium, Enterococcus casse-
liflavus, Enterococcus durans, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus
gallinarum, Enterococcus hirae, Kurthia gibsonii, Kurthia sibirica, Lactobacillus acidophi-
lus, Lactobacillus casei, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
salivarius, Listeria monocytogenes und/oder Listeria pyogenes, vorzugsweise in einer phy-

siologischen Probe, detektiert.

7. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:7 spezifisch fiir die Gattung Leuconostoc und/oder
Streptococcus ist und selektiv Leuconostoc citreum, Leuconostoc lactis, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus anginosus, Streptococcus bovis, Streptococcus mitis, Streptococ-
cus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus salivarius, Streptococcus sangui-

nis und/oder Streptococcus sp., vorzugsweise in einer physiologischen Probe, detektiert.

8. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:8 spezifisch fiir die Gattung Bacillus, Clostridium,
Mycoplasma und/oder Staphylococcus, ist und selektiv Bacillus anthracis, Bacillus circu-
lans, Bacillus pumilus, Bacillus sphaericus, Bacillus subtilis, Bacteroides capillosus, Bre-
vibacillus laterosporus, Clostridium bifermentans, Clostridium botulinum, Clostridium
butyricum, Clostridium clostridioforme, Clostridium difficile, Clostridium novyi, Clostri-
dium perfringens, Clostridium septicum, Clostridium sporogenes, Clostridium tetani, Ery-
sipelothrix rhusiopathiae, Fusobacterium alocis, Gemella haemolysans, Mycoplasma orale,
Mycoplasma pulmonis, Mycoplasma buccale, Staphylococcus aureus, Staphylococcus ca-
pitis, Staphylococcus cohnii, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus,
Staphylococcus hominis, Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus xylosus und/oder

Veillonella parvula, vorzugsweise in einer physiologischen Probe, detektiert.

9. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:9 spezifisch fiir die Gattung Acinetobacter, Actino-
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myces, Aeromonas, Anaerobiospirillum, Bartonella, Brucella, Citrobacter, Enterobacter, Hae-
mophilus, Klebsiella, Kluyvera, Legionella, Pasteurella, Proteus, Rickettsia, Salmonella,
Serratia, Shigella, Vibrio, Yersinia, ist und selektiv Acinetobacter baumannii, Acinetobac-
ter calcoaceticus, Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter johnsonii, Acinetobacter ju-
nii, Acinetobacter Iwoffii, Actinomyces meyeri, Actinomyces pyogenes, Aeromonas caciae,
Aeromonas hydrophila, Aeromonas schubertii, Aeromonas veronii, Agrobacterium radiobacter,
Alcaligenes faecalis, Anaerobiospirillum succiniciproducens, Anaerobiospirillum thomasii, Acra-
nobacterium pyogenes, Bartonella bacilliformis, Bartonella henselae, Brucella abortus, Brucella
melitensis, Calymmatobacterium granulomatis, Citrobacter amalonaticus, Citrobacter freundii,
Coxiella burnetti, Edwardsiella tarda, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Entero-
bacter sakazakii, Enterobacter sp., Escherichia coli, Haemophilus aegypticus, Haemophilus
aphrophilus, Haemophilus ducreyi, Haemophilus parahaemolyticus, Haemophilus pa-
rainfluenzae, Haemophilus paraphrophilus, Haemophilus segnis, Hafnia alvei, Klebsiella
oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella rhinoscleromatis, Kluyvera ascorbata, Kluyve-
ra cryocrescens, Legionella dumoffii, Legionella micdadei, Morganella morganii, Ochro-
bactrum anthropi, Pantoea agglomerans, Pasteurella gallinarum, Pasteurella pneumotropi-
ca, Plesiomonas shigelloides, Propionibacterium acnes, Proteus mirabilis, Proteus penneri,
Proteus vulgaris, Pseudomonas putida, Rickettsia akari, Rickettsia australis, Rickettsia co-
norii, Salmonella choleraesius, Salmonella enterica, Salmonella paratyphi A, Salmonella
paratyphi B, paratyphi C, Salmonella typhi, Salmonella typhinurium, Serratia ficaria, Ser-
ratia fonticola, Serratia grimesii, Serratia liquefaciens, Serratia marcescens, Serratia rudi-
daea, Shigella boydii, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Vibrio algi-
nolyticus, Vibrio hollisae, Wigglesworthia glossinidia, Xanthomonas campestris, Yersinia
enterocolitica, Yersinia pestis und/oder Yersinia pseudotuberculosis vorzugsweise in einer

physiologischen Probe, detektiert.

10. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:10 spezifisch fiir die Gattung Achromobacter, Acti-
nomadura, Actinomyces, Afipia, Bordetella, Burkholderia, Campylobacter, Capnocy-
tophaga, Comamonas, Corynebacterium, Ehrlichia, Fusobacterium, Methylobacterium,
Mycobacterium, Neisseria, Nocardia, Oligella, Prevotella und/oder Rhodococcus ist und

selektiv Achromobacter piechaudii, Achromobacter xylosoxidans, Actinomadura madurae,
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Actinomadura pelletieri, Actinomyces bovis, Actinomyces naeslundii, Actinomyces visco-
sus, Afipia broomeae, Afipia felis, Bacteroides gracilis, Bilophila wadsworthia, Bordetella
bronchiseptica, Bordetella parapertussis, Bordetella pertussis, Burkholderia cepacia, Burk-
holderia gladioli, Burkholderia mallei, Burkholderia pseudomallei, Campylobacter coli,
Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Campylobacter lari, Capnocytophaga cani-
morsus, Capnocytophaga cynodegmi, Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga ochra-
cea, Capnocytophaga sputigena, Chromobacterium violaceum, Comamonas terrigena, Co-
mamonas testosteroni, Corynebacterium diphteriae, Corynebacterium minutissimum, Co-
rynebacterium pseudotuberculosis, Corynebacterium urealyticum, Ehrlichia canis, Ehrli-
chia chaffeensis, Ehrlichia sennetsu, Eikenella corrodens, Eubacterium lentum, Francisella
tularensis, Fusobacterium necrophorum, Fusobacterium nucleatum, Gardnerella vaginalis,
Haemophilus influenzae, Helicobacter pylori, Kingella kingae, Methylobacterium extor-
quens, Methylobacterium mesophilicun, Mycobacterium africanum, Mycobacterium avi-
um, Mycobacterium bovis, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium intracellulare, My-
cobacterium kanasasii, Mycobacterium leprae, Mycobacterium malmoense, Mycobacteri-
um marinum, Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
xenopi, Neisseria cinerea, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Nocardia asteroi-
des, Nocardia nova, Nocardia octitidiscaviarum, Oligella urethralis, Oligella ureulytica,
Peptoniphilus asaccharolyticus, Peptostreptococcus prevotii, Porohyromonas gingivalis,
Prevotella buccae, Prevotella buccalis, Prevotella corporis, Prevotella denticola, Prevotella
oralis, Rhodococcus equi, Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus rhodochrous, Ste-
notrophomonas maltophilia, Streptobacillus moniliformis, Tropheryma whippley und/oder

Weeksella virosa, vorzugsweise in einer physiologischen Probe detektiert.

11. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:11 spezifisch fiir die Gattung ist Actinobacillus, Bor-
relia, Legionella, Moraxella (Branhamella), Providencia, Pseudomonas und/oder Vibrio ist
und selektiv Actinobacillus actinomycetemcomitans, Actinobacillus equuli, Actinobacillus
hominis, Actinobacillus suis, Actinobacillus ureae, Borrelia afzelii, Borrelia burgdorferi,
Borrelia garninii, Borrelia hermsit, Borrelia hispanica, Chryseomonas luteola, Legionella
dumoffii, Legionella micdadei, Legionella pneumophila, Moraxella (Branhamella) ca-

tarrhalis, Moraxella (Branhamella) nonliquefaciens, Moraxella (Branhamella) osloensis,
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Moraxella (Branhamella) phenylpyruvica, Pediococcus pentosaceus, Porphyromonas asac-
charolytica, Providencia alcalifaciens, Providencia rettgeri, Providencia rustigianii, Provi-
dencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescense, Psychrobacter im-
mobilis, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus und/oder Vibrio vulnificus, vorzugswei-

se in einer physiologischen Probe, detektiert.

12. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:13 und SEQ ID NO:14 spezifisch fiir die Gattung

Actinomyces sind und SEQ ID NO:13 selektiv Actinomyces israelii und SEQ ID NO:14
selektiv Actinomyces odontolyticus vorzugsweise in einer physiologischen Probe detek-

tiert.

13. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:15 spezifisch fiir die Gattung Arcanobacterium ist
und selektiv Arcanobacterium haemolyticum vorzugsweise in einer physiologischen Probe

detektiert.

14, Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:16 bis SEQ ID NO:20 spezifisch fiir die Gattung Bac-
teroides ist und SEQ ID NO:16 selektiv Bacteroides eggerthii, SEQ ID NO:17 selektiv
Bacteroides fragilis, SEQ ID NO:18 selektiv Bacteroides forsythus, SEQ ID NO:19 selek-
tiv Bacteroides merdae und SEQ ID NO:20 selektiv Bacteroides putredinis vorzugsweise

in einer physiologischen Probe detektiert.

15. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:21 und SEQ ID NO:22 spezifisch fiir die Gattung
Chlamydiae sind und SEQ ID NO:21 selektiv Chlamydiae trachomatis und SEQ ID NO:22

selektiv Chlamydiae pneumoniae vorzugsweise in einer physiologischen Probe detektiert.
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16. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,

dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:23 spezifisch fiir die Gattung Fusobacterium ist und

selektiv Fusobacterium sulci vorzugsweise in einer physiologischen Probe detektiert.

17. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:24 und SEQ ID NO:25 spezifisch fiir die Gattung
Leptospira sind und SEQ ID NO:24 selektiv Leptospira biflexa und SEQ ID NO:25 selek

tiv Leptospira interrogans vorzugsweise in einer physiologischen Probe detektiert.

18. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:26 spezifisch fiir die Gattung Mobiluncus ist und

selektiv Mobiluncus mulieris vorzugsweise in einer physiologischen Probe detektiert.

19. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:27 spezifisch fiir die Gattung Mycoplasma ist und

selektiv Mycoplasma pneumoniae vorzugsweise in einer physiologischen Probe detektiert.

20. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:28 und SEQ ID NO:29 spezifisch fiir die Gattung
Peptostreptococcus sind und SEQ ID NO:28 selektiv Peptostreptococcus anaerobicus und
SEQ ID NO:29 selektiv Peptostreptococcus magnus vorzugsweise in einer physiologischen

Probe detektiert.

21. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:30 spezifisch fiir die Gattung Porphyromonas ist und
selektiv Porphyromonas endodontalis vorzugsweise in einer physiologischen Probe detek-

tiert.

22. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:31 spezifisch fiir die Gattung Rothia ist und selektiv

Rothia dentocariosa vorzugsweise in einer physiologischen Probe detektiert.
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23. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,

dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:32 und SEQ ID NO:33 spezifisch fiir die Gattung
Sphingobacterium sind und SEQ ID NO:32 selektiv Sphingobacterium multivorum und
SEQ ID NO:33 selektiv Sphingobacterium spiritovorum vorzugsweise in einer physiologi-

schen Probe detektiert.

24, Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:34 spezifisch fiir die Gattung Treponema ist und se-

lektiv Treponema pallidum vorzugsweise in einer physiologischen Probe detektiert.

25. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:35 spezifisch fiir die Gattung Ureaplasma ist und

selektiv Ureaplasma urealyticum vorzugsweise in einer physiologischen Probe detektiert.

26. Oligonukleotid enthaltend eine Nukleotidsequenz, die komplementir zu ei-
nem synthetischen Oligonukleotid gemil einem der Anspriiche 1 bis 25 ist.

27. Zusammensetzung umfassend eine Kombination von Oligonukleotiden zum
Nachweis von Bakterien-DNA kodierend fiir eine Sequenz der hochkonservierten 16S
rDNA Region, dadurch gekennzeichnet, dass das erste Oligonukleotid mindestens 10 auf-
einander folgende Basen der Oligonukleotide SEQ ID NO:5 aufweist und am 3’- Ende
fluoresceinmarkiert ist und das weitere Oligonukleotid mindestens 10 aufeinander folgende
Basen zumindest eines der Oligonukleotide SEQ ID NO:6 bis SEQ ID NO:35 aufweist und

am 5°’- Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert ist.

28. Verfahren zur Detektion von zumindest einer Bakterienkontamination vor-
zugsweise einer physiologischen Probe umfassend die Schritte i) Extraktion der Nuklein-
sdure, insbesondere Bakterien-DNA, ii) Amplifikation mit Primern und Detektion mit Oli-
gonukleotiden, insbesondere fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden als Hybridisierungs-
sonden, gemif einem der Anspriiche 1 bis 26 vorzugsweise in einer Realtime-PCR und iii)

Auswertung iiber Schmelzkurvenanalyse.
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29. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dass bei der Extrakti-

on die Zellen lysiert werden, bakterielle DNA freigesetzt wird, an magnetisierte Partikel

bindet, gereinigt und zuletzt mit einem Puffer eluiert wird.

30. Verfahren nach Anspruch 28 oder 29, dadurch gekennzeichnet, dass eine In-
kubation der physiologischen Probe mit einer Enzymlosung, insbesondere Lysostaphin-

Lysozym-L&sung, vor der Extraktion erfolgt.

31. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 30, dadurch gekennzeichnet,
dass eine Nukleinséuresequenz aus der hochkonservierten 16S rDNA Region eines Bakte-

riengenoms amplifiziert wird.

32. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 31, dadurch gekennzeichnet,
dass als Primer Oligonukleotide mit einer Lange von mindestens 10 aufeinander folgenden
Basen der Oligonukleotide SEQ ID:1 und SEQ ID NO:2 ausgewiihlt werden.

33. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 32, dadurch gekennzeichnet,
dass Kontrollen, wie eine interne Kontrolle vorzugsweise ab der Extraktion, eine Negativ-

und zumindest eine Positivkontrolle, mitgefiihrt werden.

34. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 33, dadurch gekennzeichnet,
dass die zumindest eine Positivkontrolle eine Nukleinsduresequenz von Salmonella chole-

raesius, Pseudomonas aeruginosa und/oder Staphylococcus epidermidis enthilt.

35. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 34, dadurch gekennzeichnet,
dass die Nukleinséuresequenz der zumindest einen internen Kontrolle mit einem Primer-
paar bestehend aus einem Oligonukleotid mit einer Linge von mindestens 10 aufeinander
folgenden Basen des Oligonukleotids SEQ ID NO:3 und SEQ ID NO:4 amplifiziert wird.

36. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 35, dadurch gekennzeichnet,

dass die Nukleinséuresequenzen der internen Kontrolle mit einem Oligonukleotid mit einer

N2006/07600



Lénge von mindestens 10 aufeinander folgenden Basen des Oligonukleotids SEQ ID NO:
12 hybridisiert werden.

37. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 36, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid eine komplementire Sequenz des Oligonukleotids SEQ ID NO: 12

ist.

38. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 37, dadurch gekennzeichnet,
dass die Realtime-PCR in Kapillaren durchgefiihrt wird.

39. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 38, dadurch gekennzeichnet,
dass als physiologische Probe eine Korperfliissigkeit aus einer Gruppe umfassend Blut,
Blutfraktionen, Plasma, Knochenmark, Urin, Stuhl, Speichel, Lymphe, Exsudate, Transsu-
date, Sekrete, Spinalfliissigkeit, Samenfliissigkeit, dispergiertes Gewebe und/oder Fliissig-

keiten aus natiirlichen oder unnatiirlichen KorperhShlen bzw. Abstriche ausgewihlt wird.

40. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 39, dadurch gekennzeichnet,
dass als physiologische Probe Blutbestandteile, wie z.B. Thrombozyten, verwendet wer-
den.

41. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 40, dadurch gekennzeichnet,

dass gram-positive und/oder gram-negative Bakterien detektiert und unterschieden werden.

42. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 41, dadurch gekennzeichnet,
dass die Bakterienarten Enterococcus avium, Enterococcus casseliflavus, Enterococcus
durans, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus gallinarum, Entero-
coccus hirae, Kurthia gibsonii, Kurthia sibirica, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarius, Listeria
monocytogenes, Listeria pyogenes, Leuconostoc citreum, Leuconostoc lactis, Streptococ-
cus agalactiae, Streptococcus anginosus, Streptococcus bovis, Streptococcus mitis, Strep-

tococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus salivarius, Streptococcus
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sanguinis, Streptococcus sp., Bacillus anthracis, Bacillus circulans, Bacillus pumilus, Ba-
cillus sphaericus, Bacillus subtilis, Bacteroides capillosus, Brevibacillus laterosporus,
Clostridium bifermentans, Clostridium botulinum, Clostridium butyricum, Clostridium
clostridioforme, Clostridium difficile, Clostridium novyi, Clostridium perfringens, Clostri-
dium septicum, Clostridium sporogenes, Clostridium tetani, Erysipelothrix rhusiopathiae,
Fusobacterium alocis, Gemella haemolysans, Mycoplasma orale, Mycoplasma pulmonis,
Mycoplasma buccale, Staphylococcus aureus, Staphylococcus capitis, Staphylococcus
cohnii, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus homi-
nis, Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus xylosus, Veillonella parvula, Acineto-
bacter baumannii, Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter
johnsonii, Acinetobacter junii, Acinetobacter lwoffii, Actinomyces meyeri, Actinomyces
pyogenes, Aeromonas caciae, Aeromonas hydrophila, Aeromonas schubertii, Aeromonas veronii,
Agrobacterium radiobacter, Alcaligenes faecalis, Anaerobiospirillum succiniciproducens, Anaero-
biospirillum thomasii, Acranobacterium pyogenes, Bartonella bacilliformis, Bartonella henselae,
Brucella abortus, Brucella melitensis, Calymmatobacterium granulomatis, Citrobacter amalonati-
cus, Citrobacter freundii, Coxiella burnetti, Edwardsiella tarda, Enterobacter acrogenes, Entero-
bacter cloacae, Enterobacter sakazakii, Enterobacter sp., Escherichia coli, Haemophilus
aegypticus, Haemophilus aphrophilus, Haemophilus ducreyi, Haemophilus parahaemolyti-
cus, Haemophilus parainfluenzae, Haemophilus paraphrophilus, Haemophilus segnis, Haf-
nia alvei, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella rhinoscleromatis, Kluyve-
ra ascorbata, Kluyvera cryocrescens, Legionella dumoffii, Legionella micdadei, Morganel-
la morganii, Ochrobactrum anthropi, Pantoea agglomerans, Pasteurella gallinarum, Pasteu-
rella pneumotropica, Plesiomonas shigelloides, Propionibacterium acnes, Proteus mirabilis,
Proteus penneri, Proteus vulgaris, Pseudomonas putida, Rickettsia akari, Rickettsia austra-
lis, Rickettsia conorii, Salmonella choleraesius, Salmonella enterica, Salmonella paratyphi
A, Salmonella paratyphi B, paratyphi C, Salmonella typhi, Salmonella typhinurium, Serra-
tia ficaria, Serratia fonticola, Serratia grimesii, Serratia liquefaciens, Serratia marcescens,
Serratia rudidaea, Shigella boydii, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei,
Vibrio alginolyticus, Vibrio hollisae, Wigglesworthia glossinidia, Xanthomonas cam-
pestris, Yersinia enterocolitica, Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis, Achromobac-
ter piechaudii, Achromobacter xylosoxidans, Actinomadura madurae, Actinomadura pelle-

tieri, Actinomyces bovis, Actinomyces naeslundii, Actinomyces viscosus, Afipia broo-
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meae, Afipia felis, Bacteroides gracilis, Bilophila wadsworthia, Bordetella bronchiseptica,
Bordetella parapertussis, Bordetella pertussis, Burkholderia cepacia, Burkholderia gladioli,
Burkholderia mallei, Burkholderia pseudomallei, Campylobacter coli, Campylobacter fe-
tus, Campylobacter jejuni, Campylobacter lari, Capnocytophaga canimorsus, Capnocy-
tophaga cynodegmi, Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga ochracea, Capnocy-
tophaga sputigena, Chromobacterium violaceum, Comamonas terrigena, Comamonas
testosteroni, Corynebacterium diphteriae, Corynebacterium minutissimum, Corynebacteri-
um pseudotuberculosis, Corynebacterium urealyticum, Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeen-
sis, Ehrlichia sennetsu, Eikenella corrodens, Eubacterium lentum, Francisella tularensis,
Fusobacterium necrophorum, Fusobacterium nucleatum, Gardnerella vaginalis, Haemophi-
lus influenzae, Helicobacter pylori, Kingella kingae, Methylobacterium extorquens, Me-
thylobacterium mesophilicun, Mycobacterium africanum, Mycobacterium avium, Myco-
bacterium bovis, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium
kanasasii, Mycobacterium leprae, Mycobacterium malmoense, Mycobacterium marinum,
Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium xenopi, Neis-
seria cinerea, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Nocardia asteroides, Nocardia
nova, Nocardia octitidiscaviarum, Oligella urethralis, Oligella ureulytica, Peptoniphilus
asaccharolyticus, Peptostreptococcus prevotii, Porohyromonas gingivalis, Prevotella buc-
cae, Prevotella buccalis, Prevotella corporis, Prevotella denticola, Prevotella oralis, Rhodo-
coccus equi, Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus rhodochrous, Stenotrophomonas
maltophilia, Streptobacillus moniliformis, Tropheryma whippley, Weeksella virosa, Acti-
nobacillus actinomycetemcomitans, Actinobacillus equuli, Actinobacillus hominis, Acti-
nobacillus suis, Actinobacillus ureae, Borrelia afzelii, Borrelia burgdorferi, Borrelia garni-
nii, Borrelia hermsii, Borrelia hispanica, Chryseomonas luteola, Legionella dumoffii, Le-
gionella micdadei, Legionella pneumophila, Moraxella (Branhamella) catarrhalis, Mora-
xella (Branhamella) nonliquefaciens, Moraxella (Branhamella) osloensis, Moraxella
(Branhamella) phenylpyruvica, Pediococcus pentosaceus, Porphyromonas asaccharolytica,
Providencia alcalifaciens, Providencia rettgeri, Providencia rustigianii, Providencia stuartii,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescense, Psychrobacter immobilis, Vibrio
cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Actinomyces israelii, Actinomyces
odontolyticus, Arcanobacterium haemolyticum, Bacteroides eggerthii, Bacteroides fragilis,

Bacteroides forsythus, Bacteroides merdae, Bacteroides putredinis, Chlamydiae trachoma-
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tis, Chlamydiae pneumoniae, Fusobacterium sulci, Leptospira biflexa, Leptospira interro-
gans, Mobiluncus mulieris, Mycoplasma pneumoniae, Peptostreptococcus anaerobicus,
Peptostreptococcus magnus, Porphyromonas endodontalis, Rothia dentocariosa, Sphingo-
bacterium multivorum, Sphingobacterium spiritovorum, Treponema pallidum und/oder

Ureaplasma urealyticum mittels Schmelzkurvenanalyse detektiert werden.

43. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 42, dadurch gekennzeichnet,

dass die Bestimmung der Bakterienarten mittels Schmelzkurvenanalyse durch Uberschrei
tung eines durch Evaluierung vordefinierten Cut-Off Wertes erfolgt.

44. Kit zum Nachweis von Bakterien, enthaltend wenigstens ein Primerpaar zur
Amplifikation, vorzugsweise geméB Anspruch 32 und/oder 35, und zumindest ein Oligo-
nukleotid gemiB einem der Anspriiche 1 bis 20, gegebenenfalls eine thermostabile DNA-
Polymerase und dNTP-L6sungen.

45. Kit nach Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, dass weitere Komponenten,
wie Magnesiumchloridlésung, Rinderserumalbumin, Puffer und steriles Wasser enthalten

sind.

Osterreichisches Rotes Kreuz
durch
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(Neue) Patentanspriiche

1. Synthetisches Oligonukleotid zum Nachweis von Bakterienkontaminationen
vorzugsweise in Proben, die einem menschlichen oder tierischen Kérper entnommen sind,
von einer Lénge von 10 bis 30 Basen, dadurch gekennzeichnet, dass das Oligonukleotid
eine Nukleotidsequenz komplementér zu einer Nukleotidsequenz kodierend fiir eine Se-
quenz der hochkonservierten 16S rDNA Region eines Bakteriengenoms ist, wobei das Oli-
gonukleotid mindestens 10 aufeinander folgende Basen einer Sequenz ausgewéhlt aus ei-
ner Gruppe umfassend SEQ ID NO:5 bis SEQ ID NO:35 aufweist.

2. Oligonukleotid nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es am 5’-

und/oder 3’-Ende modifiziert, insbesondere ﬂuoreszenzmarkier_t, ist.

3. Oligonukleotid nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das
Oligonukleotid ausgewihlt aus einer Gruppe umfassend SEQ ID NO:6 bis SEQ ID NO:9,
SEQ ID NO:13 bis SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29 und SEQ ID NO:31
spezifisch fiir gram-positive Bakterienarten ist.

4, Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnét,
dass das Oligonukleotid ausgewdhlt aus einer Gruppe umfassend SEQ ID NO:6, SEQ ID
NO:10 bis SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:16 bis SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:30 und SEQ
ID NO:32 bis SEQ ID NO:35 spezifisch fiir gram-negative Bakterienarten ist.

5. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:5 komplementir zu einer Teilsequenz der 16S rDNA
Region eines Bakteriengenoms ist und/oder mit einem Reporterfarbstoff (Fluoreszein)

markiert ist.
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6. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,

dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:6 spezifisch fiir die Gattung Enterococcus, Kurthia,
Lactobacillus und/oder Listeria ist und selektiv Enterococcus avium, Enterococcus casse-
liflavus, Enterococcus durans, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus
gallinarum, Enterococcus hirae, Kurthia gibsonii, Kurthia sibirica, Lactobacillus acidophi-
lus, Lactobacillus casei, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
salivarius, Listeria monocytogenes und/oder Listeria pyogenes, vorzugsweise in einer

Probe, detektiert.

7. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:7 spezifisch fiir die Gattung Leuconostoc und/oder
Streptococcus ist und selektiv Leuconostoc citreum, Leuconostoc lactis, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus anginosus, Streptococcus bovis, Streptococcus mitis, Streptococ-
cus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus salivarius, Streptococcus sangui-

nis und/oder Streptococcus sp., vorzugsweise in einer Probe, detektiert.

8. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:8 spezifisch fiir die Gattung Bacillus, Clostridium,
Mycoplasma und/oder Staphylococcus, ist und selektiv Bacillus anthracis, Bacillus circu-
lans, Bacillus pumilus, Bacillus sphaericus, Bacillus subtilis, Bacteroides capillosus, Bre-
vibacillus laterosporus, Clostridium bifermentans, Clostridium botulinum, Clostridium
butyricum, Clostridium clostridioforme, Clostridium difficile, Clostridium novyi, Clostri-
dium perfringens, Clostridium septicum, Clostridium sporogenes, Clostridium tetani, Ery-
sipelothrix rhusiopathiae, Fusobacterium alocis, Gemella haemolysans, Mycoplasma orale,
Mycoplasma pulmonis, Mycoplasma buccale, Staphylococcus aureus, Staphylococcus ca-
pitis, Staphylococcus cohnii, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus,
Staphylococcus hominis, Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus xylosus und/oder

Veillonella parvula, vorzugsweise in einer Probe, detektiert.

9. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:9 spezifisch fiir die Gattung Acinetobacter, Actino-
NACHGEREICHT
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myces, Aeromonas, Anaerobiospirillum, Bartonella, Brucella, Citrobacter, Enterobacter, Hae-
mophilus, Klebsiella, Kluyvera, Legionella, Pasteurella, Proteus, Rickettsia, Salmonella,
Serratia, Shigella, Vibrio, Yersinia, ist und selektiv Acinetobacter baumannii, Acinetobac-
ter calcoaceticus, Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter johnsonii, Acinetobacter ju-
nii, Acinetobacter Iwoffii, Actinomyces meyeri, Actinomyces pyogenes, Aeromonas caciae,

Aeromonas hydrophila, Aeromonas schubertii, Aeromonas veronii, Agrobacterium radiobacter,
Alcaligenes faecalis, Anaerobiospirillum succiniciproducens, Anaerobiospirillum thomasii, Acra-
nobacterium pyogenes, Bartonella bacilliformis, Bartonella henselae, Brucella abortus, Brucella
melitensis, Calymmatobacterium granulomatis, Citrobacter amalonaticus, Citrobacter freundii,
Coxiella burnetti, Edwardsiella tarda, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Entero-
bacter sakazakii, Enterobacter sp., Escherichia coli, Haemophilus aegypticus, Haemophilus
aphrophilus, Haemophilus ducreyi, HaerPophilus parahaemolyticus, Haemophilus pa-
rainfluenzae, Haemophilus paraphrophilus, Haemophilus segnis, Hafnia alvei, Klebsiella
oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella rhinoscleromatis, Kluyvera ascorbata, Kluyve-
ra cryocrescens, Legionella dumoffii, Legionella micdadei, Morganella morganii, Ochro-
bactrum anthropi, Pantoea agglomerans, Pasteurella gallinarum, Pasteurella pneumotropi-
ca, Plesiomonas shigelloides, Propionibacterium acnes, Proteus mirabilis, Proteus penneri,
Proteus vulgaris, Pseudomonas putida, Rickettsia akari, Rickettsia australis, Rickettsia co-
norii, Salmonella choleraesius, Salmonella enterica, Salmonella paratyphi A, Salmonella
paratyphi B, paratyphi C, Salmonella typhi, Salmonella typhinurium, Serratia ficaria, Ser-
ratia fonticola, Serratia grimesii, Serratia liquefaciens, Serratia marcescens, Serratia rudi-
daea, Shigella boydii, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Vibrio algi-
nolyticus, Vibrio hollisae, Wigglesworthia glossinidia, Xanthomonas campestris, Yersinia
enterocolitica, Yersinia pestis und/oder Yersinia pseudotuberculosis vorzugsweise in einer
Probe, detektiert.

10. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:10 spezifisch fiir die Gattung Achromobacter, Acti-
nomadura, Actinomyces, Afipia, Bordetella, Burkholderia, Campylobacter, Capnocy-
tophaga, Comamonas, Corynebacterium, Ehrlichia, Fusobacterium, Methylobacterium,
Mycobacterium, Neisseria, Nocardia, Oligella, Prevotella und/oder Rhodococcus ist und
selektiv Achromobacter piechaudii, Achromobacter xylosoxidans, Actinomadura madurae,
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Actinomadura pelletieri, Actinomyces bovis, Actinomyces naeslundii, Actinomyces visco-
sus, Afipia broomeae, Afipia felis, Bacteroides gracilis, Bilophila wadsworthia, Bordetella
bronchiseptica, Bordetella parapertussis, Bordetella pertussis, Burkholderia cepacia, Burk-
holderia gladioli, Burkholderia mallei, Burkholderia pseudomallei, Campylobacter coli,
Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Campylobacter lari, Capnocytophaga cani-
morsus, Capnocytophaga cynodegmi, Capnocytophaga gingivalis, Capndcytophaga ochra-
cea, Capnocytophaga sputigena, Chromobacterium violaceum, Comamonas terrigena, Co-
mamonas testosteroni, Corynebacterium diphteriae, Corynebacterium minutissimum, Co-
rynebacterium pseudotuberculosis, Corynebacterium urealyticum, Ehrlichia canis, Ehrli-
chia chaffeensis, Ehrlichia sennetsu, Eikenella corrodens, Eubacterium lentum, Francisella
tularensis, Fusobacterium necrophorum, Fusobacterium nucleatum, Gardnerella vaginalis,
Haemophilus influenzae, Helicobacter pylori, Kingella kingae, Methylobacterium extor-
quens, Methylobacterium mesophilicun, Mycobacterium africanum, Mycobacterium avi-
um, Mycobacterium bovis, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium intracellulare, My-
cobacterium kanasasii, Mycobacterium leprae, Mycobacterium malmoense, Mycobacteri-
um marinum, Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
xenopi, Neisseria cinerea, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Nocardia asteroi-
des, Nocardia nova, Nocardia octitidiscaviarum, Oligella urethralis, Oligella ureulytica,
Peptoniphilus asaccharolyticus, Peptostreptococcus prevotii, Porohyromonas gingivalis,
Prevotella buccae, Prevotella buccalis, Prevotella corporis, Prevotella denticola, Prevotelia
oralis, Rhodococcus equi, Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus rhodochrous, Ste-
notrophomonas maltophilia, Streptobacillus moniliformis, Tropheryma whippley und/oder

Weeksella virosa, vorzugsweise in einer Probe detektiert.

11. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:11 spezifisch fiir die Gattung ﬁ-st-lActinobacillus, Bor-
relia, Legionella, Moraxella (Branhamella), Providencia, Pseudomonas und/oder Vibrio ist
und selektiv Actinobacillus actinomycetemcomitans, Actinobacillus equuli, Actinobacillus
hominis, Actinobacillus sﬁis, Actinobacillus ureae, Borrelia afzelii, Borrelia burgdorferi,
Borrelia garninii, Borrelia hermsii, Borrelia hispanica, Chryseomonas luteola, Legionella
dumoffii, Legionella micdadei, Legionella pneumophila, Moraxella (Branhamella) ca-

tarrhalis, Moraxella (Branhamella) nonliquefaciens, Moraxella (Branhamella) osloensis,
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Moraxella (Branhamella) phenylpyruvica, Pediococcus pentosaceus, Porphyromonas asac-
charolytica, Providencia alcalifaciens, Providencia rettgeri, Providencia rustigianii, Provi-
dencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescense, Psychrobacter im-
mobilis, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus und/oder Vibrio vulnificus, vorzugswei-

se in einer Probe, detektiert.

12. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:13 und SEQ ID NO:14 spezifisch fiir die Gattung
Actinomyces sind und SEQ ID NO:13 selektiv Actinomyces israelii und SEQ ID NO:14

selektiv Actinomyces odontolyticus vorzugsweise in einer Probe detektiert.

13. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:15 spezifisch fiir die Gattung Arcanobacterium ist

und selektiv Arcanobacterium haemolyticum vorzugsweise in einer Probe detektiert.

14. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:16 bis SEQ ID NO:20 spezifisch fiir die Gattung Bac-
teroides ist und SEQ ID NO:16 selektiv Bacteroides eggerthii, SEQ ID NO:17 selektiv
Bacteroides fragilis, SEQ ID NO:18 selektiv Bacteroides forsythus, SEQ ID NO:19 selek-
tiv Bacteroides merdae und SEQ ID NO:20 selektiv Bacteroides putredinis vorzugsweise

in einer Probe detektiert.

15. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:21 und SEQ ID NO:22 spezifisch fiir die Gattung
Chlamydiae sind und SEQ ID NO:21 selektiv Chlamydiae trachomatis und SEQ ID NO:22

selektiv Chlamydiae pneumoniae vorzugsweise in einer Probe detektiert.

16. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:23 spezifisch fiir die Gattung Fusobacterium ist und

selektiv Fusobacterium sulci vorzugsweise in einer Probe detektiert.
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17. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:24 und SEQ ID NO:25 spezifisch fiir die Gattung
Leptospira sind und SEQ ID NO:24 selektiv Leptospira biflexa und SEQ ID NO:25 selek-

tiv Leptospira interrogans vorzugsweise in einer Probe detektiert.

18. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:26 spezifisch fiir die Gattung Mobiluncus ist und

selektiv Mobiluncus mulieris vorzugsweise in einer Probe detektiert.

19. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:27 spezifisch fiir die Gattung Mycoplasma ist und

selektiv Mycoplasma pneumoniae vorzugsweise in einer Probe detektiert.

20. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:28 und SEQ ID NO:29 spezifisch fiir die Gattung
Peptostreptococcus sind und SEQ ID NO:28 selektiv Peptostreptococcus anaerobicus und
SEQ ID NO:29 selektiv Peptostreptococcus magnus vorzugsweise in einer Probe detek-
tiert.

21. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:30 spezifisch fiir die Gattung Porphyromonas ist und

selektiv Porphyromonas endodontalis vorzugsweise in einer Probe detektiert.

22. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:31 spezifisch fiir die Gattung Rothia ist und selektiv

Rothia dentocariosa vorzugsweise in einer Probe detektiert.

23. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:32 und SEQ ID NO:33 spezifisch fiir die Gattung
Sphingobacterium sind und SEQ ID NO:32 selektiv Sphingobacterium multivorum und
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SEQ ID NO:33 selektiv Sphingobacterium spiritovorum vorzugsweise in einer Probe de-

tektiert.

24. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:34 spezifisch fiir die Gattung Treponema ist und se-

lektiv Treponema pallidum vorzugsweise in einer Probe detektiert.

25. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid SEQ ID NO:35 spezifisch fiir die Gattung Ureaplasma ist und

selektiv Ureaplasma urealyticum vorzugsweise in einer Probe detektiert.

26. Oligonukleotid enthaltend eine Nukleotidsequenz, die komplementiir zu ei-
nem synthetischen Oligonukleotid gem#B einem der Anspriiche 1 bis 25 ist.

27. Zusammensetzung umfassend eine Kombination von Oligonukleotiden zum
Nachweis von Bakterien-DNA kodierend fiir eine Sequenz der hochkonservierten 16S
rDNA Region, dadurch gekennzeichnet, dass das erste Oligonukleotid mindestens 10 auf-
einander folgende Basen der Oligonukleotide SEQ ID NO:5 aufweist und am 3°- Ende
fluoresceinmarkiert ist und das weitere Oligonukleotid mindestens 10 aufeinander folgende
Basen zumindest eines der Oligonukleotide SEQ ID NO:6 bis SEQ ID NO:35 aufweist und

am 5’°- Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert ist.

28. Verfahren zur Detektion von zumindest einer Bakterienkontamination vor-
zugsweise einer Probe, die einem menschlichen oder tierischen Kérper entnommen ist,
umfassend die Schritte i) Extraktion der Nukleinsdure, insbesondere Bakterien-DNA, ii)
Amplifikation mit Primern und Detektion mit Oligonukleotiden, insbesondere fluores-
zenzmarkierten Oligonukleotiden als Hybridisierungssonden, gemiB einem der Anspriiche
1 bis 26 vorzugsweise in einer Realtime-PCR und iii) Auswertung iiber Schmelzkurven-

analyse.
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29. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dass bei der Extrakti-

on die Zellen lysiert werden, bakterielle DNA freigesetzt wird, an magnetisierte Partikel

bindet, gereinigt und zuletzt mit einem Puffer eluiert wird.

30. Verfahren nach Anspruch 28 oder 29, dadurch gekennzeichnet, dass eine In-
kubation der Probe mit einer Enzyml6sung, insbesondere Lysostaphin-Lysozym-Losung,

vor der Extraktion erfolgt.

31. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 30, dadurch gekennzeichnet,
dass eine Nukleinsduresequenz aus der hochkonservierten 16S rDNA Region eines Bakte-

riengenoms amplifiziert wird.

32. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 31, dadurch gekennzeichnet,
dass als Primer Oligonukleotide mit einer Linge von mindestens 10 aufeinander folgenden
Basen der Oligonukleotide SEQ ID:1 und SEQ ID NO:2 ausgewihlt werden.

33. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 32, dadurch gekennzeichnet,
dass Kontrollen, wie eine interne Kontrolle vorzugsweise ab der Extraktion, eine Negativ-

und zumindest eine Positivkontrolle, mitgefiihrt werden.

34. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 33, dadurch gekennzeichnet,
dass die zumindest eine Positivkontrolle eine Nukleinsiuresequenz von Salmonella chole-

raesius, Pseudomonas aeruginosa und/oder Staphylococcus epidermidis enthlt.

35. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 34, dadurch gekennzeichnet,
dass die Nukleinséuresequenz der zumindest einen internen Kontrolle mit einem Primer-
paar bestehend aus einem Oligonukleotid mit einer Linge von mindestens 10 aufeinander

folgenden Basen des Oligonukleotids SEQ ID NO:3 und SEQ ID NO:4 amplifiziert wird.

36. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 35, dadurch gekennzeichnet,

dass die Nukleinséuresequenzen der internen Kontrolle mit einem Oligonukleotid mit einer
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Lénge von mindestens 10 aufeinander folgenden Basen des Oligonukleotids SEQ ID NO:
12 hybridisiert werden.

37. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 36, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oligonukleotid eine komplementire Sequenz des Oligonukleotids SEQ ID NO: 12

ist.

38. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 37, dadurch gekennzeichnet,
dass die Realtime-PCR in Kapillaren durchgefiihrt wird.

39. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 38, dadurch gekennzeichnet,
dass als Probe, die einem menschlichen oder tierischen Kérper entnommen ist, eine Kér-
perfliissigkeit aus einer Gruppe umfassend Blut, Blutfraktionen, Plasma, Knochenmark,
Urin, Stuhl, Speichel, Lymphe, Exsudate, Transsudate, Sekrete, Spinalfliissigkeit, Samen-
fliissigkeit, dispergiertes Gewebe und/oder Fliissigkeiten aus natiirlichen oder unnatiirli-

chen Korperhdhlen bzw. Abstriche ausgewahlt wird.

40. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 39, dadurch gekennzeichnet,

dass als Probe Blutbestandteile, wie z.B. Thrombozyten, verwendet werden.

41. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 40, dadurch gekennzeichnet,

dass gram-positive und/oder gram-negative Bakterien detektiert und unterschieden werden.

42. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 41, dadurch gekennzeichnet,
dass die Bakterienarten Enterococcus avium, Enterococcus casseliflavus, Enterococcus
durans, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus gallinarum, Entero-
coccus hirae, Kurthia gibsonii, Kurthia sibirica, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarius, Listeria
monocytogenes, Listeria pyogenes, Leuconostoc citreum, Leuconostoc lactis, Streptococ-
cus agalactiae, Streptococcus anginosus, Streptococcus bovis, Streptococcus mitis, Strep-

tococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus salivarius, Streptococcus
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sanguinis, Streptococcus sp., Bacillus anthracis, Bacillus circulans, Bacillus pumilus, Ba-
cillus sphaericus, Bacillus subtilis, Bacteroides capillosus, Brevibacillus laterosporus,
Clostridium bifermentans, Clostridium botulinum, Clostridium butyricum, Clostridium
clostridioforme, Clostridium difficile, Clostridium novyi, Clostridium perfringens, Clostri-
dium septicum, Clostridium sporogenes, Clostridium tetani, Erysipelothrix rhusiopathiae,
Fusobacterium alocis, Gemella haemolysans, Mycoplasma orale, Mycoplasma pulmonis,
Mycoplasma buccale, Staphylococcus aureus, Staphylococcus capitis, Staphylococcus
cohnii, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus homi-
nis, Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus xylosus, Veillonella parvula, Acineto-
bacter baumannii, Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter
johnsonii, Acinetobacter junii, Acinetobacter Iwoffii, Actinomyces meyeri, Actinomyces
pyogenes, Aeromonas caciae, Aeromonas hydrophila, Aeromonas schubertii, Aeromonas veronii,
Agrobacterium radiobacter, Alcaligenes faecalis, Anaerobiospirillum succiniciproducens, Anaero-
biospirillum thomasii, Acranobacterium pyogenes, Bartonella bacilliformis, Bartonella henselae,
Brucella abortus, Brucella melitensis, Calymmatobacterium granulomatis, Citrobacter amalonati-
cus, Citrobacter freundii, Coxiella burnetti, Edwardsiella tarda, Enterobacter aerogenes, Entero-
bacter cloacae, Enterobacter sakazakii, Enterobacter sp., Escherichia coli, Haemophilus
aegypticus, Haemophilus aphrophilus, Haemophilus ducreyi, Haemophilus parahaemolyti-
cus, Haemophilus parainfluenzae, Haemophilus paraphrophilus, Haemophilus segnis, Haf-
nia alvei, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella rhinoscleromatis, Kluyve-
ra ascorbata, Kluyvera cryocrescens, Legionella dumoffii, Legionella micdadei, Morganel-
la morganii, Ochrobactrum anthropi, Pantoea agglomerans, Pasteurella gallinarum, Pasteu-
rella pneumotropica, Plesiomonas shigelloides, Propionibacterium acnes, Proteus mirabilis,
Proteus penneri, Proteus vulgaris, Pseudomonas putida, Rickettsia akari, Rickettsia austra-
lis, Rickettsia conorii, Salmonella choleraesius, Salmonella enterica, Salmonella paratyphi
A, Salmonella paratyphi B, paratyphi C, Salmonella typhi, Salmonella typhinurium, Serra-
tia ficaria, Serratia fonticola, Serratia grimesii, Serratia liquefaciens, Serratia marcescens,
Serratia rudidaea, Shigella boydii, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei,
Vibrio alginolyticus, Vibrio hollisae, Wigglesworthia glossinidia, Xanthomonas cam-
pestris, Yersinia enterocolitica, Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis, Achromobac-
ter piechaudii, Achromobacter xylosoxidans, Actinomadura madurae, Actinomadura pelle-

tieri, Actinomyces bovis, Actinomyces naeslundii, Actinomyces viscosus, Afipia broo-
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meae, Afipia felis, Bacteroides gracilis, Bilophila wadsworthia, Bordetella bronchiseptica,
Bordetella parapertussis, Bordetella pertussis, Burkholderia cepacia, Burkholderia gladioli,
Burkholderia mallei, Burkholderia pseudomallei, Campylobacter coli, Campylobacter fe-
tus, Campylobacter jejuni, Campylobacter lari, Capnocytophaga canimorsus, Capnocy-
tophaga cynodegmi, Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga ochracea, Capnocy-
tophaga sputigena, Chromobacterium violaceum, Comamonas terrigena, Comamonas
testosteroni, Corynebacterium diphteriae, Corynebacterium minutissimum, Corynebacteri-
um pseudotuberculosis, Corynebacterium urealyticum, Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeen-
sis, Ehrlichia sennetsu, Eikenella corrodens, Eubacterium lentum, Francisella tularensis,
Fusobacterium necrophorum, Fusobacterium nucleatum, Gardnerella vaginalis, Haemophi-
lus influenzae, Helicobacter pylori, Kingella kingae, Methylobacterium extorquens, Me-
thylobacterium mesophilicun, Mycobacterium africanum, Mycobacterium avium, Myco-
bacterium bovis, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium
kanasasii, Mycobacterium leprae, Mycobacterium malmoense, Mycobacterium marinum,
Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium xenopi, Neis-
seria cinerea, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Nocardia asteroides, Nocardia
nova, Nocardia octitidiscaviarum, Oligella urethralis, Oligella ureulytica, Peptoniphilus
asaccharolyticus, Peptostreptococcus prevotii, Porohyromonas gingivalis, Prevotella buc-
cae, Prevotella buccalis, Prevotella corporis, Prevotella denticola, Prevotella oralis, Rhodo-
coccus equi, Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus rhodochrous, Stenotrophomonas
maltophilia, Streptobacillus moniliformis, Tropheryma whippley, Weeksella virosa, Acti-
nobacillus actinomycetemcomitans, Actinobacillus equuli, Actinobacillus hominis, Acti-
nobacillus suis, Actinobacillus ureae, Borrelia afzelii, Borrelia burgdorferi, Borrelia garni-
nii, Borrelia hermsii, Borrelia hispanica, Chryseomonas luteola, Legionella dumoffii, Le-
gionella micdadei, Legionella pneumophila, Moraxella (Branhamella) catarrhalis, Mora-
xella (Branhamella) nonliquefaciens, Moraxella (Branhamella) osloensis, Moraxella
(Branhamella) phenylpyruvica, Pediococcus pentosaceus, Porphyromonas asaccharolytica,
Providencia alcalifaciens, Providencia rettgeri, Providencia rustigianii, Providencia stuartii,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescense, Psychrobacter immobilis, Vibrio
cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Actinomyces israelii, Actinomyces

odontolyticus, Arcanobacterium haemolyticum, Bacteroides eggerthii, Bacteroides fragilis,

Bacteroides forsythus, Bacteroides merdae, Bacteroides putredinis, C i -
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tis, Chlamydiae pneumoniae, Fusobacterium sulci, Leptospira biflexa, Leptospira intetro-
gans, Mobiluncus mulieris, Mycoplasma pneumoniae, Peptostreptococcus anaerobicus,
Peptostreptococcus magnus, Porphyromonas endodontalis, Rothia dentocariosa, Sphingo-
bacterium multivorum, Sphingobacterium spiritovorum, Treponema pallidum und/oder

Ureaplasma urealyticum mittels Schmelzkurvenanalyse detektiert werden.

43. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 42, dadurch gekennzeichnet,

dass die Bestimmung der Bakterienarten mittels Schmelzkurvenanalyse durch Uberschrei

tung eines durch Evaluierung vordefinierten Cut-Off Wertes erfolgt.

44. Kit zum Nachweis von Bakterien, enthaltend wenigstens ein Primerpaar zur
Amplifikation, vorzugsweise gemiB Anspruch 32 und/oder 35, und zumindest ein Oligo-
nukleotid gemiB einem der Anspriiche 1 bis 20, gegebenenfalls eine thermostabile DNA-
Polymerase und dNTP-L&sungen.

45. Kit nach Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, dass weitere Komponenten,
wie Magnesiumchloridlésung, Rinderserumalbumin, Puffer und steriles Wasser enthalten

sind.
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