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Zusammenfassung

Die vorliegende Erfindung stellt ein Set von Oligonukleotiden
zur Verfigung, die spezifisch fir das gyrB-Gen eines Mikroorga-
nismus sind, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens ein Oligo-

nukleotid eine Sequenz SEQ ID NOs 1 bis 71 mit gegebenenfalls 1
oder 2 Punktmutation(en) aufweist.
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Die vorliegende Erfindung betrifft das mikrobiologische Ge-
biet der auf Nukleotiden basierenden Detektion und Identifikati-
on von Mikroorganismen.

Mikroarrays sind genomische Werkzeuge, die urspriinglich zur
Uberwachung der Genexpression entwickelt wurden, auch zur Detek-
tion von spezifischen Mutationen in DNA-Sequenzen angewendet
wurden und in jilingster Zeit bei der Paralleldetektion und -iden-
tifikation von Mikroorganismen in Umwelt- oder klinischen Proben
eingesetzt werden. Auch wenn in letzter Zeit vermehrt mikrobiel-
le Diagnose-Arrays (MDMs) verwendet werden (Loy et al., 2002;
Bodrossy et al., 2003; Lee & Chao, 2005; Hashsham et al., 2004;
Tigquia et al., 2004; DeSantis et al., 2005; Schadt et al., 2005;
Bae et al., 2005; Wang et al., 2005; Lehner et al., 2005; Lein-
berger et al., 2005; Neufeld et al., 2006), bringt die umwelt-
technische Anwendung weiterhin grofe Herausforderungen
hinsichtlich Spezifitat, Sensitivitat und Quantifizierung mit
sich (Zhou, 2003). Die MDM-Sensitivit&at kann auf verschiedene
Weise definiert werden. Die fiir eine erfolgreiche Detektion no&-
tige Menge an Nukleinsdure; das Verhdltnis von mikrobieller Nu-
kleinsdure zu Hintergrund-, Wirts-Nukleinsdure; und das
Verhdltnis von Target- zu Non-Target-mikrobieller Nukleins&dure.
Meist wirkt sich die dritte Art der Sensitivitadtsschwelle, die
in direktem Zusammenhang mit der relativen Haufigkeit der Ziel-
mikrobe (n) innerhalb der Mikrobengemeinschaft steht, einschrén-
kend auf die Anwendbarkeit von MDMs aus. Die derzeit berichtete
Sensitivit&dtsschwelle von MDMs liegt bei 1 bis 5 % relativer
Hiufigkeit (Bodrossy et al., 2003; Denef et al., 2003; Tiquia et
al., 2004). MDMs fiir Analysen der Mikrobengemeinschaft miissen in
der Lage sein, Mikroben aus einem weiten phylogenetischen Bereich
nachzuweisen. Ihre Anwendung kann wiederum eine relativ niedrige
Sensitivitdt hinsichtlich der relativen Haufigkeit tolerieren.
Andererseits sind eine hohe Spezifitdt und Sensitivitat Hauptan-
forderungen an MDMs, die zum Nachweis von Pathogenen verwendet
werden. Solche MDMs, die in der klinischen Mikrobiologie, in der
Veterindr- und Nahrungsmittelmikrobiologie sowie in der allge-
meingesundheitlichen Mikrobiologie verwendet werden, stiitzen
sich typischerweise auf art- oder gattungsspezifische PCR-Ampli-
fikationen zur Erhoéhung der Sensitivitdt und Spezifit&t einer
Detektion (Sergeev et al., 2004; Lee & Chao, 2005; Maynard et
al., 2005). Der Nachteil dabei ist, dass sie dann auf einen engen
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Bereich von Pathogenen beschrdnkt sind. Um einen Bereich von ver-
schiedenen Pathogenen abzudecken, erfordert dieser Ansatz die
Durchfiihrung von Mehrfach~-PCR~ oder Multiplex-PCR-Reaktionen

(PCR mit mehreren Primerpaaren auf einmal). Epidemiologische und
allgemeingesundheitliche Erhebungen sowie die Durchmusterung von
veterindren, Nahrungsmittel- und Wasserproben auf Pathogene er-
fordern einen unterschiedlichen Ansatz, der eine breite Abdeckung
mit hoher Spezifit&dt und gesteigerter Sensitivitadt kombiniert.

Die CN 1396270 beschreibt einen DNA-Mikroarray zum Nachweis
von in Wasser hdufig anzutreffenden pathogenen Bakterien wie
Escherichia-Bakterien, Salmonella, Staphylococcus etc., bei wel-
chem das 16s-rRNA-Gen, zwei in der Konservierungsregion des l6s-
rRNA-Gens designte Primer und eine Sonde fiir die variable Region
des 16s-rRNA-Gens verwendet werden.

Die DE 199 45 916 beschreibt mehrere Oligonukleotidsequenzen
flir bakterielle 23S/5S-rRNA-Sonden, die in Assays zur Unter-
scheidung von Bakterien unterschiedlicher Kategorien verwendet
werden konnen.

Ein Ziel der vorliegenden Erfindung ist die Schaffung von
Oligonukleotidsonden zum sensitiven und spezifischen Nachweis
eines weiten Bereichs von Mikroorganismen aus Proben, die kom-
plexe Mikrobengemeinschaften enthalten.

Die vorliegende Erfindung stellt ein Set von Oligonukleoti-
den zur Verfiigung, die spezifisch fir das gyrB-Gen eines Mikro-
organismus sind, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens ein
‘Oligonukleotid eine Sequenz SEQ ID NOs 1 bis 71, oder ein Frag-
ment einer Sequenz SEQ ID NOs 1 bis 71 mit 14 bis 30 Nukleotiden,
mit gegebenenfalls 1 oder 2 Punktmutation(en), aufweist. Dabei
sind die vollstdndigen Nukleotide der angegebenen Sequenzen,
aber auch Fragmente mit einer Linge von mindestens 8, 10 , 12,
14, 16, 20, 24, 28 oder 30 nt moglich. Die Sequenzen koénnen ge-
gebenenfalls auch weitere nt-Sequenzen umfassen. Die Mutationen
gestatten den Nachweis von anderen nahe verwandten Mikroorganis-
men, die zu Nichtiibereinstimmungen bei Hybridisierungsversuchen
mit genetischem Probenmaterial oder amplifiziertem Material ei-
nes oder mehrerer Mikroorganismen fiihren. Bei einer Punktmutati-
on ist ein Nukleotidaustausch, aber auch eine Deletion oder
Insertion méglich. Besonders bevorzugt sind die Mutationen am
3'-Ende der Oligonukleotidsequenzen. Bevorzugt'werden jedoch die

in SEQ ID NOs 1 bis 71 angefiihren Sequenzen.
[ NACHGEREICHT
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Die vorliegende Erfindung stellt auch ein Set von Oligo-
nukleotiden zur Verfiigung, die spezifisch fiir das gyrB-Gen von
mindestens zwei Mikroorganismen unterschiedlicher Gattungen
sind, welches fiir das hierin beschriebene Verfahren verwendet
werden kann.

Bevorzugt umfassen die Oligonukleotide Sequenzen ausgewdhlt
aus mindestens zwei, bevorzugter mindestens 10, am meisten be-
vorzugt mindestens 30, verschiedenen Sequenzen SEQ ID NOs 1 bis
71. Die Sequenzen dieses Sets sind spezifisch fliir das gyrB-Gen
von unterschiedlichen Arten oder Gattungen ausgewd&hlter Mikro-
organismen und kénnen zu deren Detektion oder Identifikation
verwendet werden. Je nach den verschiedenen Verfahren, z.B. Hy-
bridisierungsverfahren, Verfahren auf PCR-Basis oder Mikroarray-
Verfahren, bei denen unterschiedliche Stringenzbedingungen ange-
wendet werden, kann jedes Oligonukleotid nur einen Mikroorganis-
mus oder einen nahe verwandten Mikroorganismus (z.B. iiber eine
geringere Stringenz) nachweisen.

Vorzugsweise umfasst das Set Oligonukleotide, worin jedes
Oligonukleotid spezifisch fiir das gyrB-Gen eines Mikroorganismus
ist und das Set Oligonukleotide umfasst, die spezifisch fir min-
destens 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 16, 24 oder 32 Mikro-
organismen unterschiedlicher Gattungen sind, wodurch ein breites
Spektrum von nachweisbaren Mikroorganismen moéglich ist.

Vorzugsweise umfasst das Set Oligonukleotide, worin ver-
schiedene Oligonukleotide Sequenzen ausgewdhlt aus mindestens 2,
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 16, 24, 30 oder 32 verschiedenen
Sequenzen SEQ ID NOs 1 bis 71 aufweisen.

GemidB einem anderen Aspekt wird ein Set von Oligonukleotiden
zur Verfligung gestellt, das Oligonukleotide umfasst, die komple-
mentdr revers zu den Oligonukleotiden einer Sequenz SEQ ID NOs 1
bis 71 sind. Solche Oligonukleotide, deren Sequenz komplement&r
revers zu Template-Oligonukleotiden ist, kénnen somit an diese
Template-Oligonukleotide hybridisieren. Komplementdr reverse Oli-
gonukleotide sind auch spezifisch fiir den Gegensinnstrang eines
genetischen (oder amplifizierten) DNA-Strangs. Dieses Sets koén-
nen auch weitere Oligonukleotide, insbesondere fiir Mikroorganis-
men spezifische Oligonukleotide, z.B. direkt ausgewdhlt aus SEQ
ID NOs 1 bis 71, umfassen und so Mischungen in der Spezifitat
fir den gyrB-Strang in der Sinn- und Gegen31nnr1chtung bilden.

Vorzugsweise sind die Oligonukleotide des Sets markiert.

| NACHGEREICHT
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GemaB einem anderen Aspekt stellt die vorliegende Erfindung
einen festen Trager zur Verfiigung, worin die Oligonukleotide des
Sets oder Oligonukleotide, die zu den Oligonukleotiden des Sets
komplementdr revers sind (und somit die Oligonukleotide des Sets
hybridisieren kénnen), auf dem festen Tr&dger immobilisiert sind.

GemiB einem anderen Aspekt stellt die vorliegende Erfindung
einen festen Trdger mit mindestens zwei Sonden zur Verfiligung, die
spezifisch fir das gyrB-Gen von mindestens zwel Mikroorganismen
unterschiedlicher Gattungen sind, die auf dem festen Trager im-
mobilisiert sind.

Weiters bevorzugt umfassen die Sonden auf dem Trdger Sequen-
zen, die ausgewdhlt sind aus mindestens zwei, bevorzugter minde-
stens 10, am meisten bevorzugt mindestens 30 verschiedenen
Sequenzen, die komplementdr revers zu SEQ ID NOs 1 bis 71 sind
(und daher diese Sequenzen hybridisieren k&nnen).

Vorteilhaft sind diese Oligonukleotidmolektiile an verschiede-
nen Spots auf der Oberfldche immobilisiert. Durch Vorsehen von
Spots werden spezifisch definierte Regionen mit den immobili-
sierten Oligonukleotidmolekiilen erzeugt. Ist ein Spot spezifisch
fiir bestimmte Mikroorganismen, dann kann der in der untersuchten
Probe vorhandene Mikroorganismus genau definiert werden. Weiters
ist es mdglich, ein Referenz-Oligonukleotidmolekiil in den Spots
vorzusehen, welches nicht nur eine positive Kontrolle darstellt,
sondern auch als Referenz fiir die Quantifizierung herangezogen
werden kann.

Vorzugsweise bildet der feste Trdger einen Mikroarray. DNA-
Mikroarrays sind ein wirksames Werkzeug zur leistungsstarken Pa-
ralleldetektion und Quantifizierung vieler Gene. Urspriinglich
fiir Genexpressionsanalysen ganzer Genome entwickelt, haben DNA-
Mikroarrays ein sehr starkes Anwendungspotential auf vielen Ge-
bieten der Mikrobiologie. Bei Verfligbarkeit entsprechender Son-
densets ermdglichen sie den Nachweis von bis zu mehreren Tausend
Mikrobenstdmmen, Arten oder Artengruppen (je nach Sondendesign)
in einem einzigen Assay. Fir die klinische Mikrobiologie, die
Veterinidr- und Pflanzenmikrobiologie sowie die Nahrungsmittel-
und Wasser-Qualitdtskontrolle bedeutet das, dass ein einziger
Test entwickelt werden kann, um simtliche pathogenen/niitzlichen/
kontaminierenden Bakterien nachzuweisen, die in der untersuchten
Probe anwesend sein kénnten. Das Potential fir die Umweltmikro-
biologie ist noch héher. Durch die Anwendung von verschachtelten
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Oligonukleotidsondensets, die Zielgene anvisieren, welche die
Phylogenie des Trigerorganismus widerspiegeln, wird es m&glich,
die ganze Prokaryonten-Diversitit einer Umwelt grob zu bestimmen.
Ein Mikroarray umfasst eine groBe Anzahl von immobilisier-
ten Oligonukleotidmolekiilen in hoher Dichte auf dem festen Tra-
ger. Ein Mikroarray ist ein hochwirksames Werkzeug zum Nachweis
von Hunderten bis Millionen von Zielmolekiilen in einem einzigen

Detektionsschritt. Solche Mikroarrays werden oft als Slides oder

Platten, insbesondere Mikrotiterplatten, vorgesehen. Im Stand

der Technik wird ein Mikroarray entweder als Miniaturanordnung

von Bindungsstellen (d.h. Material, Tr&ger) oder als Trager mit

Miniatur-Bindungsstellen (d.h. Array) definiert. Beide Defini-

tionen kénnen auf die Ausfiihrungsform gemdf der vorliegenden Er-

findung angewendet werden. Fiir die erste Definition ist die

bevorzugte Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung eine Mi-

niaturanordnung der erfindungsgemiBen Oligonukleotide in einem

Mikroarray. Die Oligonukleotidmolekiile werden vorzugsweise mit

Hilfe einer Druckeinrichtung auf dem Mikroarray immobilisiert,

die die Immobilisierung in hoher Dichte auf dem festen Trager

gewdhrleistet. Dieser Mikroarray ist besonders bei der Analyse
einer grofen Anzahl von Proben niitzlich.

Besonders bevorzugt weist der feste Trager eine Aldehyd-
Oberfliche auf. Eine Aldehyd-Oberfl&che kann zur Immobilisierung
von Oligonukleotidsonden, insbesondere mit einer NH,-Gruppe an
einem Ende, die vorzugsweise im Linker enthalten ist, verwendet
werden. Der Linker ist vorzugsweise ein C;— bis Cj -, vorzugsweise
ein C,- bis C¢-Linker, der an ein kurzes, z.B. 4,5,6 nt langes T-
Stretch gebunden ist.

GemdB einem anderen Aspekt stellt die vorliegende Erfindung
ein Verfahren zum Identifizieren eines Mikroorganismus zur Ver-
figung, umfassend das
i) Vorsehen von DNA des gyrB-Gens des Mikroorganismus,

ii) Hybridisieren der gyrB-DNA mit dem erfindungsgem&Ren Oligo-
nukleotidset oder dem festen Trager, worin die Oligonukleo-
tide unter stringenten Bedingungen immobilisierte Sonden
bilden,

iii) gegebenenfalls Markieren von hybridisierten Oligonukleoti-
den,

iv) Sichtbarmachen von hybridisierten Oligonukleotiden.

Durch die spezifische Hybridisierung mit dem erfindungsge-
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miflen Set kann eine Vielzahl von Mikroorganismen ilber das gyrB-
Gen nachgewiesen und identifiziert werden. Die Spezifitdt von
MDMs definiert sich in erster Linie iiber den Grad der Konservie-
rung des Markergens und die Lange der Oligonukleotidsonde (Loy &
Bodrossy, 2006). Das gyrB-Gen, das flir die Untereinheit B der
Bakteriengyrase codiert, erfillt samtliche Voraussetzungen fur
ein phylogenetisch niitzliches Protein-codierendes Gen: es ist in
den meisten Bakterienarten zu finden und wird scheinbar nicht
hiufig horizontal Ubertragen. Weiters ist die Rate der gyr-B-
Evolution nicht nur schneller als die der ribosomalen Gene, son-
dern scheint auch schnell gegeniiber anderen Protein-codierenden
Housekeeping-Genen zu sein (http://seasquirt.mbio.co.jp) (Yama-
moto & Harayama, 1995). Kurze Oligonukleotidsonden ermdglichen
die Differenzierung der Unterschiede einzelner Oligonukleotide.
In Kombination mit einem hochaufl®ésenden phylogenetischen Marker
kann eine optimale Leistung hinsichtlich MDM-Spezifitdt erzielt
werden. Ein erfindungsgemiBes Verfahren eignet sich zur sensiti-
ven und spezifischen Detektion eines weiten Bereichs von Mikro-
organismen aus Proben, die komplexe Mikrobengemeinschaften
enthalten.

Bevorzugte stringente Bedingungen sind 60°C Annealing-Tempe-
ratur zur Markierung und 55°C zur Hybridisierung mit den Sonden
des festen Trédgers, mit 6xSSC, lxDenhardt-Reagens (Sigma, St.
Louis, Mikroorganismus, USA), 0,1% SDS, insbesondere dann, wenn
die reaktiven Oligonukleotide fiir eine Schmelztemperatur Tm von
60°C ausgelegt sind (z.B. +/-2°C, jedoch kann auch ein signifi-
kanter Anteil von Oligos mit niedrigerer Tm nach wie vor funkti-
onieren), u.zw. zur Hybridisierung der reaktiven Oligonukleotide
(RC-0ligos) an die Probe (z.B. das PCR-Produkt) und/oder der
Sonden an den Trédger. Oligonukleotide mit unterschiedlichen Ge-
samtschmelztemperaturen kdnnen jedoch ebenfalls gebildet werden,
z.B. 55°C durch Auswidhlen von gyrB-Stretches mit unterschiedli-
chem GC-Gehalt, wodurch die bevorzugte Stringenztemperatur auf
die Schmelztemperatur abgesenkt wird. In besonders bevorzugten
Fallen wird die Stringenz durch Erhdhung der konzipierten
Schmelztemperatur um 5°C iiber die durchschnittliche Schmelztem-
peratur der Oligonukleotide erhdht.

In einer weiteren Ausfithrungsform ist ein Verfahren zum
Identifizieren eines Mikroorganismus vorgesehen, umfassend das
a) Vorsehen des erfindungsgemdBen Sets von fiir das gyrB-Gen

NACHGEREICHT
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des Mikroorganismus spezifischen Oligonukleotiden,

b) Vorsehen eines Trigers mit immobilisierten Sonden, welche
Sonden unter stringenten Bedingungen an die Oligonukleotide
hybridisieren koénnen,

c) Vorsehen einer Probe von Mikroorganismus-DNA oder -RNA, die
vorzugsweise mittels PCR, am meisten bevorzugt mittels fur
das gyrB-Gen spezifischer PCR, amplifiziert wird,

d) Hybridisieren der Oligonukleotide mit der Probe unter strin-
gentén Bedingungen,

e) Markieren von hybrid%sierten Oligonukleotiden,

f) Hybridisieren der Oligonukleotide gegen die Sonden auf dem
Tridger unter stringenten Bedingungen,

g) Sichtbarmachen der an die Sonden gebundenen markierten Oli-
gonukleotide.

In einer bevorzugten Ausfiilhrungsform umfassen die Sonden
die revers komplementdren Sequenzen der Oligonukleotide (zur Er-—
mdglichung der Hybridisierung an die Oligonukleotide) und vor-
zugsweise einen Linker zum Binden an den Trager.

Vorzugsweise bilden der vorzugsweise feste Trager und die
immobilisierten Sonden einen Mikroarray.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform sind die Sonden Oligo-
nukleotidsonden, insbesondere DNA oder RNA mit L&ngen zwischen
10 und 30 nt.

In einer anderen bevorzugten Ausfithrungsform erfolgt die
Markierung durch Zugabe von mindestens einem markierten ddNTP.
Die Zugabe von ddNTPs verhindert eine weitere Markierung und Si-
gnalverinderung. Vorzugsweise ist die Markierung eine fluores-
zierende Markierung oder eine radioaktive Markierung, z.B. **P.
Vorzugsweise sind die markierten Nukleotide ddCTP.

Vorzugsweise sind wahrend einer Hybridisierung kompetitive
Oligonukleotide anwesend, die sich von den Oligonukleotiden des
Sets durch mindestens eine Nichtiibereinstimmung, vorzugsweise 1
bis 6 Nichtiibereinstimmungen, am meisten bevorzugt 1 bis 3
Nichtiibereinstimmungen, unterscheiden. Diese kompetitiven Oligo-
nukleotide (CO-Oligos) kénnen mit geringerer Spezifitdt an die
Probe binden als ein entsprechendes RC-Oligo und dabei helfen,
falschpositive Signale zu verringern oder zu verhindern.

In einer besonderen Ausfiihrungsform kénnen die kompetitiven
Oligonukleotide eine Markierung nicht binden und haben vorzugs-
weise eine 3'-Phosphatmodifikation, die mit einer Nukleotid-Ad-
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ditionsreaktion unvereinbar ist (z.B. sequenzspezifische Endmar-
kierung) - somit k&énnen die kompetitiven Oligonukleotide eine
Markierung nicht binden.

In bevorzugten Ausfiihrungsformen umfassen die kompetitiven
Oligonukleotide mindesten eine, vorzugsweise mindestens drei, am
meisten bevorzugt mindestens sechs verschiedene Sequenzen ausge-
wahlt aus SEQ ID NOs 72 bis 82 gemiR der nachstehenden Tabelle 3.

Vorzugsweise ist der Mikroorganismus ein Pathogen, insbe-
sondere ausgewdhlt aus E. coli, Shigella spp, Salmonella spp, A.
hydrophila, V. cholerae, M. avium, M. tuberculosis, H. pylori,
P. mirabilis, Y. enterocolitica und C. jejuni.

Besonders bevorzugt werden die Schritte (z.B. die Schritte
i) bis iv) oder a) bis g) der obigen Verfahren) einer ersten
Analyse in mindestens einer zweiten Analyse mit einem Set von
Oligonukleotiden ohne Oligonukleotide fiir Mikroorganismen, die
in einer fritheren Analyse verwendet wurden, wiederholt. Beson-
ders bei Umweltproben verbessert sich dadurch der Nachweis und
die Identifikation von weniger hdufigen Mikroben in einer kom-
plexen Mikrobengemeinschaft.

Vorzugsweise werden mindestens 4, 9, 10, 12, 16, 18, 20, 24
oder 26, vorzugsweise mindestens 30, 36 oder 40, am meisten be-
vorzugt mindestens 50, 60 oder 70, verschiedene Sonden auf dem
Trager immobilisiert.

Ebenfalls bevorzugt umfassen die Oligonukleotide (eine) Se-
quenz(en) ausgewdhlt aus mindestens 1, bevorzugter mindestens 4,
9, 10, 12, 16, 18, 20, 24 oder 26, vorzugsweise mindestens 30,
36 oder 40, am meisten bevorzugt mindestens 50, 60 oder 70, ver-
schiedenen Sequenzen SEQ ID NOs 1 bis 71, wie nachstehend in Ta-
belle 1 angefiihrt.

In einer anderen Ausfiilhrungsform umfassen die Sonden auf dem
Trager (eine) Sequenz(en) ausgewdhlt aus mindestens 4, 9, 10, 12,
16, 18, 20, 24 oder 26, vorzugsweise mindestens 30, 36 oder 40,
am meisten bevorzugt mindestens 50, 60 oder 70, verschiedenen
Sequenzen SEQ ID NOs 1 bis 71, wie nachstehend in Tabelle 1 an-

gefihrt.

Die vorliegende Erfindung wird durch die folgenden Figuren
und Beispiele ndher erléautert.

Figuren:

Fig. 1: Sondenset-Validierung
Vorhergesagte (gewichtete Nichtibereinstimmungswerte, berechnet
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mit CalcOligo 2.03) und experimentell nachgewiesene Sondenspezi-
fitat.

Fig. 2: Detektionssensitivitéat

Mikroarray-Bilder, die die Hybridisierungsergebnisse aus ei-
ner Boden-DNA-Probe (A) und aus derselben Boden-DNA, versetzt mit
0,1% Vibrio cholerae (B), zeigen. Jeder Array enthalt die glei-
chen Sonden dreifach. Die Bilder wurden mit 100 % Laserkraft,
750 V PMT, gescannt und sind in Regenbogenfarben dargestellt.
Die Helligkeitseinstellung betrug 78% in beiden Féllen; fir Kon-
trast 78 bzw. 81%. Die normalisierten Signalwerte fir Vch_1776
und Vch 1839 betrugen 4,6 bzw. 7,2, entsprechend etwa 3% des
hierfiir mit reinen Kulturen erhaltenen maximalen Signals (wdh-
rend der Validierung). 1: Interne Kontrolle Msi 294. 2: Vch 1776
3: Vch_1839.

Fig. 3: Anwendung von kompetitiven Oligonukleotiden

Mikroarray-Bilder, die die Hybridisierungsergebnisse von En-
terobacter cloacea, markiert ohne (A) und mit (B) kompetitiven
Oligonukleotiden, zeigen. Jeder Array enthdlt die gleichen Son-
den dreifach. Die Bilder wurden mit 100 % Laserkraft, 750 V PMT,
gescannt und sind in Regenbogenfarben dargestellt. 1: Interne
Kontrolle Msi 294. 2: Eco_1402 und 3 - Eco_1404 falschpositive
Signale, die durch Zugabe des kompetitiven Oligonukleotids CO_2
erfolgreich geriuschgeddmpft werden konnten. 3: Yer_ 1740 falsch-
positive Signale, die durch Zugabe des kompetitiven Oligonukleo-
tids CO_7 erfolgreich gerduschgedampft werden konnten.

Fig. 4: Sequenzspezifisches Endmarkieren von Oligonukleoti-
den (SSELO) Prinzip

Beilispiele:

Detektions- und Identifikationsverfahren fir Pathogene mis-
sen in vielen Fadllen weniger hdufige Mikroben innerhalb einer
komplexen Mikrobengemeinschaft nachweisen. Dariiber hinaus wird
eine hohe Spezifitidt verlangt, die eine haltbare, verlédssliche
Identifikation liefert, zumindest was die Arten betrifft. Es wur-
de ein Ansatz zur Mikrobendiagnose mittels Mikroarray entwickelt,
bei dem ein eindeutiges Markierverfahren, gyrB als Markergen und
die Anwendung von kompetitiven Oligosonden kombiniert wurden,
wodurch der sensitive und spezifische Nachweis eines weiten Be-
reichs von pathogenen Bakterien aus Proben, die komplexe Mikro-
bengemeinschaften enthielten, méglich wurde. Der Ansatz wurde
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erstmals mit einem Set von 35 Oligosonden getestet, die auf E.
coli, Shigella spp, Salmonella spp, A. hydrophila, V. cholerae,
M. avium, M.tuberculosis, H. pylori, P. mirabilis, Y. enteroco-
litica and C. jejuni abzielten. Die Einbringung von kompetitiven
Oligonukleotiden in die Markierungsreaktion unterdriickte erfolg-
reich eine Kreuzhybridisierung durch nah verwandte Sequenzen.
Die umwelttechnische Anwendbarkeit wurde mittels Umwelt- und Ve-
terindrproben getestet. Es wurde eine Detektionssensitivitat im

Bereich von 0,1% nachgewiesen.

Beispiel 1: Materialien und Verfahren
Sondenkonstruktion und Mikroarray-Herstellung

Die gyrB-Sequenz-Datenbank wurde durch Herunterladen von Se-
quenzen von der NCBI-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) und
durch Sequenzieren der fiir die Mikroarray-Validierung verwende-
ten Stamme erstellt. Die Ausrichtung und der Nachbar-verknipfen-
de phylogenetische Baum der gyrB-Sequenzen wurden unter
Verwendung des ARB-Softwarepakets (Ludwig et al., 2004) konstru-
iert, welches anschlieBend auch fir die Konstruktion der Sonde
verwendet wurde. Der entscheidende Punkt bei der Sondenkonstruk-
tion war die Platzierung der diagnostischen Nichtiibereinstim-
mung (en) so nahe wie mdglich am 3'-Ende. Dieses Merkmal ist von
duBerster Wichtigkeit fiir die sequenzspezifische Endmarkierung
der Oligonukleotide.

Die Sonden werden derart konstruiert, dass:

« sie zu 100% mit dem Zielorganismus ibereinstimmen

« Nichtiibereinstimmungen von nicht anvisierten, aber verwandten
Sequenzen (jenen mit ein, zwei oder drei Nichtiibereinstimmungen
gegeniiber der Sonde) vorzugsweise zum 3'-Ende der Sonde hin
liegen.

Im nichsten Sequenzbeispiel ist das Oligonukleotid unter-
strichen (es ist in einer 5'- - 3'-Richtung dargestellt). Darun-
ter sind die entsprechenden Sequenzen vom Target (Salmonella)
und von einigen Non-Targets, aber verwandten Bakterien angefihrt.
Jeder Non-Target-Organismus weist eine Nichtibereinstimmung an
der 3'-Position auf (durch Schragstellung hervorgehoben). Manche
Sonden haben Nichtiibereinstimmungen weiter weg vom 3'-Ende. Eher
wie jene, die in Fettdruck hervofgehoben sind - auch wenn die
3'—Nichtﬁbereinstimmungen bereits geniigen, um Spezifitat zu ge-
wahrleisten.

NACHGEREICHT




(2] 0 ©880 99 0800 98O
LN ] [ ] L ]

. L L

L) e e [ 4 e o0s L d .

[ ] [ 4 [ L4 L J * .

. L4 e o * o & . L4

(1) .o [ ] L X L ee
- 11 -

RC-Oligo: Sal_1451
Name Vollstdnd. Name mis N_mis wmis pos ecoli rev ' AGGCACCCCUGGCCGUC!
*Syhim gy00019:S.typhimurium 0 0 0,0 1451 1451 0 GCGUGCCGC ACUGGCGAU
*BEtrbe Enterobacter_cloacae 2 0 1,7 1451 1451 0 GCGUGCCGC G u-ACCGGCGAU
*Klbsl Klebsiella_pneumoniae 2 0 2,2 1451 1451 0 GUGUGCCGC G G~ACUGGCGAA
*EslYyy23 Escherichia_ coli 3 0 2,8 1451 1451 0O GUGUACCGC G G==u—-ACCGGCGAG
*Esrchl34 Escherichia_ coli 4 0 3,9 1451 1451 0 GUGUACCGC U==G G==u-ACCGGCGAG
*Shgll.l Shigella_ sonnei 4 0 3,4 1451 1451 0 GUGUACCGC-=======Gu====G==u-ACCGGCGAG
*Erbct_5 Enterobacter_cloacae 2 0 1,7 1451 1451 0 GCGUGCCGC G u-ACUGGCGAA
*SnsMar  Serratia marcescens @ 4 0 3,9 1451 1451 0 GCGAGCCGC g==G===A: G-UGGGCGAA

Weiters wurden samtliche Sonden mit einem 3'-terminalen Cy-
tosinrest konstruiert, der iiber terminales Markieren der Oligo-
nukleotide (in Anwesenheit eines entsprechenden Templates)
hinzugefiigt wurde. Andere Faktoren, die bei der Konstruktion der
Sonde beriicksichtigt wurden, waren eine dhnliche Schmelztempera-
tur Tm (Ziel: 60°C) und eine Lange zwischen 17 und 28 Nukleoti-
den. Die Ergebnisse der Sonden-Ubereinstimmungsfunktion wurden
in CalcOligo 2.03 (Stralis-Pavese et al., 2004) importiert. Cal-
cOligo wurde zur Erstellung einer Excel-Tabelle verwendet, die
die vorhergesagten Schmelztemperaturen (auf Basis des Modells
des nichstkommenden Nachbars und von SantalLucia-Parametern (San-
taLucia, Jr. et al., 1996)), die Lange und den GC-Gehalt def
Sonden und die Anzahl von gewichteten Nichtiibereinstimmungen
zwischen jedem Sonde-Target-Paar anzeigte. Die Tm-Werte des
nichstkommenden Nachbars wurden mit Konzentrationseinstellungen
von 250 nmol fiir das Oligonukleotid und 50 mmol fir Na+ berech-
net. Die Faktoren zur Gewichtung von Nichtiibereinstimmungen in
CalcOligo waren wie folgt. Positionen: 5’ 1. 0,3; 5’ 2. 0,6; 5’
3. 0,8; 3’ 1. 4,0; 3’ 2. 2,0; 3’ 3. 1,2; alle anderen Positionen
1,0. Basenpaare dArC 1,2; dTrC 1,2; dGrU 0,7; dTrG 0,4; alle an-
deren nicht ibereinstimmenden Basenpaare 1,0 (worin sich "d" auf
die Sonde auf dem Array und "r" auf die Zielsequenz bezieht).
Von Sonde-Target-Paaren mit gewichteten Nichtiibereinstimmungs-
werten von bis zu 0,5 wurde erwartet, dass sie eine positive Hy-
bridisierung unter den angewendeten Bedingungen liefern. Eine
vollstindige Liste der in dieser Studie verwendeten Oligonukleo-
tide ist in Tabelle 1 zu finden. Das Kontroll-Oligonukleotid
(Msi 294), welches das pmoA-Gen von Methylosinus.trichosporium
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OB3b anvisiert, wurde dem Diagnose-Mikroarray fiir methanotrophe
Bakterien (Bodrossy et al., 2003) entnommen

Tabelle 1: Oligonukleotid-Sondenset. Die angefihrten Sequenzen
sind jene der RC-Oligosonden, die bei der Markierungsreaktion
verwendet wurden. Alle Sequenzen sind ohne 3'-terminalem C-Rest
angefithrt. Die angegebenen Tm- und G+C-%-Werte wurden unter Ver-
wendung von CalcOligo 2.03 berechnet. Die SEQ-ID-Nummern sind
fiir PCR-Reaktions-0Oligonukleotide ("RC-Oligos") des Sets angege-
ben. Die Sequenzen der auf dem Tridger immobilisierten Einfang-
Oligonukleotide sind komplementdr und revers (um eine Hybridi-
sierung mit den RC-Oligos zu gestatten) und enthalten einen Oli-
go-T-Tail-Linker zur Immobilisierung.
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T3 Sequenz - RC-01190S. | L | 1mM]GC% Sequenz - Einlang-0ligos.. lFeabsmTigte Spezifitat
v’ [CGACATCTTCGAGACCACCGAGTA 24 | 61,0 | 56,0 [NA2-C6- LTt tLGTACTCGATGGTCTCGARGATGTCG _ [Mycobacterium group b
v_1657 TCTTCGAGACCACCGAGTACGA . 23 | 61,3 | 54,2 NE2-Co~tttttGTCGTACTCGGTGGTCTCGAAGAT |Mycobacterium group Il
1659  |CTTCGAGACCACCGAGTACGACTT 24 | 61,8 56,0 [NH2-C6-tttttGAAGTCGTACTCGGTGGTCTCGRAG  {Mycobacterium group I
iMh 2112  [GAACAAGTACGCCAAGGACCG 21 | 61,8 | 59,1 NH2-C6-ttEttGCGETCCTTGECGTACTTGTIC cobacterium group i
1516  |GATGAAAGCGTGATGGAAGT 20 | 55,0 | 47,6 NH2-C6-tttttGACTTCCATCACGCTTTCATC Helicobacter pylori
4 TTTCTATGAAGACGGCTTGARACARTT | 27 | 58,1 | 33,7 NH2-C6-tLCLLGARTIGTTTCARGCCGTCTICATAGAAR |Helicobacier pylor
GTGAGCTTGAARATGAGCGAGC 22160,3| 52,2 NH2-C6-t £ttt tGGCTCGCTCRTTTTCAAGCTCAC Helicobacter pylori
(GAGAGTGARATCITTTTAGIGGAGGG | 26 | 59,3 | 44,4 [NH2-C6-tttttGCCCTCCACTARAAAGATTTCACICTC [Helicobacter pylori
AACTATATGGATAAAGAAGG 20 | 483 | 33,3 NH2-C6-tttttGCCTTCTTTATCCAZATAGTT Proteus,spp
GCGCGTAAAGCACGTGAGATGA 22 [62,1] 56,5 NH2~C6~- t £ £t EGTCATCTCACGTGCTTTACGCGC Proteus spp
IAGGCACCCCTGGCCGT 16 | 635 76,5 NH2-C6-ttttGACGGCCAGGGGTGCCT spp
[CCCTGGCCGTCACTGG 16 ] 61,6 | 76,5 NH2-C6~-t £ttt tGCCAGTGACGGCCAGGG
[AGGTCTGATTGCGGIGGTTIC 21161, WW@TMC@ as
CAGCGCGAGGGTAAAATTCAC 21 60,0 | 54,5 NH2-C6-tttttCGTGAATTTTACCCTCGCGCTG [Escherichia spp and Shigella spp
GCGCGAGGGTARARTTCACCGT 22 | 62,0 | 56,5 A2 -C6-tttttGACGOTGAATTITACCCTCGCGC ichia spp and Shigelia
[GCGAGACTGAAAARACCGG 19 1 58,1 | 55,0 [NH2-C6~t t tttGCCGETTTTTTCAGTCTCGC and Shi
. CCTTCACCARTGTGACCGAGTT 2416101 48, ~C6~tttttGAACTCGGTCACATTGGTGAAGGTT spp a ella spp
18Aer_1195 CTGGCCGAGCCCGAC 17 163,1| 72,2 [NH2-C6-t t Lt tGGTCGGGCTCGGCCAGAA [Aeromonas spp
19Aer_1374  |GAACCAGAACAAGACCCCGATC 221 60,9 | 56,5 NEZ-C6-tttttGGATCGGGGTCTTGTTCTGGTTC Aeromonas spp
20Aer 1585  [GAGGATTACAGCAAGAAGGCCAAGT 25 | 61,2 | 50,0 [NH2-C6-tttttGACTTGGCCTTCTTGCTGTAATCCTC  [Aeromonas spp
2fAer_1984  |GCCAAGCAGGGTCGCAA 17 [ 60,3 | 66,7 H2-C6-tttt tGTTGCGACCCTGCTTGEC Aeromonas Spp
Cam 1556 (TTTTGGCTARRAGATTTCGTGAACTTG | 27 | 59,11 735,7 NH2-C6-tttttGCAAGTTCACGARATCTTTTAGCCARAA jobacter |
23Cam_2027 [CTTATGTGCGTCCTATAGTTTCAAARG | 27 [ 58,1 ] 39,3 NH2-C6-tttttGCTTTTGAARCTATAGGACGCACATAAG ylobacter spp
IGCTGATTGICARAGTARAGATC 22 | 534 H2-C6-tLLtEGGATCT TTACTTTGACAATCAGC a bacter s
CAAACCAAAGGARRRCTTGGTTCAA | 27 | 59,5 | 39,3 NH2-C6-tttttGTTGAACCAAGTTTTCCTTTGGITTGTC [Campylobacter jejuni
%mwcmcwuerccs'rc 23 | 59; B INH2-C6-t £ttt tGGACGCACATAAGTTGAACCAAGT [Campylobacter jejuni
[AGATGATATCGGTGTGGAAGTGG 23'[60,3 | 50,0 NH2-C6-tttttGCCACTTCCACACCGATATCATCT [Yersinia spp
RGCTTCCAGACGTICACCARTARTA | 28 | 50,2 | 44,4 NHJ-CG-tLLtLGTATIATIGGTGAACGICTGGARGCTC _[Yersinia enterocolica_
GACTTACAAGATGGGTGTGC 23 | 61,6 | 54,2 NH2-C6- tttt tGGCACACCCATCTTGTAAGTCTGC [Versinia enterocoliica
TGARGGTARAGTTCACGAGCAGACTIA | 27 | 60,3 | 42,0 [NHZ-C6-CttttGTAAGTCIGCTCGTGAACTTTACCTICA [Yersinia spp
3{Ver 1704 |GATCCACCCGARAGTGTICTATITCT | 26 § 59,1 | 44,4 [NH2-C6-tttttGAGAARTAGRACACTTTCGGGTGGATC _[Yersinia spp
33Vch_1776  |GGTT GAAG | 25 | 61,6 | 50,0 NH2-C6-tttttGCTTCTCATTCATGGCTGACTCAACC rio cholerae , Vibrio mmicus, V. fi
ch 1795  [GAGAAGCTGGCGGATTTCCTAG 22 | 61,1 | 56,5 [NH2-C6-t {E{tGCTAGGAAATCCGCCAGCTTCTC rio cholerae, V,fluvialis
ich 1833 |ARACGTTTGITCGAAGATTATTGATG 01333 -C6-ttt€tGCATCAATAATCTTCGAACAAACGTTT Vibrio cholerae, Vibrio mimicus, V.fluviaj
3 1627 PARGAAGGCTTCTCGAAGARAG . Vibrio spp
3fBfrag_1609 |AAUGCCGGUCUGCGCAUCU Bacteroioides fragilis
34Blrag 2478 [GGAAGAAGACAGCARAGCUGE 60,0 | 54, Bacteroioides fragiis
34Citro_1031  |CCCUUGAGAARUUCGAGGC 19 ] 56,7 | 58, -C6-tttt tGGCCTCGAATTTCTCAAGGG Citrobacter spp
0 IGCAARGUGCAUCAGCAAACUUR 22 | 57,01 43,5 NHZ-Co-tttttGTAAGTTTGCTGATECACTTTGC Crtrobacler spp
4(Cperf_1222 |GAUGACGGAAGAGGUAUGC 19 | 55,8 | 55,0 [WH2-C6-tELLtGGCATACCTCTICCGICATC Clostridium perfringens
4{Cperf_2431 |GCAAUUGGAGCUGGUAUAGGAC 22 | 58,97 52,2 NH2-C6~t ttttGGTCCTATACCAGCTCCAATTGC [Clostridium perfringens
44Efaec_1711 |GACGUUAUUUUCCCAGAGC 19 1 54,4 | 50,0 INH2-C6-t £+t tGGCTCTGGGARARTAACGTC |Enterococcus faecalis
43Efaec_2426 |CAGCUAUGGGAACAGGCUUCGG 22 | 63,6 | 60,9 [NE2-C6- tttt tGCCGAAGCCTGTTCCCATAGCTG |Enterococcus faecalis
44Kterr_1468  {ACCGGCGACACUGAUGCUA 19 | 606 | 60,0 [NH2-Cé-tttttGTAGCATCAGTGTCGCCGGT 4ﬂsbsienaterr‘|gena
49Kierr 2087 |AGACGCCAAGAUCGUGGUAGG 21162f H2-C6-tttttGCCTACCACGATCTTGGCGTCT Klebsiella terrigena
Lpneumo_194CAGCAGUAGARUCCUGUGUUG 22 | 594 2-C6-tttttGCAACACAGGATTCTACTGCTGG Legionella pneumophila
47Lpneumo_200XUGCAGCAAAAUCCAUCGUAG 21 E‘T H2-C6-tttttGCTACGATGGATTTTGCTGCAG Legionella pneumophila
Muber 1831 [GAACGCGCAGCCGAAUCCA 191626 H2-C6-ELLLLGTGGATTCGGCTGCGLGTTC IMycobacterium group k
49Paero_1207 [CCGGAGACCUUCAGCAA 17 156,0 [ 61 1]Nuz-ce -t£tttGTTGCTGAAGGTCTCCGG Pseudomonas aeruginosa
'aero_1397 JGCCUGACCAUCCGUCGCCA 19| 63,9 | 70,0 [NE2-C6- tttttGTGGCGACGGATGGTCAGGC 'seudomonas aeruginosa
ICUGGCCARGUCUUGAUAC 19 | 552 | 50,0 [NH2-C6-tttt tGGTATCAAGACTTGGCCAGA Proteus spp
GCGUAACGACAAGCAGGAUCA 21} 59,6 | 54,5 NH2-C6-t ttttGTGATCCTGCTTGTCGTTACGC Plesiomonas shigelloides
(CGAGCGUCUGCAAGAGUAC 1915851600 Eﬂz-cs-tttttsgﬂm(mmccﬂs Plesiomonas shigelloides
CCGCUACACACAGACCUACGA 21 | 60,2 | 59,1 [NE2-C6-tttttGTCGTAGGTCTGTGTGTAGCGE Rhodococcus spp
IAACAAGCCGAGGUCGCUUC 19| 612 | 60,0 [NH2-C6- tttttGGAAGCGACCTCGGCTTGTT Rhodococcus spp
IGCGAAGCUUUCARUCGAUUC 20 | 558 | 47,6 INH2-C6-t ttt tGGAATCGATTGAAAGCTTCGC Streptococcus agalactiae
(GCAUCUARAGCCCGUAUUG 19551} —CE-LLLLLGCAATACGGGCT TTAGATCC freplococcus agalactiae
[UCCACAAGUCGCACGUA 17 1 554 | 55,6 [NH2~-C6-tttttGTACGTGCGACTTGTGGA ylococcus aureus
ICGUGACUCUAGAACGCAGE 19 [ 583 ~CG-LELLLGCCTGLGTICTAGAGTCACS S aureus
(GUGGUGGCAAGAUUCACACC 20 | 59,8 |. 57,1 [NH2-C6-t £ £ tGGGTGTGAATCTTGCCACCAC Vibrio mimicus
(GGCUUAACAGCAGUUGUGU 79 | 55,1 | 50,0 [NHZ-C6- tttttGACACAACTGCTGTTAAGCC i MIMICUs
64Vpara_1352 |GCGAAGCGGACAAGCAAGAUCA 22 | 62,3 | 56,5 [NH2-C6-tttt tGTGATCTTGCTTGTCCGCTTCGC brio parahaemolyticus
63Vpara_1763 |RAUCAGCGGUUGAAUCGG 18 | 57,0 | 52,6 NH2-C6-tttttGCCGATTCAACCGCTGATT Vibrio parahaemolyticus
64Lmono_1561 |ACGCTTCGTACGCGTACACG 20]6241619 E:z-ce-tttttcccyl\ccccmcmscc'r Listeria monocytogenes
¥ IAAGCCCGTTCAATCACGGATAAG 23 | 59,7 | 50,0 INH2-C6- tttttGCTTATCCGTGATTGAACGGGCTT isteria monocytogenes
Lmono 2129 [GAAGGGCGTTGTGGCTTICT 19 | 58.8 | 60,0 [NH2-C6-tttttGAGAAGCCACAACGCCCTTC isteria monocytogenes
v_1694  |CAGTGGTTTCGGTGAGAGTG 20 | 58,3 [ 57,1 NHZ-C6-tttttGCACTCTCACCGARRCCACTG , fluvialis
IAARGGCGAGCCGATCTCCGA 20 {618 619EE§-C3-1:' tEttGTCGGAGATCRGCTCGCCTTT bacterium longum
IAACAATCCGGCCGCGTG 17 | 62,3 | 66,7 [NA2-C6- EtLtLGCACGCGGCCGGATIGTT [Bifidobacterium longum
CAGAAGTCCCAGTCNC 17 ; 2-Ch- LELLLGONGACTGOGACTTCTGE __ ostive confrol
T4RC_Msi_294 |GCGAAGGTCGCGCCGAA 17 |NH2-C6-tt tttGTTCGGCGCGACCTTCGC Positive control

a - Die Zahlen am Ende der Sondennamen beziehen sich auf ihre

relative Position auf dem E.

b - M. avium, M.

intracellulare,

coli gyrB-Gen
M. maloense
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c — M. tuberculosis, M. bovis, M. gastri

Oligonukleotide zur Immobilisierung wurden mit einem 5'-Ami-
nolink, gefolgt von fiinf Thymidinresten vor der Sondensequenz,
eigens synthetisiert (VBC Genomics, Wien, Osterreich). Eine fla-
che Bodenplatte mit 384 Vertiefungen (Ritter GmbH, Schwabmiinchen,
Deutschland) wurde mit 30 pl 50 pM Oligonukleotidldsung in
Arraylt-Spotting-Puffer (TeleChem Inc., Sunnyvale, CA, USA) her-
gestellt. Mikroarrays wurden mit einem OmniGrid-Spotter (1
TeleChem SMP3-Stift) bei 55 % relativer Luftfeuchtigkeit und
21°C auf Aldehyd-silylierte Slides (CEL Associates Inc., Pear-
land, TX, USA) gespottet. Die Arrays wurde dreifach gespottet,
um eine statistische Fehlerkorrektur zu gestatten. Die Verarbei-
tung der Slides erfolgte wie oben beschrieben (Stralis-Pavese et
al., 2004). Die verarbeiteten Slides wurden feuchtigkeitsfrei
bei Raumtemperatur im Dunkeln aufbewahrt.

DNA-Templates

Die fiir die Mikroarray-Validierung verwendeten Stamme sind
in Tabelle 2 aufgelistet. Genomische DNA-Proben aus Reinkulturen
wurden unter Verwendung des DNeasy-Extraktionskits (QIAGEN, Hil-
den, Deutschland) nach Anweisungen des Herstellers gereinigt.
Archivierte Veterin&drproben, die zum Testen der Leistung des
Verfahrens verwendet wurden, wurden freundlicherweise von Clyde
Hutchinson (Institute of Zoology, London, UK) zur Verflgung ge-
stellt. Diese DNA-Proben wurden unter Verwendung des DNeasy-Ex-
traktionskits (QIAGEN, Hilden, Deutschland) aus Tierarten '
hergestellt, von denen man wusste, dass sie mit einem oder mehr
der bakteriellen Pathogene kontaminiert waren. Genomische DNA
aus Bodenproben wurde unter Verwendung des UltraClean-Soil-DNA-
Kit (MO BIO Laboratories, Carlsbad, CA, USA) nach Anweisungen
des Herstellers extrahiert.

Tabelle 2: Auflistung von zur Mikroarray-Validierung verwen-
deten Bakterienarten. Die Stimme waren Umwelt- oder klinische
Isolate aus der Kultursammlung der Universit&t Sassari, Fakultat
fir Biologie, mit Ausnahme von Pseudomonas putida, das von DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) stammte.
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Name Bezeichnung gangsnummer
Aeromonas hydrophila SSM 4131 DQ386876
Campylobacter jejuni SSM 4129 -
Enterobacter cloacae SSM 2554 DQ386885
Escherichia coli SSM 1771 DQ386875
ETEC (E.coli enterotoxic) SSM 4135 DQ386871
EHEC slt-I (E.coli enterohaemorragic) SSM 4134 DQ386872
EHEC slt-II (E.coli enterohaemorragic) SSM 4140 DQ386873
EIEC (E.coli enteroinvasive) SSM 4137 DQ386888
EPEC (E.coli enteropathogenic) SSM 4136 DQ386874
Helicobacter pylori SSM 4138 DQ386880
Mycobacterium avium SSM 4139 DQ386879
Mycobacterium tuberculosis - -
Proteus mirabilis SSM 2105 DQ386881
Pseudomonas spp SSM 2506 DQ386884
Salmonella spp SSM 1592 DQ386877
Serratia marcescens SSM 2560 DQ386886
Shigella spp SSM 2023 DQ386882
Staphylococcus aureus SSM CI-1 DQ386887
Vibrio cholerae SSM 2508 DQ386878
Yersinia enterocolitica SSM 4130 DQ386883

DNA-Amplifikation

Das gyrB-Gen wurde unter Verwendung der universellen Primer
UP1l (5'-GAAGTCATCATGACCGTTCTGCAYGCNGGNGGNAARTTYGA-3') und UP2r
(3'-TACTGNCTRCGNCTRCANCTRCCGAGCGTGTAGGCATGGGACGA-5") amplifi-
ziert. Fir mehrere Stdmme mussten die alternativen Primer UP1G
(5'-GAAGTCATCATGACCGTTCTGCAYGCNGGNGGNAARTTYGG-3"') und UP2Ar
(3'-TACYGNCTRCGNCTRCANCTRCCGAGCGTGTAGGCATGGGACGA~5') verwendet
werden. PCR-Reaktionen wurden in 100-pl-Aliquoten bestehend aus
1x PCR-Puffer, 2 mM MgCl,, 4U Tag DNA-Polymerase (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), 50 uM fir jedes der vier dNTPs, 150 nM fiir
jeden Primer, mit 50 bis 100 ng DNA als Template durchgefiihrt.
Fir Boden-DNA und DNA-Mischungen erfolgte die Amplifikation mit
allen vier Primern in einer "Multiplex"-Reaktion unter Verwen-
dung von FailSafe PCR Premix E (Epicentre, Madison, WI, USA).
Die Amplifikationsbedingungen waren 5 min bei 95°C, gefolgt von
35 Zyklen von 1 min bei 95°C, 1 min bei 58°C, 2 min bei 72°C, ge-
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folgt von einem abschlieBenden Verldngerungsschritt von 10 min
bei 72°C (http://seasquirt.mbio.co.jp/icb/protocols/protocols.php) .
Die PCR-Produkte wurden anschliefend unter Verwendung eines han-
delsiiblichen PCR-Reinigungskits (QIAGEN, Hilden, Deutschland)
nach Anweisungen des Herstellers gereinigt und in 30 ul dH,;0
eluiert. Die DNA-Konzentration wurde unter Verwendung eines
NanoDrop-Spektrophotometers (NanoDrop Technologies, Wilmington,
DE, USA) gemessen und auf eine Endkonzentration von 50 ng/pl
eingestellt.

Klonierung und Sequenzierung

Die gereinigten PCR-Produkte wurde unter Verwendung eines
TOPO TA Cloning Kit for Sequencing (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) nach Anweisungen des Herstellers kloniert. 25 pl der che-
misch kompetenten Zellen (die mit dem Klonierungskit geliefert
wurden) wurden mit 6 pl des Ligationsansatzes transformiert. 100
pl des Transformationsansatzes wurden auf LB-Platten enthaltend
100 pg/ml Ampicillin aufgebracht und iiber Nacht bei 37°C inku-
biert. Das Template flir die Kolonie-PCR wurde durch Resuspendie-
ren einzelner Kolonien in 20 pl dH,0 und Denaturieren der Zell
suspension 10 min lang bei 95°C in einem Thermozykler unter an-
schliefender Abkiihlung auf 4°C hergestellt. 1 pl dieser Suspen-
sion wurde als Template fiir 50 ul PCR-Reaktionen verwendet. M13-
PCR-Reaktionen wurden wie oben beschrieben durchgefiihrt, aber
unter Verwendung des M13-Forward-Primers (5’ GTAAAACGACGGCCAG
3’) und des Ml3-Reverse-Primers (3’ GTCCTTTGTCGATACTG 5’) und
bei einer Annealing-Temperatur von 50°C. Die PCR-Produkte wurden
anschlieBend unter Verwendung des PCR-Reinigungskits (QIAGEN,
Hilden, Deutschland) nach Anweisungen des Herstellers gereinigt
und in 30 pl dH,0 eluiert. Die DNA-Konzentration wurde unter Ver-
wendung eines NanoDrop-Spektrophotometers (NanoDrop Technolo-
gies, Wilmington, DE, USA) gemessen. Die Sequenzierung erfolgte
unter Verwendung des BigDye Terminator vl.1l Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Die Sequenzierungs-
reaktion wurde in 10-pl-Ansatzaliquoten bestehend aus 4 pul ge-
reinigtem PCR-Produkt, 2 upl Sequenzierungsmischung und 400 nM
Primer (M13-Forward oder M13-Reverse). Die Sequenzierungsbedin-
gungen waren 2 min bei 5°C, gefolgt von 25 Zyklen von 30 s bei
95°C, 25 s bei 50°C, 4 min bei 60°C ohne abschliefendem Verlan-
gerungsschritt. Die Sequenzierungsansidtze wurden unter Verwen-
dung von Sephadex-G-50-S&ulen (Amersham Biosciences, Piscataway,
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NJ, USA) gereinigt und iliber den automatischen ABI PRISM 3100 Ge-
netic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) laufen
gelassen. Die Sequenzen wurden unter Verwendung des Sequencher v
4.5 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA) analysiert und

einer Nukleotid- Nukleotid-BLAST-Voranalyse innerhalb der NCBI-

Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) unterzogen, u.zw.

vor Importieren in die gyrB-Datenbank in ARB, wo die eigentliche
phylogenetische Analyse stattfand. Die Zugangsnummern der gyrB-

Sequenzen der in dieser Studie verwendeten Stdmme sind in Tabel-
le A angefiihrt.

pmoA-PCR-Kontrollprodukt

Eine interne positive Kontrolle, ein pmoA-PCR-Produkt aus
Methylosinus trichosporium OB3b, wurde in jeden Markierungs- und
Hybridisierungsversuch aufgenommen und anschlieBend zur Normali-
sierung der Ergebnisse verwendet. Die genomische DNA-Extraktion
und PmoA—PCR—Amplifikation erfolgten wie zuvor beschrieben
(Bodrossy et al., 2003). Das PCR-Produkt wurde unter Verwendung
eines PCR-Reinigungskits (QIAGEN, Hilden, Deutschland) nach An-
weisungen des Herstellers gereinigt. Die DNA-Konzentration wurde
unter Verwendung eines NanoDrop-Spektrophotometers (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE, USA) gemessen und auf eine Endkon-
zentration von 50 ng/pl eingestellt.

DNA-Markierung

Fir die sequenzspezifische Endmarkierung der Oligonukleotide
wurde ein modifiziertes Protokoll von Rudi und Mitarbeitern
(2003) angewendet. Nach der Reinigung wurden gyrB-PCR-Produkte
mit alkalischer Shrimp-Phosphatase (SAP) (Roche Diagnostics
GmbH, Penzbeg, Deutschland) behandelt, um verbleibende Nukleoti-
de zu dephosphorylieren. Proben bestehend aus 20 pl gereinigtem
PCR-Produkt (50 ng/ul), 2 pl Thermo Sequenase Reaktionspuffer
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) und 4 pl SAP (1 E/
ul) wurden bei 37°C 30 min lang inkubiert, gefolgt von 10 min
bei 95°C zur Inaktivierung der Enzymaktivit&t. Die SAP-behandel-
ten gyrB-PCR-Produkte wurden dann fir die zyklische Markierungs-
reaktion verwendet. Das pmoA-PCR-Kontrollprodukt wurde auf eine
Endkonzentration von 5 ng/pl weiter verdiinnt.

Zum Markieren wurde ein Set von revers komplement&ren Oligo-
nukleotiden, denen der 3'-terminale Cytosinrest fehlte, eigens
synthetisiert (VBC Genomics, Wien, Osterreich). Lyophilisierte
Oligonukleotide wurden auf eine Endkonzentratioﬂ‘von 100 pmol/ul
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geldst und bei -20°C aufbewahrt. Fiir die Markierungsreaktion wur-
de eine Oligonukleotidmischung ("RC-Mischung"), die jedes revers
komplementdre Oligonukleotid in einer Endkonzentration wvon 1
pmol/pl enthielt, hergestellt. Kompetitive Oligonukleotide wur-
den, wenn iUberhaupt, in derselben Konzentration zur RC-Mischung
zugegeben.

Das zyklische Markieren erfolgte in 10-pl-Aliquoten beste-
hend aus 1x Thermo-Sequenase-Reaktionspuffer, 10 ng SAP-behan-
deltem pmoA-PCR-Kontrollprodukt, 1 pmol von jedem revers komple-
mentdren Oligonukleotid, 10 pmol Tamra-ddCTP (PerkinElmer Life
and Analytical Sciences, Boston, MA, USA), je 10 pmol von ddATP,
ddTTP, ddGTP (Roche Diagnostics GmbH, Penzbeg, Germany), 3 E Taq
DNA-Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) oder 3,2 E Thermo
Sequenase (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) und 100 ng
SAP-behandeltem gyrB-PCR-Produkt. Die Reaktionsbedingungen waren
25 Zyklen zu 30 s bei 95°C, gefolgt von 75 s bei 60°C, ausge-
fiihrt in einem Thermozykler. Nach dem zyklischen Markieren wurden
Proben direkt, ohne weitere Reinigung, fiir die Hybridisierung
verwendet. Fir die Versuche zur Untersuchung der Moglichkeit ei-
ner Verwendung von bis zu 1000 verschiedenen Sonden wurden RC-
Oligos in einer Endkonzentration von 0,1 pmol/pl zugegeben. Die
Markierungsversuche wurden ebenfalls unter Verwendung aller vier
Nukleotide in Form von Tamra-markierten ddNTPs (PerkinElmer Life
and Analytical Sciences, Boston, MA, USA) in einer Endkonzentra-
tion von 10 pmol und unter Weglassen samtlicher gerduschdampfen-
der ddNTPs durchgefiihrt.

Enzym-Inaktivierung

Samtliche Versuche wurden unter Zugabe von Inaktivierungs-
mittel wdhrend des zyklischen Markierens (10 pl Reaktionsvolu-
men) und wahrend der Hybridisierung (210 pl Volumen)
durchgefihrt. Die Reaktionsvolumen wurden durch Einstellen des
zugesetzten dH,0-Volumens konstant gehalten. Die Inaktivierung
der Thermo Sequenase wurde mit 2 E alkalischer Shrimp-Phosphata-
se, 100 mg Proteinase K und 1 M Guanidinthiocyanat versucht.
Weiters wurde die Reinigung des markierten Target unter Verwen-
dung des Phenol/Chloroform-Verfahrens sowie von Microcon-YM-30-
R6éhrchen (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) untersucht.

Sensitivitéatstests

Zur Ermittlung der Detektionssensitivitdt der Mikroarray-
Analyse wurden Versuche mit sowohl kilinstlich gemischten Proben
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(die Target-Stamme in unterschiedlichen Verh&dltnissen enthiel-
ten) also auch mit Umweltproben, die mit 1% und 0,1% der anvi-
sierten Stamme versetzt wurden, durchgefiihrt.

Mikroarray-Hybridisierung

Die Hybridisierung wurde durchgefiihrt wie oben beschrieben
(Stralis-Pavese et al., 2004). Markierte Targets (10 pl) wurden
mit 200 pl Hybridisierungspuffer (vorerhitzt auf 65°C) gemischt.
Die Endkonzentration des Hybridisierungspuffers war 6xSSC, 1x-
Denhardt-Reagens (Sigma, St. Louis, MO, USA), 0,1% SDS. Die Hy-
bridisierung erfolgte iiber Nacht bei 55°C. Nach der Hybridisie-
rung wurden die Slides in einer Waschlosung mit 2xSSC und 0,1%
SDS 5 Minuten lang gewaschen, gefolgt von zwei Waschzyklen in
0,2xSSC 5 Minuten lang und einer abschliefenden Waschung in
0,1xSSC 5 Minuten lang, alle bei Raumtemperatur. Die Slides wur-
den mit einer Olfreien Druckluftpistole getrocknet und sofort
gescannt.

Scanning und Datenanalyse

Die Mikroarrays wurden in drei Rastern zum Mittelwert (at
three lines to average) und mit einer Aufldésung von 10 um unter
Verwendung eines Laserscanners GenePix 4000A (Axon Instruments,
Foster City, CA, USA) gescannt. Die PMT-Verstdrkung wurde so
eingestellt, dass die Spots unterhalb des Sattigungsniveaus ge-
scannt wurden. Die gescannten Bilder wurden als Mehrschicht-TIFF-
Bilder abgespeichert und mittels GenePix Pro 6.0 Software (Axon
Instruments, Foster City, CA, USA) analysiert. Microsoft Excel
wurde flir die statistische Analyse und Prdsentation der Ergeb-
nisse verwendet. Die Ergebnisse der Mikroarray-Hybridisierung
wurde auf das vom internen Kontroll-Oligonukleotid (Msi 294) er-
haltene Signal normalisiert und in Prozent ausgedrickt, wobei
100% dem Signal der Kontrollsonde entsprechen. Bei der Validie-
rung wurden jene Sonden als positiv angesehen, deren normalisier-
tes Signal mindestens 10% (des Kontrollsignals Msi 294) betrug.
Beispiel 2: Ergebnisse und Diskussion

Adaptation der Methodik

Die sequenzspezifische Endmarkierung von Oligonukleotiden
(SSELO) (Rudi et al., 1998; Rudi et al., 2003; Rudi et al.,
2002b), urspringlich flir Makroarrays auf Membranbasis entwickelt,
stellt eine signifikante Verbesserung der Nachweisgrenze von
MDMs dar, indem der Fokus der Markierung auf Regionen gelegt
wird, die tatsdchlich bei der Hybridisierung an den Mikroarray
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verwendet werden. Das Verfahrensprinzip ist in Fig. 4 gezeigt.
Einfang-Oligonukleotide werden auf dem Mikroarray immobilisiert.
Reverse Komplementire der Einfang-Oligos (RC-0Oligos) werden in
einer linearen Amplifikationsreaktion nach Verfiigbarkeit der
entsprechenden Target-Sequenz endmarkiert. Die gesamte Mischung
wird dann auf den Mikroarray hybridisiert, um die Sequenzen aus-
zusortieren, die markiert worden sind. Auf diese Weise wird die
Menge der markierten Nukleins&duren, insbesondere jene ohne wirk-
liche Einfangsonde auf dem Mikroarray, drastisch verringert. Und
damit der Grad an unspezifischer Hintergrund-Hybridisierung, der
die Detektionssensitivitdt einschrédnkende Hauptfaktor. Das se-
quenzspezifische Endmarkieren von Oligonukleotiden (SSELO) wurde
an Glas-Mikroarrays und zur Anwendung auf relativ komplexen Sys-
temen adaptiert.

Unter Verwendung von Thermo Sequenase wie im urspriinglichen
Protokoll wurden falschpositive Signale nachgewiesen, die offen-
sichtlich nichts mit der fiir die Markierung verwendeten DNA-Pro-
be zu tun hatten. Durch Substitution des Enzyms durch seinen
Wildtyp-Ahnen, der Tag-Polymerase (Vander Horn et al., 1997)
verschwanden alle diese falschpositiven Signale ohne Beeintrach-
tigung der Signalintensit&t. Interessanterweise versagten alle
versuchten Enzym-Inaktivierungsverfahren beim Ausschalten dieser
falschpositiven Signale. SchlieBlich wurde {iber eine Reihe von
Ausschlussversuchen festgestellt, dass nur vier Faktoren (nam-
lich Thermo Sequenase, Tamra-ddCTP, RC-Oligos und Einfang-Oli-
gos) fir das Auftreten von falschpositiven Signalen wesentlich
waren — nicht einmal der im Markierungsprotokoll verwendete
thermische Kreisprozess oder irgendeine Template-DNA waren not-
wendig. Fehlte einer dieser vier Faktoren, verschwand das Hybri-
disierungssignal. Ohne eine umfassende Erkl&rung fiir dieses Pha-
nomen finden zu wollen, sei gesagt, dass das Thermo-Sequenase-
Protokoll auf Nylonmembranen und Amino-Mikroarray-Oberfldchen
entwickelt und erfolgreich verwendet wurde (Rudi et al., 2002a;
Rudi et al., 2003). Beim vorliegenden Versuchsaufbau werden Al-
dehyd-Mikroarray-Oberfléchen verwendet, und es kénnen die Unter-
schiede in den chemischen und physikalischen Eigenschaften der
Oberfliache, die ridumliche Organisation der immobilisierten Oli-
gos und anschlieBende sterische Faktoren fiir diesen beobachteten
Effekt verantwortlich sein.

Es zeigte sich, dass die Spezifitdt des Assay in erster Li-—
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nie durch die Stringenz des Annealing-Schritts wdhrend der Mar-
kierung und nicht durch jene der anschlieBenden Hybridisierung
bestimmt wurde. Als optimale Annealing-Temperatur unter den an-
gewendeten Bedingungen erwiesen sich 60°C, darunter und dartber
begannen zunehmend falschpositive und -negative Ergebnisse zu er-
scheinen. Andererseits brachte eine Erhdhung der Hybridisierungs-
temperatur vom Standard (55°C) auf 60°C bei der Verwendung von
unter optimierten Bedingungen markierten Targets keine weitere
Verbesserung der Spezifitit. Insbesondere wurden auch nicht die
wenigen falschpositiven Signale beeinflusst. Die einzige Auswir-
kung war eine globale Absenkung der Intensit&t sd&mtlicher Signa-
le.

Einer der Mechanismen zur Verleihung von Spezifitdt im Mar-
kierungsschritt ist die Anwendung des markierten ddCTP in Kombi-
nation mit den anderen drei, unmarkierten ddNTPs (gerduschdamp-
fenden ddNTPs). Dadurch verringert sich die Chance einer uner-
warteten Hybridisierung des RC-Oligos an ein PCR-Produkt, das
ein markiertes Oligo liefert, um 75% (unter der Annahme einer
Zufallschance, dass das nichste Nukleotid in der 3'-Richtung auf
dem PCR-Produkt G ist, das als Template fur die Zugabe des mar-
kierten ddCTP dient). Dieses System schrdnkt jedoch die Moéglich-
keiten des Sondendesigns ernsthaft ein. Dadurch ist es moglich,
nur Sonden auszuwdhlen, wo das Nukleotid stromaufwdrts des RC-
Oligos ein Cytosin ist. Auch wenn das vorliegende Sondenset un-
ter Berilicksichtigung dieser Regel konzipiert wurde, wurde Uber-
prift, ob eine Relaxation desselben die Spezifitat beeintrachti-
gen wiirde. Eine Umweltprobe wurde unter Standardbedingungen so-
wie in einer modifizierten Reaktion, bel der alle vier dTNPs
markiert wurden, markiert. Die Ergebnisse bei Verwendung aller
vier Tamra-ddNTPs und keiner gerduschdédmpfenden ddNTPs zeigten
falschpositive Ergebnisse nur bei einer von 35 Sonden (ndmlich
Sal 1950).

Ein entscheidender Faktor bei der Bestimmung der potentiel-
len Leistung des Verfahrens ist die maximale Anzahl von Sonden,
die parallel verwendet werden koénnten. Im Standardprotokoll wer-
den 1 pl einer Mischung von RC-Oligonukleotiden mit 1 pmol/pl
Endkonzentration pro Oligo verwendet. Oligonukleotid-Stockl&sun-
gen haben iiblicherweise eine Konzentration von 100 pmol/ul, wo-
bei ein weiterer Anstieg derselben rasch zu einer instabilen
Losung und schlieBlich zu Ausf&llung, unglepchmifigemn Mischen
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etc. fihrt. So ist die maximale Anzahl von Sonden bei der ver-
wendeten Menge von RC-Oligos auf einen Bereich von 100 bis 200
beschrankt (beim vorliegenden Array und damit Markierungsverfah-
ren werden 35 Oligonukleotidsonden pro Assay verwendet). Eine
Verringerung der Menge von RC-Oligos von 1 auf 0,1 pmol brachte
jedoch keinen signifikanten Abfall der Signalintensitdt der ent-
sprechenden Spots, was zeigt, dass das Verfahren auf bis zu
1000-2000 verschiedene Oligonukleotide aufgestockt werden kénn-
te, mit der einzigen Einschrdnkung der zunehmenden Anzahl von
potentiellen Wechselwirkungen zwischen den Oligos.

Sondenset-Validierung

Das Sondenset wurde mit Reinkulturen von Referenzstammen va-
lidiert (Fig. 1). Von den 35 validierten Sonden zeigte nur eine
(ndmlich Prt 1882) falschnegative Hybridisierungsergebnisse. Das
lasst sich am ehesten durch die niedrige Tm (48,3°C) erkléaren,
die mit der Markierungstemperatur von 60°C unvereinbar war. Meh-
rere Sonden zeigten falschpositive Signale bei Non-Target-Stam-
men, die eine signifikante Sequenz-Ahnlichkeit mit den
entsprechenden Sonden aufwiesen (berechnete, gewichtete Nicht-
Ubereinstimmungen zwischen 1,0 und 2,7). Es wurde jedoch ein
kompetitives Oligonukleotidsystem entwickelt, mit dem dieses
Problem erfolgreich gelést wurde. Eine Ubersicht iiber die Vali-
dierungsdaten ist in Fig. 1 gegeben.

Kompetitive Oligonukleotide

Zur Unterdriickung von falschpositiven Signalen wurde eine
Reihe von kompetitiven Oligonukleotiden ("CO-Oligos") konstru-
iert und getestet. Kompetitive Oligonukleotide wurden als Varia-
tion eines RC-0Oligos konstruiert, das falschpositive Signale bei
Non-Target-Stdmmen zeigte. Die Sondensequenz wurde derart veran-
dert, dass eine neue Sonde konstruiert wurde, die perfekt zu dem
falschpositive Signale aufweisenden Stamm passte. Diese CO-0Oli-
gos sollten daher eine hohere Spezifit&t gegeniiber der zu einem
falschpositiven Signal fihrenden Sequenz aufweisen als die ent-
sprechenden RC-0Oligos. Zur Gewdhrleistung des gerduschddmpfenden
Merkmals wurden CO-0Oligos mit einer 3'-Phosphat-Modifikation
(VBC Genomics, Wien, Osterreich) synthetisiert. CO-0Oligos wurden
in derselben Konzentration wie die RC-Oligos in die Markierungs-
reaktion aufgenommen. Von den sieben kompetitiven Oligonukleoti-
den, die entwickelt wurden (Tabelle 3), dampften sechs das

falschpositive Signal, gegen das sie gerichtet waren. Fig. 3
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zeigt die Hybridisierungsprofile von E. cloacae, die mit und
ohne CO-0Oligos erhalten wurden. Eines der kompetitiven Oligos
(CO_1) versagte bei der vollstdndigen Dampfung des falschpositi-
ven Signals (d.h. unterhalb der Detektionsschwelle). Dennoch
wurde eine signifikante Schwdchung des Signals erreicht. Es sei
bemerkt, dass dies das stédrkste falschpositive Signal war, das
erhalten wurde. Weiters war es jenes, das aus der stdrksten Ahn-
lichkeit zwischen dem RC-0lio und der zum falschpositiven Signal
fiihrenden Sequenz resultierte (gewichteter Nichtiibereinstim-
mungswert 0,7) - und daher den geringsten Unterschied in den
Bindungsspezifititen fiir die CO- und RC-Oligos zeigte. Die An-
wendung der CO-0Oligos hatte keine statistisch signifikante Aus-
wirkung auf die spezifischen (d.h. erwarteten) Signale, die mit
den anvisierten Stammen erhalten wurden. Zusammengenommen zeig-
ten die Ergebnisse, dass die Anwendung von kompetitiven Oligonu-
kleotiden wahrend des Markierungsschritts die Spezifit&at signi-
fikant erhdhen konnen, ohne die Sensitivitidt zu beeintrdchtigen.

Tabelle 3: Set von kompetitiven Oligonukleotiden. Die Posi-
tionen von Nichtiibereinstimmungen mit der urspriinglichen Sonde
(RC-0Oligo, siehe Sequenz in Tabelle 1) sind mit GroRbuchstaben
vermerkt.

Seq ID NO|Name Sequenz - RC-Oligos L Fir Sonde ... Gegen ...
73C0_1 gcgegtaaageGegtgagatgac 23 [Prt 2152 Serratia marcescens
73C0 2 cagcgcgaAggCaaaattcace 22 |Eco_ 1402, Eco_1404 |Enterobacter cloacae
74C0_3 cagcgAgaTggCaaaattcace 22 |Eco_1402, Eco_1404 [Salmonella sp
79C0 4 gaachagaacaaAaccccgatce 23 lher 1374 erratia marcescens
76C0O_5 gccaagcagggGegeaac 18 |Aer_1984 Serratia marcescens
74C0_6 lagatgatatcggCgtggaagtggc | 24 [Yer 1740 Enterobacter cloacae, Serratia marcescer]
78C0_7 lagatgGtatcggCgtggaagtgge 24 [Yer_1740 Enterobacter cloacae
79C0 8 CAGTGGTTTCGGTGAAAGTGC 21 [Viuv 1694 ibrio cholerae
8§C0_9 gcgcgtaaagcacgtgadatgac 23 (Prt_2152 Vibrio sp, Aeromonas sp, Acinetobacter s,
CO 10 gcgegtaaageCegtgagatgac 23 |Prt 2152 P_seudomonas Sp
84CO_11  [gcgegtaaagclegtgagatgac 23 [Prt 2152 Vibrio sp

Sondensetentwicklung

Bei diesem Ansatz ist es nicht die Hybridisierung auf dem
Array, die in erster Linie die Sondenspezifit&t bestimmt, da
jede gespottete Sonde ihr perfektes revers komplementdres Gegen-
stiick trifft (entweder fluoreszierend markiert oder nicht). Das
bestatigte sich auch dadurch, dass praktisch die gleichen Hybri-
disierungsprofile bei einer Hybridisierungstemperatur von 55°C
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und von 60°C erhalten wurden (wie oben detailliert ausgefiihrt).
Der Spezifitat verleihende Schritt des Assays ist die zyklische
Markierung, die Verlingerung der RC-Oligos durch ein einziges
fluoreszierend markiertes Didesoxynukleotid. Daher ist die am
meisten kritische Region das 3'-Ende des Oligos, gefolgt von der
Mitte. Das zeigt sich in den Parameters zur Berechnung von ge-
wichteten Nichtiibereinstimmungen, die sich signifikant von den
Parametern unterscheiden, die fiir einen Ansatz verwendet werden,
bei dem die Hybridisierung auf dem Array den die Spezifitdt be-
stimmenden Schritt darstellt (Stralis-Pavese et al., 2004).
Daher liegt eine wesentliche Voraussetzung bei der Konstruk-
tion einer Sonde in der Feineinstellung des Sondensets derart,
dass ihr Verhalten kompatibel mit den Bedingungen der zyklischen
Markierungsreaktion ist und die Sonden eine ausreichende Unter-
scheidungskraft aufweisen. Es wurden drei wesentliche Richtlini-
en fir das Sondendesign definiert: i) eine Position der
diagnostischen Nichtiibereinstimmung(en) so nahe am 3'-Ende wie
méglich, ii) eine &hnliche Schmelztemperatur (wenn moéglich 60 +
2°C) und iii) eine &hnliche Sondenldnge (17-28 nt). Sonden, die
eventuell Haarnadelstrukturen oder 3'-Selbstdimere ausbilden,
welche sich zum Selbstprimen eignen koénnten, wurden vermieden.
Von Sonden-Target-Paaren mit gewichteten Nichtiibereinstimmungs-
werten (wMM) von bis zu 0,5 wurde erwartet, dass sie unter den
angewendeten Bedingungen eine positive Hybridisierung liefern.
Da, wie zu sehen war, die meisten der entwickelten Sonden erwar-
tete Hybridisierungsergebnisse lieferten, waren die fiir das Son-
dendesign festgelegten, urspriinglichen Richtlinien fiir diese
Anwendung tatsichlich angebracht. Die einzige Sonde, die falsch-
negative Ergebnisse lieferte, war na&mlich jene, die von diesen
Anforderungen am stdrksten abwich (Prt_1882, TM = 48,3°C).
In-silico-Vorhersagen zur Spezifit&t konnten jedoch nicht
immer experimentell bestdtigt werden. Mehrere Sonden mit wMM-

Werten zwischen 0,7 und 2,7 zeigten unerwartete ("falsche") posi-

tive Signale. Parameter zur Gewichtung von Nichtibereinstimmungen
kénnen zweifelsohne durch Beriicksichtigung dieser und weiterer
Ergebnisse verfeinert werden. Daraus kann sich eine hohere Er-
folgsrate von in-silico-Vorhersagen zur Spezifitdt ergeben.
Sensitivitat
Die Sensitivitdt von MDMs wird iblicherweise a}s die ge-
ringste relative H&ufigkeit der nachweisbaren Taféét—Gruppe (in-
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nerhalb der analysierten Gemeinschaft) definiert. Bei Berichten
liegt sie bei etwa 5% (Loy et al., 2002; Bodrossy et al., 2003;
Tiquia et al., 2004; Denef et al., 2003). Bei kurzen Oligosonden-
Arrays beruht diese Einschrédnkung darauf, dass das Target aus
(mehrere Hundert Nukleotide langen) markierten Nukleinsdurefrag-
menten besteht, die das gesamte amplifizierte Target-Gen lber-
spannen und das Potential fiir die Akkumulation von Hintergrund-
signalen aufgrund einer niedrigen Rate von unspezifischer Hybri-
disierung erhéhen. In der Praxis entwickelt jede Sonde bei Ver-
wendung dieser "konventionellen" Ansdtze ein schwaches
Hintergrundsignal von etwa 1-5% gegeniiber dem maximal erzielba-
ren Signal (Bodrossy & Sessitsch, 2004). Durch Schwerpunkt-Mar-
kieren nur der von den jeweiligen Sonden anvisierten Region wird
beim SSELO-Ansatz dieses Hintergrundsignal minimiert.

Versuche mit Umwelt-DNA aus gewdhnlicher Gartenerde, die of-
fensichtlich frei von den durch den vorliegenden Mikroarray an-
visierten Bakterien war, zeigten fast kein nachweisbares Signal
an den Sonden des Arrays. Eine sorgfaltige Analyse ergab, dass
das stiarkste Signal, das an einer der Sonden nachgewiesen wurde,
immer noch geringer als 0,1% des wédhrend der Validierung erhal-
tenen Signals (d.h. des maximalen Signals der Sonde) war. Bei
Versetzen derselben Boden-DNA mit 0,1% Vibrio cholerae fihrte
die DNA zu deutlich nachweisbaren Signalen bei zwei der vier V.-
cholerae-Sonden (Fig. 2). Ahnliche Resultate wurden mit E. coli,
in Boden-DNA hineingemischt, sowie mit kiinstlichen Mischungen
von reinen genomischen DNAs erzielt.

Wahrend der Array-Validierung mit Reinkulturen wurden einige
Stellen von detektierbarer Querhybridisierung nachgewiesen, von
denen die meisten durch die Anwendung von kompetitiven Oligos
angesprochen wurden. Dadurch erhtht sich jedoch die Moglichkeit,
dass solche schwache Querhybridisierungen mit Signalen von wenig
hiufigen Bakterien verwechselt werden. Solche Signale zeigten
sich jedoch nur wdhrend der Validierung und beim Versetzen von
Umweltproben mit einem Pathogen in einem verniinftigen Verhdltnis
(ndmlich >1%) - d.h. bei Anwesenheit einer anvisierten Sequenz
mit hoher Hiufigkeit. Die schwachen falschpositiven Signale in
diesen Fallen gingen auf die fiir dieses Pathogen mit hoher Hau-
figkeit spezifische(n) Sonde(n) zuriick, die auf spezifische Wei-
se markiert war(en), aber eine leicht unspezifische Hybridisie-
rung zeigte(n). Solche potentiellen Unsicherheitern konnen durch
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wiederholtes Markieren und Hybridisieren, aber Weglassen der fir
das bzw. die in starker Haufigkeit nachgewiesene(n) Pathogen(e)
spezifischen RC-Oligos aus der Markierungsmischung behoben wer-
den. Daher wird fiir Umweltanwendungen ein Ansatz in zwei Schrit-
ten vorgeschlagen, namlich zuerst das Analysieren der gesamten
Gemeinschafts-DNA mit einem vollstdndigen Sondenset und an-
schliefend das neuerliche Analysieren der Probe mit einem Son-
denset, das keine Sonden fiir hdufig auftretende Arten enthdlt.
Die Sensitivitidt der BAnalyse wird auch durch die inh&renten sys-
tematischen Fehler bei der PCR-Amplifikation des gyrB-Gens be-
einflusst.

Proof-of-Concept

Die Anwendbarkeit des Mikroarrays wurde auch durch Analysie-
ren zweier archivierter Veterindrproben (mit freundlicher Geneh-
migung von Clyde Hutchinson, Institute of Zoology, London, UK)
unter Beweis gestellt. Die beiden Proben waren pathologische
Stuhlproben von einem Hafendelfin und einem Grinling, die beide
pathologische Symptome einer Salmonelleninfektion zeigten. Der
Mikroarray lieB bei beiden Proben die Anwesenheit von Salmonella
sowie ein geringeres, aber deutliches Signal fiir Vibrio cholera
erkennen. Leider konnte der zweite Befund nicht durch Versuche
auf Basis einer Kultivierung bestidtigt werden, weil die Lagerung
der Proben kein langes Uberleben der Bakterien zulieB. Vibrio-
Signale wurden jedoch bei keiner Hybridisierung mit Referenz-
stdmmen und Kontrollhybridisierungen mit Umgebungs-DNA gefunden,
was stark dafir spricht, dass bei beiden Proben tats&dchlich eine
Mischinfektion mit Salmonellen und Vibrio gegeben war. Sogar
diese vorlaufigen Ergebnisse zeigen das Potential von Parallel-
Screening fiir multiple Pathogene auf, indem neue, wertvolle In-
formationen iiber verschiedene Aspekte der Okologie, Diversitat,
Wechselwirkungen und Epidemiologie von bakteriellen Pathogenen

geliefert werden.

Zusammenfassung

Verfahren zur Detektion und Identifikation von pathogenen
Bakterien miissen in den meisten Fidllen sehr spezifisch und hoch-
sensitiv sein. Die Kombination eines einzigartigen Markierungs-
verfahrens (SSELO, sequenzspezifische Endmarkierung von Oligo-
nukleotiden), eines Housekeeping-Gens mit einer robusten phylo-
genetischen Auflésung auf Artenniveau (gyrB), einer Mikroarray-

Technologie und des Konzepts von kompetitiven Oligos wahrend der
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Markierung fiihrte zu einem hochspezifischen Verfahren mit signi-
fikant verbesserter Sensitivitat (0,1% der gesamten analysierten

Mikrobengemeinschaft), das sehr komplexe Mikrobengemeinschaften
ansprechen kann.
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Patentanspriche:

1. Set von Oligonukleotiden, die spezifisch fiir das gyrB-Gen ei-
nes Mikroorganismus sind, dadurch gekennzeichnet, dass mindes-
tens ein Oligonukleotid eine Sequenz SEQ ID NOs 1 bis 71, oder
ein Fragment einer Sequenz SEQ ID NOs 1 bis 71 mit 14 bis 30 Nu-
kleotiden, mit gegebenenfalls 1 oder 2 Punktmutation(en), auf-
weist.

2. Set nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens
ein Oligonukleotid eine vollstdndige Sequenz SEQ ID NOs 1 bis 71
aufweist.

3. Set nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass je-
des Oligonukleotid spezifisch flir das gyrB-Gen eines Mikroorga-
nismus ist und das Set Oligonukleotide umfasst, die spezifisch

fir mindestens zwei Mikroorganismen verschiedener Gattungen sind.

4, Set nach einem der Anspriche 1bbis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass die Oligonukleotide Sequenzen ausgewdhlt aus mindestens
zwei, bevorzugter mindestens 10, am meisten bevorzugt mindestens
30, verschiedenen Sequenzen SEQ ID NOs 1 bis 71 umfassen.

5. Set von Oligonukleotiden bestehend aus Oligonukleotiden, die
komplementdr revers iu'den Oligonukleotiden des Sets nach einem
der Anspriiche 1 bis 4 sind, und gegebenenfalls weiteren Oligo-
nukleotiden.

6. Set nach einem der Anspriche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet,
dass die Oligonukleotide markiert sind.

7. Fester Trdger, worin die Oligonukleotide des Sets nach einem
der Anspriiche 1 bis 6 oder Oligonukleotide, die komplementdr re-
vers zu den Oligonukleotiden des Sets nach einem der Anspriiche 1
bis 6 sind, auf dem festen Tr&dger immobilisiert sind.

8. Fester Trdger nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass
verschiedene Oligonukleotide jeweils an verschiedenen Spots auf
dem festen Trdger immobilisiert. —
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9. Fester Trdger nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet,
dass er einen Mikroarray bildet. '

10. Fester Tr&dger nach einem der Anspriche 7 bis 9, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der feste Trager eine Aldehyd-Oberfl&dche auf-
weist.

11. Verfahren zur Identifikation eines Mikroorganismus, umfas-

send das

i) Vorsehen von DNA des gyrB-Gens des Mikroorganismus,

ii) Hybridisieren der gyrB-DNA mit dem Set nach einem der An-
spriche 1 bis 6 oder dem festen Trdger nach einem der An-
spriiche 7 bis 10, worin die Oligonukleotide unter
stringenten Bedingungen immobilisierte Sonden bilden, ~

iii) gegebenenfalls Markieren von hybridisierten Oligonukleoti-
den,

iv) Sichtbarmachen von hybridisierten Oligonukleotiden.

12. Verfahren zum Identifizieren eines Mikroorganismus, umfas-

send das

a) Vorsehen des Sets von fir das gyrB-Gen des Mikroorganismus
spezifischen Oligonukleotiden nach einem der Anspriliche 1
bis 6,

b) Vorsehen eines Tragers mit immobilisierten Sonden, welche
Sonden unter stringenten Bedingungen an die Oligonukleotide
hybridisieren k&nnen, ,

c) Vorsehen einer Probe von Mikroorganismus-DNA oder -RNA, die
vorzugsweise mittels PCR, am meisten bevorzugt mittels filir
das gyrB-Gen spezifischer PCR, amplifiziert wird,

d) Hybridisieren der Oligonukleotide mit der Probe unter strin-
genten Bedingungen,

e) Markieren von hybridisierten Oligonukleotiden,

f) Hybridisieren der Oligonukleotide gegen die Sonden auf dem
Trdger unter stringenten Bedingungen,

g) Sichtbarmachen der an die Sonden gebundenen, markierten Oli-
gonukleotide.

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die

Sonden die revers komplementdren Sequenzen der Oligonukleotide

und vorzugsweise einen Linker zum Binden an den Trager umfassen.
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14. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 13, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Trdger und die immobilisierten Sonden
einen Mikroarray bilden.

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 14, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Markierung durch Zugabe von mindestens
einem markierten ddNTP, vorzugsweise ddCTP, erfolgt.

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 15, dadurch ge-
kennzeichnet, dass wdhrend einer Hybridisierung kompetitive Oli-
gonukleotide anwesend sind, die sich von den Oligonukleotiden
des Sets durch mindestens eine Nichtiibereinstimmung, vorzugswei-
se 1 bis 6 Nichtiibereinstimmungen, am meisten bevorzugt 1 bis 3
Nichtibereinstimmungen, unterscheiden.

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass die
kompetitiven Oligonukleotide eine Markierung nicht binden koénnen
und vorzugsweise eine 3'-Phosphatmodifikation haben, die mit der
Nukleotid-Additionsreaktion unvereinbar ist.

18. Verfahren nach Anspruch 16 oder 17, dadurch gekennzeichnet,
dass die kompetitiven Oligonukleotide mindesten eine, vorzugs-
weise mindestens drei, am meisten bevorzugt mindestens sechs,
verschiedene Sequenzen ausgewdhlt aus SEQ ID NOs 72 bis 82 auf-
weisen.

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 18, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Mikroorganismus ein Pathogen ist.

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass das
Pathogen ausgewdahlt ist aus E. coli, Shigella spp, Salmonella
spp, A. hydrophila, V. cholerae, M. avium, M. tuberculosis, H.
pylori, P. mirabilis, Y. enterocolitica und C. jejuni.

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 20, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Schritte i) bis iv) oder a) bis g) einer
ersten Analyse in mindestens einer zweiten Analyse mit einem Set
von Oligonukleotiden ohne Oligonukleotide fir Mikroorganismen,
die in einer friiheren Analyse verwendet wurden, wiederholt wer-
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den.

22. Verfahren nach einem der Anspriche 11 bis 21, dadurch ge-
kennzeichnet, dass mindestens 10, vorzugsweise mindestens 30, am
imeisten bevorzugt mindestens 70, verschiedene Sonden auf dem
Trager immobilisiert werden.

23. Verfahren nach einem der Anspriche 11 bis 22, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Sonden auf dem Trdger (eine) Sequenz(en)
ausgewdahlt aus mindestens einer, bevorzugter mindestens 10, am
meisten bevorzugt mindestens 30, verschiedenen Sequenzen aufwei-
sen, die komplementdr revers zu SEQ ID NOs 1 bis 71 sind.
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Fig. 1
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Fig. 4
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Patentanspriiche:

1. Set von Oligonukleotiden, die spezifisch fiur das gyrB-Gen ei-
nes Mikroorganismus sind, dadurch gekennzeichnet, dass mindes-
tens ein Oligonukleotid eine Sequenz SEQ ID NOs 1 bis 69, oder
ein Fragment einer Sequenz SEQ ID NOs 1 bis 69 mit mindestens 14
Nukleotiden, mit gegebenenfalls 1 oder 2 Punktmutation(en), so-

wie komplementire reverse Sequenzen hierzu, aufweist.

2. Set nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens
ein Oligonukleotid eine vollstdndige Sequenz SEQ ID NOs 1 bis 69
aufweist.

3. Set nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass je-
des Oligonukleotid spezifisch fiir das gyrB-Gen eines Mikroorga-
nismus ist und das Set Oligonukleotide umfasst, die spezifisch

fiir mindestens zwei Mikroorganismen verschiedener Gattungen sind.

4. Set nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass die Oligonukleotide Sequenzen ausgewdhlt aus mindestens
zwei, bevorzugter mindestens 10, am meisten bevorzugt mindestens
30, verschiedenen Sequenzen SEQ ID NOs 1 bis 69 umfassen.

5. Set nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass Set die komplementdr reversen Sequenzen umfasst.

6. Set nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet,
dass die Oligonukleotide markiert sind.

7. Fester Trédger, worin die Oligonukleotide des Sets nach einem
der Anspriiche 1 bis 6 oder -Oligonukleotide, die komplementar re-
vers zu den Oligonukleotiden des Sets nach einem der Anspriiche 1

bis 6 sind, auf dem festen Trdger immobilisiert sind.

8. Fester Tridger nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass

verschiedene Oligonukleotide jeweils an verschiedenen Spots auf

dem festen Tr&dger immobilisiert sind.

9. Fester Trager nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet,
dass er einen Mikroarray ist. .
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10. Fester Trager nach einem der Anspriiche 7 bis 9, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der feste Tridger eine Aldehyd-Oberflache auf-
weist.

11. Verfahren zur Identifikation eines Mikroorganismus, umfas-

send das

i) Vorsehen von DNA des gyrB-Gens des Mikroorganismus,

ii) Hybridisieren der gyrB-DNA mit dem Set nach einem der An-
spriiche 1 bis 6 oder dem festen Tréger nach einem der An-
spriiche 7 bis 10, worin die Oligonukleotide unter
stringenten Bedingungen immobilisierte Sonden bilden,

iii) gegebenenfalls Markieren von hybridisierten Oligonukleoti-
den,

iv) Sichtbarmachen von hybridisierten Oligonukleotiden.

12. Verfahren zum Identifizieren eines Mikroorganismus, umfas-

send das

a) Vorsehen des Sets von fiir das gyrB-Gen des Mikroorganismus
spezifischen Oligonukleotiden nach einem der Anspriiche 1
bis 6,

b) Vorsehen eines Trigers mit immobilisierten Sonden, welche
Sonden unter stringenten Bedingungen an die Oligonukleotide
hybridisieren kd&nnen,

c) Vorsehen einer Probe von Mikroorganismus-DNA oder -RNA, die
vorzugsweise mittels PCR, am meisten bevorzugt mittels fur
das gyrB-Gen spezifischer PCR, amplifiziert wird,

- d) Hybridisieren der Oligonukleotide mit der Probe unter strin-
genten Bedingungen,

e) Markieren von hybridisierten Oligonukleotiden,

f) Hybridisieren der Oligonukleotide gegen die Sonden auf dem
Triager unter stringenten Bedingungen,

g) Sichtbarmachen der an die Sonden gebundenen, marklerten 0li-
gonukleotide.

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die
Sonden die revers komplementiren Sequenzen der Oligonukleotide

und vorzugsweise einen Linker zum Binden an den Trdger umfassen.

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 13, dadurch ge-
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kennzeichnet, dass der Trager und die immobilisierten Sonden ein
Mikroarray ist.

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 14, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Markierung durch Zugabe von mindestens
einem markierten ddNTP, vorzugsweise ddCTP, erfolgt.

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 15, dadurch ge-
kennzeichnet, dass wdhrend einer Hybridisierung kompetitive Oli-
gonukleotide anwesend sind, die sich von den Oligonukleotiden
des Sets durch mindestens eine Nichtiibereinstimmung, vorzugswei-
se 1 bis 6 Nichtibereinstimmungen, am meisten bevorzugt 1 bis 3
Nichtibereinstimmungen, unterscheiden.

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass die
kompetitiven Oligonukleotide eine Markierung nicht binden kénnen
und vorzugsweise eine 3'-Phosphatmodifikation haben, die mit der
Nukleotid-Additionsreaktion unvereinbar ist.

18. Verfahren nach Anspruch 16 oder 17, dadurch gekennzeichnet,
dass die kompetitiven Oligonukleotide mindesten eine, vorzugs-
weise mindestens drei, am meisten bevorzugt mindestens sechs,

verschiedene Sequenzen ausgewdhlt aus SEQ ID NOs 72 bis 82 auf-
weisen.

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 18, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Mikroorganismus ausgewahlt ist aus E.
coli, Shigella spp, Salmonella spp, A. hydrophila, V. cholerae,

M. avium, M. tuberculosis, H. pylori, P. mirabilis, Y. enteroco-
litica und C. jejuni.

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 19, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Schritte i) bis iv) oder a) bis g) einer
ersten Analyse in mindestens einer zweiten Analyse mit einem Set
von Oligonukleotiden ohne Oligonukleotide fiir Mikroorganismen,

die in einer fritheren Analyse verwendet wurden, wiederholt wer-
den.

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 20, dadurch ge-

kennzeichnet, dass mindestens 10, vorzugsweise mihdestens 30, am
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meisten bevorzugt mindestens 70, verschiedene Sonden auf dem
Triger immobilisiert werden.

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 21, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Sonden auf dem Tr&dger (eine) Sequenz(en)
ausgewdhlt aus mindestens einer, bevorzugter mindestens 10, am
meisten bevorzugt mindestens 30, verschiedenen Sequenzen aufwei-

sen, die komplementdr revers zu SEQ ID NOs 1 bis 69 sind.
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