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Kurzfassung 

Die Entdeckung von Antibiotika ist einer der größten Meilensteine der modernen Medizin. Doch die 

fortschreitende antimikrobielle Resistenz, unter anderem hervorgerufen durch falsche Anwendung oder 

Mutationen, wird immer mehr zum Problem. Hinzu kommt, dass seit den 1980er Jahren nur wenige neue 

Wirkstoffe entdeckt wurden, die sich als klinisch nutzbare Antibiotika eignen. Heute wird sich hauptsächlich 

auf die Optimierung und Kombination bereits bekannter Verbindungen konzentriert. 

Die Abteilung MISG des Helmholtz Zentrum für Infektionsforschung (HZI) in Braunschweig konzentriert sich 

auf die taxonomische Charakterisierung von Actinobacteria und Myxobacteria aus ungewöhnlichen Habitaten 

(darunter beispielsweise Schnecken, Austern oder vernachlässigte Habitate) mit dem Ziel, bisher unbekannte 

Spezies zu entdecken, die sich als Produzenten von Antibiotika eignen. Im Zuge dessen wurden vier Stämme 

der Klasse Actinobacteria, namentlich 194933CR, 195335CR, 195338CR und 194522CSAM, von Dr. 

Chandra Risdian aus indonesischen Bodenproben isoliert, die auf der Insel Bali von einer touristisch genutzten 

Parkanlage genommen wurden. Anhand von genomischen Analysen waren diese am nächsten mit den 

Gattungen Streptomyces und Actinophytocola verwandt.  

Es wurde damit begonnen, diese vier Stämme aus der -80 °C kalten Gefriertruhe, in der sie in Glycerin gelagert 

wurden, zu reaktivieren und für die folgende taxonomische Charakterisierung zu kultivieren. Zu diesen 

Analysen gehörten unter anderem die 16S rRNA-Gen-Sequenzierung mit Erstellung des phylogenetischen 

Baumes, morphologische Charakterisierungen und Kultivierung auf verschiedenen Agar-Medien, ebenso wie 

physiologische und chemotaxonomische Charakterisierungen. Die physiologische Charakterisierung umfasste 

die Bestimmung der Salztoleranz und der Kohlenhydratverwertung, den pH-Toleranztest und Temperatur-

Toleranztest, sowie den biochemischen API® Test. Zu der chemotaxonomischen Charakterisierung gehörten 

die Analysen der Zellwand auf Phospholipide, Aminosäuren, Zucker, Menachinone und Fettsäuren. 

Nachdem die vier Stämme taxonomisch charakterisiert wurden, wurden sie mit den nächsten verwandten 

Spezies anhand der Ergebnisse der 16S rRNA-Gen-Sequenzierung und des phylogenetischen Baumes 

verglichen. Hierbei ergab sich, dass die Proben 195335CR und 195338CR zu 100% dieselbe genomische 

Sequenz besitzen. Für 194933CR war die ähnlichste Spezies sowohl nach der 16S rRNA-Gen-Sequenzierung 

als auch des phylogenetischen Baumes Actinophytocola oryzae (98,14%). Für die Stämme 195335CR und 

195338CR waren es Streptomyces griseocarneus (98,64%) und Streptomyces bambusae (98,57%). Der Stamm 

194522CSAM war genetisch am weitesten entfernt von seinem nächsten Verwandten und wurde mit den 

Spezies Streptomyces sannanensis (98,27%) und Streptomyces lushanensis (98,19%) verglichen. 

Informationen zu den fünf Vergleichsstämmen wurden aus wissenschaftlichen Publikationen und dem Wink 

Kompendium der Deutschen Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) gesammelt. Da hier 

viele Ergebnisse zu diversen Analysen fehlten, war ein aussagekräftiger Vergleich leider nicht möglich. 

Trotzdem wurden teilweise deutliche Unterschiede zu den Vergleichsstämmen festgestellt. Um einen 

möglichst genauen Vergleich zu ermöglichen, hätten die Vergleichsstämme parallel und unter denselben 

Bedingungen und Methoden zu den vier Stämmen analysiert werden müssen. Eine Analyse auf die gesamte 

genomische Sequenz kann ebenfalls einen endgültigen Nachweis geben, ob es sich bei den untersuchten 

Stämmen um bereits bekannte Bakterienspezies handelt. Im Hinblick auf die sich ausbreitende antibakterielle 

Resistenzbildung ist die Suche nach bisher unentdeckten Bakterienspezies, welche eventuell Produzent eines 

neuartigen antibiotisch wirksamen Wirkstoffes sind, unverzichtbar.
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Abstract 

The discovery of antibiotics is one of the greatest milestones of modern medicine. But the ongoing 

antimicrobial resistance, amongst other things caused by incorrect use or mutations, is becoming more and 

more of a problem. In addition, since the 1980s only a few new compounds have been discovered that are 

suitable as clinically useful antibiotics. Today the focus is mainly on optimizing and combining already known 

compounds. 

The MISG department of the Helmholtz Centre for Infection Research (HZI) in Braunschweig focuses on the 

taxonomic characterization of Actinobacteria and Myxobacteria from unusual habitats (for example snails, 

oysters or neglected habitats) with the aim of discovering previously unknown species that are producers of 

antibiotics. In the course of this, four strains of the class Actinobacteria, named 194933CR, 195335CR, 

195338CR and 194522CSAM, were isolated by Dr. Chandra Risdian from Indonesian soil samples, that were 

taken from a tourist park on the island of Bali. Based on genomic analyses, they were most closely related to 

the genera Streptomyces and Actinophytocola.  

At first, these four strains were reactivated from the -80 °C freezer, in which they were stored in Glycerol, to 

cultivate them for the following taxonomic characterization. The various analyses included 16S rRNA gene 

sequencing with the construction of the phylogenetic tree, morphological characterizations and cultivation on 

different agar media, as well as physiological and chemotaxonomic characterizations. The physiological 

characterization included the determination of salt tolerance and carbohydrate utilization, the pH tolerance test 

and temperature tolerance test, as well as the biochemical API® test. The chemotaxonomic characterization 

included the analysis of the cell wall for phospholipids, amino acids, sugar, menaquinones and fatty acids. 

After taxonomic characterization, the four strains were compared with the closest related species based on the 

results of 16S rRNA gene sequencing and the phylogenetic tree. It was found that the strains 195335CR and 

195338CR have 100% the same genomic sequence. For 194933CR the most similar species according to both 

16S rRNA gene sequencing and the phylogenetic tree was Actinophytocola oryzae (98.14%). For the strains 

195335CR and 195338CR it was Streptomyces griseocarneus (98.64%) and Streptomyces bambusae 

(98.57%). The strain 194522CSAM was genetically furthest from its closest relative and was compared to the 

species Streptomyces sannanensis (98.27%) and Streptomyces lushanensis (98.19%). 

Information on the five comparison strains was collected from scientific publications and the Wink 

Compendium of the German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ). Because many results 

for various analyses were missing here, a meaningful comparison was unfortunately not possible. Even though, 

some significant differences to the comparison strains were found. In order to get the most accurate comparison 

possible, the comparison strains should have been analysed parallelly to the four strains under the same 

conditions and methods. An analysis of the entire genomic sequence can also provide definitive evidence as 

to whether the examined strains are already known bacterial species. Regarding the ongoing antimicrobial 

resistance, the search for yet undiscovered bacterial species, which may be producers of a new type of antibiotic 

active compounds, is very important. 
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1 Einleitung 

Erreger, die eine zunehmende antimikrobielle Resistenz (AMR) gegenüber häufig genutzten Antibiotika 

entwickelt haben, stellen eine erhebliche Gesundheitsbedrohung dar, da durch sie Infektionen oft nicht mehr 

allein durch eine herkömmliche Antibiotika-Verschreibung behandelt werden können. Die Resistenzbildung 

kommt in der Umwelt natürlich vor, tritt aber konzentriert in Krankenhäusern, dem Behandlungsort vieler 

Infektionen, auf. Eine Behandlung mit verschiedenen Antibiotika fördert die Bildung von multiresistenten 

Erregern (MRE), wie beispielsweise bei Staphylococcus aureus. Dies führt zu einem steigenden Bedarf an 

immer neuen Antibiotika, die eine effektive Behandlung gegen diese multiresistenten Erreger ermöglichen. 

Actinobacteria, insbesondere die Gattung Streptomyces, sind Ursprung einer Vielzahl klinisch genutzter 

Antibiotika und haben daher ein hohes Potential zur Entdeckung neuer Antiinfektiva. Hierzu wird in noch 

wenig erforschten Gebieten nach bisher unentdeckten Spezies gesucht. Organismen, die in besonderen 

Habitaten leben, stehen häufig unter erheblichen Überlebensproblemen durch beispielsweise Nährstoffmangel, 

hohe Temperaturen oder niedrige pH-Werte. Durch diese besonderen Bedingungen kann es dazu kommen, 

dass die dort lebenden Bakterien bisher unbekannte bioaktive Verbindungen produzieren, welche ihnen ein 

Überlebensvorteil gegenüber Konkurrenten verschaffen kann. Diese unbekannten bioaktive Verbindungen 

können möglicherweise Wirkstoffe für neue klinisch nutzbare Antibiotika sein. Die vier in dieser Arbeit 

untersuchten Stämme wurden aus Bodenproben isoliert, welche von der indonesischen Insel Bali aus einer 

touristisch genutzten Parkanlage genommen wurden. Sie gehören zu der Klasse Actinobacteria und sollen 

mittels diverser Methoden zur taxonomischen Charakterisierung analysiert und anschließend mit nah 

verwandten Stämmen verglichen werden. 

1.1 Antibiotika 

Unter dem Begriff Antibiotika versteht man im Allgemeinen antimikrobielle Substanzen, die als Arzneimittel 

zur Behandlung bakterieller Infektionen eingesetzt werden. Sie sind ein natürliches Stoffwechselprodukt, 

welches von Pilzen und Bakterien hergestellt wird, um sich vor möglichen Konkurrenten zu schützen. Bereits 

geringe Konzentrationen können das Wachstum anderer Mikroorganismen hemmen oder diese ganz abtöten. 

(Patienten-Information.de, 2016) 

Antibiotika werden generell in zwei Klassen unterteilt. Es gibt jene, die Bakterien vollständig abtöten 

(bakterizid, z.B. Penicillin oder Streptomycin) und jene, die die Vermehrung von Bakterien hemmen 

(bakteriostatisch, z.B. Sulfanilamid oder Tetracyclin). Antibiotika wirken entweder direkt am Erbgut oder an 

der Zellwand, wodurch es zu Beeinträchtigungen vieler wichtiger Funktionen am Wirkungsort kommen kann, 

darunter beispielsweise einer Hemmung der Proteinproduktion an den Ribosomen, Fehlern bei der 

Chromosomenverdopplung und der Transkription von Genen oder zu einer Hemmung des Primärstoffwechsels 

und der Zellwandbildung. (Robert Koch Institut, 2019) 

Schon vor über 3.000 Jahren wurden in Ägypten infizierte Wunden mit von Schimmelpilzen befallenem Brot 

behandelt. Den Einzug in die moderne Medizin fanden Antibiotika jedoch erst mit der Einführung von 

Penicillin in den 1940er Jahren. Dieser Schritt gilt als einer der größten Fortschritte der therapeutischen 

Medizin und läutete den Beginn des Antibiotika-Zeitalters ein. Vor der Einführung von Antibiotika gab es 

kaum Behandlungsmöglichkeiten für Infektionen wie Lungenentzündungen, Gonorrhoe oder 

Blutvergiftungen. Alexander Fleming (1881-1955) entdeckte nach seiner Rückkehr aus dem Urlaub im Jahr 
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1928 auf einer seiner Petrischalen, auf denen Kulturen von Staphylokokken1 wuchsen, Schimmelpilzklumpen2, 

die das Bakterienwachstum hemmten. Doch es gestaltete sich als sehr schwierig, reines Penicillin aus dem 

Schimmelpilzsaft zu gewinnen. So wurde erst im Jahr 1941 der erste Mensch mit Penicillin behandelt. Der 

Mann, der eine lebensbedrohliche Infektion mit Abszessen in Gesicht, Augen und Lunge hatte, erholte sich 

binnen weniger Tage in bemerkenswerter Weise. Als die Vorräte an Medikamenten jedoch zur Neige gingen, 

verstarb er wenige Tage darauf. Die Produktion von Penicillin konnte aber während des zweiten Weltkrieges 

enorm gesteigert werden. Während im Jahr 1943 21 Milliarden Einheiten Penicillin hergestellt wurde, waren 

es 1944 bereits 1.663 Milliarden Einheiten und im Jahr 1945 mehr als 6,8 Billionen Einheiten, welche vielen 

verwundeten Soldaten das Leben rettete. (American Chemical Society, 1999) 

1.1.1 Entstehung von Antibiotika Resistenzen 

Bereits im Jahr 1945 warnte Alexander Fleming in seiner „Nobel lecture“ davor, dass Bakterien gegen 

Medikamente wie das von ihm entdeckte Penicillin resistent werden könnten, wenn das Arzneimittel nicht in 

ausreichender Menge eingenommen würde und dadurch Bakterien überleben können, die anschließend 

resistent gegen den Wirkstoff wären. (Fleming, 1945) 

Seit mehreren Jahrzehnten ist die antimikrobielle Resistenzbildung eine steigende Bedrohung für eine 

wirksame Behandlung von einer zunehmenden Zahl von Infektionen, die durch Bakterien, Pilze, Viren oder 

Parasiten verursacht werden. Sie führen zu einer verminderten Wirksamkeit von antibakteriellen, 

antimykotischen, antiviralen und antiparasitären Arzneimitteln, was die Behandlung von Patienten schwierig, 

kostspielig oder sogar ganz unmöglich machen kann. Das Ausmaß des weltweiten Problems und die 

Auswirkungen von antimikrobiellen Resistenzen auf die menschliche Gesundheit, die Kosten für den 

Gesundheitssektor und die allgemeinen gesellschaftlichen Auswirkungen sind noch weitgehend unklar. 

(WHO, 2014) 

Eine der häufigsten Ursachen für die Resistenzbildung gegenüber Antibiotika sind Mutationen des bakteriellen 

Erbguts. Bakterien vermehren sich durch Zellteilung, wofür sie Kopien ihres Erbguts in Form von DNA 

anfertigen müssen. Zu einer Mutation kann es kommen, wenn beim Kopieren der DNA Fehler auftreten, und 

so einzelne Abschnitte im Genom verändert werden. Viele dieser Mutationen haben keine Auswirkung auf die 

Bakterien, manche aber können dazu führen, dass die Bakterien Mechanismen ausbilden, durch welche sie die 

Anwesenheit von Antibiotika tolerieren und sich problemlos weitervermehren können. (Bundesamt für 

Gesundheit, 2019) Bakterien haben eine Vielzahl verschiedener Mechanismen entwickelt, um resistent 

gegenüber Antibiotika zu werden. Ein Mechanismus besteht beispielsweise in der Modifizierung ihrer 

Zellwand, sodass diese undurchlässig für das Antibiotikum wird. Durch eine enzymatische Inaktivierung wird 

dem Antibiotikum eine Phosphatgruppe zugefügt, durch welche sie nicht mehr in der Lage sind, sich an 

Ribosomen, ihrem Wirkungsort, zu binden. Die Entwicklung von besonderen Pumpmechanismen ermöglicht 

es Bakterien, unerwünschte Moleküle, wie beispielsweise Antibiotika, aus dem Inneren der Zelle zu pumpen. 

(Schmitz) 

Ein weiterer Grund der Resistenzbildung ist dem Erfolg der Antibiotika geschuldet. Ihre Wirksamkeit und die 

gute Verfügbarkeit haben zu einer Überbeanspruchung und zum Missbrauch des Wirkstoffes geführt. So kann 

es vorkommen, dass Antibiotika zu häufig oder sogar unnötigerweise verschrieben werden, beispielsweise bei 

 
1 Staphylokokken sind Bakterien, die Furunkel, Hautinfektionen und Abszesse verursachen können 
2 ein seltener Stamm von Penicillium notatum (heute P. chrysogenum) 
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einer viralen Infektion3, wie etwa bei den meisten Erkältungskrankheiten, der Grippe oder Masern. Auch 

werden sie oft zu kurz oder zu niedrig dosiert eingenommen, wodurch resistente Bakterien überleben und sich 

weitervermehren können. In der Tierhaltung werden Antibiotika häufig präventiv, also noch bevor es zu einer 

Infektion gekommen ist, angewendet, um so den Ausbruch von Krankheiten innerhalb eines Betriebes zu 

verhindern. (Patienten-Information.de, 2016) 

Bei jedem Gebrauch von Antibiotika entsteht ein Selektionsdruck. Hierbei kann es passieren, dass bei der 

Anwendung nicht alle Bakterien abgetötet werden, da sie ein Resistenzgen gegenüber dem Wirkstoff besitzen. 

Diese resistenten Bakterien können sich weiter ausbreiten und vermehren. Daher ist eine unsachgemäße 

Anwendung über einen zu langen Zeitraum zu vermeiden, da dieser die Entstehung und Vermehrung von 

resistenten Erregern begünstigt. (Bundesamt für Gesundheit, 2019) 

Ein letzter Grund für die Entstehung von Antibiotikaresistenzen ist der horizontale Gentransfer. Im Gegensatz 

zu dem vertikalen Gentransfer werden hier die Resistenzgene nicht von einer Generation an die nächste 

weitergegeben, sondern „horizontal“ an einen bereits existierenden Organismus. Hierbei kann es dazu 

kommen, dass Bakterien Resistenzgene aus der Umgebung aufnehmen oder untereinander austauschen und 

sie somit weitergeben. So können multiresistente Erreger entstehen, indem mehrere Gene aufgenommen 

werden, welche die Bakterien gegen eine Vielzahl verschiedener Antibiotika schützen. (Robert Koch Institut, 

2019) 

1.1.2 Problematik von Antibiotika Resistenzen 

Die Weltgesundheitsorganisation (engl. World Health Organisation, WHO) hat die zunehmende 

Antibiotikaresistenz als ernsthafte Bedrohung dargestellt, welche die Menschen überall auf der Welt und 

unabhängig von Alter oder Wohlstand betrifft. Die WHO hält es für eine reale Möglichkeit, dass zunehmende 

Resistenzbildung gegenüber Antibiotika zu einer postantibiotischen Ära im 21. Jahrhundert führen kann, in 

der gewöhnliche Infektionen und leichte Verletzungen tödlich sein können. So gibt es vermehrt Bakterien, die 

gegen die meisten, oder sogar alle verfügbaren antibakteriellen Arzneimittel resistent sind und schwere 

Infektionen verursachen, die bis vor wenigen Jahren noch leicht zu behandeln waren. (Fukuda, 2014) Eine 

Bakterienart, die besonders resistent gegenüber Antibiotika ist, sind die Staphylokokken. Sie kommen bei 

Menschen und Tieren hauptsächlich auf der Haut oder den Schleimhäuten vor und sind als Infektionserreger 

fakultativ pathogen. Sie sind grampositiv und nicht in der Lage, sich zu bewegen oder Sporen zu bilden. Der 

bekannteste Staphylokokken-Erreger ist Staphylococcus aureus. Andere Beispiele für multiresistente Erreger 

sind die gramnegativen Stäbchen-Bakterien Escherichia coli oder Klebsiella pneumoniae. (Robert Koch 

Institut, 2019) 

Im Jahr 2018 hat das Europäische Zentrum für die Prävention und die Kontrolle von Krankheiten (engl. 

European Centre for Disease Prevention and Control, ECDC) eine Studie veröffentlicht, in der die 

Krankheitslast durch multiresistente Erreger untersucht wurde. Die Studie basiert auf europaweiten Zahlen, 

die im Jahr 2015 erhoben wurden. Den Hochrechnungen zufolge gab es in Europa circa 670.000 Fälle von 

Infektionen mit bestimmten antibiotikaresistenten Bakterien, welche für über 33.000 Todesfälle verantwortlich 

gemacht wurden. In Deutschland erkrankten 2015 circa 54.000 Menschen an MRE und 2.400 Menschen 

verstarben an ihnen. Der Studie nach stehen etwa zwei Drittel dieser Erkrankungen in direktem 

 
3 Antibiotika sind nur gegen Bakterien wirksam 
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Zusammenhang mit einer medizinischen Behandlung, beispielsweise in einem Krankenhaus. (Cassini, 

Högbert, Plachouras, & Quattrocchi, 2018) 

So kann eine Infektion durch eine Lungenentzündung, die nach der Einführung von Penicillin noch leicht zu 

behandeln war, ernsthafte gesundheitliche Folgen haben. Eine Blasenentzündung, die in der Vergangenheit 

noch leicht durch Antibiotika behandelt werden konnte, muss nun in einigen Fällen mit injizierten 

Medikamenten behandelt werden, was zu erhöhten Kosten für Patient und Gesundheitssystem führen kann. 

Auch häufige Infektionen bei Neugeborenen oder Patienten auf der Intensivstation, nach einer 

Krebsbehandlung oder einer Organtransplantation werden zunehmend schwieriger und manchmal sogar 

unmöglich zu behandeln. (WHO, 2014) Die üblichen Dosierungen der Arzneimittel reichen dann nicht mehr 

aus, um alle Krankheitserreger abzutöten. Das Immunsystem ist anschließend so geschwächt, dass es nicht 

mehr in der Lage ist, die noch vorhandenen Bakterien zu beseitigen. Je häufiger ein Antibiotikum 

eingenommen wird, umso höher ist der Anteil an unempfindlichen Keimen, welche die Behandlung überleben 

und sich weiterverbreiten. Schließlich entsteht ein resistenter Bakterienstamm, bei dem das Antibiotikum nicht 

mehr wirkt. 

Obwohl die Resistenz vieler Erreger gegenüber Antibiotika in weiten Teilen der Welt alarmierende Ausmaße 

annimmt, gibt es jedoch kaum Überwachung oder Dokumentation zur Erkennung von mikrobiellen 

Resistenzen, verglichen mit anderen großen medizinischen Problemen wie beispielsweise Tuberkulose, 

Malaria oder HIV. (Fukuda, 2014) Daher sollen die Erfahrungen und Erkenntnisse, die aus den Programmen 

zur Bekämpfung etwa von Malaria oder HIV gewonnen werden, nun auch bei der Erstellung eines 

Aktionsplans der WHO zur Minderung von antimikrobiellen Resistenzen, aber auch zur Erkennung neuer 

Trends und Bedrohungen beitragen. Hier gibt es noch deutliche Lücken in der Überwachung, und es fehlt an 

Standards für Methodik, Datenaustausch und Koordination. Repräsentative Informationen über das Ausmaß 

des Problems und seiner Auswirkungen sind wichtig, um Strategien zur Eindämmung der Entstehung und 

Verbreitung von Resistenzen entwickeln zu können. (WHO, 2014) 

1.1.3 mögliche Strategien zur Lösung der Antibiotika Problematik 

Bis in die 1970er Jahre wurden viele neue antibakterielle Arzneimittel entwickelt, die anfangs noch sehr 

effektiv gegen die meisten Krankheitserreger eingesetzt werden konnten. In den 1980er Jahren wurden jedoch 

die letzten völlig neuen Klassen von antibakteriellen Arzneimitteln entdeckt. In Abbildung 1 ist das sogenannte 

„Discovery Void“ zu erkennen. Eine Zeitspanne, die seit dem Ende der 1980er Jahre bis heute reicht, in der 

keine neuen Antibiotika-Klassen entdeckt wurden. Statt neue antibakterielle Wirkstoffe zu entdecken, liegt 

heute der Fokus eher darauf, bereits vorhandene Arzneimittel vor der Resistenzbildung zu erhalten, indem sie 

beispielsweise kontrollierter eingesetzt oder mit anderen Verbindungen kombiniert werden. Daneben sollten 

die Bemühungen zur Entwicklung neuer Behandlungsverfahren fortgesetzt werden. (WHO, 2014)  

Alternative Behandlungsverfahren gegen Antibiotika sind beispielsweise Bakteriophagen. Dies sind Viren, die 

Bakterien infizieren, sich in ihnen vermehren und sie dann zum Platzen bringen. Die freigesetzten Phagen 

infizieren anschließend die nächsten Bakterien und wiederholen den Prozess, bis alle Bakterien verschwunden 

sind. Phagen sind hochselektiv und töten nur die Bakterien, die für eine Infizierung verantwortlich sind. Die 

üblichen Bakterienstämme bleiben von ihnen unangetastet. Jedoch macht die Phagentherapie erst Sinn, wenn 

der genaue Erreger identifiziert ist und die Zeit zur Identifizierung ist bei schweren Infektionen oft nicht 

vorhanden. (Winzig, 2020) Eine weitere Alternative sind die seit 2009 entwickelten Artilysine, bei denen es 

sich um entwickelte antibakterielle Proteine handelt, die durch Bioengineering verbessert werden. Sie sind in 

der Lage, die Zellwand eines Bakteriums zu durchschneiden, welches durch den hohen osmotischen Druck im 
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Inneren der Zelle aufplatzt. Artilysine sind effektiv bei grampositiven Bakterien, aber auch bei gramnegativen 

Bakterien, da sie aufgrund eines zusätzlichen Peptidanteils die äußere Membran gramnegativer Bakterien 

passieren können, um so die Zellwand zu erreichen, an der sie wirken. Ähnlich wie die Bakteriophagen sind 

auch sie hochselektiv und töten nur die Bakterien, welche die Infektion verursachen, wodurch sie das 

Mikrobiom des Menschen schützen, da sie nützliche Bakterien unangetastet lassen. (My Microbiome) 

 

Abbildung 1: Entdeckungsdaten verschiedener Klassen von antibakteriellen Arzneimitteln (WHO, 2014) 

Da die Suche nach bisher unbekannten Wirkstoffen, welche sich als kommerziell nutzbare Antibiotika eignen, 

sehr kostenintensiv ist, konzentrieren sich viele profitorganisierte Pharma-Konzerne hauptsächlich auf die 

Weiterentwicklung bereits bestehender Produkte. Daher wird die Suche zumeist nur mithilfe von öffentlichen 

Geldern gefördert. Um gegen die Problematik der bakteriellen Resistenzbildung anzukämpfen, müssen 

schneller effektive Mittel gefunden werden, als Bakterien Resistenzen gegen sie bilden können. 

Die Antibiotika Produktion wird von den produzierenden Bakterien im Allgemeinen dann gestartet, wenn ein 

Mangel an Nährstoffen oder Umweltveränderungen das Ende eines vegetativen Wachstums bewirken. Unter 

diesen Umständen kommt es typischerweise zu einem vorübergehenden Wachstumsstillstand, wodurch eine 

Antibiotika-Produktion stattfinden kann. (McCormick & Flärdh, 2012) Denn solange genügend Nährstoffe 

verfügbar sind, überwiegt das Wachstum einer Kolonie und die Produktion biochemischer Stoffe nimmt ab. 

Während eines Nährstoffmangels konzentrieren sich die dazu fähigen Organsimen auf die Bildung und 

Verbreitung von Sporen, um das Überleben der Nachkommen sicher zu stellen. Daher ist eine Untersuchung 

von Habitaten zu empfehlen, in denen die Bakterien einem besonderen Überlebensdruck ausgesetzt sind. 

(McCormick & Flärdh, 2012) 
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Eine weitere Strategie zur Suche nach bisher unbekannten Wirkstoffen, welche sich als klinisch nutzbares 

Antibiotikum eigenen könnten, ist die Suche nach bisher unentdeckten Spezies, die mögliche Produzenten 

dieser Wirkstoffe sind. Nach Amann und Kollegen gibt es noch heute eine Vielzahl an Mikroorganismen, die 

bisher unbekannt sind, unter Anderem, da sie nach derzeitigen Methoden noch nicht kultivierbar sind. (Amann, 

Ludwig, & Schleifer, 1995) Demnach erscheint eine Suche nach bisher unentdeckten Spezies als 

aussichtsreich. Eine Klasse, die als besonders vielversprechend erscheint sind die Actinobacteria, welche im 

folgenden Kapitel genauer beschrieben werden sollen. Heute sind sie die Produzenten von circa zwei Drittel 

aller klinisch genutzten Antibiotika, wobei die Gattung Streptomyces mit circa 80% den größten Anteil tragen. 

(Bérdy, 2005) Daher soll sich in der vorliegenden Arbeit darauf konzentriert werden, vier Stämme der Klasse 

Actinobacteria mit artverwandten Spezies zu vergleichen, um festzustellen, ob es sich bei ihnen um bisher 

unentdeckte Arten handelt. 

1.2 Taxonomie der Actinobacteria 

Die Klasse der Actinobacteria stellt eine der größten bakteriellen Phyla dar. Zu ihrer Domäne gehören derzeit 

fünf Unterklassen, sechs Ordnungen und 14 Unterordnungen. (Ludwig, et al., 2012) Actinomyceten sind 

allesamt grampositiv, sie besitzen also eine dicke, mehrschichtige Peptidoglykan-Hülle aus Murein in der 

Zellwand. Dadurch differenzieren sie sich von gramnegativen Bakterien, die nur eine dünnschichtige 

Peptidoglykanschicht aus Murein besitzen, dafür aber eine zusätzliche äußere Lipidmembran. Die Gram-

Färbung dient als taxonomisches Merkmal. Alle Arten der Klasse Actinobacteria weisen einen hohen Anteil 

der Nukleinsäurebasen Guanin und Cytosin in ihrem Genom auf. Dieser Anteil reicht von 51% bei einigen 

Corynebakterien bis zu über 70% bei Vertretern der Gattungen Streptomyces und Frankia. (Macagnan, 

Romeiro, de Souza, & Pomella, 2006) 

Die meisten der Actinobacteria sind saprophytisch, was bedeutet, dass sie in toter, sich zersetzender 

organischer Substanz, wie beispielsweise dem Boden leben. Bodenpopulationen werden von der Gattung 

Streptomyces dominiert, die über 95% der aus dem Boden isolierten Actinomycetales-Stämme ausmacht. 

(Mayfield, Williams, Ruddick, & Hatfield, 1972) Dort können sie sowohl in Tiefen von mehr als zwei Metern 

unter der Erde als auch an der Bodenoberfläche gefunden werden, wobei sie Böden bevorzugen, die reich an 

organischen Stoffen sind. Neben dem Boden hat sich das Phylum an weitere Ökosysteme angepasst und ist 

daher auch auf Lebensmitteln, Dünger, Kompost, Staub oder Pflanzenresten zu finden. Einzelne Sporen 

wurden auch in für Actinobacteria ungewöhnlichen Habitaten entdeckt, darunter Süß- und Salzgewässer oder 

sogar der Luft. Hier ist jedoch nicht bekannt, ob sie diese nur als Transportmedium nutzen. (Goodfellow & 

Williams, 1983) 

Wie die meisten Bodenbakterien sind auch Actinobakterien mesophil4 und haben ein optimales Wachstum 

zwischen 25 °C und 30 °C. Daneben gibt es noch einige thermophile Vertreter, die auch bei Temperaturen 

zwischen 50 °C und 60 °C wachsen können. (Edwards, 1993) Des Weiteren bevorzugen sie Böden im neutralen 

bis alkalischen Bereich zwischen pH-Werten von 6 und 9 mit einem maximalen Wachstum bei pH 7. Einige 

wenige Stämme der Gattung Streptomyces wurden bereits aus sauren Böden mit einem pH-Wert von 3,5 

isoliert. (Kim, Lonsdale, Seong, & Goodfellow, 2003) Studien von Hiltner und Strömer ergaben, dass 

Actinobakterien im Herbst aufgrund der großen Menge an Ernterückständen über 30% der mikrobiellen 

Bodenflora ausmachen. Im Winter reduziert sich ihr Anteil aufgrund des Frosts auf 13% und wächst im 

Frühjahr wieder auf etwa 20% an. (Hiltner & Störmer, 1903) 

 
4 mesophile Lebewesen leben bei mittleren Temperaturen zwischen 20 und 45 °C 
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Die Hauptunterscheidungsmerkmale von Actinobakterien auf Gattungs- und Artebene sind die mikroskopische 

Morphologie, Molekularbiologie und die Chemotaxonomie, welche sich hauptsächlich auf die 

Zusammensetzung der Zellwand und die Verteilung der Zellzucker bezieht. Aber auch die Phospholipide und 

der Menachinon5-Typ können für Feinabstimmungszwecke genutzt werden. (Goodfellow, et al., 2012)  

Vertreter Actinomyceten weisen eine Vielzahl verschiedener Morphologien auf. Diese können kugelförmig 

(z.B. Micrococcus) oder stäbchenförmig (z.B. Arthrobacter), in fragmentierenden Hyphenformen (z.B. 

Nocardia) oder mit permanentem und hoch differenziert verzweigten Mycel (z.B. Streptomyces) sein. (Atlas, 

1997) 

Actinobakterien bilden sowohl in flüssigen als auch in fest gewachsenen Kulturen ein Substratmycel6. Auf 

festen Oberflächen bilden viele Spezies darüber hinaus ein Luftmycel, deren Hauptzweck darin besteht, Sporen 

zu produzieren, die der Vermehrung bzw. Ausbreitung dienen (z.B. Streptomyces). (Flärdh & Buttner, 2009) 

Sporen können als einzelne Zellen oder in Ketten von unterschiedlicher Länge gebildet werden. In manchen 

Fällen kann die Sporenbildung auch direkt auf dem Substratmycel stattfinden (z.B. Micromonospora) oder in 

speziellen Vesikeln (sog. Sporangien), die mit Flagellen7 ausgestattet sein können (z.B. Frankia). (Locci & 

Sharples, 1984) Die Morphologie der Sporen kann zur Charakterisierung von Arten verwendet werden. Sie 

können eine glatte, warzige, stachelige, haarige oder raue Oberfläche aufweisen. (Dietz & Mathews, 1971) 

Darüber hinaus variiert auch die Länge, also die Anzahl der Sporen einer Sporenkette, von Gattung zu Gattung. 

Die Sporenkette unterscheidet sich zwischen einzelnen Sporen (z.B. Micromonospora), kurzen Ketten (z.B. 

Actinomadura), langen Ketten von bis zu 100 Sporen (z.B. Streptomyces) bis hin zu Sporenbeuteln (z.B. 

Frankia). Auch die Form der Sporenketten dient der Klassifizierung. (Pridham, Hesseltine, & Benedict, 1958) 

Actinobacteria sind auf dem Gebiet der Biotechnologie von großer Bedeutung, da sie einen ausgedehnten 

Sekundärstoffwechsel haben. Sie produzieren ungefähr zwei Drittel der natürlich vorkommenden Antibiotika, 

und darüber hinaus auch viele Antikrebs-, Anthelminthika- und Antimykotika-Mittel. Daher sind sie besonders 

in Bereichen der Medizin, Industrie und der Landwirtschaft von großer Bedeutung. (Aderem, 2005) 

Streptomyces-Arten sind die primären Produzenten von Antibiotika, die von der pharmazeutischen Industrie 

genutzt werden. (Bérdy, 2005) Actinomycin war das erste Antbiotikum, welches aus einem Actinomyceten 

isoliert werden konnte. Es wurde im Jahr 1940 aus einer Kultur von Streptomyces antibioticus gewonnen. 

(Waksman & Woodruff, 1940) 

1.2.1 Vorstellung der Gattung Streptomyces 

Streptomyces ist eine sehr artenreiche Gattung und gehört dem Phylum Actinobacteria an. Zum jetzigen 

Zeitpunkt (Dezember 2020) gibt es 956 Spezies und 51 Unterarten von Streptomyces. (LPSN, Streptomyces) 

Sie sind filamentöse grampositive Bakterien, die als sehr robuste Bakteriengattung beschrieben wird, da sie in 

der Lage ist, unter unwirtlichen Bodenbedingungen zu wachsen. (Kemung, et al., 2018) Besonders auffällig 

ist ihr hoher Anteil an den Nuklein-Basen Guanin und Cytosin, der im Durchschnitt bei circa 70% liegt. 

(Bentley, et al., 2002) 

In besonderem Fokus stehen die Streptomyceten im Bereich der Arzneimittelentwicklung. Hier steht ihre 

Biosynthese von Sekundärmetaboliten im Vordergrund. Verglichen mit Primärmetaboliten sind 

 
5 Menachinon (auch bekannt als Vitamin K2) ist ein fettlösliches Vitamin und befindet sich in der Zellwand eines 

Bakteriums 
6 mycelartige Bakterienkolonien, die direkt auf dem Substrat wachsen und vorwiegend der Anhaftung und 

Nahrungsaufnahme dienen 
7 fadenförmige Gebilde auf der Oberfläche einzelner Zellen, die zur Fortbewegung dienen 
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Sekundärmetaboliten chemische Stoffe, die nicht unbedingt überlebensnotwendig für einen Mikroorganismus 

sind. Dies sind zum Beispiel diverse Signalstoffe oder antibiotisch wirkende Stoffe, welche die 

Stoffwechselleistung anderer Mikroorganismen hemmen oder diese ganz abtöten. Die Sekundärmetaboliten 

weisen unterschiedliche biologische Aktivitäten auf, mit beispielsweise antibakterieller, antimykotischer, 

antiparasitärer, antitumoraler, antikarzinogener und immunsuppressiver Wirkungen. (Mangzira, et al., 2018)  

Die ersten Antibiotika, die mithilfe von Streptomyces hergestellt wurden, wurden alle von Waksman und 

Kollegen entdeckt. So wurde im Jahr 1940 der Wirkstoff Actinomycin in S. antibioticus entdeckt. (Waksman 

& Woodruff, 1940) 1942 folgten darauf Streptothricin, welches aus S. lavendulae isoliert wurde (Waksman & 

Woodruff, 1942) und im Jahr 1944 das Antibiotikum Streptomycin aus S. griseus. (Waksman & Schatz, 1944). 

Heute werden ungefähr zwei Drittel aller bekannter Antibiotika, die klinisch beim Menschen eingesetzt 

werden, aus verschiedenen Gattungen von Actinomyceten isoliert und Streptomyces ist dabei mit über 80% 

die Hauptquelle aller Arzneimittel antibakterieller Wirkung. (Bérdy, 2005) Dass so viele Antibiotika von 

Streptomyceten stammen, ist dabei nicht überraschend. So kommen diese Wirkstoffe in dieser Gattung 

deutlich häufiger vor als in anderen. Zum Beispiel wird Streptothricin in etwa 10% aller zufällig aus dem 

Boden isolierter Streptomyceten gefunden. Bei Streptomycin sind es 1% und bei Actinomycin 0,1% der 

isolierten Streptomyces Spezies. (Baltz, 2007) Es scheint, als sei das Potential dieser Organismen für die 

Entdeckung neuartiger Antibiotika sehr groß. 

1.2.2 Vorstellung der Gattung Actinophytocola 

Actinophytocola ist eine Gattung der Klasse Actinobacteria und wurde erst 2010 von Indananda und Kollegen 

entdeckt. Die Typus-Spezies ist Actinophytocola oryzae. (Indananda, et al., 2010) Zum jetzigen Zeitpunkt 

(Dezember 2020) gibt es lediglich zehn bisher entdeckte Spezies. Diese zehn Vertreter sind in Tabelle 1 samt 

Referenzen aufgeführt. (LPSN, Actinophytocola) 

Vertreter der Gattung Actinophytocola sind grampositiv, aerob lebend und sind nicht bewegungsfähig. Viele 

von ihnen produzieren ein nicht fragmentiertes Substratmycel und auf einigen Medien Luftmycel, in welchem 

Sporenketten oder sporenkettenartige Strukturen gebildet werden. Diese Gattung ist durch eine Zellwand von 

Typ IV gekennzeichnet, da sie die Aminosäure Meso-Diaminopimelinsäure und die Ganzzellzucker Arabinose 

und Galactose aufweist. Das vorherrschende Menachinon ist MK-9 (H4) und als Hauptfettsäure wird Iso-C16:0 

angegeben. Weitere Fettsäuren mit hohem prozentualem Anteil sind Iso-C15:0 und C16:0. (Bouznada, et al., 

2016) 

Tabelle 1: Übersicht über die bisher bekannten zehn Spezies der Gattung Actinophytocola; (LPSN, Actinophytocola) 

Actinophytocola Spezies Referenz 

A. algeriensis (Bouznanda, et al., 2016) 

A. burenkhanensis (Ara, et al., 2011) 

A. corallina (Otoguro, et al., 2011) 

A. gilvus (Gilvus, et al., 2014) 

A. glycyrrhizae (Cao, et al., 2018) 

A. oryzae (Indananda, et al., 2010) 

A. sediminis (Zhang, et al., 2014) 

A. timorensis (Otoguro, et al., 2011) 

A. xanthii (Wang, et al., 2017) 

A. xinjiangensis (Guo, et al., 2011) 
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1.3 Zielsetzung 

Ziel dieser Bachelorarbeit war es, vier Stämme der Klasse Actinobacteria taxonomisch zu charakterisieren und 

anschließend mit artverwandten Spezies zu vergleichen. So sollte überprüft werden, ob diese zu 

untersuchenden Stämme einem der Vergleichsstämme zuzuordnen sind oder womöglich einer bisher 

unentdeckten Spezies angehören. Bei bisher unbekannten Spezies besteht die Möglichkeit, dass sie 

Produzenten von ebenso noch nicht bekannten biochemischen Stoffen sind. Die Suche nach neuartigen 

Wirkstoffen und Antibiotika ist eine vielversprechende Strategie, um auf die stetig voranschreitende 

mikrobielle Resistenzbildung von Erregern zu reagieren. Auf diese Strategie soll in der vorliegenden Arbeit 

näher eingegangen werden.  

Die vier untersuchten Stämme 194933CR, 195335CR, 195338CR und 194522CSAM wurden auf der 

indonesischen Insel Bali aus Bodenproben isoliert, welche aus einer hauptsächlich touristisch genutzten 

Parkanlage genommen wurden. Um die Stämme mit ihren nächsten Artverwandten vergleichen zu können, 

mussten diese erst ermittelt werden. Dies geschah durch die 16S rRNA-Gen-Sequenzierung. Hierfür wurden 

die vier Stämme zunächst aus dem -80 °C Glycerin-Lager reaktiviert und kultiviert. Die durchgeführten 

taxonomischen Charakterisierungsanalysen zur Beschreibung von Actinomyceten sind in Tabelle 2 dargestellt. 

Tabelle 2: Überblick über die taxonomischen Charakterisierungsanalysen und den Methoden, nach denen sie 
durchgeführt wurden 

Taxonomische Charakterisierungsanalysen Referenz 
Molekularbiologische Charakterisierung   

• 16S rRNA-Gen-Sequenzierung   

• Erstellung des phylogenetischen Baumes   

Morphologische Charakterisierung   

• Lichtmikroskopische Analyse   

• Elektronenmikroskopische Analyse   

Kultivierung auf verschiedenen Agar-Medien  (Wink, 2014) 

Physiologische Charakterisierung   

• Bestimmung der Salztoleranz  (Wink, 2014) 

• Bestimmung der Kohlenhydratverwertung  (Wink, 2014) 

• Bestimmung der pH-Wert Toleranz  (Wink, 2014) 

• Bestimmung der Temperaturtoleranz  (Wink, 2014) 

• Biochemischer API® Test  (Wink, 2014) 

Chemotaxonomische Charakterisierung   

• Phospholipid Analyse  (Collins & Jones, 1980) 

• Aminosäuren Analyse  (Hasegawa, Takizawa, & Tanida, 1983) 

• Zellzucker Analyse  (Hasegawa, Takizawa, & Tanida, 1983) 

• Menachinon Analyse  (Collins, Pirouz, Goodfellow, & Minnikin, 1977) 

• Fettsäuren Analyse  (Sasser, 1990) 
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2 Material und Methoden 

Im folgenden Abschnitt sind die Methoden mitsamt den dafür benötigten Materialien beschrieben, anhand 

derer die Bakterienstämme der Klasse Actinobacteria charakterisiert wurden. 

2.1 Kultivierung von Actinomyceten 

Das Kapitel der Kultivierung von Actinobacteria Stämmen umfasst eine Beschreibung der Herstellung 

benötigter Flüssig- und Festmedien, wie Actinomyceten auf diesen Medien kultiviert werden können sowie 

die Gefriertrocknung (Lyophilisierung) von Bakterienstämmen für die weitere taxonomische 

Charakterisierung.  

2.1.1 Herstellung benötigter Medien für die Kultivierung von Actinomyceten 

Medien bieten die Grundlage für das Wachstum von Bakterienkulturen. Hierbei wird generell zwischen 

flüssigen und festen Medien unterschieden. Bei den festen Medien wird vor dem Autoklavieren eine definierte 

Menge Agar zugegeben, der dafür sorgt, dass die Flüssigkeit während des Abkühlens erhärtet. Die Medien 

werden nach genauen Rezepten hergestellt, die in dem Skript von Prof. Dr. Wink (2014) aufgelistet sind. Ein 

solches Rezept für das Basis-Medium „GYM“ (Glucose Yeast Malt) ist beispielhaft in Tabelle 3 aufgeführt 

und anschließend beschrieben. Das Besondere an diesem Medium ist das Calciumkarbonat (CaCO3). Da es 

sich nicht im Medium auflöst, können sich Bakterien an ihnen anhaften und Kulturen in Form von Granulaten 

bilden. Weitere genutzte Rezepte befinden sich im Anhang. 

Tabelle 3: Benötigte Stoffe für die Herstellung des GYM-Mediums 

 

 

 

 

 

  

Für die Herstellung der Medien, ob flüssig oder fest, werden zunächst 1.000 ml deionisiertes Wasser in einen 

2.000 ml großen Messbecher abgefüllt. Dieser wird auf einen Magnetrührer gestellt und ein Rührfisch wird 

hinzugegeben. An dem Magnetrührer wird eine Umdrehung von circa 500 rpm eingestellt, sodass der in dem 

Messbecher entstehende Wasserstrudel gerade den Boden erreicht. Anschließend werden die nach Tabelle 3 

benötigten Extrakte und Stoffe mithilfe einer Waage, Wägschale und Dosierlöffel abgewogen und dem 

Messbecher zugegeben, wobei der Agar für die Herstellung von festen Nährmedien erst zu einem späteren 

Zeitpunkt zugegeben wird. Hierbei ist darauf zu achten, dass die jeweiligen Mengen genau eingehalten werden 

und sich die abgewogenen Chemikalien in der Flüssigkeit vollständig lösen. Außerdem sollte der pH-Wert 

einen bestimmten Bereich nicht um 0,1 pH-Einheit über- bzw. unterschreiten. Für das GYM-Medium muss 

der pH-Wert bei 7,2 liegen. Ist er zu hoch, wird Salzsäure mithilfe einer Transferpipette zugegeben. Ist der 

pH-Wert zu niedrig, wird entsprechend Kaliumhydroxid zugegeben. Für eine feinere Abstimmung kann eine 

200 µl Eppendorf Pipette genutzt werden, mit der deutlich kleinere Tropfen dosiert werden können. 

GYM (Streptomyceten Medium) 

Deionisiertes Wasser 1000 ml 

Glucose 4,0 g/l 

Hefe Extrakt 4,0 g/l 

Malz Extrakt 10,0 g/l 

CaCO3 2,0 g/l 

Agar 12,0 g/l 

pH vor Autoklavieren 7,2 
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Für die Herstellung von Flüssigmedium werden 1.000 ml Medium mit einem 100 ml Messzylinder in zehn 

Portionen von je 100 ml aufgeteilt, in 250 ml Glas-Schüttelkolben überführt und mit den entsprechenden 

Deckeln verschlossen. Für die Herstellung von festen Nährmedien wird das Medium auf zwei Portionen von 

jeweils 500 ml aufgeteilt und in Schott-Flaschen mit jeweils 1.000 ml Volumen überführt. Anschließend 

werden zweimal 6 g des Agar-Pulvers abgewogen und den beiden Flaschen zugegeben. Agar-Medien kochen 

während des Autoklavierens hoch und dürfen daher nur zur Hälfte befüllt werden. Abschließend wird für 

20 Minuten bei 121 °C autoklaviert, um die Medien zu sterilisieren, sodass keine Keime oder Bakterien die 

Medien kontaminieren. 

Nach dem Autoklavieren können die Platten gegossen werden. Für eine Schott-Flasche mit 500 ml Inhalt wird 

jeweils eine Packung mit 20 Petrischalen benötigt. Diese werden zuerst beschriftet und anschließend so weit 

befüllt, bis der Boden vollständig mit Medium bedeckt ist. Da die Medien nach dem Autoklavieren steril 

bleiben sollen, wird dieser Schritt unter der CleanBench8 durchgeführt. Der heiße Agar kühlt in den 

Petrischalen ab und erhärtet. Anschließend werden die Petrischalen im Kühlraum bei 8 °C gelagert. Die Kolben 

mit den Flüssigmedien können nach dem Auskühlen im Schrank bei Zimmertemperatur gelagert werden. 

2.1.2 Reaktivierung und Kultivierung von Actinomyceten 

Bakterienkulturen werden bei -80 °C in kleinen Fläschchen, welche mit 1,5 ml Glycerin gefüllt sind, 

konserviert. Für die Reaktivierung wird das Fläschchen aus der Gefriertruhe entnommen und aufgetaut. 

Anschließend wird das Agar-Stückchen, auf dem die Kultur gewachsen ist, dem Glycerin mit einer sterilen 

Nadelspitze entnommen und auf einer Petrischale ausgestrichen. Der restliche Inhalt des Fläschchens wird in 

einen 250 ml Schüttelkolben gegossen. Der angeimpfte Schüttelkolben wird unter den erforderlichen 

Bedingungen auf die Rüttelplatte gestellt, während die Petrischale in den Brutschrank gestellt wird. 

Für die Kultivierung einer bereits bestehenden Bakterienkultur von einem festen Medium wird von einer gut 

bewachsenen Agar-Platte ein circa 10 mal 10 mm großes Stück der Kultur mithilfe einer abgeflammten 

Metallspitze aus der Petrischale ausgeschnitten und in das Flüssigmedium eines Schüttelkolbens überführt. 

Für einen Ausstrich wird eine Impföse großzügig abgeflammt und der Kultur eine kleine Menge abgekratzt. 

Anschließend werden in einer Seite der Petrischale vier parallele Striche gezogen (siehe Abbildung 2). 

Anschließend wird die Impföse abgeflammt und in einem rechten Winkel erneut vier parallele Striche gezogen, 

wobei der erste Strich die zwei äußeren Striche des ersten Ausstriches berührt und die zweite Linie nur noch 

den letzten äußeren Strich berührt. Zuletzt wird in der noch verfügbaren Fläche ein Ausstrich gemacht, 

beispielsweise in Form eines „M“, wobei die Impföse vorher nicht abgeflammt werden muss. 

Für die Kultivierung aus einer bereits bestehenden Flüssigkultur wird von dieser Kultur 10% des Zielmediums 

in das Flüssigmedium eines Schüttelkolbens pipettiert. Alternativ werden 500 µl der Flüssigkultur mit einer 

Eppendorf-Pipette entnommen und auf eine Agar-Platte pipettiert. Die Petrischale wird anschließend in Form 

einer „8“ kreisend bewegt, sodass sich die Flüssigkeit auf der Oberfläche verteilt. Zuletzt wird die Petrischale 

mit dem Agar nach oben zeigend in den Brutschrank bei der erforderlichen Temperatur gestellt. 

Um Bakterienkulturen zu konservieren, werden zwei Stücke Agar (jeweils circa 5 mal 10 mm) aus einer gut 

gewachsenen Kultur mit einer sterilen Nadel geschnitten und in Fläschchen mit 1,5 ml Glycerin überführt. Die 

 
8 eine CleanBench ist eine geschlossene Sicherheitswerkbank, bei der die Luft im Inneren durch einen 

Hochleistungsluftfilter gesäubert wird, sodass sich Schmutz und Staub nicht an Gegenständen haften oder diese 

kontaminieren kann 
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Fläschchen werden mit dem Etikettier-Gerät beschriftet und in eine Dose gestellt, die anschließend in der -80 

°C kalten Gefriertruhe gelagert wird. 

 

 

Abbildung 2: Durchführung eines Ausstriches 

2.1.3 Lyophilisierung von Flüssigkulturen 

Die Lyophilisierung9 ist eine Methode, um Zellmasse aus Flüssigmedium gefrierzutrocknen. Hierzu werden 

100 ml einer gut gewachsenen Bakterienkultur aus einem Schüttelkolben unter der CleanBench auf zwei 50 

ml Falcon Röhrchen aufgeteilt. Diese werden anschließend für zehn Minuten bei 10.000 rpm zentrifugiert, und 

der Überstand wird verworfen. Dem Pellet wird so viel deionisiertes Wasser zugegeben, bis die 30 ml 

Markierung erreicht ist. Um die Zellmasse zu waschen, wird das Röhrchen kräftig geschüttelt, bis sich das 

Pellet in der Flüssigkeit gelöst hat, und es wird wieder für zehn Minuten bei 10.000 rpm zentrifugiert. Nachdem 

der Überstand erneut verworfen wurde, wird einem der beiden Falcon Röhrchen deionisiertes Wasser bis zur 

30 ml Markierung zugegeben und das Pellet aufgelöst. Dann wird der Inhalt dem zweiten Röhrchen zugegeben 

und erneut geschüttelt und zentrifugiert. Nach dem Abgießen des Überstandes wird diesem Röhrchen wieder 

deionisiertes Wasser bis zur 30 ml Markierung zugegeben, geschüttelt und ein letztes Mal zentrifugiert. Der 

Überstand wird verworfen und das Falcon Röhrchen mit dem gewaschenen Pellet wird für mindestens eine 

Stunde in die -80 °C Gefriertruhe gestellt, sodass die noch verbliebene Flüssigkeit zu Eis gefriert. 

Abschließend kommt es in die Lyophille, in der es für mindestens zwei Tage im Vakuum verbleibt, um der 

Zellmasse sämtliche Flüssigkeit zu entziehen. 

 

2.2 Molekularbiologische Charakterisierung von Actinomyceten 

Die molekularbiologische Charakterisierung umfasst die Analysen der 16S rRNA-Gen-Sequenzierung und die 

Erstellung des phylogenetischen Baumes. Die hierfür erforderlichen Schritte werden im Folgenden erklärt. Es 

wird damit begonnen, die DNA aus einer Zellkultur zu extrahieren, die anschließend bei der Polymerase 

Kettenreaktion (PCR) amplifiziert10 wird. Bei der Gelelektrophorese wird überprüft, ob die DNA des PCR-

Produktes vorhanden ist. Der abschließende Schritt ist die Reinigung des PCR-Produktes, um die DNA von 

jeglichen Salzen oder Enzymen zu befreien, sodass das Ergebnis der 16S rRNA-Gen-Sequenzierung möglichst 

genau ist. 

 
9 lyophilisiert = gefriergetrocknet 
10 Amplifikation = Vermehrung (Replikation) bestimmter DNA-Sequenzen 
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2.2.1 Extraktion bakterieller DNA 

Grundlage der DNA-Extraktion ist das Kit „NucleoSpin® Microbial DNA“ der Firma „MACHEREY-

NAGEL“ (https://www.mn-net.com/de), nach dessen Protokoll die Extraktion der DNA durchgeführt wird. 

Hierfür verwendete Bakterienkolonien, ob aus Flüssig- oder Festmedium, sollten mindestens sechs Tage alt 

sein. Die Extraktion ist sowohl aus einem flüssigen Medium aus dem Schüttelkolben als auch von einem festen 

Medium aus der Petrischale möglich. Das hierfür verwendete Medium ist das Basis-Medium „GYM“ für 

Streptomyceten. 

Bei der Ernte aus einem Flüssigmedium wird der Kultur mithilfe einer 1.000 µl Eppendorf Pipette unter der 

CleanBench 500 µl entnommen und in ein 1,5 ml Injektionsfläschchen11 pipettiert. Hierbei muss beachtet 

werden, dass die Spitze der Pipette durch ein vorher erhitztes Skalpell ungefähr einen Zentimeter vom unteren 

Ende entfernt abgetrennt werden sollte. Da die Bakterienkulturen in dem Basis-Medium „GYM“ in Form von 

Granulaten um die wasserunlöslichen CaCO3-Moleküle wachsen, ist die übliche Öffnung der Pipetten-Spitzen 

zu klein für diese Granulate. Das Injektionsfläschchen wird anschließend für eine Minute bei 11.000 rcf 

zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen und dem Pellet werden 100 µl der Pufferlösung BE aus dem Kit 

zugegeben. Hier wird die Flüssigkeit im Injektionsfläschchen mehrmals auf und ab pipettiert, um das Pellet zu 

lösen, anschließend wird die Flüssigkeit in ein Bead-Tube aus dem Kit pipettiert. Falls das Pellet nach dem 

Zentrifugieren fest und stabil ist, kann es alternativ mit einem Plastikspatel aus dem Injektionsfläschchen direkt 

in das Bead-Tube überführt werden und anschließend die 100 µl Pufferlösung BE zugefügt werden. 

Bei der Ernte von einer Agarplatte wird mithilfe einer Impföse, der vorher großzügig abgeflammt werden 

sollte, ein kleiner Teil der Bakterienkolonie abgekratzt. Dieser Teil kann bis zu 40 mg umfassen. Die Bakterien 

können mit einer ebenfalls abgeflammten Metallspitze in das Bead-Tube überführt werden. Anschließend 

werden 100 µl der Pufferlösung BE zugegeben. 

Die weiteren Schritte erfolgen unabhängig vom Medium identisch und werden nicht mehr unter der 

CleanBench am Arbeitstisch durchgeführt. Zuerst wird dem Bead-Tube 40 µl der Pufferlösung MG und 10 µl 

Proteinase K zugegeben. Anschließend werden die Kulturen homogenisiert, was in dem „BEAD BLASTER™ 

24“ der Firma „Benchmark Scientific“ geschieht. Hierbei wurde das Programm 06 mit einer Geschwindigkeit 

von 7,0 m/s und drei Zyklen von jeweils 60 s und 30 s Pause zwischen den Zyklen ausgewählt. In dem Bead-

Tube befinden sich kleine Glaskugeln, die den mikrobiellen Aufschluss der Bakterien bei hohen 

Geschwindigkeiten ermöglichen. 

Anschließend wird das Bead-Tube für 30 s bei 11.000 rcf zentrifugiert, um den bei dem Homogenisieren 

entstandenen Schaum von dem Schraubdeckel zu lösen. Danach werden 600 µl der Pufferlösung MG in das 

Bead-Tube pipettiert, fest verschlossen und für ungefähr fünf Sekunden gevortext. Dann wird das Bead-Tube 

für 30 s bei 11.000 rcf zentrifugiert, um die Glaskugeln zu säubern und die Zellmasse sedimentieren zu lassen. 

Der Überstand wird auf eine NucleoSpin® Microbial DNA-Säule pipettiert, welche in einem 2 ml 

Sammelröhrchen steht. Dieses wird ebenfalls für 30 s bei 11.000 rcf zentrifugiert, wobei sich hier die DNA 

durch das im Puffer enthaltene Ethanol auf der Membran der Säule bindet. Der Überstand wird verworfen und 

die Säule in ein neues 2 ml Sammelröhrchen gestellt.  

Um die DNA auf der Kieselsäure-Membran der DNA-Säule zu binden, wird in einem ersten Waschgang 500 µl 

der Pufferlösung BW auf die Säule aufgetragen und anschließend für 30 s bei 11.000 rcf zentrifugiert. Der 

 
11 umgangssprachlich: Eppi 
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Überstand wird verworfen und die Säule wieder in das Sammelröhrchen gestellt. Im zweiten Waschgang wird 

500 µl des Puffers B5 auf die Säule gegeben und ebenfalls für 30 s bei 11.000 rcf zentrifugiert, der Überstand 

wird verworfen und die DNA-Säule zurück in das Sammelröhrchen gestellt. 

Um die Kieselsäure-Membran zu trocknen, wird sie mit dem Sammelröhrchen für 30 s bei 11.000 rcf 

zentrifugiert. Anschließend wird die Säule aus dem Sammelröhrchen entnommen und in ein 1,5 ml 

Injektionsfläschchen, welches in dem Kit nicht enthalten ist, gestellt. Anschließend werden 30 µl der 

Pufferlösung BE direkt auf die Membran pipettiert, wobei darauf zu achten ist, dass die Pipettenspitze die 

Membran nicht berührt. Schließlich wird für eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert und für 30 s bei 

11.000 rcf zentrifugiert. Die Säule wird dem Injektionsfläschchen entnommen und kann verworfen werden. 

Übrig bleibt das Injektionsfläschchen mit 30 µl extrahierter DNA. 

2.2.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR) zur Amplifikation von DNA 

Nach der genomischen DNA-Extraktion wird diese durch die 16S rRNA-Gen-PCR amplifiziert. Hierzu 

werden die beiden Primer F27 und R1492 genutzt (siehe Tabelle 4). Der Primer F27 beginnt die Synthese von 

der Position 27 in 5‘ → 3‘ Richtung und der Primer R1492 beginnt an der Position 1492 (siehe Abbildung 3) 

Tabelle 4: Die verwendeten Primer für die 16S rRNA-Gen-PCR 

Primer Sequenz (5' → 3') Basenanzahl Konzentration 

F27 AGA GTT TGA TCM12 TGG CTC AG 20 10 µM 

R1492 TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T 22 10 µM 

 

Abbildung 3: Die Primer F27 und R1492, ihre Laufrichtung und Startpunkt der Synthese; modifiziert nach (Wink, 2014) 

Für die PCR muss ein Mastermix entsprechend Tabelle 5 angefertigt werden. Dieser enthält neben der DNA 

die beiden Primer, PCR Wasser und „Jump Start Ready Mix“ (JSRM), welcher aus JumpStart Taq DNA-

Polymerase, 99% reinen Desoxynukleotiden und Puffer besteht. Zunächst werden 24 µl des Mastermix in 

einem 200 µl Injektionsfläschchen vorgelegt und anschließend mit 1 µl der aus Abschnitt 2.2.1 extrahierten 

DNA durch Auf- und Abpipettieren vermischt. 

Tabelle 5: Zusammensetzung des Mastermix für die 16S PCR 

Mastermix 

Jump Start Ready Mix (JSRM) 12,5 µl 

Vorwärts-Primer F27 1,0 µl 

Rückwärts-Primer R1492 1,0 µl 

PCR Wasser 9,5 µl 

Bei der Herstellung des Mastermix muss beachtet werden, dass die Mengen nicht nur mit der Anzahl der zu 

untersuchenden Proben multipliziert wird, sondern zusätzlich noch eine Probe für die Kontrolle ohne DNA, 

 
12 Die Base „M“ kann entweder Adenin oder Cytosin sein 
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und eine zusätzliche Portion für die Verlustmenge einkalkuliert werden muss. Die Portion für die 

Verlustmenge sollte einkalkuliert werden, da eine gewisse Menge durch Pipettierungenauigkeiten verloren 

geht oder an der Außenseite der Pipettenspitze haften bleibt. Ab zehn Proben kann eine zweite 

Sicherheitsmenge einkalkuliert werden. 

Die Proben und das weitere Injektionsfläschchen mit 1 µl PCR Wasser statt DNA als Kontrolle werden in das 

PCR Gerät gestellt und das Programm, welches in Tabelle 6 veranschaulicht ist, wird gestartet. Dieses 

durchläuft zuerst eine fünfminütige Denaturierungsphase bei 95 °C und anschließend eine sich 34-mal 

wiederholende Abfolge von Denaturierung der DNA-Matrizen, Anlagerung der Primer und Verlängerung der 

Primer durch die Polymeraseaktivität. Abgeschlossen wird das Programm von einem letzten 

Verlängerungsschritt für zehn Minuten bei 72 °C, und die Proben werden bis zur Entnahme bei einer 

Temperatur von 10 °C gehalten. 

Tabelle 6: Programminfo für die Durchführung der 16S rRNA-Gen-PCR 

Wiederholungen Temperatur Zeit Schritt 

1 x 95 °C 5 min Anfangs-Denaturierung 

34 x 94 °C 0,5 min Denaturierung 

  52 °C 0,5 min Anlagerung 

  72 °C 2 min Verlängerung 

1 x 72 °C 10 min Abschluss-Verlängerung 

  10 °C / Lagerung 

2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese zur Überprüfung des PCR-Produktes 

Sobald die Polymerase Kettenreaktion abgeschlossen ist, wird das PCR-Produkt mittels Agarose-

Gelelektrophorese überprüft. Zur Vorbereitung der Elektrophorese muss der 1x TAE-Puffer hergestellt 

werden, indem 20 ml der vorrätigen 50x TAE-Stammlösung13 mit 980 ml deionisiertem Wasser in einem 1 

Liter Messkolben abgemessen wird. Für das Agarosegel werden 3,2 Gramm Agarose mit 400 ml des zuvor 

hergestellten 1x TAE-Puffer in einer 1 Liter Schott Flasche gemischt, wodurch eine Konzentration von 0,8 

entsteht. 

Das Gel wird in der Mikrowelle so lange erhitzt, bis es vollständig klar und flüssig ist. In die Gelkammer 

werden zwei Kämme gestellt. 30 ml des noch heißen Gels werden in einem Falcon Röhrchen abgemessen und 

in die Gelkammer gegossen, in der es für mindestens 30 Minuten abkühlt und aushärtet. Anschließend können 

die beiden Kämme vorsichtig aus dem Gel entfernt werden, um es daraufhin in die Gelelektrophorese-Kammer 

zu überführen. Der Kammer wird so viel 1x TAE-Puffer zugegossen, bis die „MAX“-Markierung erreicht ist. 

Für das Beladen der Geltaschen werden auf einem Stück Parafilm 2 µl eines Ladepuffers mit 2 µl der 

genomischen DNA bzw. PCR-Produkt gemischt. Des Weiteren werden zweimal 2 µl des Ladepuffers mit 2 µl 

1kb-Marker gemischt und in die erste Tasche der beiden Reihen pipettiert. Bei den PCR-Produkten ist die 

zusätzliche Tasche für die Kontrolle nicht zu vergessen.  

Die Spannung des Elektrophorese-Gerätes wird auf 80 Volt und die Zeitschaltuhr auf 30 Minuten eingestellt. 

Nach Ablauf der Zeit kann das Gel aus der Kammer entnommen werden und zur Auswertung in das Geldoc-

Gerät gelegt werden. Hier reagiert der Farbstoff „SybrGreen“, der in dem Ladepuffer enthalten ist, mit dem 

 
13 Zusammensetzung: EDTA-NA2-2H2O 18,61 g/L (0,05M); Eisessig 57,1 ml (1M); Tris Base 242 g/L (2M); mit 

demineralisiertem Wasser auf 1.000 ml auffüllen; pH 8,5 
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UV-Licht. Dieser Farbstoff macht die Banden in dem Gel sichtbar, sodass unter UV-Licht erkennbar wird, 

wie weit die Banden in dem Gel vorangeschritten sind. Kleinere Moleküle passen leichter durch die Poren 

des Gels und laufen deshalb weiter, während größere Moleküle eher zurückgehalten werden. Auf dem PC 

startet man das Programm „EasyWin.exe“, mit dem man ein Foto des Gels anfertigen kann. 

2.2.4 Reinigung des PCR-Produktes 

Nachdem die Qualität der DNA mittels Gelelektrophorese überprüft wurde, kann mit der Reinigung des PCR-

Produktes mit jeder Probe, die ein gutes Ergebnis von 1,498 kb als Länge der sichtbaren Banden aufweist, 

fortgefahren werden. (Wink, 2014) Bei der Reinigung des PCR-Produktes werden letzte Reaktionsrückstände 

und DNA-Fragmente entfernt. Hierfür wird das Kit „NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up“ der Firma 

„MACHEREY-NAGEL“ (https://www.mn-net.com/de) verwendet. Zuerst wird das Volumen des PCR-

Produktes mit deionisiertem Wasser auf 50 µl aufgefüllt. Da für die Gelelektrophorese 2 µl entnommen 

wurden, muss dem Injektionsfläschchen ein Volumen von 27 µl zugefügt werde, um insgesamt 50 µl zu 

erreichen. Im nächsten Schritt werden zwei Volumeneinheiten des Puffers NTI in eine Volumeneinheit des 

PCR-Produktes pipettiert. Es werden also 100 µl NTI zu 50 µl PCR Produkt zugefügt. 

Um die DNA an die Ladesäule zu binden, wird eine „NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column“ in ein 

2 ml Sammelröhrchen gestellt und mit den zuvor hergestellten 150 µl beladen. Anschließend wird für 30 s bei 

11.000 rcf zentrifugiert, der Durchfluss wird verworfen und die Säule zurück in das Sammelröhrchen gestellt. 

Um die Kieselerde-Membran zu waschen, werden 700 µl des Puffers NT3 auf die Säule pipettiert, für 30 s bei 

11.000 rcf zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und die Säule zurück in das Sammelröhrchen gestellt. 

Hierbei muss darauf geachtet werden, dass die Säule die Flüssigkeit nicht berührt. Für ein besseres Ergebnis 

kann dieser Schritt einmal wiederholt werden. 

Um sämtliche Rückstände des Puffers aus der Membran zu entfernen, wird diese ein weiteres Mal ohne die 

Zugabe eines Puffers für eine Minute bei 11.000 rcf zentrifugiert. Da das in Puffer NT3 enthaltene Ethanol zu 

einer möglichen Inhibierung von enzymatischen Reaktionen führen kann, ist ein Inkubations-Schritt bei 70 °C 

für 2-5 min optional. Um die DNA aus der Membran zu lösen, wird die Säule in ein 1,5 ml 

Injektionsfläschchen, welches in dem Kit nicht enthalten ist, gestellt und mit 30 µl Puffer NE beladen. 

Abschließend wird die Säule für eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert und für eine Minute bei 11.000 rcf 

zentrifugiert, wodurch 30 µl aufgereinigter DNA erzeugt werden. 

Bevor die aufgereinigte DNA zu der Sequenzierung geschickt wird, muss ihre Konzentration mit einem UV 

NanoPhotometer der Firma Implen (https://www.implen.de/) gemessen werden. Zu Beginn wird das Gerät mit 

2 µl Puffer NE kalibriert. Für die Messung werden 2 µl der aufgereinigten DNA (alternativ auch extrahierte 

DNA aus Kapitel 2.2.1) auf die UV-Säule aufgetragen. Die Konzentration sollte zwischen 200 und 1.000 µg/µl 

aufweisen. Wird dieser Bereich unterschritten, muss die DNA-Extraktion wiederholt oder eine alternative 

Methode genutzt werden. Ist die Konzentration zu hoch, kann die Probe mit einer entsprechenden Menge 

sterilem Wasser verdünnt werden. Neben der Konzentration der DNA wird die Probe auf Verunreinigungen 

überprüft. Durch den Quotienten A260/A230 wird das Verhältnis zwischen Nukleotiden und Proteinen 

dargestellt und durch den Quotienten A260/A230 wird das Verhältnis zwischen Nukleotiden und anderen 

organischen Verbindungen dargestellt. Beide Quotienten sollten zwischen 1,800 und 2,000 liegen. Ansonsten 

muss die Extraktion ebenfalls wiederholt werden.  
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2.2.5 Sequenzierung des bakteriellen 16S rRNA-Gens 

Für die Sequenzierung der DNA werden 12 µl der aufgereinigten DNA in ein 1,5 ml Injektionsfläschchen mit 

Schraubverschluss der Firma „STAR LAB“ pipettiert. Anschließend werden 3 µl des höher konzentrierten 

Primers F27(Seq.)14 zugefügt, das Injektionsfläschchen mit dem Schraubverschluss verschlossen und 

etikettiert. Die Sequenzierung wird von einem Labor in Göttingen übernommen, sodass die Proben verschickt 

werden müssen. Die Ergebnisse werden üblicherweise am folgenden Tag digital übermittelt. Die 

Sequenzierung ist daher mit Kosten verbunden und es wird zunächst nur eine Analyse mit dem vorwärts 

laufenden Primer durchgeführt. Liegt keine Kontamination der Probe vor, werden diese Schritte entsprechend 

mit dem Gegenstrang und dem Primer R1492 (Seq.) wiederholt. 

Tabelle 7: Die für die Sequenzierung verwendeten Primer 

Primer Sequenz (5' → 3') Basenanzahl Konzentration 

F27 (Seq.) AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 20 20 µM 

R1492 (Seq.) TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T 22 20 µM 

Die Auswertung der Ergebnisse findet am Computer statt. Das Labor in Göttingen, welches die Sequenzierung 

der Proben durchführt, schickt für jede Probe eine Datei im „FASTA“-Dateiformat. Diese Datei kann mit dem 

Programm „Chromas“ geöffnet und bearbeitet werden. Angezeigt werden die Nukleotid-Basenpaare der 

Probe, mitsamt ihrer Qualität. Die Qualität, also die Genauigkeit mit welcher eine Basenpaar bestimmt wurde, 

erkennt man an der „Füllung“ eines jeden Rechteckes. Je mehr es gefüllt ist, umso eindeutiger ist das Ergebnis. 

Zu Beginn und Schluss jeder Probe gibt es viele Nukleotide, die nicht eindeutig bestimmt werden können, 

daher werden diese Bereiche für die weitere Analyse verworfen. Sie werden verworfen, indem unter „Edit“ 

mittels „Set left trim“ und „Set right trim“ die Bereiche mit niedriger Qualität auswählt werden und mit „Delete 

trimmed sequences“ letztlich gelöscht werden. Eine Kontamination der Probe lässt sich dadurch erkennen, 

wenn diese auch in weiten Bereichen des mittleren Teils ungenaue Ergebnisse aufweist. Das liegt daran, dass 

verschiedene Nukleotide an derselben Stelle identifiziert wurden.  

Unter „File“ kann mit „Copy sequence to clipboard“ die zurechtgeschnittene Sequenz kopiert werden. Im 

Internet Browser wird zunächst in einer Suchmaschine „ncbi blast“ eingegeben und die Internetseite der 

„National Center for Biotechnology Information“ (ncbi) aufgerufen. Durch Klicken auf „Nucleotide BLAST“, 

kann im oberen Bereich in dem kleinen Bereich „Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s)“ 

die kopierte Sequenz eingefügt werden. Bei „Database“ werden die Punkte „rRNA/IST database“ und „16S 

ribosomal RNA sequences (Bacteria and Archaea)“ ausgewählt. Anschließend wird der Haken bei „Sequences 

from type material“ und „Show results in a new window“ gesetzt, sofern mit mehreren Proben gearbeitet wird. 

Durch Klicken auf „BLAST“, wird das „Basic Local Alignment Search Tool“ gestartet, und es öffnet sich ein 

neuer Tab mit den genomisch am nächsten verwandten Bakterienstämmen, sortiert nach prozentualer Identität. 

Unter einem Identitätswert von 98,7% besteht die Wahrscheinlichkeit, dass es sich bei dem analysierten Stamm 

um einen bisher unentdeckten Vertreter der jeweiligen Klasse handeln kann. Somit kann mit der Sequenzierung 

mit dem rückwärtslaufenden Primer R1492(Seq.) fortgefahren werden. Die Sequenz wird in „Chromas“, wie 

zuvor erklärt, zugeschnitten. Da die beiden Primer einen leicht versetzten Bereich der DNA-Doppelhelix 

analysieren (siehe Abbildung 4), müssen diese beiden Bereiche nun zusammengefügt werden, um eine längere 

Abfolge an analysierten Basenpaaren zu erhalten. Hierfür wird das Programm „BioEdit“ genutzt, in dem unter 

„new alignment“ eine neue Sitzung erstellt wird. Unter „file“, „import from clipboard“ werden die beiden 

 
14 verglichen mit F27 für die 16S rRNA-Gen-PCR 
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zurecht geschnittenen Sequenzen aus „Chromas“ eingefügt. Anschließend werden beide ausgewählt und durch 

Klicken auf „accessory application“, „CAP contig assembly“ und Bestätigung durch Drücken auf „Enter“ 

werden diese beiden Sequenzen von dem Programm zusammengefügt. Diese neue Sequenz wird unter „edit“ 

und „copy to clipboard“ in den Zwischenspeicher kopiert, und abschließend im Windows-Editor 

abgespeichert. Zum Schluss wird die sogenannte „contig“-Sequenz ebenfalls über ncbi BLAST auf die 

nächsten Verwandten untersucht. Durch den Abgleich mit der längeren Basensequenz ist das erhaltene 

Ergebnis genauer.  

 

Abbildung 4: Länge der zusammengefügten "contig"-Sequenz 

2.2.6 Erstellung des phylogenetischen Baumes 

Der letzte Schritt der molekularbiologischen Charakterisierung ist die Erstellung des phylogenetischen 

Baumes. Grundlage hierfür ist die zuvor erstellte „contig“-Sequenz, die aus den Bereichen des vorwärts 

laufenden F27 und des rückwärts laufenden R1492 Primer-Produkten besteht. Bei der Analyse eines Stammes 

werden auf der Internetseite des ncbi die einhundert Spezies aufgelistet, die nach prozentualem genomischen 

Vergleich die meisten Nukleotide identisch haben. Von dieser Liste mit den einhundert artverwandten Spezies 

werden die ersten zehn, die letzten fünf und fünf weitere Vertreter zufällig aus der Mitte für die Erstellung des 

phylogenetischen Baumes ausgewählt. 

Die Erstellung des phylogenetischen Baumes erfolgt mit dem Computerprogramm „MEGA X“. Hier lässt sich 

unter „Align“, „Edit/build alignment“ und „create new alignment“ eine neue Sitzung erstellen. Mit der 

Auswahl „DNA“ wird ausgewählt, dass genomische Sequenzen analysiert werden sollen. Hier wird unter dem 

Unterpunkt „Paste“ die zuvor kopierte „contig“-Sequenz der zu untersuchenden Probe eingefügt. 

Die Datenbank der Internetseite EzBioCloud (https://www.ezbiocloud.net/) wird nach jeder dieser 20 Spezies 

durchsucht, indem Namen der Gattung und Spezies in das Suchfeld eingegeben werden. Unter dem Reiter 

„16S rRNA“ öffnet sich eine Seite mit diversen Informationen über eine Spezies. Durch Klicken auf 

„Sequence“ im oberen Bereich der Seite wird die genomische Sequenz des Stammes in die Zwischenablage 

kopiert, welche anschließend in das Programm „MEGA X“ (https://www.megasoftware.net/) eingefügt wird. 

Dies wird für die insgesamt 20 Vertreter wiederholt und ebenfalls für eine sogenannte Außengruppe, die mit 

dem untersuchten Stamm nahe verwandt sein sollte, aber eindeutig außerhalb des Verwandtschaftskreises 

stehen soll und somit als Kontrolle dient. 

Anschließend werden alle 22 Spezies durch Betätigen der Tastenkombination Strg+A ausgewählt und durch 

Klicken auf das Bild mit dem muskulösen Arm wird der „MUSCLE Alignment“-Algorithmus gestartet. 

Hierdurch werden die genomischen Sequenzen so angeordnet, dass gleiche Nukleotide in einer Reihe stehen. 

So entsteht ein kleiner Bereich an der linken und rechten Seite, in dem die Nukleotidsequenzen nicht 

übereinstimmen. Reihen, bei denen ein Nukleotid für alle Vertreter identisch ist, werden im oberen Bereich 

mit einem Stern markiert. Anschließend werden die Bereiche links und rechts, die keine Sterne besitzen, heraus 

https://www.ezbiocloud.net/
https://www.megasoftware.net/
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gelöscht, indem sie markiert und mit der Entfernen-Taste der Tastatur entfernt werden (siehe dazu Abbildung 

5). Übrig bleibt der Bereich, in dem die Nukleotide übereinstimmen. 

 

Abbildung 5: 22 Vertreter im "MEGA X"-Programm 

Die Erstellung des phylogenetischen Baumes erfolgt, in dem auf "Data" und anschließend auf "Phylogenetic 

Analysis" geklickt wird. Bei dem Bestätigungsfenster klickt man auf "Yes". Anschließend öffnet sich ein 

Fenster, bei dem man unter dem Reiter "Phylogeny" die Auswahl zwischen der Erstellung eines "Maximum 

Likelihood", "Neighbor Joining" oder "Minimum Evolution" Baumes. Nachdem eine der drei Optionen 

ausgewählt wurde, wird bestätigt, dass die aktuell aktive Datei zur Erstellung des Baumes genutzt werden soll. 

In dem erscheinenden Einstellungs-Fenster wird unter "Test of Phylogeny" die Bootstrap Methode ausgewählt 

und die Zahl der Replikationen auf 1.000 gesetzt. Bei dem Substitutionstyp wird ausgewählt, dass mit 

Nukleotiden gearbeitet werden soll. Nach einer Bestätigung durch "Ok" fängt das Programm an, den 

phylogenetischen Baum zu erstellen. Nach wenigen Momenten öffnet sich das Ergebnis in einem neuen 

Fenster. 

 

2.3 Morphologische Charakterisierung von Actinomyceten 

Die morphologische Charakterisierung umfasst die Analyse mit dem Lichtmikroskop, bei der festgestellt 

werden soll, ob eine Kontamination einer Kultur vorliegt und die Beschreibung einer Kultur anhand von 

elektronenmikroskopischen Aufnahmen. Hier werden Form und Aussehen von Sporen und Sporenkette 

beschrieben. 

2.3.1 Beschreibung des Aussehens unter dem Lichtmikroskop 

Bei der Untersuchung einer Bakterienkultur unter dem Lichtmikroskop wird lediglich untersucht, ob es eine 

Kontamination der Kultur gibt. Das hierfür verwendete Lichtmikroskop „Olympus SZX12“ und die 

verwendete Kamera „AxioCam MRc“ für das Aufnehmen der Bilder entstammen der Firma Zeiss. Für die 

Analyse wird aus einer gut gewachsenen Flüssigkultur mit einer abgeflammten Impföse circa 4 µl auf einen 

Objektträger aufgetragen und mit einem Deckglas abgedeckt. Anschließend wird der Objektträger unter das 

Lichtmikroskop gelegt und am Computer, der über die Kamera mit dem Mikroskop verbunden ist, das 

Programm „AxioVisionCam“ gestartet. Am Mikroskop gibt es diverse Einstellmöglichkeiten für die 

Lichtintensität, Objektive mit unterschiedlichen Vergrößerungen (10x, 20x, 40x und 100x) oder verschiedener 

Szenen. Eine mögliche Kontamination der Kultur lässt sich beispielsweise daran erkennen, dass es Bewegung 

von stäbchenförmigen Organismen gibt. Abschließend kann ein Foto für die Dokumentation aufgenommen 

werden. 
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2.3.2 Beschreibung des Aussehens unter dem Elektronenmikroskop 

Bei der morphologischen Charakterisierung unter dem Elektronenmikroskop werden die gebildeten Sporen 

und Sporenketten analysiert. Da das Sporenwachstum mit der Bildung von Luftmycel zusammenhängt, können 

nur Stämme analysiert werden, die ein Luftmycel aufweisen. Die Sporenoberfläche kann glatt, warzig, 

stachelig, haarig oder rau sein. (Dietz & Mathews, 1971) Die Sporenkette wird nach ihrer Länge (Anzahl der 

Sporen einer Kette) und ihrer Form klassifiziert. Hier wird unterschieden zwischen den Formen gerade bis 

biegsam (Rectus-Flexibilis), offene Schleifen (Retinaculum-Apertum), offene oder geschlossene Spiralen 

(Spira) oder verschiedene Verticillus-Formen (siehe Abbildung 6). (Pridham, Hesseltine, & Benedict, 1958)  

 

Abbildung 6: Die vier verschiedenen Formen der Sporenkette zur morphologischen Beschreibung von Streptomyces 
Spezies (Pridham, Hesseltine, & Benedict, 1958) 

Für die Analyse mit dem Elektronenmikroskop wird aus einer flüssigen GYM-Kultur ein Ausstrich auf einer 

ISP3 Agar-Platte gemacht und diese bei 30 °C in den Brutschrank zum Wachsen gestellt. Nach drei Wochen 

wird unter der CleanBench mit einer abgeflammten Metallspitze ein Stück der Kolonie ausgeschnitten, auf der 

Luftmycel gewachsen ist. Dieses circa 0,5 mal 0,5 mm große Agarstück wird in ein Glasgefäß mit 3 ml 5% 

Glutaraldehyd überführt und dieses zur Analyse mit dem Elektronenmikroskop an eine andere Abteilung des 

HZI weitergegeben. Die Ergebnisse werden nach wenigen Tagen digital übermittelt. 

 

2.4 Charakterisierung von Actinomyceten durch Kultivierung auf 

verschiedenen Agar-Medien 

Für die Charakterisierung durch Kultivierung auf verschiedenen Agar-Medien werden Bakterienkulturen 

benötigt, die mindestens fünf Tage alt und gut gewachsen sein sollten. Die folgenden Medien werden für diese 

Analyse benötigt: GYM, ISP2, ISP3, ISP4, ISP5, ISP6, ISP7 und das Suter-Medium jeweils mit Tyrosin und 

als Kontrolle ohne Tyrosin15 (Abkürzung: SSM+T und SSM-T). Die Medien müssen in benötigter Stückzahl 

nach Abschnitt 2.1.1 hergestellt werden, oder aus der Kühlkammer entnommen werden. Die Rezepte der 

 
15 Tyrosin ist eine Aminosäure; das Enzym Tyrosinase ist für den ersten Schritt der Melanin-Biosynthese verantwortlich 
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genutzten Medien befinden sich im Anhang. Die Analyse erfolgte nach dem Laborskript von Prof. Dr. Wink. 

(Wink, 2014) 

Für die Kultivierung werden unter der CleanBench mit einer abgeschnittenen Pipette jeweils 500 µl der Kultur 

aus einem Schüttelkolben entnommen und auf jede der oben genannten Medien pipettiert. Diese werden in 

kreisenden Bewegungen in Form einer acht bewegt, sodass sich die Kultur gleichmäßig auf der Oberfläche 

verteilt. Anschließend werden sie bei ihrer jeweiligen Optimaltemperatur in den Brutschrank gestellt, in dem 

sie für 14 Tage wachsen. Während dieser Zeit sollte sichergestellt werden, dass der Brutschrank befeuchtet ist, 

um ein Austrocknen der Platten oder ein Schrumpfen des Agars zu vermeiden (z.B. durch ein mit Wasser 

befülltes Becherglas im Inneren). 

Bei der Auswertung nach 14 Tagen wird der Bewuchs der Platte, die Farbe der Kolonie, die Bildung und Farbe 

des Luftmycels und die Verfärbung des Mediums analysiert. Für die Beschreibung der Farbe wird eine RAL-

Farbtafel (Edition 2017– Reichsausschuss für Lieferbedingungen – Deutsches Institut für Gütesicherung und 

Kennzeichnung e.V.) genutzt. Die vier zu beschreibenden Charakteristika werden im Folgenden genauer 

erläutert. 

❖ Bewuchs (Growth „G“) 

➢ Hier wird zwischen „gut“, „mäßig“ und „kein Bewuchs“ unterschieden. 

❖ Koloniefarbe (Reverse color „R“) 

➢ Die Koloniefarbe wird mithilfe der RAL-Farbtafel beschrieben.  Die Färbung des Substratmycels ist 

stark abhängig von der Bildung eines färbenden Pigments. 

❖ Luftmycel (Aerial Mycelium „A“) 

➢ Hier wird zunächst zwischen guter, spärlicher oder gar keiner Bildung eines Luftmycels unterschieden. 

Bei einer Bildung wird die Farbe ebenfalls mit der RAL-Farbtafel bestimmt. 

❖ Medienverfärbung (Soluble Pigment „S“) 

➢ Falls die Kolonie ein lösliches Pigment bildet, kann man dies an der Verfärbung des Agar-Mediums 

erkennen. Die Farbe des Mediums kann ebenfalls mit der RAL-Farbtafel beschrieben werden. 

Entspricht die Medienfarbe der einer unbewachsenen Agarplatte, ist dies als „keine 

Medienverfärbung“ zu dokumentieren. Hier ist auf eine braune bis schwarze Verfärbung zu achten, 

die auf die Bildung des Melanin-Pigments schließen lässt. 

Melanine sind Polymere mit verschiedenen Farbpigmenten, die typischerweise schwarz oder braun erscheinen 

und durch oxidative Polymerisation gebildet werden. Sie bewirken beispielsweise die Färbung der Haut, 

Haare, Federn oder Augen von Lebewesen. Auch Actinobacteria können diese und weitere Pigmente 

produzieren, die je nach Stamm, Alter der Kultur oder dem verwendeten Medium gelb, orange, rot, rosa, blau, 

braun oder schwarz sein können. (Lechevalier H. , 1965) Die Melanin-Produktion ist an brauner bis schwarzer 

Verfärbung zu erkennen und dient als weiteres Unterscheidungsmerkmal in der taxonomischen 

Klassifizierung. 

Die Analyse auf Bildung des färbenden Pigments Melanin wird mit Tabelle 8 durchgeführt und ist beispielhaft 

in Abbildung 7 zu sehen. Gibt es eine dunkelbräunliche bis schwarze Verfärbung des Agars, ist dies als "+" zu 

notieren, gibt es keine Verfärbung, oder eine, die nicht auf Melanin zurückzuführen ist, so ist dies mit einem 

"-" zu notieren. Anschließend wird die zutreffende Zahl (0 bis 3) der Tabelle entsprechend notiert. Die 

Ergebnisse werden in ein Datenblatt eingetragen und Fotos von den Agar-Platten für die Dokumentation 

gemacht. (Wink, 2014) 
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Tabelle 8: Auswertung der Melanin-Produktion 

ISP6 ISP7 SSM+T SSM-T Ergebnis 

+ + + - 3 

+ + - - 2 

- - + - 1 

- - - - 0 

 

Abbildung 7: beispielhafte Darstellung von möglichen RAL-Farbpaletten für die Beschreibung der Medien- und 
Koloniefarbe 

2.5 Physiologische Charakterisierung von Actinomyceten 

Bei den physiologischen Analysen wird überprüft, welche Salztoleranz ein zu untersuchender Stamm besitzt, 

welche Zucker er als Substrat verwerten kann, in welchen pH- und Temperaturbereichen er wachsen kann und 

der Nachweis von Enzymen, die von den Actinobakterien produziert werden. Methodik aller Analysen der 

physiologischen Charakterisierung sind in dem Laborskript von Prof. Dr. Wink beschrieben. (Wink, 2014) 

2.5.1 Bestimmung der Salztoleranz von Actinomyceten 

Bei der Bestimmung der Salztoleranz eines Stammes wird Zellmasse aus einem Flüssigmedium entnommen 

und auf Basal-Medien mit unterschiedlichen Salzkonzentrationen kultiviert. Für die Herstellung der Medien 

wird dem Basal-Medium (Rezept im Anhang) eine definierte Menge an NaCl zugefügt. Es werden 

Konzentrationen mit 0%, 2,5%, 5%, 7,5% und 10% verwendet. Diese fünf Medien werden in der Mikrowelle 

erhitzt, bis sie flüssig sind und anschließend jeweils 5 ml in die ersten fünf Vertiefungen einer 6-Well-Platte 

gegossen, wobei die Vertiefung unten rechts frei bleibt (siehe Abbildung 8). 

 

Abbildung 8: Anordnung der Medien verschiedener Salzkonzentrationen auf einer 6-Well-Platte 



  Material und Methoden  

23 

 

Für die Kultivierung wird die Spitze einer 1.000 µl Eppendorf Pipette circa einen Zentimeter vom unteren 

Ende mit einem erhitzten Skalpell abgeschnitten. Anschließend wird die 6-well-Platte mit den 

unterschiedlichen Salzkonzentrationen angeschrägt aufgestellt und jeweils zwei Tropfen (circa 20 µl) der 

Bakterienkultur aus dem flüssigen GYM-Medium in jede Vertiefung, außer der leeren in der rechten unteren 

Ecke, pipettiert. Anschließend wird die Platte mehrmals vor und zurück geneigt, sodass eine Linie der 

Flüssigkeit entsteht und nicht die gesamte Fläche bewachsen wird. Schließlich werden die Platten mit einem 

Parafilmstreifen dreimal umwickelt und für 14 Tage bei der Optimaltemperatur des jeweiligen Stammes in den 

Brutschrank gestellt. 

2.5.2 Bestimmung der Kohlenhydratverwertung von Actinomyceten 

Für die Herstellung des Zucker-Mediums werden 2 ml eines Basal-Mediums (Rezept im Anhang) in jede 

Vertiefung, außer der unten rechts, einer 12-Well-Platte pipettiert. Anschließend werden jeweils 200 µl einer 

sterilfiltrierten Zuckerlösung (10 mg in 1 ml Wasser) auf das noch warme und flüssige Basal-Medium jeder 

Vertiefung pipettiert und mit der Pipettenspitze durch Unterrühren homogenisiert. Die getesteten 

Kohlenhydrate sind Glucose (Glu), Arabinose (Ara), Sucrose (Suc), Xylose (Xyl), Inositol (Ino), Mannitol 

(Man), Fructose (Fra), Rhamnose (Rha), Raffinose (Raf) und Cellulose (Cel). Welche Zuckerlösung in welche 

Vertiefung pipettiert wird, lässt sich Abbildung 9 entnehmen. 

 

Abbildung 9: Anordnung der Zuckerlösungen auf einer 12-Well-Platte 

Bei der Kultivierung wird die 12-Well-Platte ebenfalls angeschrägt aufgestellt, und mit einer abgeschnittenen 

Pipette wird jeweils ein Tropfen der Kultur (circa 10 µl) in jede Vertiefung pipettiert. Anschließend wird die 

Platte geneigt, sodass die Flüssigkeit geradlinig verläuft. Die Kolonien wachsen für 14 Tage bei ihrer 

jeweiligen Optimaltemperatur im Brutschrank. 

Die Auswertung erfolgt nach Tabelle 9. Verglichen wird immer mit der Positivkontrolle (Glucose, oben links) 

und der Negativkontrolle (unten, zweite Vertiefung von rechts), in der sich kein Zucker, sondern 200 µl steriles 

Wasser befindet. Das entsprechende Symbol wird für jeden Zucker notiert. 

Tabelle 9: Auswertung einer 12-Well-Platte für die Kohlenhydratverwertung 

Das beobachtete Wachstum ist … Symbol 

… geringer als in der Negativkontrolle - 

… besser als in der Negativkontrolle, aber nicht so gut wie in der Positivkontrolle (+) 

… ähnlich wie in der Positivkontrolle + 

… besser als in der Positivkontrolle ++ 
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2.5.3 Bestimmung der pH-Toleranz von Actinomyceten 

Die Analyse der pH-Toleranz wird auf flüssigen und festen Medien durchgeführt. Für die Herstellung des 

Flüssigmediums wird das Medium ISP2 angefertigt (Herstellung von Medien ist in Kapitel 2.1.1 beschrieben, 

Rezepte befinden sich im Anhang) und anschließend der pH-Wert auf die Werte 2 – 10 mithilfe von Salzsäure 

und der Base Kaliumhydroxid eingestellt. Anschließend werden insgesamt neun Reagenzgläser zu circa 33% 

(in diesem Fall 7 ml) jedes Mediums befüllt, mit einem metallenen Deckel verschlossen und für 20 Minuten 

bei 121 °C autoklaviert.  

Nach dem Abkühlen wird jedes Reagenzglas mit 10% des Volumens (in diesem Fall mit jeweils 700 µl) 

angeimpft. Das hierfür verwendete Flüssigmedium war GYM, in dem die Kultur für mindestens sechs Tage 

und gut gewachsen sein sollte. Die Reagenzgläser werden in einen besonderen Reagenzglas-Ständer 

angeschrägt aufgestellt, sodass die Oberfläche möglichst groß ist und die Rotation somit umso effizienter ist. 

Der Reagenzglas-Ständer wird auf die Rüttelplatte bei 30 °C bei 120 rpm gestellt. 

Für die Herstellung der Agar-Platten wird das Rezept für das Medium ISP2 und entsprechend mit Agar-Pulver 

hergestellt. Jedoch wird hier nicht der pH-Wert von 7,2 eingestellt, sondern jeweils die pH-Werte 5 bis 9. 

Anschließend werden die Medien in den Schott-Flaschen autoklaviert, auf Petrischalen ausgegossen und 

erhärten für circa zwei Stunden. Die Platten werden unter der CleanBench mit jeweils 500 µl Kultur angeimpft 

und in den 30 °C warmen Brutschrank gestellt.  

Nach sieben Tagen können sowohl die Reagenzgläser als auch die Agar-Platten ausgewertet werden. Die 

Kultur in den Reagenzgläsern wird in 15 ml Falcon Röhrchen umgefüllt, verschlossen und für 10 min bei 

9.000 rpm zentrifugiert. Anschließend kann die Höhe des entstandenen Pellets gemessen werden. Die Agar-

Platten werden nach ihrem qualitativen Bewuchs beurteilt. Unterschieden wird zwischen gutem Bewuchs "+", 

mäßigem Bewuchs "(+)" und keinem Bewuchs "-".  

2.5.4 Bestimmung der Temperaturtoleranz von Actinomyceten 

Für die Bestimmung der pH-Toleranz werden 500 µl einer Bakterienkultur aus flüssigem GYM-Medium auf 

Petrischalen mit ISP2 Medium pipettiert. Anschließend werden die Platten kreisförmig bewegt, sodass sich 

die Flüssigkeit ausbreitet. Eine vollständige Bedeckung der Oberfläche ist jedoch nicht notwendig. Schließlich 

wird eine Petrischale in den Kühlschrank bei 4 °C und jeweils eine in den Brutschrank bei 15 °C, 20 °C, 30°C, 

38 °C und 44 °C gestellt. Die Auswertung des qualitativen Bewuchses findet nach sieben Tagen statt und wird 

differenziert zwischen "-" für kein Wachstum der Kolonie bis zu "+++" für optimales Wachstum. 

2.5.5 Bestimmung der Stoffwechselleistung von Actinomyceten anhand der 

biochemischen API® Tests 

Der biochemische Test, auch API® Test genannt, ist eine Schnell-Analyse, bei der die Stoffwechselleistung 

auf mögliche Enzym-Produktion einer Bakterienkultur überprüft wird. Grundlage des Tests sind die 

Teststreifen API® Zym und API® Coryne der Firma „bioMérieux“ (https://www.biomerieux.de). 

Für den biochemischen Test werden Bakterienkulturen verwendet, die mindestens sechs Tage alt sind und gut 

gewachsen sein sollten. Für die Analyse werden unter der CleanBench zweimal 1 ml der Kultur mit einer 

abgeschnittenen Pipette in je ein 2 ml Injektionsfläschchen gefüllt. Kulturen, die inhomogen, also 

beispielsweise in Form von Granulaten, gewachsen sind, müssen mit einem Stößel homogenisiert werden. 
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API® Zym  

Für den API® Zym Test wird eine Feuchtkammer aus dem Kit entnommen und mit deionisiertem Wasser 

befüllt, sodass alle Vertiefungen gefüllt sind. Überschüssiges Wasser kann mit einer Pipette entfernt werden. 

Anschließend wird eines der beiden Injektionsfläschchen mit homogenisierter Zellkultur in ein 15 ml Falcon 

Röhrchen pipettiert und mit 4 ml sterilem Wasser verdünnt. 

Es wird ein Teststreifen aus dem API® Zym Kit entnommen und in die befüllte Hälfte der Feuchtkammer 

gelegt. Anschließend werden in jede Kammer des Teststreifens vier Tropfen (circa 50 µl) der verdünnten 

Bakterienkultur pipettiert, sodass der Boden komplett bedeckt ist. Es ist darauf zu achten, dass der Boden der 

Testkammern nicht mit der Pipettenspitze berührt wird, da sonst Reagenzien mit in die nächste Vertiefung 

überführt werden können, die das Ergebnis verfälschen können. Schließlich wird der Teststreifen beschriftet, 

verschlossen und für 24 Stunden bei 30 °C zum Inkubieren in den Brutschrank gestellt. In Tabelle 10 sind die 

verschiedenen Enzyme dargestellt, auf die mit dem API® Zym Test kontrolliert wird und ebenso die Substrate, 

die sich in den Kammern der vorgefertigten Teststreifen befinden. 

Tabelle 10: Anordnung der Enzymverwertung des API® Zym Tests 

Nummer Enzym Substrat 

1 Negativkontrolle / 

2 Phosphatase-Alkalin 2-Naphthylphosphat 

3 Esterase (C 4) 2-Naphtylbutyrat 

4 Esterase Lipase (C 8) 2-Naphtylcaprylat 

5 Lipase (C 14) 2-Naphtylmyristat 

6 Leucin-Arylamidase L-Leucyl-2-Naphtylamid 

7 Valin-Arylamidase L-Valyl-2-Naphtylamid 

8 Cystin-Arylamidase L-Cystyl-2-Naphtylamid 

9 Trypsin N-Benzoyl-DL-Arginin-2-Naphtylamid 

10 Chymotrypsin N-Glutarylphenylalanin-2-Naphtylamid 

11 Phosphatase-Säure 2-Naphtylphosphat 

12 Naphthol-AS-Bi-Phosphohydrolase Naphthol-AS-Bi-Phosphat 

13 α-Galactosidase 6-Br-2-Naphthyl-D-Galactopyranosid 

14 β-Galactosidase 2-Naphthyl-D-Galactopyranosid 

15 β-Glucuronidase Naphthol-AS-Bi-D-Glucuronid 

16 α-Glucosidase 2-Naphthyl-D-Glucopyranosid 

17 β-Glucosidase 6-Br-2-Naphthyl-D-Glucopyranosid 

18 n-Acetylglucoseamidase 1-Naphthyl-N-acetyl-D-Glucoseaminid 

19 α-Mannosidase 6-Br-2-Naphthyl-D-Mannopyranosid 

20 α-Fucosidase 2-Naphtyl-L-Fucopyranosid 

Für die Auswertung des API® Zym Teststreifens wird zunächst ein Tropfen der Reagenzlösung Zym A und 

anschließend ein Tropfen von Zym B in die Vertiefungen getropft. Nach einer zehnminütigen Inkubationszeit 

können die Verfärbungen mithilfe des Testblattes verglichen werden. Die Auswertung findet mithilfe einer 

Standardtabelle statt, die jedem Testkit beiliegt. Zu bewerten ist die Intensität des Farbumschlags zwischen 1 

und 5. Gab es keine Reaktion, ist dies mit 0 zu bewerten. Verglichen wird mit der Negativkontrolle in der 

ersten Tasche. Die Tabelle zur Auswertung ist in Abbildung 10 dargestellt. 
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Abbildung 10: Tabelle zur Auswertung des API® Zym Tests 

 

API® Coryne 

Für den API® Coryne Test wird ebenfalls eine Feuchtkammer entnommen und wie zuvor beschrieben befüllt. 

Anschließend wird ein Teststreifen aus dem API® Coryne Kit entnommen und schräg gegen die Feuchtkammer 

aufgestellt. In die ersten neun Vertiefungen, also bis einschließlich „ESC“ für Esculin werden vier Tropfen 

(circa 50 µl) der verdünnten Zellsuspension pipettiert. Die folgenden zwei Taschen (URE und GEL) werden 

soweit mit der Zellkultur befüllt, bis die Öffnung der Tasche zur Hälfte gefüllt ist.  

Anschließend wird das zweite Injektionsfläschchen mit 1 ml homogenisierter Zellkultur in die Reagenzflasche 

mit der roten Flüssigkeit (ebenfalls dem Kit enthalten) überführt und durch mehrmaliges Auf- und 

Abpipettieren homogenisiert. In die restlichen Taschen (von 0 bis GLYG), welche zur Kontrolle der 

Fermentation sind, wird ebenfalls so viel von der roten Zellsuspension pipettiert, bis die Öffnung zur Hälfte 

gefüllt ist. Hier ist darauf zu achten, dass an die Wand der Tasche pipettiert wird, sodass keine Luftblasen 

eingeschlossen werden. Der Teststreifen wird beschriftet, in die Feuchtkammer gelegt und wie der API® Zym 

Teststreifen wird auch der API® Coryne Teststreifen für 24 Stunden bei 30 °C inkubiert. Die Enzymnachweise, 

ihre Abkürzungen und das vorgefertigte Substrat in den Vertiefungen der API® Coryne Teststreifen sind in 

Tabelle 11 dargestellt. 
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Tabelle 11: Anordnung der Enzyme des API® Coryne Tests 

Nummer Abkürzung Enzymnachweis Substrat 

1 NIT Nitratreduktion Kaliumnitrat 

2 PYZ Pyrazinamidase Pyrazin Carboxamid 

3 PyrA Pyrrolidonylarylamidase Pyroglutaminsäure-β-Naphtylamid 

4 PAL Alkalische Phosphatase 2-Naphthyl-Phosphat 

5 βGUR Beta-Glucuronidase Naphthol-AS-Bi-Glucuronsäure 

6 βGAL Beta-Galactosidase 2-Naphthyl-β-D-Galactopyranosid 

7 αGLU Alpha-Glucosidase 2-Naphthyl-α-D-Glucopyranosid 

8 βNAG N-Acetyl-beta-Glucosamidase 1-Naphthyl-N-Acetyl-β-D-Glucosamid 

9 ESC Esculin (Beta-Glucosidase) Esculin-Eisencitrat 

10 URE Urease Harnstoff 

11 GEL Gelatine (Hydrolyse) Rinder-Gelatine 

12 0 Negativkontrolle / 

13 GLU Glucose Fermentation D-Glucose 

14 RIB Ribose Fermentation D-Ribose 

15 XYL Xylose Fermentation D-Xylose 

16 MAN Mannit Fermentation D-Mannitol 

17 MAL Maltose Fermentation D-Maltose 

18 LAC Laktose Fermentation D-Laktose 

19 SAC Saccharose Fermentation Saccharose 

20 GLYG Glycogen Fermentation Glycogen 

Für die Auswertung des Teststreifens API® Coryne wird jeweils ein Tropfen NIT 1 und anschließend NIT 2 

in die erste Vertiefung (NIT) getropft. In die zweite Vertiefung (PYZ) wird ein Tropfen PYZ getropft. In die 

Kammer 3 (PyrA) bis einschließlich Kammer 8 (βNag) wird zuerst ein Tropfen Zym A und anschließend Zym 

B getropft. Die restlichen Vertiefungen bleiben unangetastet, da dort die nötigen Reagenzien bereits vorhanden 

sind. Nach zehn Minuten Inkubationszeit können die Teststreifen ausgewertet werden, indem sie mit einem 

Testblatt (Tabelle 12) verglichen werden.  
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Tabelle 12: Auswertung des API® Coryne Tests 

Nummer Abkürzung Enzymnachweis Negativergebnis Positivergebnis 

1 NIT Nitratreduktion farblos / helles pink dunkles pink / rot 

2 PYZ Pyrazinamidase 
farblos / helles braun / 
helles pink braun / orange 

3 PyrA Pyrrolidonylarylamidase farblos / helles orange orange 

4 PAL Alkalische Phosphatase 
farblos / helle lila / helles 
orange lila 

5 βGUR Beta-Glucuronidase 
farblos / helles grau / helles 
beige blau 

6 βGAL Beta-Galactosidase farblos / helles lila lila 

7 αGLU Alpha-Glucosidase 
farblos / helles lila / helles 
grün lila 

8 βNAG 
N-Acetyl-beta-
Glucosamidase 

farblos / helles lila / helles 
braun / helles grau braun 

9 ESC Esculin (Beta-Glucosidase) farblos / grau schwarz 

10 URE Urease gelb / orange rot / pink 

11 GEL Gelatine (Hydrolyse) 
kein Auflösen des 
schwarzen Pigments 

Auflösen des schwarzen 
Pigments 

12 0 Negativkontrolle 

rot / orange gelb / orange 

13 GLU Glucose Fermentation 

14 RIB Ribose Fermentation 

15 XYL Xylose Fermentation 

16 MAN Mannit Fermentation 

17 MAL Maltose Fermentation 

18 LAC Laktose Fermentation 

19 SAC Saccharose Fermentation 

20 GLYG Glycogen Fermentation 

 

2.6 Chemotaxonomische Charakterisierung von Actinomyceten 

Die Chemotaxonomie im Allgemeinen befasst sich mit der Verteilung von chemischen Komponenten bei 

Organismen. Mit der taxonomischen Analyse der Zellwandzusammensetzung kann zwischen den 

verschiedenen Unterordnungen der Actinobacteria unterschieden werden. Bei einer Klassifizierung von 

Bakterien werden die Ähnlichkeiten ihrer zellulären Chemie verglichen, indem die chemische Architektur des 

Peptidoglykans analysiert wird. Die am häufigsten analysierten Komponenten sind die Phospholipide, 

Aminosäuren, Zellzucker, Menachinone, Fettsäuren und die prozentuale Basenzusammensetzung der DNA. 

(Goodfellow & Minnikin, 1985) 

2.6.1 Analyse der Zellwand-Phospholipide von Actinomyceten 

Die Analyse der Phospholipide erfolgte nach Methoden von Collins. (Collins & Jones, 1980). 

Grundlage der Analyse ist eine lyophilisierte Zellmasse (Herstellung in Kapitel 2.1.3 beschrieben). Es werden 

50 mg der gefriergetrockneten Zellmasse in ein Glasröhrchen mit rotem Schraubdeckel eingewogen. Danach 

werden 6,75 ml einer Lösung aus Chloroform – Methanol – 0,3% wässrige NaCl-Lösung (50-100-40 v/v) 

hinzugefügt und das Fläschchen wird entweder über Nacht, aber mindestens für vier Stunden, in den 

Überkopfschüttler deponiert. Anschließend wird der gesamte Inhalt in ein neues Röhrchen mit Stopfen 

überführt und bei 3.900 rpm für zehn Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird mithilfe einer Transferpipette 
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in ein neues Röhrchen mit Stopfen transferiert und mit jeweils 1,75 ml Chloroform und 1,75 ml 0,3% wässriger 

NaCl-Lösung versetzt. Anschließend wird erneut bei 3.900 rpm für zehn Minuten zentrifugiert und die untere 

Phase, in der das Chloroform enthalten ist, in ein Filolax Röhrchen pipettiert. Dies sollte nicht mehr als zwei 

Drittel befüllt werden, ein eventueller Überschuss kann in ein Eppi pipettiert werden. In einem Pierce-Gerät 

unter dem Abzug kann mithilfe von Stickstoff das Chloroform eingeengt werden, bis die gesamte Flüssigkeit 

verdampft ist. 

Für die mobile Phase werden zwei Laufmittel vorbereitet. Das erste Laufmittel besteht aus Chloroform – 

Methanol – Wasser (65-25-4 v/v) und das zweite Laufmittel enthält Chloroform – Methanol – Eisessig – 

Wasser (80-12-15-4 v/v). Eisessig16 und das Wasser sollten unter ständigem Schwenken sukzessive zugegeben 

werden, da das Lösemittel ansonsten trüb werden kann. Es werden jeweils 30 ml des ersten Laufmittels in eine 

benötigte Anzahl TLC-Kammern gefüllt und der Deckel geschlossen, damit sich für mindestens 30 Minuten 

eine Atmosphäre in der Kammer bilden kann. In jede TLC-Kammer passen jeweils vier Platten. 

In der Zwischenzeit werden für die Chromatographie dem Filolax Röhrchen 100 µl Chloroform – Methanol 

(2-1 v/v) zugegeben, ganz leicht geschüttelt und mit einem Stück Parafilm bedeckt. Für jede Probe werden 

jeweils fünf HPTLC 60 Kieselgelplatten vorbereitet, indem sie mit dem Probenamen beschriftet werden und 

in der linken unteren Ecke jeweils ein Zentimeter vom Rand entfernt ein kleiner Punkt mit einem weichen 

Bleistift aufgetragen wird (siehe Abbildung 11). Aus dem Filolax-Röhrchen werden nun 10 µl mit einer 

Einmal-Mikropipette entnommen und langsam auf den kleinen Bleistiftpunkt der Platte aufgetragen. 

Die beiden Laufrichtungen können an Abbildung 11 entnommen werden. Demnach wird die Kieselgelplatte 

mit der linken Seite zuerst in das Laufmittel eins gestellt. Anschließend „läuft“ die Flüssigkeit von unten die 

Platte hinauf, bis sie circa einen halben Zentimeter vom oberen Rand entfernt ist. Nachdem die Platten aus den 

Kammern entnommen wurden, müssen sie unter dem Abzug trocknen. In der Zwischenzeit wird das erste 

Lösemittel aus den Kammern entfernt und ebenfalls mit 30 ml des zweiten Lösemittels befüllt. Auch hier muss 

eine Atmosphäre für mindestens 30 Minuten gebildet werden. Nach Ablauf der Zeit wird die Platte um 90° 

gedreht mit der unteren Seite im Laufmittel in die Kammer gestellt, bis das Laufmittel 0,5 cm vom oberen 

Rand entfernt ist. Anschließend müssen die Platten für circa 15 Minuten unter dem Abzug trocknen. 

Sobald die Platten getrocknet sind, können sie besprüht und erhitzt werden. Die jeweiligen Sprühreagenzien, 

Temperaturen und Zeiten des Erhitzens sind für jede Platte in Tabelle 13 beschrieben. 

 

Abbildung 11: Laufrichtungen der zweidimensionalen Dünnschicht-Chromatographie 

 
16 reine Essigsäure 
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Tabelle 13: Übersicht der fünf verwendeten Platten für die Phospholipid Analyse 

Vorgehen bei der Phospholipid-Analyse 

Platte 1 

Besprühen mit Dragendorff-Mournier 

Kein Erhitzen! 

Foto machen 

Platte 2 

Besprühen mit Ninhydrin 

Erhitzen bei 100 °C für 5 Minuten 

Nach Abkühlen Foto machen 

Besprühen mit Molybdän-Blau 

Kein Erhitzen! 

Foto machen 

Erhitzen bei 150 °C für 5 Minuten 

Nach Abkühlen Foto machen 

Platte 3 

Besprühen mit Anisaldehyd 

Erhitzen bei 100 °C für 5 Minuten 

Nach Abkühlen Foto machen 

Platte 4 

Besprühen mit Alpha-Naphtol 

Erhitzen bei 120 °C für 5 Minuten 

Nach Abkühlen Foto machen 

Platte 5 

Besprühen mit Molybdatophosphorsäure 

Erhitzen bei 120 °C für 5 Minuten 

Nach Abkühlen Foto machen 

2.6.2 Analyse der Zellwand-Aminosäuren von Actinomyceten 

Die Analyse der Aminosäuren erfolgte nach Methoden von Hasegawa. (Hasegawa, Takizawa, & Tanida, 1983) 

Zu Beginn der Aminosäuren-Analyse werden 4 mg einer lyophilisierten Probe in ein Ampullen-Glas 

eingewogen. Anschließend werden unter der CleanBench 100 µl einer 6N Salzsäure in das Ampullen-Glas 

pipettiert, welches mit dem Bunsenbrenner verschlossen wird. Die Ampulle wird in eine verschließbare 

Aluminium-Dose gestellt, die für 20 Minuten bei 121 °C autoklaviert wird. Nachdem die Ampullen ausgekühlt 

sind, werden diese in einem Papiertuch vorsichtig an der Sollbruchstelle aufgebrochen und der Inhalt in ein 

1,5 ml Eppi pipettiert.  

Für das Laufmittel werden Methanol – deionisiertes Wasser – 6N Salzsäure – Pyridin (20-6,5-1-2,5 v/v) 

miteinander gemischt und 20 ml in eine kleine Chromatographie-Kammer gefüllt, in der sich für 30 Minuten 

eine Atmosphäre bilden muss. Auf einer 10x10 cm Cellulose-Chromatographie-Platte wird 0,5 µl der Probe, 

einmal 0,5 µl des Diaminopimelinsäure-Standards und der Standard 2, bestehend aus jeweils 0,5 µl Leucin, 

Alanin, Glutamin, Lysin und Ornithin aufgetragen. Anschließend wird die Chromatographie-Platte in die 

Kammer gestellt, sodass die aufgetragenen Proben unter der Flüssigkeitsoberfläche sind. 

Das Laufmittel läuft anschließend für circa 70 Minuten die Platte hoch, bis es einen halben Zentimeter vom 

oberen Rand entfernt ist. Nachdem sie für 15 Minuten unter dem Abzug getrocknet ist, wird sie mit dem 

Sprühreagenz Ninhydrin besprüht und für 5 Minuten bei 100 °C auf der Heizplatte erwärmt. 
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2.6.3 Analyse der Zellwand-Zucker von Actinomyceten 

Die Analyse der Zellzucker erfolgte nach Methoden von Hasegawa. (Hasegawa, Takizawa, & Tanida, 1983) 

Für die Analyse werden 4 mg einer lyophilisierten Probe in ein Ampullen-Glas eingewogen. Anschließend 

werden 100 µl einer 0,25 N Salzsäure unter einem Abzug einpipettiert und das Ampullen-Glas unter der 

CleanBench mit dem Gasbrenner verschlossen. Das verschlossene Ampullen-Glas wird in einen Behälter aus 

Aluminium gestellt und für 15 Minuten bei 121 °C autoklaviert, damit die Zellen absterben und die Zellwände 

aufgebrochen werden können. Nachdem die Glasampulle abgekühlt ist, wird sie vorsichtig in einem Papiertuch 

an der Sollbruchstelle aufgebrochen. 

Für die Chromatographie wird ein Laufmittel aus n-Butanol – Wasser – Pyridin – Toluol (10-6-6-1 v/v) 

hergestellt und davon 20 ml in eine kleine Chromatographie-Kammer gefüllt. Auf eine 10 mal 10 cm Cellulose-

Chromatographie-Platte werden in mindestens 1,5 cm Abständen und 1 cm vom unteren Rand entfernt drei 

feine Punkte mit einem Bleistift markiert. Auf den ersten Bleistiftpunkte wird 0,5 µl der Probe aufgetragen. 

Auf den vorletzten Punkt wird der erste Standard, bestehend aus jeweils 0,5 µl der Galactose-, Arabinose- und 

Xylose-Lösung17 pipettiert. Der zweite Standard besteht aus Rhamnose, Mannose, Glucose und Ribose. Hier 

werden ebenfalls jeweils 0,5 µl je Zuckerlösung aufgetragen. 

Nachdem sich für 30 Minuten in der Kammer eine Atmosphäre mit dem zuvor erstellten Laufmittel gebildet 

hat, wird die Cellulose-Platte (die stationäre Phase) in das Laufmittel (die mobile Phase) gestellt, sodass die 

aufgetragenen Proben unterhalb der Flüssigkeitsoberfläche sind. Das Laufmittel läuft die Platte hoch, bis es 

circa einen halben Zentimeter vom oberen Rand entfernt ist. Dies dauert circa 70 Minuten. Danach wird die 

Platte der Kammer entnommen und zum Trocknen unter den Abzug gelegt. In der Zwischenzeit wird die 

Heizplatte auf 100 °C eingestellt. Die Platte wird mit dem Sprühreagenz Anilinphtalat besprüht und für 

5 Minuten auf der Heizplatte erhitzt. 

2.6.4 Analyse der Zellwand-Menachinone von Actinomyceten 

Die Analyse der Menachinone erfolgte nach Methoden von Collins. (Collins, Pirouz, Goodfellow, & Minnikin, 

1977) 

Für die Analyse werden 100 mg einer gefriergetrockneten Probe in ein Reagenzglas mit Schraubverschluss 

eingewogen. Diesem wird 6 ml einer Lösung aus Chloroform – Methanol (2-1 v/v) zugegeben und über Nacht 

bei 10 rpm rotiert im Überkopfschüttler. Am nächsten Tag wird die Flüssigkeit durch ein Filterpapier der Firma 

Sartorius in einen 50 ml Rundkolben filtriert. Der Rundkolben mit dem Filtrat wird anschließend an den 

Rotationsevaporator gehängt und verdampft bei 30 °C. Anschließend wird 1 ml Petroleumäther hinzu pipettiert 

und der Rundkolben wird für 30 Sekunden geschwenkt, sodass das Extrakt von der Innenwand gespült wird. 

Die Flüssigkeit wird in ein 1,5 ml Injektionsfläschchen pipettiert und für fünf Minuten bei 14.000 rcf 

zentrifugiert. Der Überstand wird in ein 4 ml großes braunes Glasgefäß überführt, in dem er in einem 30 °C 

warmen Heizblock unter dem Stickstoffstrom getrocknet wird. 

Für die HPLC-Analyse wird das Extrakt mit 100 µl Acetonitril – Isopropanol (65-35 v/v) verflüssigt, in ein 

braunes HPLC-Gläschen pipettiert und bis zur Analyse bei -20 °C gelagert. Die Analyse erfolgte durch den 

Betreuer. 

 
17 die Zukcer-Lösungen sind sterilfiltriert und haben eine Konzentration von 10 mg/ml 
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2.6.5 Analyse der Zellwand-Fettsäuren von Actinomyceten 

Die Analyse der Fettsäuren erfolgte nach Methoden von Sasser. (Sasser, 1990) 

Für die Fettsäure Analyse werden 10 mg einer lyophilisierten Zellmasse in ein 4 ml Glasfläschchen18 

eingewogen. Diesem wird anschließend mit einer Pasteurpipette (vorher mit Dichlormethan spülen!) 0,9 ml 

einer methanolischen Hydroxidlösung (Methanol – NaOH (15 mg/100 ml); 1-1 v/v) hinzugefügt und für 

60 min bei 100 °C zum Kochen in den Thermoblock gestellt. Nachdem die Probe abgekühlt ist, wird ihr 1,8 ml 

einer methanolischen Salzsäurelösung (MeOH – HCl 37%; 10-2 v/v) zugegeben. Diese wird nun für zehn 

Minuten bei 80 °C im Thermoblock erhitzt, um anschließend schnell in Eis abgekühlt zu werden.  

Nachdem die Proben abgekühlt sind, wird dem Glasfläschchen 0,9 ml Hexan / Tertiär – Butyl Methyl Ether 

(1-1 v/v) zugegeben und für 30 Sekunden gevortext. Nach der Phasentrennung kann nun die obere organische 

Phase mit einer Transferpipette in ein neues 4 ml Glasfläschchen pipettiert werden. Dieser Schritt wird noch 

zweimal wiederholt. In das zweite Glasfläschchen, welches über eine organischen Phase verfügt, wird nun 

circa 2,5 ml einer 0,5 M Natriumhydroxidlösung (5 g / 250 ml) hinzugegeben. Das Volumen sollte nicht höher 

als der Hals des Glasfläschchen sein. Anschließend wird für 30 Sekunden gevortext, bis es zur Phasentrennung 

kommt. Falls es nicht zu einer Phasentrennung kommen sollte, kann gesättigte Natriumchloridlösung hinzu 

getropft werden. 

Nach der Phasentrennung werden circa zwei Drittel der oberen organischen Phase in ein GC- Glasfläschchen 

pipettiert, welches unter den Stickstoffstrom gestellt wird, unter dem die Flüssigkeit evaporieren kann. In 

einem zweiten Schritt wird die restliche organische Phase hinzugefügt und erneut unter den Stickstoffstrom 

gestellt. Ist die gesamte Flüssigkeit evaporiert, wird in das GC- Glasfläschchen 500 µl Octan pipettiert. 

Die Proben werden in einem Gaschromatographie-Flammenionisationsdetektor (GC-FID) gemessen und 

werden entweder aufkonzentriert oder verdünnt, sodass die Peaks eine ungefähre Peakfläche von 400 haben.

 
18 umgangssprachlich: Vial 
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3 Ergebnisse der taxonomischen Charakterisierung 

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der vier untersuchten Stämme aus den zuvor beschriebenen 

Analysen vorgestellt und mit genomisch nahen Artverwandten verglichen. Zu den durchgeführten Analysen 

gehören die molekularbiologische Charakterisierung mit der 16S rRNA-Gen-Sequenzierung und der 

Erstellung des phylogenetischen Baumes, die morphologische Charakterisierung mit den licht- und 

elektronenmikroskopischen Analysen, die Kultivierung auf verschiedenen Agar-Medien, sowie die 

physiologische und chemotaxonomische Charakterisierung. Die physiologische Charakterisierung von 

Actinomyceten umfasst die Analysen auf ihre Salztoleranz, Kohlenhydratverwertung, pH- und 

Temperaturtoleranz sowie den Nachweis von Enzymen, die von den Bakterien produziert werden. Bei der 

chemotaxonomischen Charakterisierung werden die chemischen Verbindungen analysiert, die sich in der 

Zellwand der Actinomyceten befinden. Diese Verbindungen sind Phospholipide, Aminosäuren, Zucker, 

Menachinone und Fettsäuren.  

3.1 Vorstellung der vier untersuchten Actinomyceten 

Die vier untersuchten Stämme 194933CR, 195335CR, 195338CR und 194522CSAM wurden im Jahr 2016 

von Dr. Chandra Risdian aus indonesischen Bodenproben isoliert. Die Bodenproben wurden aus dem Guruda-

Wisnu-Kencana-Kulturpark (https://www.gwkbali.com/) entnommen. Der Kulturpark befindet sich im Süden 

der Insel Bali, besteht aus verschiedenen Gartenanlagen mit kulturellen Skulpturen und ist ein beliebtes 

touristisches Ziel. Die Isolate wurden auf dem Selektionsmedium 5336 kultiviert und von den gewachsenen 

Kulturen der Actinobacteria wurden Verdünnungsausstriche gemacht. Anschließend wurden sie im 1,5 ml 

Glycerin-Fläschchen bei -80 °C verwahrt, bis sie im September 2020 zu Beginn dieser Bachelorarbeit 

reaktiviert und kultiviert wurden. Die vier Actinomyceten konnten anhand von durchgeführten genomischen 

Analysen den Gattungen Actinophytocola und Streptomyces zugeordnet werden. 

3.2 Ergebnisse der molekularbiologischen Charakterisierung 

Die molekularbiologischen Analysen bilden die Grundlage für die folgenden Tests der taxonomischen 

Klassifizierung. Nach den Ergebnissen der 16S rRNA-Gen-Sequenzierung und der Erstellung des 

phylogenetischen Baumes wird durch Vergleich mit der Datenbank festgestellt, welche Spezies die nächsten 

Artverwandten einer untersuchten Probe sind. Liefern 16S rRNA-Gen-Sequenzierung und phylogenetischer 

Baum jeweils einen unterschiedlichen Artverwandten, wird die zu untersuchende Proben mit den beiden 

Spezies verglichen. Stimmen die beiden Tests überein, gibt es nur einen Vergleichsstamm. 

3.2.1 Ergebnisse der 16S rRNA-Gen-Sequenzierung 

Bei der 16S rRNA-Gen-Sequenzierung wird die genomische Sequenz, also die Abfolge der Nukleobasen 

Adenin(A), Guanin(G), Cytosin(C) oder Thymin(T), mithilfe des BLAST19-Programms mit bereits bekannten 

Stämmen auf der Internetseite der „National Center for Biotechnology Information (ncbi)“ 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) verglichen. Mithilfe dieser Ergebnisse kann also gesagt werden, zu welcher 

prozentualen Genauigkeit sich ein untersuchter Stamm bereits klassifizierten Stämmen ähnelt. Liegt der 

 
19 Basic Local Alignment Search Tool 

https://www.gwkbali.com/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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untersuchte Stamm unter einem Identitätswert von 98,7%, bestehen gute Chancen, dass es sich um eine bisher 

unentdeckte Spezies handeln kann. 

 

Sequenzierungsergebnisse des Stammes 194933CR 

Die 16S rRNA-Gen-Sequenzierung des Stamms 194933CR wurde mit 1.319 Basenpaaren durchgeführt und 

ergab, dass er mit der Spezies Actinophytocola oryzae zu 98,94% am nächsten verwandt ist. Darauf folgen 

A. burenkhanensis mit 98,18% und A. corallina mit 98,03% (siehe Tabelle 14). Somit ist der Abstand zwischen 

der nächsten Spezies A. oryzae zu der zweitnächsten Spezies A. burenkhanensis relativ groß. 

Tabelle 14: Die drei genomisch nächsten Artverwandten von Stamm 194933CR 

194933CR 

Actinophytocola oryzae 98,94% 

Actinophytocola burenkhanensis 98,18% 

Actinophytocola corallina 98,03% 

 

Sequenzierungsergebnisse der Stämme 195335CR & 195338CR 

Im Laufe der Charakterisierung der Stämme 195335CR und 195338CR stellte sich heraus, dass diese zu 100% 

dieselbe genomische Sequenz besitzen. Dieses Ergebnis lieferte eine Kontrolle, bei der die 16S Nukleotid-

Sequenz beider Stämme mit dem BLAST-Programm auf der Internetseite des amerikanischen Zentrums für 

Biotechnologie (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) miteinander verglichen  wurden.  

Wie an der Tabelle 15 zu erkennen ist, ist die Spezies Streptomyces griseocarneus nach der 16S rRNA-Gen-

Sequenzierung mit 98,64%/98,65% der nächste Artverwandte. Die beiden weiteren Verwandten folgen jedoch 

sehr dicht mit S. bambusae bei 98,57%/98,58% und S. abikoensis bei 98,47%/98,57%. Obwohl die beiden 

untersuchten Stämme dieselbe genomische Sequenz besitzen, sind die Identitätswerte leicht unterschiedlich, 

da die Anzahl der untersuchten Basenpaare unterschiedlich groß ist. Bei 195335CR wurden 1.327 Basenpaare 

für die Analyse genutzt und für 195338CR waren es 1.333. 

Tabelle 15: Die drei nächsten Artverwandten von den Stämmen 195335CR und 195338CR 

195338CR 

Streptomyces griseocarneus 98,65% 

Streptomyces bambusae 98,58% 

Streptomyces abikoensis 98,57% 

 

Sequenzierungsergebnisse des Stammes 194522CSAM 

Nach den Ergebnissen der 16S rRNA-Gen-Sequenzierung ist Streptomyces sannanensis mit 98,27% der 

nächste Artverwandte. Dicht folgen die Spezies S. lushanensis mit 98,19% und S. netropsis mit 97,97% (siehe 

Tabelle 16). Die Länge der untersuchten Gensequenz betrug 1.327 Basenpaare. 

Tabelle 16: Die drei genomisch nächsten Artverwandten von Stamm 194522CSAM 

194522CSAM 

Streptomyces sannanensis 98,27% 

Streptomyces lushanensis 98,19% 

Streptomyces netropsis 97,97% 

195335CR 

Streptomyces griseocarneus 98,64% 

Streptomyces bambusae 98,57% 

Streptomyces abikoensis 98,47% 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.2.2 Vorstellung des phylogenetischen Baumes 

Mit einem phylogenetischen Baum lassen sich die evolutionären Beziehungen zwischen verschiedenen Arten 

darstellen. Ein Knoten beschreibt hierbei den nächsten gemeinsamen Verwandten von zwei oder mehr Arten 

und die Länge eines Astes gibt in etwa die verstrichene Zeit an, in der sich die Arten voneinander separiert 

haben. (Biologie Seite) 

Mithilfe der Liste von einhundert Artverwandten, welche die 16S rRNA-Gen-Sequenzierung lieferte, konnte, 

wie in Abschnitt 2.2.6 beschrieben wurde, der phylogenetische Baum erstellt werden. Hierzu wurde der zu 

untersuchende Stamm mit insgesamt 20 verschiedenen artverwandten Spezies und einem sogenannten 

„outgroup“ als Kontrolle miteinander verglichen. Als Kontrollstamm, der keine verwandtschaftliche 

Beziehung mit der untersuchten Probe aufweisen darf, wurde bei den folgenden phylogenetischen Bäumen die 

Bakterien Micrococcus luteus für die Gattung Actinophytocola und Streptacidiphilus albus für die Gattungen 

Streptomyces genutzt. 

Für die molekularbiologische Charakterisierung wurde für jede Probe je ein phylogenetischer Baum nach der 

„Neighbour Joining“ Methode und anschließend nach der „Maximum Likelihood“ Methode erstellt. Obwohl 

der phylogenetische Baum auf den Daten aus der 16S rRNA-Gen-Sequenzierung besteht, liefert er manchmal 

nicht dieselbe Spezies als nächsten Artverwandten. Bei der Sequenzierung vergleicht das BLAST-Programm 

auf der Internetseite des ncbi die Nukleotide sukzessive mit der Datenbank. Der phylogenetische Baum wird 

anhand eines komplexen Algorithmus20 erstellt, der neben den einzelnen Nukleotiden noch eine Vielzahl 

weiterer Faktoren berücksichtigt. So ist zum einen bedeutsam, welche Genregion untersucht wird, oder wie 

viele Basen in der gleichen Reihenfolge ähnlich sind, als ob es längere Sequenzen mit identischen Basen gibt, 

oder diese stärker fragmentiert sind. Optimale Ergebnisse liefert der phylogenetische Baum nur, wenn das 

gesamte Genom aller betrachteten Spezies für die Erstellung genutzt wird und nicht nur circa 1.320 

Basenpaare. 

 

Phylogenetischer Baum des Stammes 194933CR 

Der phylogenetische Baum nach der „Maximum Likelihood“ Methode lieferte ebenso wie die 16S rRNA-Gen-

Sequenzierung die Spezies Actinophytocola oryzae als nächsten Artverwandten für die Probe 194933CR. Der 

phylogenetische Baum nach der „Neighbour Joining“ Methode lieferte identische Ergebnisse. Die 

zweitnächste Spezies Actinophytocola burenkhanensis liegt auf einem anderen Zweig (siehe Abbildung 12). 

 
20 Der sog. „Muscle-Algorithm“, wie in Kapitel 2.2.6 erwähnt 



  Ergebnisse 

36 

 

 

Abbildung 12: phylogenetischer Baum des Stammes 194933CR nach der "Maximum Likelihood" Methode 

 

Phylogenetischer Baum der Stämme 195335CR & 195338CR 

Der phylogenetische Baum der Proben 195335CR und 195338CR unterscheidet sich teilweise von den 

Ergebnissen der 16S rRNA-Gen-Sequenzierung. Hiernach ist Streptomyces bambusae die nächste Spezies. 

Streptomyces griseocarneus, welche nach 16S Sequenzierung die nächste Spezies war, befindet sich sehr weit 

entfernt auf einem anderen Ast.  

 

Abbildung 13: phylogenetischer Baum des Stammes 195335CR nach der "Maximum Likelihood" Methode 
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Phylogenetischer Baum des Stammes 194522CSAM 

Nach der 16S rRNA-Gen-Sequenzierung war Streptomyces sannanensis mit 98,27% die nächstverwandte 

Spezies. Nach dem „Maximum Likelihood“ phylogenetischen Baum liegt jedoch die Spezies Streptomyces 

lushanensis sehr viel dichter an dem untersuchten Stamm 194522CSAM. Der phylogenetische Baum nach der 

„Neighbour Joining“ Methode lieferte identische Ergebnisse. 

 

Abbildung 14: phylogenetischer Baum des Stammes 194522CSAM nach der "Maximum Likelihood" Methode 

 

3.3 Ergebnisse der morphologischen Charakterisierung 

Bei der morphologischen Charakterisierung werden die Struktur und Form von Bakterienkulturen analysiert. 

Während bei der Analyse mit dem Lichtmikroskop lediglich überprüft werden soll, ob es eine Kontamination 

der Kultur gab, werden bei der Analyse mit dem Elektronenmikroskop die Sporenketten und einzelnen Sporen 

einer Kultur beschrieben. 

3.3.1 Ergebnisse der lichtmikroskopischen Analyse 

Bei der Analyse mit dem Lichtmikroskop soll festgestellt werden, ob es eine Kontamination der verwendeten 

Flüssigkultur gibt. 
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Lichtmikroskope Ergebnisse des Stammes 194933CR 

Für den Stamm 194933CR konnte keine Kontamination festgestellt werden. 

 

Abbildung 15: Aufnahmen des Stammes 194933CR unter dem Lichtmikroskop 

 

Lichtmikroskopische Ergebnisse des Stammes 195335CR 

Für den Stamm 195335CR konnte keine Kontamination festgestellt werden. 

 

Abbildung 16: Aufnahmen des Stammes 195335CR unter dem Lichtmikroskop 

 

Lichtmikroskopische Ergebnisse des Stammes 195338CR 

Für den Stamm 195338CR konnte keine Kontamination festgestellt werden. 

 

Abbildung 17: Aufnahmen des Stammes 195338CR unter dem Lichtmikroskop 
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Lichtmikroskopische Ergebnisse des Stammes 194522CSAM 

Für den Stamm 194522CSAM konnte keine Kontamination festgestellt werden. 

 

Abbildung 18: Aufnahmen des Stammes 194522CSAM unter dem Lichtmikroskop 

3.3.2 Ergebnisse der elektronenmikroskopischen Analyse 

Da bei einer Charakterisierung mit einem Elektronenmikroskop die im Luftmycel wachsenden Sporen bzw. 

Sporenketten untersucht werden, können folglich nur die Stämme untersucht werden, die zur Bildung von 

Luftmycel in der Lage sind. Daher wurde diese Analyse lediglich mit den Stämmen 195335CR und 195338CR 

durchgeführt, da die Proben 194933CR und 194522CSAM kein oder nur kaum Luftmycel bildeten. Obwohl 

die Bildung von Luftmycel sehr typisch für die Vertreter der Streptomyces ist, gibt es dennoch einige, die 

keines bilden. Die Tabelle 17 zeigt eine Übersicht über das gebildete Luftmycel in Zusammenhang mit dem 

Medium, auf dem es gewachsen ist. Ein "+" bedeutet gutes Wachstum von Luftmycel, ein "(+)" kaum 

Wachstum und ein "-" gar kein Wachstum. Die Bakterienstämme sind für 21 Tage bei 30 °C auf ISP3 Agar-

Medium gewachsen. 

Tabelle 17: Überblick gewachsenes Luftmycel auf verschiedenen Agar-Medien 

Medium 194933CR 195335CR 195338CR 194522CSAM 

GYM - + + - 

ISP2 - + + - 

ISP3 - + + - 

ISP4 - + + - 

ISP5 - + (+) - 

ISP6 - - - - 

ISP7 - + + (+) 

SSM+T - - - - 

SSM-T - - - - 

Die Bilder sind in Abbildung 19 und Abbildung 20 zu sehen. Wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben, wird die 

Sporenkette auf ihre Länge, also die Anzahl einzelner Sporen einer Kette, und ihre Form analysiert. Die 

verschiedenen Formen können gerade bis biegsam (Rectus-Flexibilis), offene Schleifen (Retinaculum-

Apertum), offene oder geschlossene Spiralen (Spira) oder verschiedene Verticillus-Formen sein (siehe hierzu 

Abbildung 6, Kapitel 2.3.2). Bei den einzelnen Sporen werden die Form und ihre Oberfläche (glatt, warzig, 

stachelig, haarig oder rau) beschrieben. 
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Elektronenmikroskopische Ergebnisse des Stammes 195335CR 

Der Stamm 195335CR bildete gerade und glatte Sporenketten. Die Form ist demnach als Rectus-Flexibilis zu 

bezeichnen. Die einzelnen Sporen sind in etwa 1 µm lang, von zylindrischer Form und haben eine glatte 

Oberfläche. 

 

Abbildung 19: Stamm 195335CR unter dem Elektronenmikroskop 

 

Elektronenmikroskopische Ergebnisse des Stammes 195338CR 

Die Sporenketten von Stamm 195338CR sind ebenfalls glatt und gerade und somit Rectus-Flexibilus. Die 

Länge von circa 1 µm einer einzelnen Spore stimmt mit Stamm 195335CR überein. Die Form ist zylindrisch 

mit einer glatten Oberfläche. 

 

Abbildung 20: Stamm 195338CR unter dem Elektronenmikroskop 

 

3.4 Ergebnisse der Kultivierung auf verschiedenen Agar-Medien 

Bei der Kultivierung auf ISP und Suter Medien soll festgestellt werden, wie sich Bewuchs, Koloniefarbe, 

Bildung von Luftmycel und Medienverfärbung auf verschiedenen Medien verhält. Die hierfür verwendeten 

Medien werden im Folgenden kurz vorgestellt. 

Das GYM-Medium ist das Standard Medium und steht für Glucose (Glucose), Yeast (Hefe) und Malt (Malz). 

An dem wasserunlöslichen Calciumkarbonat (CaCO3) haften sich einzelne Bakterien an und bilden Kolonien, 

die in Form von Granulaten wachsen. Die ISP-Medien 2 bis 5 sind für die Analyse auf eventuelles Luftmycel, 
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und die letzten vier Medien (ISP6, ISP7, SSM+T und SSM-T) sind für die Beschreibung der Melanin-

Produktion verantwortlich. Viele Vertreter der Actinobacteria bilden ein dunkelbraunes bis schwarzes Pigment 

auf Medien, die Tyrosin enthalten. Die ISP Medien wurden erstmals von Shirling und Gottlieb 1966 im 

Rahmen des „International Streptomyces Project“ beschrieben (Shirling & Gottlieb, 1966) und die beiden 

synthetischen Suter-Medien wurden von Suter im Jahr 1978 beschrieben. (Suter, 1978) Die Herstellung von 

Medien ist in Abschnitt 2.1.1 auf Seite 10 beschrieben und die entsprechenden Rezepte sind im Anhang 

aufgeführt. In den folgenden Tabellen ist, sofern bekannt, die vierstellige Bezeichnung der RAL-Farbtabelle 

(https://www.ralfarbpalette.de/) in Klammern hinter dem Farbton angegeben. Ist für einen Stamm ein 

bestimmtes Medium nicht getestet wurden, ist dies mit "kA" für keine Angabe angegeben. 

 

Kultivierung des Stammes 194933CR und Vergleichsstamm 

An Tabelle 18 kann man die Ähnlichkeiten zwischen dem untersuchten Stamm 194933CR und 

Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae sehr gut erkennen. Das Kolonie-Wachstum der beiden Stämme ist 

bis auf ISP2 und ISP7 identisch, und die Koloniefarbe unterscheidet sich lediglich geringfügig. Auch zu einer 

signifikanten Medienverfärbung, insbesondere auf den Platten ISP6 und ISP7 und auf den Suter-Medien, kam 

es bis auf einige Verdunklungen nicht. Eine Bildung des Melanin-Pigments ist somit auszuschließen. Beide 

Stämme waren nicht in der Lage, auf einer der untersuchten Platten Luftmycel zu bilden. 
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Tabelle 18: Ergebnisse der Kultivierung auf verschiedenen Agar-Medien für Stamm 194933CR und Vergleichsstamm 
Actinophytocola oryzae 

Medium 
  

Kriterium 
  

194933CR 
  

A. oryzae* 

DSM 45499 

ISP2 

Bewuchs gut verringert 

Koloniefarbe sandgelb (1002) safrangelb (1017) 

Luftmycel keines keines 

Medienverfärbung keine keine 

ISP3 

Bewuchs kaum verringert 

Koloniefarbe perlweiß (1013) melonengelb (1028) 

Luftmycel keines keines 

Medienverfärbung keine keine 

ISP4 

Bewuchs kaum verringert 

Koloniefarbe perlweiß (1013) cremeweiß (9001) 

Luftmycel keines keines  

Medienverfärbung keine keine 

ISP5 

Bewuchs kaum verringert 

Koloniefarbe perlweiß (1013) safrangelb (1017) 

Luftmycel keines keines 

Medienverfärbung keine keine 

ISP6 

Bewuchs kaum kA 

Koloniefarbe braunbeige (1011) kA 

Luftmycel keines kA 

Medienverfärbung keine kA 

ISP7 

Bewuchs kaum gut 

Koloniefarbe sandgelb (1002) safrangelb (1017) 

Luftmycel keines keines 

Medienverfärbung Maisgelb (1006) keine 

SSM+T 

Bewuchs gut gut 

Koloniefarbe sandgelb (1002) & 
Ockergelb (1024) 

 gelborange (2000) 

Luftmycel keines keines 

Medienverfärbung grünbeige (1000) keine 

SSM-T 

Bewuchs gut gut 

Koloniefarbe sandgelb (1002) & 
ockergelb (1024) 

gelborange (2000) 

Luftmycel keines keines 

Medienverfärbung grünbeige (1000) keine 

* Ergebnisse der Kultivierung von Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae stammen aus dem Wink Kompendium der 

Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen. (DSMZ, DSM 45499) 

 

Kultivierung der Stämme 195335CR & 195338CR und Vergleichsstämme 

Aufgrund der hohen Ähnlichkeit bei den Ergebnissen zwischen den Stämmen 195335CR und 195338CR wird 

in Tabelle 19 lediglich der Stamm 195335CR mit seinen beiden Vergleichsstämmen dargestellt.  

195335CR und Streptomyces griseocarneus weisen auf allen Platten gutes Wachstum auf, während 

Streptomyces bambusae auf den Medien ISP2, 3, 4 und 7 nur moderat und lediglich auf ISP5 gut wuchs. Die 
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Koloniefarbe ist bei den drei Stämmen recht ähnlich, wobei S. griseocarneus oft einen Farbton dunkler als die 

anderen beiden Stämme beschrieben wurde. Bei der Medienverfärbung gibt es auf ISP2 und ISP3 kaum 

Unterschiede, aber auf den Medien ISP4 und ISP5 wurde für S. griseocarneus eine rote Medienverfärbung 

dokumentiert, die sich stark von der der anderen Stämme unterscheidet. Bei 195335CR kam es nur auf dem 

Suter-Medium mit Tyrosin zu einer Verfärbung, die auf die Produktion des Melanin-Pigments schließen lässt.  

Das gebildete Luftmycel ist bei den ersten beiden Stämmen gut miteinander vergleichbar, auf allen Medien 

stark gewachsen und unterscheidet sich nur in den einzelnen Farbtönen. S. bambusae war nur in der Lage, auf 

den Medien ISP3 und 4 Luftmycel zu bilden und unterscheidet sich damit von den anderen beiden Stämmen. 

Tabelle 19: Ergebnisse der Kultivierung auf verschiedenen Agar-Medien für Stamm 195335CR und die 
Vergleichsstämme Streptomyces griseocarneus und Streptomyces bambusae 

Medium 
  

Kriterium 
  

195335CR 
  

S. griseocarneus* S. bambusae** 

DSM 40004 DSM 111587  

ISP2 

Bewuchs gut gut moderat 

Koloniefarbe sandgelb (1002) braun orange gelb 

Luftmycel gut, Pastellviolett (4009) grau keines 

Medienverfärbung keine keine helles gelb 

ISP3 

Bewuchs gut gut moderat 

Koloniefarbe beige (1001) braun oliv 

Luftmycel gut, pastellviolett (4009) & 
cremeweiß (9001) 

weiß weiß 

Medienverfärbung sandgelb (1002) keine orange gelb 

ISP4 

Bewuchs gut gut moderat 

Koloniefarbe beige (1001) beige grünlich gelb 

Luftmycel gut, platingrau (7036) weiß gelblich braun 

Medienverfärbung sandgelb (1002) rot keine 

ISP5 

Bewuchs gut gut gut 

Koloniefarbe sandgelb (1002) braun orange gelb 

Luftmycel gut, pastellviolett (4009) beige keines 

Medienverfärbung grünbeige (1000) rot keine 

ISP6 

Bewuchs gut gut kA 

Koloniefarbe beige (1001) braun kA 

Luftmycel keines keines kA 

Medienverfärbung keine braun kA 

ISP7 

Bewuchs gut gut moderat 

Koloniefarbe ockerbraun (8001) beige oliv 

Luftmycel gut, platingrau (7036) weiß keines 

Medienverfärbung braunbeige (1011) keine keine 

SSM+T 

Bewuchs gut kA kA 

Koloniefarbe sepiabraun (8014) kA kA 

Luftmycel keines kA kA 

Medienverfärbung schwarzbraun (8022) kA kA 

SSM-T 

Bewuchs gut kA kA 

Koloniefarbe sandgelb (1002) kA kA 

Luftmycel keines kA kA 

Medienverfärbung honiggelb (1005) kA kA 
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* Ergebnisse der Kultivierung von Vergleichsstamm Streptomyces griseocarneus stammen aus dem Wink Kompendium 

der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen. (DSMZ, DSM 40004)  

** Ergebnisse der Kultivierung von Vergleichsstamm Streptomyces bambusae stammen von Nguyen und Kollegen. 

(Nguyen & Kim, 2015) 

 

Kultivierung des Stammes 194522CSAM und Vergleichsstämme 

Der untersuchte Stamm 194522CSAM weist auf allen Medien, bis auf ISP6, gutes Wachstum nach 14 Tagen 

auf. Auch der Vergleichsstamm Streptomyces sannanensis konnte auf allen untersuchten Platten gut wachsen, 

während zu Stamm Streptomyces lushanensis kaum Informationen vorliegen. Die Koloniefarbe wird bei 

S. sannanensis nur oberflächlich und zumeist als beige beschrieben. Bei 194522CSAM war sie auf den 

verschiedenen Medien oft unterschiedlich stark ausgeprägt, jedoch nicht weit entfernt von beige. Zu einer 

Melanin-Pigment Bildung kam es bei Stamm 194522CSAM auf den Medien ISP7 und SSM+T, während es 

bei S. sannanensis nur auf ISP7 gebildet wurde, da hier die Suter-Medien nicht untersucht wurden. 

Auffällig ist, dass 194522CSAM ausschließlich auf ISP7 in der Lage war, eine geringe Menge an Luftmycel 

zu bilden. Die Bildung von Luftmycel ist eine sehr typische Eigenschaft von Vertretern der Gattung 

Streptomyces. (Flärdh & Buttner, 2009) Somit ist dies zwar ungewöhnlich, nicht jedoch unmöglich. Die beiden 

Vergleichsstämme waren hingegen in der Lage, Luftmycel auf diversen Medien zu bilden. 
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Tabelle 20: Ergebnisse der Kultivierung auf verschiedenen Agar-Medien von Stamm 194522CSAM und der 
Vergleichsstämme Streptomyces sannanensis und Streptomyces lushanensis 

Medium 
  

Kriterium 
  

194522CSAM 
  

S. sannanensis* S. lushanensis** 

DSM 41705 DSM 42121 

ISP2 

Bewuchs gut gut  kA 

Koloniefarbe honiggelb (1005) & 
sepiabraun (8014) 

beige  kA 

Luftmycel keines weiß gut 

Medienverfärbung sandgelb (1002) keine gelb 

ISP3 

Bewuchs gut gut  kA 

Koloniefarbe zitronengelb (1012) & 
beigebraun (8024) 

beige  kA 

Luftmycel keines weiß gut 

Medienverfärbung olivbraun (8008) keine gelb 

ISP4 

Bewuchs gut gut kaum 

Koloniefarbe ginstergelb (1032) & 
sepiabraun (8014) 

farblos  kA 

Luftmycel keines grau keines 

Medienverfärbung keine keine keine 

ISP5 

Bewuchs gut gut  kA 

Koloniefarbe schilfgrün (6013) & 
sepiabraun (8014) 

farblos  kA 

Luftmycel keines weiß gut 

Medienverfärbung nussbraun (8011) keine gelb 

ISP6 

Bewuchs kaum gut  kA 

Koloniefarbe sandgelb (1002) & 
sepiabraun (8014) 

beige  kA 

Luftmycel keines keines  kA 

Medienverfärbung sandgelb (1002) keine  kA 

ISP7 

Bewuchs gut gut  kA 

Koloniefarbe schilfgrün (6013) & 
sepiabraun (8014) 

beige  kA 

Luftmycel kaum, hellelfenbein (1015) weiß  kA 

Medienverfärbung nussbraun (8011) braun  kA 

SSM+T 

Bewuchs gut kA  kA 

Koloniefarbe nussbraun (8011) & 
terrabraun (8028) 

kA  kA 

Luftmycel keines kA  kA 

Medienverfärbung olivbraun (8008) kA  kA 

SSM-T 

Bewuchs gut kA  kA 

Koloniefarbe grünbraun (8000) & 
sepiabraun (8014) 

kA  kA 

Luftmycel keines kA  kA 

Medienverfärbung ockergelb (1024) kA  kA 

* Ergebnisse der Kultivierung von Vergleichsstamm Streptomyces sannanensis stammen aus dem Wink Kompendium 

der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen. (DSMZ, DSM 41705) 

**Ergebnisse der Kultivierung von Vergleichsstamm Streptomyces lushanensis stammen von Zhang und Kollegen. 

(Zhang, Cheng, Chen, Li, & Yang, 2014) 
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3.5 Ergebnisse der physiologischen Charakterisierung 

Die physiologischen Tests umfassen umfangreiche Analysen der Bakterienstämme auf Stoffwechselleistungen 

und die Bedingungen, unter denen ein Stamm noch wachsen kann. Dazu gehören die maximale 

Salzkonzentration, bei der ein Stamm noch wachsen kann, verschiedene Kohlenhydrate, die ein Stamm 

verwerten kann, Tests auf den pH- und Temperatur-Bereich für Wachstum und ebenso den biochemischen 

API® Test auf mögliche Enzymproduktion. 

3.5.1 Ergebnisse der Salztoleranz 

Bei der Analyse auf die Salztoleranz eines Stammes wird er auf Basal-Medium mit NaCl-Konzentrationen von 

0%, 2,5%, 5%, 7,5% und 10% kultiviert und wächst auf diesen für 14 Tage im Brutschrank. (Wink, 2014) 

 

Salztoleranz des Stammes 194933CR und Vergleichsstamm 

Bei der Analyse des Wachstums auf Medien mit verschiedenen Salzkonzentrationen konnte 194933CR 

lediglich auf Medium ohne Salz wachsen. Dasselbe trifft auch auf den Vergleichsstamm Actinophytocola 

oryzae zu. 

Tabelle 21: Ergebnisse der Salztoleranz Analyse von Stamm 194933CR und dem Vergleichsstamm Actinophytocola 
oryzae 

Salztoleranz 194933CR 
A. oryzae* 

DSM 45499 

Salzkonzentration 0% 0% 

* Ergebnisse der Salztoleranz für Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae stammen aus dem Wink Kompendium der 

Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen. (DSMZ, DSM 45499) 

 

Salztoleranz der Stämme 195335CR & 195338CR und Vergleichsstämme 

Die Stämme 195335CR und 195338CR sind beide noch auf dem Medium mit einer Salzkonzentration von 

2,5% gut gewachsen, wobei sie ihr Optimum deutlich bei einer Konzentration von 0% haben. Auch der 

Vergleichsstamm Streptomyces griseocarneus wächst gut bei 2,5% Salzgehalt, während Streptomyces 

bambusae deutlich salzresistenter ist. Er wächst noch bei einer Konzentration von 4% gut, was eventuell an 

dem Habitat (Wurzelbereich von Bambuspflanzen) liegen könnte, aus dem er isoliert wurde. 

Tabelle 22: Ergebnisse der Salztoleranz Analyse der Stämme 195335CR & 195338CR und der Vergleichsstämme 
Streptomyces griseocarneus und Streptomyces bambusae 

Salztoleranz 195335CR 195338CR 
S. griseocarneus* S. bambusae** 

DSM 40004 DSM 111587 

Salzkonzentration 2,5% 2,5% 2,5% 4% 

* Ergebnisse der Salzkonzentration für Vergleichsstamm Streptomyces griseocarneus stammen aus dem Wink 

Kompendium der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen. (DSMZ, DSM 40004) 

** Ergebnisse der Salzkonzentration für Vergleichsstamm Streptomyces bambusae stammen von Nguyen und Kollegen. 

(Nguyen & Kim, 2015) 
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Salztoleranz des Stammes 194522CSAM und Vergleichsstämme 

Stamm 194522CSAM und Streptomyces sannanensis haben eine Salztoleranz von 2,5%. Für den 

Vergleichsstamm Streptomyces lushanensis ist lediglich ein Bereich zwischen 0% und 4% bekannt, in 

welchem dieser wachsen kann. 

Tabelle 23: Ergebnisse der Salztoleranz Analyse des Stammes 194522CSAM und der Vergleichsstämme 
Streptomyces sannanensis und Streptomyces lushanensis 

Salztoleranz 194522CSAM 
S. sannanensis* S. lushanensis** 

DSM 41705  DSM 42121 

Salzkonzentration 2,5% 2,5% 0-4% 

* Ergebnisse der Salztoleranz für Vergleichsstamm Streptomyces sannanensis stammen aus dem Wink Kompendium der 

Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen. (DSMZ, DSM 41705) 

** Ergebnisse der Salztoleranz für Vergleichsstamm Streptomyces lushanensis stammen von Zhang und Kollegen. 

(Zhang, Cheng, Chen, Li, & Yang, 2014) 

3.5.2 Ergebnisse der Kohlenhydratverwertung 

Bei der Analyse auf die Kohlenhydratverwertung wird das Wachstum auf Medien mit verschiedenen Zuckern 

untersucht, darunter Glucose, Arabinose, Sucrose, Xylose, Inositol, Mannitol, Fructose, Rhamnose, Raffinose 

und Cellulose. Hierfür wird der Bewuchs eines jeden Substrates mit dem Bewuchs auf der Positivkontrolle 

Glucose und dem Bewuchs auf der Negativkontrolle, die keinen Zucker enthält, verglichen. Die Auswertung 

findet anhand Tabelle 9 aus Kapitel 2.5.2 statt. 

 

Kohlenhydratverwertung des Stammes 194933CR und Vergleichsstamm 

Während der Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae nicht in der Lage war, einen der getesteten Zucker 

umzusetzen, gab es bei Stamm 194933CR lediglich mit Xylose als Substrat ähnlich gutes Wachstum wie auf 

dem Standardsubstrat Glucose und bei Inositol sogar besseres Wachstum. Damit verhalten sich die beiden 

Stämme trotz dieser beiden Unterschiede ähnlich. 

Tabelle 24: Ergebnisse der Kohlenhydratverwertung Analyse des Stammes 194933CR und des Vergleichsstammes 
Actinophytocola oryzae 

Zuckerverwertung 194933CR 
A. oryzae* 

DSM 45499 

Glucose - - 

Arabinose - - 

Sucrose - - 

Xylose + - 

Inositol ++ - 

Mannitol - - 

Fructose - - 

Rhamnose - - 

Raffinose - - 

Cellulose - - 

* Ergebnisse der Zuckerverwertung für Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae stammen aus dem Wink Kompendium 

der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen. (DSMZ, DSM 45499) 
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Kohlenhydratverwertung der Stämme 195335CR & 195338CR und Vergleichsstämme 

Die Stämme 195335CR und 195338CR haben weitgehend eine ähnliche Substratverwertung. Nur bei den 

Zuckern Arabinose, Sucrose und Inositol hat 195335CR ein schlechteres Wachstum als die Negativkontrolle. 

195335CR konnte Xylose besser verwerten. Streptomyces griseocarneus war ausschließlich in der Lage, 

Inositol zu verwerten und unterscheidet sich damit stark von den beiden untersuchten Stämmen. Zu 

Streptomyces bambusae liegen nicht alle Ergebnisse der Kohlenhydratverwertung vor. Ein Zucker, der nicht 

untersucht wurde, ist Glucose, welcher bei der Auswertung nach Wink als Positivkontrolle dient. (Wink, 2014) 

Daher können die übrigen getesteten Zucker nicht mit der Positivkontrolle verglichen werden, weshalb die 

übrigen Ergebnisse vermutlich als allgemeiner Bewuchs zu verstehen sind. S. bambusae wuchs auf Arabinose, 

Mannitol und teilweise auf dem Xylose-Substrat. Auf Inositol und Fructose gibt es kein Wachstum.  

Tabelle 25: Ergebnisse der Kohlenhydratverwertung Analyse der Stämme 195335CR & 195338CR und der 
Vergleichsstämme Streptomyces griseocarneus und Streptomyces bambusae 

Zuckerverwertung 195335CR 195338CR 
S. griseocarneus* S. bambusae** 

DSM 40004  DSM 111587 

Glucose + + + kA 

Arabinose - (+) - + 

Sucrose - (+) - kA 

Xylose + (+) - (+) 

Inositol - (+) + - 

Mannitol (+) (+) - + 

Fructose (+) (+) - - 

Rhamnose (+) (+) - - 

Raffinose (+) (+) - - 

Cellulose (+) (+) - - 

* Ergebnisse der Zuckerverwertung für Vergleichsstamm Streptomyces griseocarneus stammen aus dem Wink 

Kompendium der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen. (DSMZ, DSM 40004) 

** Ergebnisse der Zuckerverwertung für Vergleichsstamm Streptomyces bambusae stammen von Nguyen und Kollegen.  

(Nguyen & Kim, 2015) 

 

Kohlenhydratverwertung des Stammes 194522CSAM und Vergleichsstämme 

Der Stamm 194522CSAM hat ähnliche Ergebnisse wie der Vergleichsstamm Streptomyces sannanensis (siehe 

Tabelle 26). Die Abstufungen in der Bewertung sind oftmals subjektive Ermessenssache. Für den 

Vergleichsstamm Streptomyces lushanensis gibt es aus der Literatur für viele Kohlenhydrate keine Angabe 

"kA". (Zhang, Cheng, Chen, Li, & Yang, 2014) Dennoch zeigen sich einige Unterschiede, so ist dieser Stamm 

nicht in der Lage, auf Glucose, Xylose, Inositol oder Raffinose Substrat zu wachsen. Gutes Wachstum gibt es 

auf Sucrose und Fructose. 
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Tabelle 26: Ergebnisse der Kohlenhydratverwertung Analyse des Stammes 194522CSAM und der Vergleichsstämme 
Streptomyces sannanensis und Streptomyces lushanensis 

Zuckerverwertung 194522CSAM 
S. sannanensis* S. lushanensis** 

DSM 41705 DSM 42121  

Glucose + + - 

Arabinose + + kA 

Sucrose (+) + + 

Xylose + + - 

Inositol (+) + - 

Mannitol (+) + kA 

Fructose (+) + + 

Rhamnose (+) + kA 

Raffinose (+) + - 

Cellulose (+) + kA 

* Ergebnisse der Zuckerverwertung für Vergleichsstamm Streptomyces sannanensis stammen aus dem Wink 

Kompendium der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen. (DSMZ, DSM 41705) 

** Ergebnisse der Zuckerverwertung für Vergleichsstamm Streptomyces lushanensis stammen von Zhang und Kollegen. 

(Zhang, Cheng, Chen, Li, & Yang, 2014) 

3.5.3 Ergebnisse der pH-Toleranz Tests 

Die Analysen des pH-Wertes umfassen zum einen das Wachstum auf verschiedenen ISP2 Agarplatten mit pH-

Werten von 5 bis 9 und zum anderen das Wachstum im Reagenzglas mit 7 ml flüssigem ISP2 Medium mit 

pH-Werten zwischen 2 und 10. Der Bewuchs auf den Agarplatten wird mit "+" für guten Bewuchs, "(+)" für 

mäßigen Bewuchs oder "-" für gar keinen Bewuchs bewertet. Die Flüssigkultur wird nach siebentägiger 

Wachstumszeit zentrifugiert und anschließend die Höhe des entstandenen Pellets gemessen, um so einen 

aussagekräftigen Vergleich ziehen zu können. 

 

pH-Toleranz des Stammes 194933CR und Vergleichsstamm 

Der Stamm 194933CR zeigte auf den pH-Werten 6 bis 9 gutes Wachstum. Auf der Agarplatte mit pH-Wert 5 

gab es jedoch keinen Bewuchs. Bei dem Bewuchs in Flüssigkultur ergab sich nach Zentrifugation ein pH-

Optimum von 7-8 und einen Bereich von pH-Wert 6 bis 9 für gutes Wachstum. In pH-Wert 2 und 3 wird 

lediglich die Startkultur dargestellt, mit der das Reagenzglas angeimpft wurde, Wachstum gab es daher nicht. 

Bei den pH-Werten 4, 5 und 10 ergab sich mäßiges Wachstum. 

Bei dem Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae wurde ein Bereich zwischen pH 5 und 10 für Wachstum 

festgestellt mit optimalen Bedingungen bei pH 6 und 7. Somit sind diese Ergebnisse ähnlich mit den 

Ergebnissen des untersuchten Stamms 194933CR, da dieser einen pH-Bereich zwischen 4 und 10 aufwies, mit 

optimalem Wachstum bei 7 und 8. Ergebnisse der pH-Werte für Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae 

stammen von Indananda und Kollegen. (Indananda, et al., 2010) 
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Tabelle 27: qualitative Ergebnisse des Bewuchses von Stamm 194933CR auf Agar-Platten verschiedener pH-Werte 

pH 194933CR 

5 - 

6 + 

7 + 

8 + 

9 + 

Tabelle 28: Höhe des Pellets nach Zentrifugation des Stammes 194933CR in Flüssigmedien verschiedener pH-Werte 

 

 

pH-Toleranzen der Stämme 195335CR & 195338CR und Vergleichsstämme 

Die Stämme 195335CR und 195338CR zeigten sehr ähnliches Wachstumsverhalten auf den Agarplatten. 

Lediglich 195335CR wuchs auf dem Medium mit pH-Wert 5 nur mäßig. In den Flüssigmedien zeigten die 

beiden Stämme einen sehr breiten Bereich zwischen den pH-Werten 5 und 10, bei denen gutes Wachstum 

möglich war. Diese Ergebnisse spiegeln sich auch mit denen auf den Agarplatten wider. Bei pH-Wert 7 zeigt 

der Stamm 195335CR einen kleinen Einbruch, der eventuell auf gehemmtes Wachstum durch eine 

Kontamination im Reagenzgläschen oder einen Messfehler zurück zu führen ist. Ein genaues Optimum ist für 

die beiden Stämme nicht genau zu bestimmen. 

Für Streptomyces griseocarneus liegen keine Informationen vor, Streptomyces bambusae* hingegen zeigte 

Wachstum bei pH-Werten zwischen 4 und 10, was auch den untersuchten Stämmen 195335CR und 195338CR 

entspricht, die bei einem pH-Bereich zwischen 5 und 10 Wachstum zeigten.  

* Ergebnisse der pH-Werte für Vergleichsstamm Streptomyces bambusae stammen von Nguyen und Kollegen. (Nguyen 

& Kim, 2015) 
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Tabelle 29: qualitative Ergebnisse des Bewuchses von den Stämmen 195335CR & 195338CR auf Agar-Platten 
verschiedener pH-Werte 

pH 195335CR 195338CR 

5 (+) + 

6 + + 

7 + + 

8 + + 

9 + + 

Tabelle 30: Höhe des Pellets nach Zentrifugation der Stämme 195335CR & 195338CR in Flüssigmedien 
verschiedener pH-Werte 

 

 

pH-Toleranz des Stammes 194522CSAM und Vergleichsstämme 

Auf den Agarplatten zeigte der Stamm 194522CSAM bei pH-Wert 7 optimales Wachstum und bei den pH-

Werten 6, 8 und 9 mäßiges Wachstum. Gar kein Wachstum gab es hingegen bei pH-Wert 5. In den flüssigen 

Medien zeigte sich ein ähnliches Bild. Hier kam es bei den pH-Werten 2 bis 4 zu keinem Wachstum und zu 

mäßigem Wachstum bei den Werten 5, 6, und 11. Optimalen Bewuchs zeigte der Stamm in einem breiten 

Bereich zwischen den pH-Werten 7 bis 9. 

Der Vergleichsstamm Streptomyces lushanensis* war in der Lage, bei pH-Werten zwischen 5 und 11 zu 

wachsen, was den Ergebnissen von 194522CSAM sehr gut entspricht, da dieser ein pH-Bereich von 5 bis 10 

hatte, wobei pH-Wert 11 nicht untersucht wurde. Zu Streptomyces sannanensis liegen keine Informationen 

vor. 

* Die Ergebnisse der pH-Werte für Vergleichsstamm Streptomyces lushanensis stammen von Zhang und Kollegen. 

(Zhang, Cheng, Chen, Li, & Yang, 2014) 

Tabelle 31: qualitative Ergebnisse des Bewuchses von Stamm 194522CSAM auf Agar-Platten verschiedener pH-
Werte 

pH 194522CSAM 

5 - 

6 (+) 

7 + 

8 (+) 

9 (+) 



  Ergebnisse 

52 

 

Tabelle 32: Höhe des Pellets nach Zentrifugation des Stammes 194522CSAM in Flüssigmedien verschiedener pH-
Werte 

 

3.5.4 Ergebnisse der Temperaturtoleranz Tests 

Bei der Charakterisierung des Temperaturoptimums wird die Bakterienkultur auf ISP2 Agarplatten kultiviert 

und wächst anschließend bei den Temperaturen 4 °C, 15 °C, 20 °C, 30 °C, 38 °C und 44 °C für eine Woche. 

Bewertet wird der Bewuchs auf der Platte nach einer Abstufung von "+++" für sehr gutes Wachstum bis "-" 

für gar kein Wachstum. 

 

Temperaturtoleranz des Stammes 194933CR und Vergleichsstamm 

Der Stamm 194933CR wuchs bei einer Temperatur von 30 °C optimal und war in der Lage sowohl bei den 

niedrigeren Temperaturen von 20 °C und 15 °C als auch bei den höheren Temperaturen von 38 °C und 44 °C 

zu wachsen. Nur im 4 °C kalten Kühlschrank fand kein Bewuchs der Agarplatte statt. 

Der Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae* wurde von Indananda und Kollegen ebenfalls auf ISP2 Agar-

Medium kultiviert und wies einen Bereich von 12 °C bis 30 °C für Wachstum auf, wobei er einen optimalen 

Bereich zwischen 18 °C und 28 °C hatte. Im niedrigen Temperaturbereich lassen sich die beiden Stämme gut 

miteinander vergleichen. 194933CR war jedoch in Lage, auch bei höheren Temperaturen von 38 °C und sogar 

44 °C noch zu wachsen. 

* Ergebnisse der Temperaturtoleranz Analyse für Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae stammen von Indananda und 

Kollegen. (Indananda, et al., 2010) 

Tabelle 33: qualitative Ergebnisse des Bewuchses von Stamm 194933CR auf ISP2 Medium bei unterschiedlichen 
Temperaturen 

Temperatur 194933CR 

4 °C - 

15 °C + 

20 °C ++ 

30 °C +++ 

38 °C ++ 

44 °C + 
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Temperaturtoleranzen der Stämme 195335CR & 195338CR und Vergleichsstämme 

Die beiden Stämme 195335CR und 195338CR zeigten beide optimales Wachstum bei den Temperaturen von 

30 °C und 38 °C und waren noch in der Lage bei 15 °C und 20 °C zu wachsen. Nur bei der niedrigsten 

getesteten Temperatur von 4 °C und der höchsten getesteten Temperatur von 44 °C gab es keinen Bewuchs. 

Der Vergleichsstamm Streptomyces griseocarneus* wies einen Temperaturbereich zwischen 24 °C und 42 °C 

auf, während Streptomyces bambusae** zwischen 10 °C und 45 °C noch wachsen konnte. Damit lassen sich 

die beiden untersuchten Stämme besser mit S. bambusae vergleichen, obwohl sie beide nicht in der Lage 

waren, bei hohen Temperaturen von 44 °C zu wachsen. 

* Ergebnisse der Temperaturtoleranz Analyse für Vergleichsstamm Streptomyces griseocarneus stammen von Benedict 

und Kollegen. (Benedict, Lindenfelser, Stodola, & Traufler, 1951) 

** Ergebnisse der Temperaturtoleranz Analyse für Vergleichsstamm Streptomyces bambusae stammen von Nguyen und 

Kim. (Nguyen & Kim, 2015) 

Tabelle 34: qualitative Ergebnisse des Bewuchses von den Stämmen 195335CR & 195338CR auf ISP2 Medium bei 
unterschiedlichen Temperaturen 

Temperatur 195335CR 195338CR 

4 °C - - 

15 °C + + 

20 °C ++ ++ 

30 °C +++ +++ 

38 °C +++ +++ 

44 °C - - 

 

Temperaturtoleranz des Stammes 194522CSAM und Vergleichsstämme 

Der Stamm 194522CSAM hat einen vergleichsweise kleinen Temperaturbereich, in dem er wachsen kann. 

Dieser liegt zwischen 20 °C und 38 °C mit einem optimalen Wachstum bei 30 °C. 

Der Vergleichsstamm Streptomyces sannanensis* wurde ebenfalls auf ISP2 Agar-Medium kultiviert und wies 

einen Temperaturbereich von 17 °C bis 37 °C für Wachstum und 27 °C bis 34 °C für optimales Wachstum auf 

und hat damit ebenfalls einen relativ kleinen Temperaturbereich für das Wachstum. Streptomyces lushanensis** 

wies einen relativ großen Bereich zwischen 5 °C und 45 °C auf, in dem er Wachstum zeigte. Somit lässt sich 

194522CSAM deutlich besser mit S. sannanensis vergleichen. 

* Ergebnisse der Temperaturtoleranz Analyse für Vergleichsstamm Streptomyces sannanensis stammen von Iwasaki und 

Kollegen. (Iwasaki, Itoh, & Mori, 1981) 

** Ergebnisse der Temperaturtoleranz Analyse für Vergleichsstamm Streptomyces lushanensis stammen von Zhang und 

Kollegen. (Zhang, Cheng, Chen, Li, & Yang, 2014) 

Tabelle 35: qualitative Ergebnisse des Bewuchses von Stamm 194522CSAM auf ISP2 Medium bei unterschiedlichen 
Temperaturen 

Temperatur 194522CSAM 

4 °C - 

15 °C - 

20 °C + 

30 °C ++ 

38 °C + 

44 °C - 
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3.5.5 Ergebnisse der biochemischen API® Tests 

Bei dem biochemischen Test wird anhand zweier Teststreifen der Firma bioMérieux 

(https://www.biomerieux.de) nachgewiesen, welche Enzyme von einem Bakterienstamm produziert werden. 

Die beiden Teststreifen, die für die Beschreibung von Actinobacteria Stämme üblich sind, sind API® Zym und 

API® Coryne. Für den Test werden 50 bzw. 100 µl einer verdünnten Zellkultur aus flüssigem GYM-Medium 

in die Taschen der Teststreifen pipettiert, in denen ein Substrat enthalten ist, welches im Falle einer 

enzymatischen Reaktion eine sichtbare Farbänderung zeigt. Eine Übersicht über die Taschen mit den 

verschiedenen getesteten Substraten der API® Zym und API® Coryne Tests sind in Tabelle 10 und Tabelle 11 

im Abschnitt 2.5.5. dargestellt. Der API® Zym Teststreifen wird anhand von Abbildung 10 aus Kapitel 2.5.5 

ausgewertet und der API® Coryne Teststreifen nach Tabelle 12 aus demselben Kapitel. Die Ergebnisse können 

anschließend mit den Vergleichsstämmen verglichen werden. Fotos der jeweiligen Teststreifen sind im 

Anhang aufgeführt. 

 

Ergebnisse der API®-Tests des Stammes 194933CR und Vergleichsstamm 

Der Stamm 194933CR zeigte keine enzymatische Reaktivität, leichte Farbumschläge bei den Enzymen 

Esterase und Naphtol-AS-Bi-Phosphohydrolase bilden die Ausnahme. Vergleichsstamm Actinophytocola 

oryzae zeigte hingegen teilweise sehr heftige Farbumschläge, insbesondere auf den Substraten Leucin-

Arylamidase, α-Galactosidase und β-Galactosidase. Die Ergebnisse des API® Zym Teststreifens des Stammes 

194933CR und seines Vergleichsstammes ähneln sich in keiner Weise. 

Auch die Ergebnisse des API® Coryne Teststreifens unterscheiden sich bis auf die Fermentation deutlich 

voneinander. Der Stamm 194933CR war nicht in der Lage, eines der getesteten Enzyme zu produzieren, 

während der Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae* in der Lage war, viele der Enzyme zu bilden. 

* Ergebnisse der beiden API® Tests für Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae stammen aus dem Wink Kompendium 

der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen. (DSMZ, DSM 45499) 
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Tabelle 36: Ergebnisse der API® Zym Teststreifen von Stamm 194933CSAM und Vergleichsstamm A. oryzae 

Nummer Enzym 194933CR 
A. oryzae* 

DSM 45499 

1 Negativkontrolle     

2 Phosphatase-Alkalin 0 1 

3 Esterase (C 4) 1 3 

4 Esterase Lipase (C 8) 0 4 

5 Lipase (C 14) 0 1 

6 Leucin-Arylamidase 0 5 

7 Valin-Arylamidase 0 3 

8 Cystin-Arylamidase 0 2 

9 Trypsin 0 1 

10 Chymotrypsin 0 1 

11 Phosphatase-Säure 0 1 

12 Naphthol-AS-Bi-Phosphohydrolase 1 3 

13 α-Galactosidase 0 5 

14 β-Galactosidase 0 5 

15 β-Glucuronidase 0 0 

16 α-Glucosidase 0 4 

17 β-Glucosidase 0 3 

18 n-Acetylglucoseamidase 0 4 

19 α-Mannosidase 0 1 

20 α-Fucosidase 0 1 

Tabelle 37: Ergebnisse der API® Coryne Teststreifen von Stamm 194933CR und Vergleichsstamm A. oryzae 

Nummer Enzymnachweis 194933CR 
A. oryzae* 

DSM 45499 

1 Nitratreduktion - - 

2 Pyrazinamidase - + 

3 Pyrrolidonylarylamidase - - 

4 Alkalische Phosphatase - - 

5 β-Glucuronidase - - 

6 β-Galactosidase - + 

7 α-Glucosidase - + 

8 N-Acetyl-β-Glucosamidase - + 

9 Esculin (β-Glucosidase) - - 

10 Urease - + 

11 Gelatine (Hydrolyse) - + 

12 Negativkontrolle     

13 Glucose Fermentation - - 

14 Ribose Fermentation - - 

15 Xylose Fermentation - - 

16 Mannit Fermentation - - 

17 Maltose Fermentation - - 

18 Laktose Fermentation - - 

19 Saccharose Fermentation - - 

20 Glycogen Fermentation - - 
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Ergebnisse der API®-Tests der Stämme 195335CR & 195338CR und Vergleichsstamm 

Die beiden Stämme 195335CR und 195338CR zeigen weitgehend ähnliches Verhalten auf den verschiedenen 

Substraten des API® Zym Teststreifens. Signifikante Unterschiede gab es auf den Substraten Lipase, Cystin-

Arylamidase, Phosphatase-Säure, α-Glucosidase und α-Mannosidase. Bei dem Vergleichsstamm Streptomyces 

griseocarneus* liegen lediglich qualitative Informationen vor, die Auskunft darüber geben, ob es bei der 

Auswertung zu einem Farbumschlag kam oder nicht, unabhängig von der Intensität. Diese Ergebnisse stimmen 

bis auf β-Glucosidase mit den beiden untersuchten Stämmen überein. Über den Vergleichsstamm Streptomyces 

bambusae liegen keine Informationen vor. 

Auf den API® Coryne Teststreifen zeigten die Stämme 195335CR und 195338CR teilweise unterschiedliche 

Farbumschläge auf den Substraten Pyrazinamidase, Pyrrolidonylarylamidase, α-Glucosidase und N-Acety-β-

Glucosamidase. Auf den Fermentations-Kontrollen konnte in keinen der Taschen ein Farbumschlag festgestellt 

werden, diese Ergebnisse fielen alle negativ aus, es fand also keine Fermentation statt. Ergebnisse zu den 

beiden Vergleichsstämmen fehlen. 

* Ergebnisse der API® Zym Teststreifens für Vergleichsstamm Streptomyces griseocarneus stammen aus dem Wink 

Kompendium der Deutschen Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen. (DSMZ, DSM 40004) 

Tabelle 38: Ergebnisse der API® Zym Teststreifen von den Stämmen 195335CR & 195338CR und des 
Vergleichsstammes Streptomyces griseocarneus 

Nummer Enzym 195335CR 195338CR 
S. griseocarneus* 

DSM 40004 

1 Negativkontrolle       

2 Phosphatase-Alkalin 5 5 + 

3 Esterase (C 4) 4 3 + 

4 Esterase Lipase (C 8) 4 3 + 

5 Lipase (C 14) 3 0 + 

6 Leucin-Arylamidase 5 5 + 

7 Valin-Arylamidase 5 5 + 

8 Cystin-Arylamidase 3 1 + 

9 Trypsin 5 4 + 

10 Chymotrypsin 5 4 + 

11 Phosphatase-Säure 5 3 + 

12 Naphthol-AS-Bi-Phosphohydrolase 2 3 + 

13 α-Galactosidase 0 0 - 

14 β-Galactosidase 0 0 - 

15 β-Glucuronidase 0 0 - 

16 α-Glucosidase 2 5 + 

17 β-Glucosidase 2 4 - 

18 n-Acetylglucoseamidase 5 5 + 

19 α-Mannosidase 5 2 + 

20 α-Fucosidase 0 0 - 
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Tabelle 39: Ergebnisse der API® Coryne Teststreifen von den Stämmen 195335CR & 195338CR 

Nummer Enzymnachweis 195335CR 195338CR 
 

1 Nitratreduktion - -  

2 Pyrazinamidase + -  

3 Pyrrolidonylarylamidase + -  

4 Alkalische Phosphatase + +  

5 Beta-Glucuronidase - -  

6 Beta-Galactosidase - -  

7 Alpha-Glucosidase - +  

8 N-Acetyl-beta-Glucosamidase - +  

9 Esculin (Beta-Glucosidase) + +  

10 Urease - -  

11 Gelatine (Hydrolyse) + +  

12 Negativkontrolle      

13 Glucose Fermentation - -  

14 Ribose Fermentation - -  

15 Xylose Fermentation - -  

16 Mannit Fermentation - -  

17 Maltose Fermentation - -  

18 Laktose Fermentation - -  

19 Saccharose Fermentation - -  

20 Glycogen Fermentation - -  

 

Ergebnisse der API®-Tests des Stammes 194522CSAM und Vergleichsstämme 

Der Stamm 194522CSAM zeigte teilweise sehr starke Reaktionen auf den untersuchten Substraten (siehe 

Tabelle 40). Die stärksten Farbumschläge gab es auf den Substraten Phosphatase-Alkalin, Leucin-Arylamidase 

und Phosphatase-Säure. Keine Reaktionen gab es hingegen bei Trypsin, α-Galactosidase und β-Glucuronidase.  

Auf dem API® Coryne Teststreifen kam es lediglich bei alkalischer Phosphatase, α-Glucosidase und Esculin 

(β-Glucosidase) zu einer Substrat-Reaktion. Auch hier blieben die Taschen der Fermentationskontrolle 

unverändert, also negativ. Informationen zu den beiden Vergleichsstämmen fehlen. 
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Tabelle 40: Ergebnisse der API® Zym Teststreifen von Stamm 194522CSAM 

Nummer Enzym 194522CSAM 
 

1 Negativkontrolle    

2 Phosphatase-Alkalin 5  

3 Esterase (C 4) 3  

4 Esterase Lipase (C 8) 3  

5 Lipase (C 14) 1  

6 Leucin-Arylamidase 5  

7 Valin-Arylamidase 3  

8 Cystin-Arylamidase 1  

9 Trypsin 0  

10 Chymotrypsin 1  

11 Phosphatase-Säure 5  

12 Naphthol-AS-Bi-Phosphohydrolase 3  

13 α-Galactosidase 0  

14 β-Galactosidase 1  

15 β-Glucuronidase 0  

16 α-Glucosidase 4  

17 β-Glucosidase 4  

18 n-Acetylglucoseamidase 1  

19 α-Mannosidase 3  

20 α-Fucosidase 0  

Tabelle 41: Ergebnisse der API® Coryne Teststreifen von Stamm 194522CSAM 

Nummer Enzymnachweis 194522CSAM 
 

1 Nitratreduktion -  

2 Pyrazinamidase -  

3 Pyrrolidonylarylamidase -  

4 Alkalische Phosphatase +  

5 Beta-Glucuronidase -  

6 Beta-Galactosidase -  

7 Alpha-Glucosidase +  

8 N-Acetyl-beta-Glucosamidase -  

9 Esculin (Beta-Glucosidase) +  

10 Urease -  

11 Gelatine (Hydrolyse) -  

12 Negativkontrolle    

13 Glucose Fermentation -  

14 Ribose Fermentation -  

15 Xylose Fermentation -  

16 Mannit Fermentation -  

17 Maltose Fermentation -  

18 Laktose Fermentation -  

19 Saccharose Fermentation -  

20 Glycogen Fermentation -  
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3.6 Ergebnisse der chemotaxonomischen Charakterisierung 

Bei den chemotaxonomischen Analysen werden die Zellwände der Bakterien untersucht. Damit dies möglich 

ist, müssen die Actinobakterien zunächst abgetötet und die Zellwände aufgebrochen werden. Dies geschieht 

zumeist durch Autoklavierung für 15 Minuten bei 121 °C. 

3.6.1 Ergebnisse der Phospholipid Analyse 

Bei dieser Analyse wird festgestellt, welche Phospholipide sich in der Zellwand eines Bakterienstammes 

befinden. Phospholipide gehören zu den polaren Lipiden und bestehen aus einem hydrophilen Kopf und zwei 

hydrophoben Kohlenwasserstoffschwänzchen und sind ein Hauptbestandteil der doppelschichtigen Membran 

der Bakterien. Die Analyse der vorkommenden Phospholipide dient als taxonomische Klassifizierung. 

Auf der Platte, die mit Molybdatophosphorsäure besprüht wird, werden alle Lipide angezeigt. Durch die rote 

Färbung von Ninhydrin werden primäre Amine (R-NH2) angezeigt. Die blaue Färbung von Molybdänblau 

weist auf Phosphate hin und alpha-Naphtol-Schwefelsäure zeigt Zuckerverbindungen in den Lipiden an. Das 

Dragendorff-Reagenz weist auf tertiäre Amine (NR3) hin. Auf der Platte, die mit Anisaldehyd besprüht wird, 

zeigt eine violette Verfärbung Phospholipide und eine grüne/gelbe Verfärbung Glycolipide21 an. (Collins & 

Jones, 1980) 

Die Auswertung der Chromatographie-Platten erfolgte anhand der Tabelle 42. Hier wurden die Flecken mit 

ihren jeweiligen Verfärbungen auf allen Platten miteinander verglichen, um so das zutreffende Phospholipid 

zu analysieren. Im Folgenden wird für eine bessere Übersicht nur die Chromatographie-Platte, welche mit 

Molybdänblau besprüht und bei 150 °C erhitzt wurde, da auf ihr alle Phospholipide angezeigt werden. Eine 

Übersicht aller Platten befindet sich im Anhang. 

Tabelle 42: Auswertungstabelle für die Dünnschichtchromatographie-Platten der Phospholipid Analyse 

 

 

  

 
21 Phosphorfreie Lipide, an denen ein oder mehrere Mono- bzw. Oligosaccharide gebunden sind 

Molybdato- Molybdänblau alpha-Naphtol Dragendorff-

Phosphorsäure 150 °C Schwefelsäure Mournier

Phosphatidylethanolamin PE blau rot blau braun gelb-orange violett

Phosphatidylhydroxyethanolamin PE-OH blau rot blau braun violett

Phosphatidylglycerin PG blau blau braun violett

Diphosphatidylglycerin DPG blau blau braun violett

Phosphatidylcholin PC blau blau braun gelb-orange violett

Phosphatidylinositol PI blau blau braun rot violett

Phosphatidylinositol-Mannosid PIM blau blau braun blau gelbgrün

Sphingoglycolipid SGL blau braun blau grün

Phosphatidyl-N-methylethanolamin PME blau rot blau braun gelb-orange violett

Phosphatidyldimethylethanolamin PDME blau rot blau braun violett

unbekanntes Phospholipid PL blau blau braun violett

unbekanntes Phosphoglycolipid PGL blau blau braun rot grün

unbekanntes polares Lipid L blau braun violett

unbekanntes Glykolipid GL blau braun blau grün

Glukosamin-haltige Lipide GAL blau braun grün

AnisaldehydPhospholipid Abkürzung Ninhydrin Molybdänblau
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Phospholipide des Stammes 194933CR und Vergleichsstamm 

Die Analysen des Stammes 194933CR auf Phospholipide ergaben Diphosphatidylglycerin (DPG), 

Phosphatidylglycerin (PG), Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylinositol-Mannosid (PIM), ein 

unbestimmbares Aminophoslpholipid (APL), ein ubestimmbares Aminolipid (AL), zwei unbestimmbare 

Phospholipide (PL) und ein unbestimmbares Lipid (L) in der Zellwand (siehe Abbildung 21). 

Für Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae sind lediglich die beiden polaren Lipide 

Phosphatidylethanolamin (PE) und Phosphatidylhydroxyethanolamin (PE-OH) bekannt und somit deutlich 

weniger als bei 194933CR. 

* Ergebnisse der Phospholipid Analyse für Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae stammen Indananda und Kollegen. 

(Indananda, et al., 2010) 

 

Abbildung 21: Ergebnisse der Phospholipid Analyse von Stamm 194933CR 

 

Phospholipide der Stämme 195335CR & 195338CR und Vergleichsstämme 

Bei den Analysen des Stammes 195335CR ergaben sich die Phospholipide Diphosphatidylglycerin (DPG), 

Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylglycerin (PG), Phosphatidylinositol-Mannosid (PIM), ein 

unbestimmbares Aminolipid (AL) und einmal ein unbestimmbares Phospholipid (PL) (siehe Abbildung 22). 

Bei dem Stamm 195338CR zeigten sich sehr ähnliche Ergebnisse. Neben den auch bei 195335CR 

vorkommenden DPG, PE, PIM, AL und PL kamen hier noch ein unbestimmbares Aminophospholipid (APL) 

und ein unbestimmbares Lipid (L) hinzu. Ein Phosphatidylglycerin (PG) wie bei 195335CR war hingegen 

nicht zu erkennen (siehe Abbildung 22). 

Für Vergleichsstamm Streptomyces griseocarneus liegen keine Informationen zu den in der Zellwand 

enthaltenen Phospholipiden vor. Streptomyces bambusae* wies die polaren Lipide Diphosphatidylglycerin 

(DPG), Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylglycerin (PG), Phosphatidylinositol (PI), ein 

unbestimmbares Phospholipid (PL) und ein unbestimmbares polares Lipid (L) in der Zellwand auf. Damit 

ähneln diese Ergebnisse den Ergebnissen der untersuchten Stämme 195335CR und 195338CR. 

* Ergebnisse der Phospholipid Analyse für Vergleichsstamm Streptomyces griseocarneus stammen von Benedict und 

Kollegen. (Benedict, Lindenfelser, Stodola, & Traufler, 1951) 
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Abbildung 22: Ergebnisse der Phospholipid Analyse von den Stämmen 195335CR (links) und 195338CR (rechts) 

 

Phospholipide des Stammes 194522CSAM und Vergleichsstämme 

Bei dem Stamm 194522CSAM ergaben die Untersuchungen, dass Diphosphatidylglycerin (DPG),  

Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylinositol-Mannosid (PIM) ein unbestimmbares Aminolipid (AL) 

sowie ein unbestimmbares Phospholipid (PL) in der Zellwand enthalten waren (siehe Abbildung 23). 

Der Vergleichsstamm Streptomyces lushanensis* hatte die polaren Lipide Diphosphatidylglycerin (DPG), 

Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylinositol Mannosid (PIM), Phosphatidylinositol-Dimannosid 

(PIDM), ein unbestimmbares Aminophospholipid (APL) und ein unbestimmbares Phospholipid (PL). Damit 

unterscheiden sich die beiden Stämme nur geringfügig von S. lushanensis. Für Streptomyces sannanensis sind 

keine Informationen bekannt. 

* Ergebnisse der Phospholipid Analyse für Vergleichsstamm Streptomyces lushanensis stammen von Zhang und 

Kollegen. (Zhang, Cheng, Chen, Li, & Yang, 2014) 

 

Abbildung 23: Ergebnisse der Phospholipid Analyse von Stamm 194522CSAM 
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3.6.2 Ergebnisse der Aminosäuren Analyse 

Aminosäuren sind chemische Verbindungen mit einer Aminogruppe (die ein Stickstoffatom enthält) und einer 

Carbonsäuregruppe (die ein Kohlenstoff- und ein Sauerstoffatom enthält). Sie kommen in allen Lebewesen 

vor und sind Bausteine von Proteinen. (Löffler, 2013) 

 

Aminosäuren des Stammes 194933CR und Vergleichsstamm 

Sowohl bei 194933CR als auch dem Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae* konnte die Meso-

Diaminopimelinsäure in der Zellwand nachgewiesen werden. Diese Proben waren die einzigen, für die eine 

Analyse mit einem zweiten Standard für die Identifikation auf weitere Aminosäuren angewendet wurde. So 

zeigten beide Stämme, dass sie Leucin, Alanin, Glutamin und Ornithin in ihrer Zellwand besaßen. 

* Ergebnisse der Aminosäuren Analyse für Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae stammen von Indananda und 

Kollegen. (Indananda, et al., 2010) 

 

Abbildung 24: Ergebnisse der Aminosäuren Analyse von Stamm 194933CR und Vergleichsstamm Actinophytocola 
oryzae 

 

Aminosäuren der Stämme 195335CR & 195338CR und Vergleichsstämme 

Bei den beiden Stämmen 195335CR und 195338CR ergaben die Untersuchungen, dass beide LL-

Diaminopimelinsäure in der Zellwand enthielten. Auch dem Vergleichsstamm Streptomyces bambusae* 

konnten Nguyen und Kim die Aminosäure LL-Diaminopimelinsäure nachweisen. 

* Ergebnisse der Aminosäuren Analyse für Vergleichsstamm Streptomyces bambusae stammen von Nguyen und 

Kollegen. (Nguyen & Kim, 2015) 
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Abbildung 25: Ergebnisse der Aminosäuren Analyse von den Stämmen 195335CR & 195338CR 

 

Aminosäuren des Stammes 194522CSAM und Vergleichsstämme 

Bei dem Stamm 194522CSAM konnte die Aminosäure LL-Diaminopimelinsäure in der Zellwand 

nachgewiesen werden, genauso wie den beiden Vergleichsstämmen Streptomyces sannanensis* und 

Streptomyces lushanensis**. Auch die Analyse des Vergleichsstamms S. lushanensis wurde nach Hasegawa 

(Hasegawa, Takizawa, & Tanida, 1983) durchgeführt, wobei S. sannanensis nach Methoden von Staneck und 

Gottlieb durchgeführt wurde. 

* Ergebnisse der Aminosäuren Analyse für Vergleichsstamm Streptomyces sannanensis stammen von Iwasaki und 

Kollegen. (Iwasaki, Itoh, & Mori, 1981) 

** Ergebnisse der Aminosäuren Analyse für Vergleichsstamm Streptomyces lushanensis stammen von Zhang und 

Kollegen. (Zhang, Cheng, Chen, Li, & Yang, 2014) 

 

Abbildung 26: Ergebnisse der Aminosäuren Analyse von Stamm 194522CSAM 

3.6.3 Ergebnisse der Zellzucker Analyse 

Die Analyse der Zuckerzusammensetzung ist in der Chemotaxonomie wichtig. Zucker sind 

Kohlenwasserstoffe und somit chemische Verbindungen, die ausschließlich aus Kohlenstoff- und 

Wasserstoffatomen bestehen. Anhand der Verteilung der wichtigsten diagnostischen Zucker in der Zellwand 

können Actinomyceten in insgesamt fünf Gruppen unterteilt werden. Die erste Gruppe umfasst alle Arten, 

deren Zellwände Arabinose und Glucose enthalten. In der zweiten Gruppe enthalten alle Vertreter Madurose 

(3-O-Methyl-d-Galactose) und die dritte Gruppe besteht aus Vertretern ohne diagnostische Zucker. Zellwände 

von Arten aus der Gruppe vier enthalten Arabinose und Xylose, während die letzte Gruppe Galactose und 
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Rhamnose enthält. (Lechevalier M. , 1970) Anhand der Einteilung in Gruppen können Spezies miteinander 

verglichen werden. 

 

Zellzucker des Stammes 194933CR und Vergleichsstamm 

Für den Stamm konnte bei der Zellzucker Analyse Ribose, Glucose und Galactose in der Zellwand 

nachgewiesen werden. Bei dem Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae* konnten Rhamnose, Ribose, 

Mannose, Arabinose und Galactose nachgewiesen werden. Eine genaue Zuordnung einer bestimmten Gruppe 

nach Lechavelier ist nicht möglich. 

* Ergebnisse der Kohlenwasserstoff Analyse für Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae stammen von 

Indananda und Kollegen. (Indananda, et al., 2010) 

 

Abbildung 27: Ergebnisse der Zellzucker Analyse von Stamm 194933CR 

 

Zellzucker der Stämme 195335CR & 195338CR und Vergleichsstämme 

Die Stämme 195335CR und 195338CR enthalten die Zellwandzucker Ribose, Glucose und Galactose. In dem 

Vergleichsstamm Streptomyces bambusae* wurden von Nguyen und Kim die Zellzucker Ribose und Glucose 

nachgewiesen. Eine genaue Zuordnung zu einer bestimmten Gruppe nach Lechavelier ist nicht möglich. 

* Ergebnisse der Kohlenwasserstoff Analyse für Vergleichsstamm Streptomyces bambusae stammen von Nguyen und 

Kollegen. (Nguyen & Kim, 2015) 

 

Abbildung 28: Ergebnisse der Zellzucker Analyse von den Stämmen 195335CR & 195338CR 
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Zellzucker des Stammes 194522CSAM und Vergleichsstämme 

Bei der Untersuchung der in der Zellwand befindenden Zucker ergaben sich für den Stamm 194522CSAM die 

Kohlenwasserstoffe Ribose, Glucose und Galactose. Analysen des Vergleichsstamms Streptomyces 

lushanensis* ergaben, dass dieser die Zellzucker Rhamnose, Mannose, Glucose und Galactose besaß. Damit 

hat er lediglich zwei der vier detektierten Zucker mit dem untersuchten Stamm 194522CSAM gemeinsam. 

Informationen zu S. sannanensis fehlen. Eine genaue Zuordnung einer bestimmten Gruppe nach Lechavelier 

ist nicht möglich. 

* Ergebnisse der Kohlenwasserstoff Analyse für Vergleichsstamm Streptomyces lushanensis stammen von Zhang und 

Kollegen. (Zhang, Cheng, Chen, Li, & Yang, 2014) 

 

Abbildung 29: Ergebnisse der Zellzucker Analyse von Stamm 194522CSAM 

3.6.4 Ergebnisse der Menachinon Analyse 

Menachinon ist ein anderer Begriff für Vitamin K2. Während Vitamin K1 hauptsächlich in grünem Blattgemüse 

vorkommt, wird Vitamin K2 von Bakterien synthetisiert, im menschlichen Körper wird es durch Bakterien in 

der Darmflora gebildet. Besonders Menachinon-7 (MK-7) hat in den letzten Jahren aufgrund seiner positiven 

Rolle auf die menschliche Gesundheit erheblich zugenommen. (Conly & Stein, 1992) 

Menachinone bestehen aus einem hydrophilen Kopfteil und einer variierenden Anzahl an Isoprenoideinheiten, 

die den Grad der Verzweigung der Polyprenylkette angeben. So hat beispielsweise das für Actinomyceten 

typischste Menachinon MK-9 (H6) neun Isoprenoideinheiten mit drei hydrierten Doppelbindungen. (Orlando, 

Silvestri, Marcheggiani, Cirilli, & Tiano, 2019) 

 

Abbildung 30: Strukturformel von Menachinon 9 (http://en.chembase.cn) 

 

Menachinone des Stammes 194933CR und Vergleichsstamm 

Die Hauptmenachinone von Stamm 194933CR sind MK-9 (H6) und MK-9 (H8). Für Vergleichsstamm 

Actinophytocola oryzae* war es Menachinon MK-9 (H4), er unterscheidet sich somit deutlich von dem 

untersuchten Stamm, da dieses Menachinon bei 194933CR nicht vorkommt. 

* Ergebnisse der Menachinon Analyse für Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae stammen von Indananda und 

Kollegen. (Indananda, et al., 2010) 
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Tabelle 43: Ergebnisse der Menachinon Analyse von Stamm 194933CR 

194933CR 

Menachinon Retentionszeit Fläche Flächenanteil 

MK-9 (H6) 8,67 min 468,92 63,21% 

MK-9 (H8) 10,66 min 272,96 36,79% 

 

Abbildung 31: UV-Chromatogramm von Stamm 194933CR bei der Menachinon Analyse 

 

Menachinone der Stämme 195335CR & 195338CR und Vergleichsstämme 

Für Stamm 195335CR und 195338CR ergaben sich die Hauptmenachinone MK-9 (H6) und MK-9 (H8), jedoch 

mit einem unterschiedlichen Anteil in Relation zu der detektierten Gesamtfläche. Für den Vergleichsstamm 

Streptomyces bambusae* waren es MK-9 (H6) zu 50,5%, MK-9 (H8) zu 38,0% und MK-10 (H4) zu 11,6%. 

Auch diese Analyse erfolgte nach Collins, wobei sich die Ergebnisse zwischen den beiden untersuchten 

Stämmen und dem Vergleichsstamm insofern unterscheiden, dass MK-10 (H4) bei den beiden Proben nicht 

detektiert wurde. Die beiden Menachinone MK-9 (H6) und MK-9 (H8) stimmen jedoch überein. 

* Ergebnisse der Menachinon Analyse für Vergleichsstamm Streptomyces bambusae stammen von Nguyen und Kollegen. 

(Nguyen & Kim, 2015) 

Tabelle 44: Ergebnisse der Menachinon Analyse von Stamm 195335CR 

195335CR 

Menachinon Retentionszeit Fläche Flächenanteil 

MK-9 (H6) 8,68 min 444,88 62,20% 

MK-9 (H8) 10,67 min 270,4 37,80% 

 

Abbildung 32: UV-Chromatogramm von Stamm 195335CR bei der Menachinon Analyse 
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Tabelle 45: Ergebnisse der Menachinon Analyse von Stamm 195338CR 

195338CR 

Menachinon Retentionszeit Fläche Flächenanteil 

MK-9 (H6) 8,69 min 2.238,14 76,08% 

MK-9 (H8) 10,68 min 703,75 23,92% 

 

Abbildung 33: UV-Chromatogramm von Stamm 195338CR bei der Menachinon Analyse 

 

Menachinone des Stammes 194522CSAM und Vergleichsstämme 

Für Stamm 194522CSAM ergaben sich MK-9 (H6), MK-9 (H4), MK-9 (H8) und MK-9 (H2) als die 

Hauptmenachinone während für Vergleichsstamm Streptomyces lushanensis* MK-9 (H6) zu 69,0% und MK-

9 (H8) zu 29,1% detektiert wurden. Damit wurden für 194522CSAM deutlich mehr Menachinone erkannt. 

* Ergebnisse der Menachinon Analyse für Vergleichsstamm Streptomyces lushanensis stammen von Zhang und Kollegen. 

(Zhang, Cheng, Chen, Li, & Yang, 2014) 

Tabelle 46: Ergebnisse der Menachinon Analyse von Stamm 194522CSAM 

194522CSAM 

Menachinon Retentionszeit Fläche Flächenanteil 

MK-9 (H2) 5,91 min 452,91 9,43% 

MK-9 (H4) 7,14 min 1.407,30 29,29% 

MK-9 (H6) 8,71 min 2.017,91 42,00% 

MK-9 (H8) 10,7 min 926,29 19,28% 

 

Abbildung 34: UV-Chromatogramm von Stamm 194522CSAM bei der Menachinon Analyse 
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3.6.5 Ergebnisse der Fettsäuren Analyse 

Die Analyse auf zelluläre Fettsäuremuster ist bei der chemotaxonomischen Klassifizierung sehr nützlich. 

Bakterielle Fettsäuren haben eine Länge von zwei (C2) bis über 90 (C90) Kohlenstoffatome, wobei nur jene im 

Bereich von C10 bis C24 von taxonomischer Bedeutung sind. Bei den Actinobakterien gibt es drei verschiedene 

Haupttypen von Fettsäureprofilen, nämlich die geraden (unverzweigt), die Iso-verzweigten und die Anteiso-

verzweigten Fettsäuren. (Kroppenstedt, 1985) 

Die tiefgestellten Zahlen bei einer Fettsäure geben die Anzahl der Kohlenstoffatome und Doppelbindungen 

an, die sich in der Kette befinden. C15:0 hat demnach 15 C-Atome und keine Doppelbindung. Das Omega (ω) 

gibt an, dass es eine Doppelbindung innerhalb der Fettsäuren-Kette gibt. Die Zahl hinter dem ω gibt Auskunft, 

an welcher Stelle sich die Doppelbindung befindet22. Fettsäuren, die kein Präfix haben, sind gerade (z.B. C15:0), 

jene mit dem Präfix „Iso“ (z.B. Iso-C15:0) sind verzweigt und haben eine Methylgruppe23 an dem ersten 

Kohlenstoffatom vom ω-Ende und das Präfix „Anteiso“ (z.B. Anteiso-C15:0) bedeutet, dass diese ebenfalls 

verzweigt sind und sich die Methylgruppe an dem zweiten Kohlenstoffatom der Kette vom ω-Ende entfernt 

befindet (siehe Abbildung 35). (chemie.de) 

 

Abbildung 35: Strukturformeln von geraden, Iso-verzweigten und Anteiso-verzweigten Fettsäuren mit 15 C-Atomen 
(https://www.researchgate.net/) 

 

Fettsäuren des Stammes 194933CR und Vergleichsstamm 

Bei der Analyse auf Fettsäuren24, die sich in der Zellwand befinden, konnte für Stamm 194933CR Iso-C16:0 

(39,72%), Anteiso-C15:0 (12,93%), Iso-C14:0 (11,93%), Iso-C15:0 (8,33%) und C16:0 (6,80%) nachgewiesen 

werden. Dem Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae* konnte dieselbe Fettsäure Iso-C16:0 mit 40,24% 

nachgewiesen werden. Die übrigen Fettsäuren Iso-C15:0 (12,17%), C16:0 (10,39%) und Iso-C16:0 2-OH (7,67) 

unterscheiden sich jedoch von dem untersuchten Stamm 194933CR. 

  

 
22 Begonnen zu zählen wird an der Seite, die der Carboxygruppe (-COOH) gegenüber liegt 
23 Eine Methylgruppe besteht aus einem Kohlenstoffatom und drei Wasserstoffatomen (-CH3) 
24 angegeben werden jeweils nur die Fettsäuren, die einen Anteil von mindestens 5% der Gesamtfläche aufwiesen 
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Tabelle 47: Ergebnisse der Fettsäure Analyse von Stamm 194933CR und Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae 

194933CR 
A. oryzae* 

DSM 45499 

Fettsäure Anteil Fettsäure Anteil 

Iso-C14:0 11,93% Iso-C14:0 - 

Iso-C15:0 8,33% Iso-C15:0 12,17% 

Anteiso-C15:0 12,93% Anteiso-C15:0 - 

Iso-C16:0 39,72% Iso-C16:0 40,24% 

Iso-C16:0 2-OH - Iso-C16:0 2-OH 7,67% 

C16:0 6,80% C16:0 10,39% 

* Ergebnisse der Fettsäure Analyse für Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae stammen von Indananda und Kollegen. 

(Indananda, et al., 2010) 

 

Fettsäuren der Stämme 195335CR & 195338CR und Vergleichsstämme 

Die festgestellten Fettsäuren der untersuchten Stämme 195335CR und 195338CR ähneln sich sehr. Es sind 

Iso-C16:0, Anteiso-C15:0, Iso-C14:0, Iso-C15:0, C16:0, Iso-C16:1ω6 und Anteiso-C17:0. Für den Vergleichsstamm 

Streptomyces griseocarneus liegen keine Informationen vor. Streptomyces bambusae* unterscheidet sich stark 

von den beiden Stämmen. Er hatte die Fettsäuren Anteiso-C15:0 (31,50%), Anteiso-C17:0 (15,40%), C16:0 

(14,80%), Iso-C16:0 (11,70%), Iso-C15:0 (7,40%) und Iso-C14:0 (2,50%) in der Zellwand. 

Tabelle 48: Ergebnisse der Fettsäure Analyse von den Stämmen 195335CR & 195338CR und dem Vergleichsstamm 
Streptomyces bambusae 

195335CR 195338CR 
S. bambusae* 

DSM 111587 

Fettsäure Anteil Fettsäure Anteil Fettsäure Anteil 

Iso-C14:0 11,07% Iso-C14:0 11,58% Iso-C14:0 2,50% 

Iso-C15:0 8,88% Iso-C15:0 9,59% Iso-C15:0 7,40% 

Anteiso-C15:0 13,72% Anteiso- C15:0 16,16% Anteiso-C15:0 31,50% 

Iso-C16:1ω6 3,77% Iso-C16:1ω6 5,37% Iso-C16:1ω6 - 

Iso-C16:0 39,04% Iso-C16:0 36,91% Iso-C16:0 11,70% 

C16:0 6,44% C16:0 4,14% C16:0 14,80% 

Anteiso-C17:0 3,98% Anteiso-C17:0 3,96% Anteiso-C17:0 15,40% 

* Ergebnisse der Fettsäure Analyse für Vergleichsstamm Streptomyces bambusae stammen von Nguyen und Kollegen. 

(Nguyen & Kim, 2015) 

 

Fettsäuren des Stammes 194522CSAM und der Vergleichsstämme 

Dem Stamm 194522CSAM konnten die Fettsäuren C16:0 (32,78%), Anteiso-C15:0 (24,17%), C16:1ω9 (9,62%), 

Iso-C16:0 (9,19%), Iso-C15:0 (7,71%), Iso-C17:0 (3,99%) und Anteiso-C17:0 (0,81%) nachgewiesen werden. Die 

Ergebnisse von Vergleichsstamm Streptomyces lushanensis* unterscheiden sich deutlich von 194522CSAM. 

Die Fettsäuren mit mindestens 5% Anteil waren Anteiso-C15:0 (26,60%), Iso-C16:0 (19,40%), Iso-C15:0 

(12,80%), C16:0 (7,50%) und Iso-C17:0 (6,30%). 
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Tabelle 49: Ergebnisse der Fettsäure Analyse von Stamm 194522CSAM und Vergleichsstamm Streptomyces 
lushanensis 

194522CSAM 
S. lushanensis* 

DSM 42121 

Fettsäure Anteil Fettsäure Anteil 

Iso-C15:0 7,71% Iso-C15:0 12,80% 

Anteiso-C15:0 24,17% Anteiso-C15:0 26,60% 

Iso-C16:0 9,19% Iso-C16:0 19,40% 

C16:1ω9 9,62% C16:1ω9 - 

C16:0 32,78% C16:0 7,50% 

Iso-C17:0 3,99% Iso-C17:0 6,30% 

Anteiso-C17:0 0,81% Anteiso-C17:0 15,20% 

* Ergebnisse der Fettsäure Analyse für Vergleichsstamm Streptomyces lushanensis stammen von Zhang und Kollegen. 

(Zhang, Cheng, Chen, Li, & Yang, 2014) 

 

3.7 Zusammenfassung der Ergebnisse von den vier untersuchten 

Actinomyceten 

 

Zusammenfassung des untersuchten Stammes 194933CR 

Der Stamm 194933CR wurde aus einer Bodenprobe isoliert, die auf der indonesischen Insel Bali genommen 

wurde. Stamm 194933CR wurde vorläufig der Gattung Actinophytocola zugeordnet und zeigte auf 

verschiedenen ISP-Medien mittelgutes bis gutes Wachstum, bildete aber weder Luftmycel noch eine 

Verfärbung, die auf Melanin schließen lässt. Er konnte lediglich auf Medium wachsen, dem kein NaCl 

zugefügt wurde und konnte nur Xylose und Inositol als Substrat nutzen. 194933CR wies ein pH-Bereich 

zwischen 4 und 10 und einen Temperaturbereich zwischen 150 °C und 44 °C für Wachstum auf. Die polaren 

Lipide, die ihm nachgewiesen werden konnten, waren DPG, PG, PE, PIM, APL, AL 2x PL und L. Seine 

Zellwand-Aminosäuren sind Meso-Diaminopimelinsäure, Leucin, Alanin, Glutamin und Ornithin und die 

Zellzucker sind Ribose, Glucose und Galactose. Die Menachinone von Stamm 194933CR sind MK-9 (H6) 

(63,21%) und MK-9 (H8) (36,79%).  Die Hauptfettsäure ist Iso-C16:0 (39,72%). Weitere Fettsäuren sind 

Anteiso-C15:0 (12,93%), Iso-C14:0 (11,93%), Iso-C15:0 (8,33%) und C16:0 (6,80%). 

 

Zusammenfassung der untersuchten Stämme 195335CR und 195338CR 

Die Stämme 195335CR und 195338CR wurden aus Bodenproben von der indonesischen Insel Bali isoliert. 

Anhand von genomischen Analysen wurde bewiesen, dass die beiden Stämme dieselbe genomische Sequenz 

besitzen. Sie wurden vorläufig der Gattung Streptomyces zugeordnet und bildeten ein für diese Gattung 

typisches weißes bis leicht gräuliches Luftmycel auf diversen Agar-Medien. Die Sporenkette ist als gerade und 

glatt zu beschreiben, mit zylindrischen Sporen. Sie wiesen eine Salztoleranz von 2,5% auf und waren in der 

Lage, fast alle der getesteten Kohlenhydrate zu verwerten. Bedingungen für gutes Wachstum liegen bei pH-

Werten zwischen 5 und 10, sowie Temperaturen zwischen 30 °C und 38 °C. Ihnen konnten die polaren Lipide 

DPG, PE, PIM, AL und PL nachgewiesen werden. Die Aminosäure war LL-Diaminopimelinsäure und es 

wurden die Zellzucker Ribose, Glucose und Galactose festgestellt werden. Die Menachinone waren MK-9 

(H6) und MK-9 (H8). Die Hauptfettsäuren bestanden aus Iso-C16:0, Anteiso-C15:0 sowie Iso-C14:0. 
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Zusammenfassung des untersuchten Stammes 194522CSAM 

Der untersuchte Stamm wurde aus einer Bodenprobe isoliert, die aus einem hauptsächlich touristisch genutzten 

Park der indonesischen Insel Bali genommen wurde. Nach 16S rRNA-Gen-Sequenzierung ist er der Gattung 

Streptomyces zuzuordnen. Bis auf ISP6 zeigte er auf allen getesteten Agar-Platten gutes Wachstum, wobei er 

nur auf ISP7 in der Lage war, wenig Luftmycel zu bilden. Auf den Medien ISP7 und SSM+T zeigte er eine 

dunkle Medienverfärbung, die auf die Produktion von Melanin zurückzuführen ist. Seine Salztoleranz lag bei 

2,5% und er zeigte auf allen Medien der Kohlenhydratverwertung Wachstum. Optimale Bedingungen hatte er 

bei den pH-Werten 7 bis 9 und einer Temperatur von 30 °C. Die polaren Lipide setzten sich zusammen aus 

DPG, PE, PIM, AL sowie PL. Analysen der Aminosäuren ergaben für 194522CSAM LL-

Diaminopimelinsäure. Die Zellzucker bestanden aus Ribose, Glucose und Galactose. Für ihn ergaben sich die 

Menachinone MK-9 (H2) mit 9,43%, MK-9 (H4) mit 29,29%, MK-9 (H6) mit 42,00% und MK-9 (H8) mit 

19,28%. Die Hauptfettsäuren von Stamm 194522CSAM waren C16:0 (32,78%), Anteiso-C15:0 (24,17%), 

C16:1ω9 (9,62%) sowie Iso-C16:0.
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4 Diskussion 

Im Rahmen dieser Bachelorarbeit wurden vier Stämme aus der Klasse Actinobacteria durch taxonomische 

Analysen charakterisiert. Zu den Charakterisierungen gehörten zum einen die molekularbiologischen 

Analysen, bei denen die genomische Sequenz auf nahe Artverwandte untersucht wird, die morphologischen 

Analysen, die Analyse durch Kultivierung auf verschiedenen Agar-Medien, die physiologischen Analysen, bei 

denen unter anderem die Stoffwechselleistung untersucht wird, und schließlich die chemotaxonomischen 

Analysen, bei denen verschiedene chemische Verbindungen in der Zellwand detektiert werden. Die vier 

Proben, welche 2016 isoliert und als Reinkultur angelegt wurden, wurden im Zuge der Bachelorarbeit 

reaktiviert und für die Charakterisierung kultiviert. 

Ziel dieser taxonomischen Klassifizierung war es, bisher unbekannte Spezies der Klasse Actinobacteria zu 

entdecken, die sich als eventuelle Produzenten von Antibiotika eignen. Da es heute eine vermehrte Anzahl an 

Erregern mit mikrobiellen Resistenzen gibt, ist eine mögliche Lösung des Problems die Suche nach bisher 

unentdeckten Antibiotika und Wirkstoffen, die möglicherweise von Mikroorganismen produziert werden, 

welche bisher noch nicht entdeckt wurden. So werden die Ergebnisse der taxonomischen Charakterisierung 

mit artverwandten Stämmen verglichen, die durch 16S rRNA-Gen-Sequenzierung und dem phylogenetischen 

Baum ermittelt wurden. Für einen möglichst genauen Vergleich zwischen den untersuchten Stämmen und den 

Vergleichsstämmen ist es wichtig, dass die Analysen nach denselben Methoden und unter möglichst ähnlichen 

Bedingungen durchgeführt werden. Dies war in diesem Fall leider nicht möglich, da die Zeit für eine eigene 

Charakterisierung der insgesamt fünf Vergleichsstämme nicht gegeben war. Daher musste der Großteil der 

Informationen zu den Ergebnissen aus wissenschaftlichen Berichten gesammelt werden, in denen sie 

charakterisiert wurden. Eine weitere Informationsquelle war das Wink Kompendium der Deutschen Sammlung 

für Mikroorganismen und Zellkulturen (https://www.dsmz.de/) Das Wink Kompendium beinhaltet Ergebnisse 

über die Kultivierung und physiologische Charakterisierung vieler verschiedener Stämme und liefert somit gut 

vergleichbare Ergebnisse, die nach denselben Methoden und sehr ähnlichen Bedingungen durchgeführt 

wurden. Hier fehlten jedoch die Einträge einiger der Vergleichsstämme. 

 

Diskussion über Stamm 194933CR 

Der Stamm 194933CR wurde aus einer Bodenprobe isoliert, die in Indonesien auf der Insel Bali genommen 

wurde. Das Habitat war eine touristisch genutzte Parkanlage und stellt somit kein besonderes oder 

vernachlässigtes Habitat dar. Die Untersuchung des Stammes 194933CR begann mit der 

molekularbiologischen Charakterisierung. Die 16S rRNA-Gen-Sequenzierung und ein anschließender 

Abgleich mit der Gendatenbank des „National Center for Biotechnology Information“ erbrachte die Spezies 

Actinophytocola oryzae mit einem Identitätswert von 98,94% als nächsten Artverwandten. A. oryzae lieferte 

auch der phylogenetische Baum nach „Neighbor Joining“ und „Maximum Likelihood“ Methode als nächsten 

Verwandten, weshalb ein Vergleich nur mit dieser Spezies gemacht wurde.  

Der Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae wurde von dem „Pathum Thani Rice Research Center, Pathum 

Thani, Thailand“ aus den Wurzeln der thailändischen Klebreispflanze isoliert und stellt ein neues Mitglied der 

Familie Pseudonocardiaceae dar. Analysiert und beschrieben wurde er von Indananda und Kollegen im Jahr 

2010. (Indananda, et al., 2010) Darüber hinaus wurde dieser Stamm für das Wink Kompendium der Deutschen 

Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen, wo er mit der Nummer DSM 45499 hinterlegt ist, 

analysiert. (DSMZ, DSM 45499) 

https://www.dsmz.de/
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Die Kultivierung auf verschiedenen Agar-Medien lieferte für den untersuchten Stamm 194933CR und 

Actinophytocola oryzae sehr ähnliche Ergebnisse. Die Ergebnisse zu A. oryzae stammen aus dem Wink 

Kompendium der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen. (DSMZ, DSM 45499) Auf 

den untersuchten Agar-Medien zeigten beide Stämme mittelmäßiges bis gutes Wachstum und bildeten kein 

Luftmycel. Die Koloniefarbe der beiden Stämme wurde oft als weiß oder gelblich beschrieben, und sie bildeten 

keine braunen oder schwarze Verfärbungen des Mediums, die auf eine Melanin-Produktion schließen ließen.  

Bei der Analyse auf die Salztoleranz konnten 194933CR und Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae 

lediglich auf dem Medium wachsen, dem kein Salz zugefügt wurde. Auch bei der Analyse, in der untersucht 

wurde, welche verschiedenen Zucker ein Stamm als Substrat nutzen kann, ähneln sich die Ergebnisse, jedoch 

mit zwei Ausnahmen. Der untersuchte Stamm 194933CR zeigte auf dem Medium, dem 10% Xylose zugefügt 

wurde, gutes Wachstum und auf dem Medium mit Inositol sogar sehr gutes Wachstum, während A. oryzae auf 

diesen beiden Medien kein Wachstum zeigte. Acht von den insgesamt zehn getesteten Substraten konnte 

194933CR nicht zum Wachstum nutzen, während der Vergleichsstamm auf allen getesteten Substraten kein 

Wachstum zeigte. Die Bewertung des Wachstums beruht auf subjektiven Entscheidungen. Daher kann es 

vorkommen, dass zwei verschiedene Personen ein ähnliches Wachstum eventuell unterschiedlich bewerten. 

194933CR wies einen pH-Bereich zwischen 4 und 10 auf, in dem er wachsen kann, mit einem optimalen 

Wachstum bei den pH-Werten 7 und 8. Zu diesem Ergebnis kamen auch Indananda und Kollegen, als sie 

Actinophytocola oryzae untersucht haben. (Indananda, et al., 2010) Lediglich das pH-Optimum ist zwischen 6 

und 7 angegeben, wobei hier nicht bekannt ist, unter welchen Bedingungen oder auf welchen Medien diese 

Tests durchgeführt wurden. Insbesondere die Kultivierungsdauer und Temperatur sind in diesem Fall 

interessant. Bei der Analyse auf ihre jeweiligen Temperatur-Optima zeigten die beiden Stämme bei niedrigen 

Temperaturen ähnlich guten Bewuchs. Der untersuchte Stamm 194933CR war jedoch in der Lage, auch bei 

höheren Temperaturen von 38 °C und 44 °C noch zu wachsen. A. oryzae wies lediglich einen 

Temperaturbereich von 12 °C bis 30 °C auf und einen Optimalbereich zwischen 18 °C und 28°C. 194933CR 

zeigte optimales Wachstum bei 30 °C. Da die Bedingungen nicht bekannt sind, bei denen der Vergleichsstamm 

kultiviert wurde, kann man die Ergebnisse nur unter Vorbehalt miteinander vergleichen. Es ist es nicht bekannt, 

ob der Bewuchs bei den Temperaturen von 38 °C und 44 °C, bei welchen 194933CR noch Wachstum zeigte, 

überhaupt untersucht wurden. 

Die Ergebnisse des biochemischen API® Tests von Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae stammen 

ebenfalls aus dem Wink Kompendium der DSMZ und wurden daher unter vergleichbaren Bedingungen 

erstellt, wie die Untersuchung von Stamm 194933CR. (DSMZ, DSM 45499) Hier unterscheiden sich die 

Ergebnisse sowohl bei API® Zym als auch bei API® Coryne stark. Bis auf die Taschen, in denen die 

Fermentation untersucht wurde, gibt es kaum Ähnlichkeiten.  

Bei der Phospholipid Analyse sind für den Vergleichsstamm A. oryzae lediglich die Lipide 

Phosphatidylethanolamine (PE) und Phosphatidylhydroxyethanolamine (PE-OH) bekannt, die zwar auch bei 

194933CR erkannt wurden, jedoch wurden hier zusätzlich noch Diphosphatidylglycerin (DPG), zweimal 

Phosphatidylglycerin (PG), Phosphatidylinositol-Mannosid (PIM) und ein unbekanntes Lipid (L) festgestellt 

(siehe Tabelle 50). Hier ist nicht bekannt, nach welchen Methoden diese Analysen des Vergleichsstammes 

durchgeführt wurden oder ob nur die beiden aussagekräftigsten Phospholipide genannt wurden. Nach 

Goodfellow dient der Vergleich anhand von Phospholipiden jedoch nur zur Feinabstimmung. (Goodfellow, et 

al., 2012) Darüber hinaus ist die Qualität der Chromatographie-Platten von den eigenen untersuchten Stämmen 

nicht besonders gut. 
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Tabelle 50: Vergleich der nachgewiesenen polaren Lipide von Stamm 194933CR und Vergleichsstamm 
Actinophytocola oryzae 

Stamm nachgewiesene polare Lipide 

194933CR DPG PG PE - PIM APL AL 2x PL L 

A. oryzae - - PE PE-OH - - - - - 

Da sich anfängliche Analysen auf Aminosäuren zwischen 194933CR und Vergleichsstamm Actinophytocola 

oryzae unterschieden haben, wurde dieser Test wiederholt. Zum Zeitpunkt der zweiten Analyse lag eine Kultur 

von A. oryzae vor, die für diesen Test lyophilisiert wurde. Somit stammen die Ergebnisse nicht aus der Literatur 

und wurden auf derselben TLC-Platte durchgeführt wie 194933CR. Hier ergaben sich für die beiden Stämme 

Meso-Diaminopimelinsäure und darüber hinaus die Aminosäuren Leucin, Alanin, Glutamin und Ornithin in 

der Zellwand (siehe Abbildung 24, Kapitel 3.6.2). Ein Grund für die anfängliche Unterscheidung könnte der 

verwendete Standard sein, welcher für die Analyse genutzt wurde. Für die erneute Analyse wurde eine frische 

Standard-Lösung hergestellt. 

Bei der Analyse auf Zellwandzucker ergaben sich für den Stamm 194933CR die Kohlenhydrate Ribose, 

Glucose und Galactose, während Indananda und Kollegen Rhamnose, Ribose, Mannose, Arabinose und 

Galactose nachweisen konnten. Diese Analysen beruhen jedoch auf Methoden nach Becker (1965) und nicht 

nach Hasegawa. (Hasegawa, Takizawa, & Tanida, 1983) Somit können Unterschiede in der Durchführung 

bestehen, die zu veränderten Ergebnissen führen könnten. 

Für den Stamm 194933CR konnten die Menachinone MK-9 (H6) und MK-9 (H8) detektiert werden. Für den 

Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae nannten Indananda und Kollegen MK-9 (H4) als Ergebnis. 

(Indananda, et al., 2010) Dies ist ein Menachinon, welches bei dem untersuchten Stamm nicht erkannt wurde. 

Die Fettsäuren lassen sich nur schwer miteinander vergleichen. Nach Bouznada und Kollegen ist die Fettsäure 

Iso-C16:0 die Hauptfettsäure bei Vertretern der Gattung Actinophytocola. (Bouznada, et al., 2016) Dies trifft 

sowohl auf den untersuchten Stamm 194933CR zu als auch bei A. oryzae, da diese Fettsäure bei beiden 

Stämmen einen prozentualen Anteil von circa 40% aufwies. Abgesehen von dieser Übereinstimmung 

unterschieden sich die übrigen Fettsäuren jedoch deutlich voneinander (siehe Tabelle 47, Kapitel 3.6.5). Nach 

Bouznada sind zwei weitere Fettsäuren mit hohem Anteil bei Vertretern der Gattung Actinophytocola Iso-C15:0 

und C16:0. Dies trifft auf Vergleichsstamm A. oryzae sehr gut zu, für 194933CR jedoch nicht, da sie hier nur 

einen geringen Anteil von jeweils unter 10% ausmachen. Actinophytocola oryzae wurde von Indananda und 

Kollegen nach Methoden von Sasser analysiert wie auch der untersuchte Stamm 194933CR. (Sasser, 1990)  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich der untersuchte Stamm 194933CR und der von Indananda und 

Kollegen charakterisierte Stamm Actinophytocola oryzae nur in einigen Punkten ähneln (siehe Tabelle 51). So 

zeigten beide bei der Kultivierung auf verschiedenen Agar-Medien sehr ähnliches Verhalten bei dem Bewuchs, 

der Bildung von Luftmycel und der Melanin-Produktion. Auch bei den physiologischen Analysen ähneln sich 

viele der Ergebnisse. Nur die beiden biochemischen API® Zym und API® Coryne Tests unterscheiden sich 

stark voneinander. Bei der chemotaxonomischen Charakterisierung stimmten nur bei der Aminosäuren 

Analyse die Ergebnisse überein und bei der Fettsäure Analyse nur teilweise. Unterschiede zwischen 194933CR 

und Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae konnten bei den Analysen der Phospholipide, Zellzucker und 

Menachinonen festgestellt wurden. 
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Tabelle 51: abschließender Vergleich zwischen dem untersuchten Stamm 194933CR und Vergleichsstamm 
Actinophytocola oryzae; + hohe Ähnlichkeit, (+) niedrige Ähnlichkeit, - kaum Ähnlichkeit, kA keine Angabe 

ausgeführter Test 
A. oryzae 

DSM 45499 

Molekularbiologische Charakterisierung 

16S rRNA-Gen-Sequenzierung 98,94% 

Morphologische Charakterisierung 

Elektronenmikroskop Analyse nicht durchgeführt 

Kultivierung auf Agar-Medien 

Bewuchs + 

Luftmycel + 

Melanin-Produktion + 

Physiologische Charakterisierung 

Salztoleranz + 

Kohlenhydratverwertung (+) 

pH-Toleranz + 

Temperaturtoleranz (+) 

API® Zym - 

API® Coryne - 

Chemotaxonomische Charakterisierung 

Phospholipid Analyse - 

Aminosäuren Analyse + 

Zellzucker Analyse - 

Menachinon Analyse - 

Fettsäuren Analyse (+) 

Demnach lässt sich vermuten, dass der untersuchte Stamm 194933CR nicht der Spezies Actinophytocola 

oryzae entspricht. Für eine genauere Aussage muss man entweder die taxonomische Charakterisierung selbst 

unter möglichst gleichen Bedingungen für den Vergleichsstamm wiederholen, oder man vergleicht den zu 

untersuchenden Stamm 194933CR mit einem weiteren Vergleichsstamm, der nach 16S rRNA-Gen-

Sequenzierung und phylogenetischen Baum genetisch weiter entfernt ist. Mögliche Spezies hierfür wären 

Actinophytocola burenkhanensis oder Actinophytocola corallina. Des Weiteren kann eine Analyse auf das 

gesamte Genom, also nicht nur auf circa 1.300 Basenpaare, weitere Informationen zu der Phylogenie liefern. 

 

Diskussion über die Stämme 195335CR & 195338CR 

Eine 16S rRNA Gen-Sequenzierung und anschließender Abgleich mit der Datenbank ergaben für die beiden 

Stämme 195335CR und 195338CR eine Zuordnung zu der Gattung Streptomyces und ebenso, dass sie zu 

100% dieselbe genomische Sequenz haben. Nach Mayfield und Kollegen machen Streptomyceten rund 95% 

der analysierten Actinobacteria, welche aus Bodenproben isoliert werden, aus. (Mayfield, Williams, Ruddick, 

& Hatfield, 1972) So wurden auch diese beiden Streptomyces Spezies aus Bodenproben isoliert. Das Habitat 

war eine vor allem touristisch genutzte Parkanlage auf der indonesischen Insel Bali. 

Um festzustellen, ob es sich bei einer untersuchten Probe um eine bisher unentdeckte Spezies handelt, werden 

diese neben der taxonomischen Charakterisierung noch mit Stämmen verglichen, welche den Proben in ihrer 

genomischen Sequenz möglichst ähnlich sein sollten. So ergab die 16S rRNA-Gen-Sequenzierung die Spezies 

Streptomyces griseocarneus als nächsten Artverwandten mit einer prozentualen Identität von 98,64% bzw. 
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98,65%. Die Unterschiede der prozentualen Identitäten kommen zustande, weil eine unterschiedliche Länge 

der Basensequenz analysiert wurde. So waren es bei Stamm 195335CR 1.327 Basenpaare, und bei 195338CR 

waren es 1.333 Basenpaare. Aus den Daten der 16S rRNA-Gen-Sequenzierung wird der phylogenetische 

Baum erstellt, der die evolutionären Beziehungen zwischen den Spezies darstellt. Dieser lieferte nicht S. 

griseocarneus, sondern Streptomyces bambusae als nächsten Verwandten. Der Unterschied zwischen 

Sequenzierung und phylogenetischem Baum ist durch den komplexen Algorithmus zu erklären, mit welchem 

ein Stammbaum erstellt wird. Dieser Algorithmus vergleicht nicht nur die Basen sukzessive miteinander, 

sondern zieht beispielsweise auch in Betracht, wie lang eine Sequenz mit identischen Basen ist oder ob es 

mehrere fragmentierte Sequenzen gibt. 

Der Vergleichsstamm Streptomyces griseocarneus wurde im Jahr 1951 von Benedict und Kollegen aus 

Bodenproben nahe der Stadt Namihana aus Japan isoliert und charakterisiert. (Benedict, Lindenfelser, Stodola, 

& Traufler, 1951) Für ihn liegen Informationen zu physiologischen Eigenschaften aus dem Wink Kompendium 

der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen vor, wo er unter der Nummer DSM 40004 

hinterlegt ist. (DSMZ, DSM 40004) 

Der Vergleichsstamm Streptomyces bambusae wurde aus Bodenproben isoliert, welche aus dem 

Wurzelgeflecht von Bambuspflanzen in Südkorea entnommen wurden. Charakterisiert wurde der Stamm von 

Nguyen und Kim im Jahr 2015. (Nguyen & Kim, 2015) Dieser Stamm wurde noch nicht vom HZI auf seine 

physiologischen Eigenschaften charakterisiert und ist bei der DSMZ mit der Stammbezeichnung DSM 111587 

hinterlegt. 

Bei der morphologischen Charakterisierung ergab die Analyse mit dem Elektronenmikroskop eine gerade und 

glatte Sporenkette für die untersuchten Proben 195335CR und 195338CR mit zylindrischen Sporen. Diese 

Ergebnisse lieferten auch Nguyen für den Vergleichsstamm Streptomyces bambusae (Nguyen & Kim, 2015)  

und auch das Wink Kompendium der DSMZ für Streptomyces griseocarneus. (DSMZ, DSM 40004) 

Bei der Kultivierung auf verschiedenen Agar-Medien gibt es kaum Unterschiede zwischen den untersuchten 

Stämmen 195335CR und 195338CR. Sie zeigten auf allen getesteten Medien gutes Wachstum und Luftmycel 

auf ISP2, 3, 4, 5 und 7. Zu einer Medienverfärbung, die auf eine eventuelle Melanin-Produktion schließen 

lässt, kam es nur auf dem Suter-Medium mit Tyrosin. Der Vergleichsstamm Streptomyces griseocarneus zeigte 

sehr ähnliches Wachstumsverhalten wie die beiden untersuchten Stämme. So zeigte auch er auf den ISP-Platten 

gutes Wachstum und Bildung von Luftmycel. Die Suter-Medien mit und ohne Tyrosin wurden von Benedict 

und Kollegen nicht analysiert. (Benedict, Lindenfelser, Stodola, & Traufler, 1951) Der Vergleichsstamm 

Streptomyces bambusae wuchs auf den meisten getesteten Medien nur moderat und bildete nur auf ISP3 und 

ISP5 Luftmycel. Auch hier wurde das Suter-Medium zur Analyse auf Melanin-Produktion nicht analysiert. 

Bei der Analyse der Salztoleranz waren die Stämme 195335CR, 195338CR und Streptomyces griseocarneus 

in der Lage, auf einem Medium zu wachsen, dem 2,5% NaCl zugefügt wurde. Der Vergleichsstamm 

Streptomyces bambusae zeigte sich hingegen deutlich salzresistenter, da er noch in der Lage war, bei einer 

NaCl-Konzentration von 4% zu wachsen. Das könnte eventuell an dem besonderen Habitat liegen, aus dem er 

isoliert wurde, dem Wurzelbereich von Bambuspflanzen.  

Die Stämme 195335CR und 195338CR zeigten leicht unterschiedliches Verhalten auf den Kohlenhydrat-

Medien. Stamm 195335CR war im Gegensatz zu 195338CR nicht in der Lage, Arabinose und Inositol als 

Substrat zu verwerten. Die beiden Vergleichsstämme S. griseocarneus und S. bambusae waren hingegen bei 

vielen der getesteten Substraten nicht in der Lage zu wachsen. Hier unterschieden sie sich stark von den 

untersuchten Stämmen. 
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Bei dem pH-Toleranz Tests zeigten die Stämme195335CR und 195338CR einen Bereich zwischen den pH-

Werten 4 und 10 für Wachstum. Auch Vergleichsstamm Streptomyces bambusae zeigte sehr ähnliche 

Ergebnisse mit pH-Werten zwischen 5 und 10. Für S. griseocarneus liegen keine Informationen vor. Auch bei 

der Temperaturtoleranz Analyse lassen sich die beiden untersuchten Stämme mit einem Wachstumsbereich 

zwischen 30 °C und 38 °C gut mit S. bambusae vergleichen. Lediglich im höheren Bereich von 44 °C gab es 

bei 195335CR und 195338CR kein Wachstum. S. griseocarneus wies einen geringeren Temperaturbereich 

auf. Er konnte nur zwischen 24 °C und 42 °C wachsen. 

Bei den biochemischen API® Tests auf Enzymverwertung ähneln sich die Ergebnisse zwischen den beiden 

untersuchten Proben 195335CR und 195338CR sehr stark mit dem Vergleichsstamm Streptomyces 

griseocarneus aus dem Wink Kompendium. (DSMZ, DSM 40004) Für S. griseocarneus gibt es nur qualitative 

Ergebnisse, die aussagen, ob es einen Farbumschlag in den Kammern gab, unabhängig von der Intensität. Hier 

unterscheidet sich der Vergleichsstamm lediglich auf dem Substrat β-Glucosidase. Keine Informationen liegen 

zu den API® Zym Test von S. bambusae und zu den API® Coryne Tests beider Vergleichsstämme vor. Hier 

unterscheiden sich die beiden untersuchten Proben geringfügig voneinander, obwohl sie nach der 16S rRNA-

Gen-Sequenzierung derselben Spezies zuzuordnen sind. Diese Unterschiede traten auf hinsichtlich der 

Enzymaktivitäten Pyrazinamidase, Pyrrolidonylamidase, α-Glucosidase und N-Acetyl-β-Glucosomidase. 

Die chemotaxonomische Charakterisierung beginnt mit der Analyse auf Phospholipide, die in der Zellwand 

enthalten sind. Die untersuchten Stämme 195335CR und 195338CR ähneln sehr dem Vergleichsstamm 

Streptomyces bambusae, während es zu S. griseocarneus keine Informationen gibt (siehe Tabelle 52). Die 

Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Stämmen sind höchstwahrscheinlich auf die mangelnde 

Qualität der TLC-Platten zurückzuführen. Insbesondere die Platte von Stamm 195335CR (siehe Abbildung 

22) erschwerte eine genaue Analyse. Diese wurde vermutlich mit zu viel des Sprühreagenz Molybdänblau 

besprüht. 

Tabelle 52: Vergleich der nachgewiesenen polaren Lipide von den Stämmen 195335CR & 195338CR und dem 
Vergleichsstamm Streptomyces bambusae 

Stamm nachgewiesene polare Lipide 

195335CR DPG PE PG PIM - AL - PL - 

195338CR DPG PE - PIM - AL APL PL L 

S. bambusae DPG PE PG - PI - - PL L 

Bei der Analyse auf Aminosäuren wiesen die untersuchten Proben und der Vergleichsstamm Streptomyces 

bambusae die Aminosäure LL-Diaminopimelinsäure auf. Bei der Analyse auf Kohlenhydrate wurden bei den 

Stämmen 195335CR und 195338CR die Zellzucker Ribose, Glucose und Galactose nachgewiesen. Bei 

Streptomyces bambusae konnten Nguyen und Kollegen nur Ribose und Glucose nachweisen. (Nguyen & Kim, 

2015) Informationen zu dem Vergleichsstamm S. griseocarneus fehlen für die Aminosäuren und Zellzucker 

Analyse. 

In den drei Stämmen 195335CR, 105338CR und Streptomyces bambusae konnten die Menachinone MK-9 

(H6) und MK-9 (H8) nachgewiesen werden. Zusätzlich zu den beiden Menachinonen wurde bei S. bambusae 

von Nguyen und Kollegen jedoch noch MK-10 (H4) detektiert (siehe Tabelle 53). (Nguyen & Kim, 2015) 

Damit gibt es einen klaren Unterschied zu den beiden untersuchten Stämmen. Die Analysen der beiden 

untersuchten Stämme und von S. bambusae wurden nach Methoden von Collins durchgeführt und sollten sich 

daher gut miteinander vergleichen lassen. 
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Tabelle 53: Vergleich der nachgewiesenen Menachinone von den beiden Stämmen 195335CR & 195338CR und dem 
Vergleichsstamm Streptomyces bambusae 

Stamm Menachinon Anteil Menachinon Anteil Menachinon Anteil 

195335CR MK-10 (H4) - MK-9 (H6) 62,20% MK-9 (H8) 37,80% 

195338CR MK-10 (H4) - MK-9 (H6) 76,08% MK-9 (H8) 23,92% 

S. bambusae MK-10 (H4) 11,60% MK-9 (H6) 50,50% MK-9 (H8) 38,00% 

Bei der Analyse auf Fettsäuren ähneln sich die Ergebnisse der untersuchten Stämme 195335CR und 195338CR 

stark. Der Vergleichsstamm Streptomyces bambusae weist aber sehr deutliche Unterschiede auf. So ist seine 

häufigste Fettsäure Anteiso-C15:0 mit 31,50% vertreten. Bei den untersuchten Stämmen hat diese jedoch nur 

eine Gewichtung von 13,72% bzw. 16,16%. Die Fettsäure, die bei 195335CR und 195338CR am häufigsten 

detektiert wurde, ist Iso-C16:0 mit 39,04% bzw. 36,91%. Bei S. bambusae ist sie nur zu 11,70% vertreten (siehe 

Tabelle 48, Kapitel 3.6.5). Es ist nicht bekannt, nach welchen Methoden die Analyse des Vergleichsstammes 

A. oryzae durchgeführt wurde. 

Zusammenfassend kann hier gesagt werden, dass ein Vergleich mit den beiden untersuchten Stämmen 

195335CR und 195338CR und dem Vergleichsstamm Streptomyces griseocarneus nicht möglich war, da zu 

viele Informationen zu Ergebnissen gefehlt haben (siehe Tabelle 54). Rückblickend hätte man hier entweder 

einen anderen, weiter entfernten, Artverwandten als Vergleich auswählen müssen oder optimalerweise den 

Stamm bei der DSMZ bestellen, anzüchten und unter denselben Bedingungen und nach denselben Methoden 

analysieren müssen. Doch hierfür war bei einer dreimonatigen Bearbeitungszeit der Bachelorarbeit leider keine 

Zeit. Die Ergebnisse, die aus dem Wink Kompendium von der DSMZ stammen (DSMZ, DSM 40004), ähneln 

jedoch sehr den beiden untersuchten Stämmen. Bei der Analyse durch Kultivierung auf verschiedenen ISP- 

und Suter-Medien gibt es kaum Unterschiede, genauso wie bei der Salztoleranz. Bei der Substratverwertung 

zeigten sich jedoch deutliche Unterschiede, da hier neben Glucose lediglich Inositol genutzt werden konnte, 

während die beiden untersuchten Stämme beinahe alle Kohlenhydrate verwerten konnten. Bei dem 

biochemischen API® Zym Test sind die Ergebnisse wiederum fast identisch. 
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Tabelle 54: abschließender Vergleich zwischen den untersuchten Stämmen 195335CR & 195338CR und den 
Vergleichsstämmen Streptomyces griseocarneus und Streptomyces bambusae; + hohe Ähnlichkeit, (+) niedrige 
Ähnlichkeit, - kaum Ähnlichkeit, kA keine Angaben 

ausgeführter Test 
S. griseocarneus S. bambusae 

DSM 40004 DSM 111587 

Molekularbiologische Charakterisierung 

16S rRNA-Gen-Sequenzierung 98,64% / 98,65% 98,57% / 98,58% 

Morphologische Charakterisierung 

Elektronenmikroskop Analyse + + 

Kultivierung auf Agar-Medien 

Bewuchs + - 

Luftmycel + - 

Melanin-Produktion kA kA 

Physiologische Charakterisierung 

Salztoleranz + - 

Kohlenhydratverwertung - - 

pH-Toleranz kA + 

Temperaturtoleranz (+) + 

API® Zym + kA 

API® Coryne kA kA 

Chemotaxonomische Charakterisierung 

Phospholipid Analyse kA + 

Aminosäuren Analyse kA + 

Zellzucker Analyse kA (+) 

Menachinon Analyse kA - 

Fettsäuren Analyse kA - 

 

Diskussion über den Stamm 194522CSAM 

Der Stamm 194522CSAM wurde ebenso wie die drei zuvor genannten Stämme aus einer Bodenprobe, die von 

der indonesischen Insel Bali aus einer touristisch genutzten Parkanlage genommen wurde, isoliert. Seit der 

Isolation des Stammes im Jahr 2016 bis zum Beginn der Bachelorarbeit im September 2020 befand sich der 

Stamm bei -80 °C in Glycerin. Nach der Reaktivierung und Kultivierung wurden die Gen-Abschnitte, die 

durch die 16S rRNA-Gen-Sequenzierung erlangt wurden, mit der Datenbank der ncbi verglichen. Hier ergab 

sich die Spezies Streptomyces sannanensis als nächster Artverwandte mit einer genomischen Identität von 

98,27%. Mit den Spezies, die der Abgleich mit der Datenbank lieferte, wird der phylogenetische Baum erstellt, 

welcher für den untersuchten Stamm 194522CSAM die Spezies Streptomyces lushanensis als nächsten 

Artverwandten nannte. Der Unterschied zwischen 16S rRNA-Gen-Sequenzierung und phylogenetischen 

Baum lässt sich durch die Komplexität des Algorithmus erklären, mit dessen Hilfe der phylogenetische Baum 

erstellt wird. Der Algorithmus bezieht mehr Faktoren in die Analyse mit ein. Neben der taxonomischen 

Charakterisierung wird ein Vergleich zwischen dem untersuchten Stamm und den beiden nächsten 

Artverwandten durchgeführt. 

Der Vergleichsstamm Streptomyces sannanensis wurde 1981 von Iwasaki und Kollegen aus Bodenproben 

isoliert, die in Sannan Town in Japan genommen wurden. (Iwasaki, Itoh, & Mori, 1981) Er ist bei der 

Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen unter der Nummer DSM 41705 hinterlegt, und 

zu ihm gibt es eine Charakterisierung im Wink Kompendium. (DSMZ, DSM 41705) 
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Der Vergleichsstamm Streptomyces lushanensis stammt ebenfalls aus einer Bodenprobe. Diese wurde 2014 

von Zhang und Kollegen von dem Berg Lushan im Süden Chinas genommen und anschließend charakterisiert. 

(Zhang, Cheng, Chen, Li, & Yang, 2014) 

Bei der Kultivierung auf verschiedenen ISP- und Suter-Medien liegen zu Streptomyces lushanensis nur wenige 

Informationen vor, die einen Vergleich zu dem untersuchten Stamm 194522CSAM nur schwer möglich 

machen. Jedoch gibt es einige Informationen über die Bildung von Luftmycel, das auf den Platten ISP2, ISP3 

und ISP5 festgestellt wurde. Dies unterscheidet sich von 194522CSAM, da dieser Stamm lediglich auf ISP 7 

in der Lage war, Spuren von Luftmycel zu bilden. Nach Flärdh und Kollegen ist eines der Hauptmerkmale von 

Streptomyceten die Bildung von Luftmycel. Es ist zwar sehr ungewöhnlich für eine Streptomyces Spezies, 

kein Luftmycel zu bilden, jedoch auch nicht unmöglich. (Flärdh & Buttner, 2009) Auch der Vergleichsstamm 

Streptomyces sannanensis weist auf vielen Platten ein Luftmycel auf und unterscheidet sich somit ebenfalls 

von 194522CSAM. Der Bewuchs beider Stämme stimmt auf den Platten überein. Ein Vergleich der Melanin-

Produktion ist nicht möglich, da sowohl bei S. sannanensis als auch bei S. lushanensis die Suter-Medien für 

diese Analyse nicht kultiviert wurden. S. sannanensis zeigte aber ebenso wie 194522CSAM eine braune 

Medienverfärbung auf ISP7-Medium. 

Die physiologische Charakterisierung beginnt mit der Analyse auf die Salztoleranz. Hier konnten 

194522CSAM und der Vergleichsstamm Streptomyces sannanensis auf Medium mit einer NaCl-

Konzentration von 2,5% wachsen. Zhang und Kollegen gaben für Streptomyces lushanensis lediglich einen 

Bereich zwischen 0 und 4% für Wachstum an, und somit ist er ein wenig mehr salztolerant als S. sannanensis 

und der untersuchte Stamm 194522CSAM. (Zhang, Cheng, Chen, Li, & Yang, 2014) 

Iwasaki und Kollegen gaben für S. sannanensis an, dass dieser alle untersuchten Zucker-Substrate verwerten 

konnte. (Iwasaki, Itoh, & Mori, 1981) Dies traf auch auf den untersuchten Stamm 194522CSAM zu, der jedoch 

bei vielen Kohlenhydraten ein Wachstum zeigte, das zwischen dem Bewuchs der Positiv- und der 

Negativkontrolle war. Viele der diagnostischen Zucker wurden bei Streptomyces lushanensis nicht analysiert. 

Hier gab es keinen Bewuchs auf Medien, denen Glucose, Xylose, Inositol und Raffinose zugegeben wurden. 

Bei der Analyse nach Wink (Wink, 2014) wird der Bewuchs auf einem Medium immer mit der Positivkontrolle 

(Glucose) und der Negativkontrolle (deionisiertes Wasser) verglichen. S. lushanensis zeigte jedoch kein 

Wachstum auf der Positivkontrolle und konnte somit nicht mit Medien verglichen werden, auf denen es 

Wachstum gab. Dieser Stamm unterscheidet sich stark von 194522CSAM und S. sannanensis. 

Bei der Analyse auf pH-Optimum zeigten 194522CSAM und Streptomyces lushanensis sehr ähnliche 

Ergebnisse, da sie einen Bereich zwischen pH-Wert 5 und 10 bzw. 11 für Wachstum haben. Zu Streptomyces 

sannanensis liegen keine Informationen vor. Bei dem Temperaturoptimum hingegen lässt sich 194522CSAM 

besser mit Stamm Streptomyces sannanensis vergleichen, da dieser ebenfalls einen relativ kleinen 

Temperaturbereich zwischen 17 °C und 37 °C aufwies. (Iwasaki, Itoh, & Mori, 1981) Zhang und Kollegen 

nannten für S. lushanensis hingegen einen großen Bereich zwischen 5 °C und 45 °C. (Zhang, Cheng, Chen, 

Li, & Yang, 2014) 

Zu den biochemischen API® Tests gibt es für die beiden Vergleichsstämme S. sannanensis und S. lushanensis 

keine Informationen. 

Zhang und Kollegen lieferten für den Stamm Streptomyces lushanensis die in Tabelle 55 dargestellten polaren 

Lipide. So wurde bei S. lushanensis lediglich ein zusätzliches Phosphatidyl-Dimannosid (PIDM) und ein 

unbestimmtes Aminophospholipid (APL) statt eines unbestimmten Aminolipids (AL) nachgewiesen. Diese 
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Unterschiede können der mangelnden Qualität der TLC-Platten des Stammes 194522CSAM geschuldet sein, 

die eine exakte Auswertung erschweren. 

Tabelle 55: Übersicht über die nachgewiesenen polaren Lipide von dem untersuchten Stamm 194522CSAM und 
dem Vergleichsstamm Streptomyces lushanensis 

Stamm nachgewiesene polare Lipide 

194522CSAM DPG PE PIM - - AL PL 

S. lushanensis DPG PE PIM PIDM APL - PL 

Bei der Analyse auf Aminosäuren konnte den Stämmen 194522CSAM, Streptomyces sannanensis und 

Streptomyces lushanensis die LL-Diaminopimelinsäure nachgewiesen werden. Die Stämme 194522CSAM 

und S. lushanensis wurden nach Methoden von Hasegawa analysiert, und die Analyse von Stamm S. 

sannanensis erfolgte nach Methoden von Staneck und Gottlieb. 

Für die Analyse auf Zellwand-Zucker fehlen auch für Streptomyces sannanensis die Informationen. 

Streptomyces lushanensis lässt sich nur bedingt mit dem untersuchten Stamm 194522CSAM vergleichen, da 

dieser nur zwei der insgesamt vier detektierten Kohlenhydrate mit dem untersuchten Stamm gemein hat. 

Zusätzlich zu Glucose und Galactose wurden S. lushanensis von Zhang und Kollegen noch Rhamnose und 

Mannose nachgewiesen. (Zhang, Cheng, Chen, Li, & Yang, 2014) 194522CSAM enthielt zusätzlich noch 

Ribose. 

Zhang und Kollegen nannten die Menachinone MK-9 (H6) und MK-9 (H8) für Stamm Streptomyces 

lushanensis. (Zhang, Cheng, Chen, Li, & Yang, 2014) Diese kommen zwar auch bei 194522CSAM vor, jedoch 

wurden hier zusätzlich noch MK-9 (H4) und MK-9 (H2) detektiert, somit gibt es hier einen klaren Unterschied. 

Die beiden Stämme wurden nach Methoden von Collins analysiert. (Collins & Jones, 1980) Dies erlaubt einen 

aussagekräftigen Vergleich zwischen den Stämmen. 

Auch bei der Analyse auf Fettsäuren gibt es große Unterschiede zwischen dem untersuchten Stamm 

194522CSAM und dem Vergleichsstamm Streptomyces lushanensis (siehe Tabelle 49  Kapitel 3.6.5). Die 

Fettsäure mit dem größten prozentualen Anteil bei 194522CSAM war C16:0 mit 32,78%. Bei S. lushanensis 

hatte sie lediglich einen Anteil von 7,50%. Dies ist ein gravierender Unterschied. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass zum Vergleichsstamm Streptomyces sannanensis zu wenig 

Informationen vorliegen, als dass eine Aussage zur Zugehörigkeit des untersuchten Stammes 194522CSAM 

zu dieser Spezies möglich ist. Es gibt lediglich Ergebnisse zu der Kultivierung auf verschiedenen Agar-

Medien, Salztoleranz, Kohlenhydratverwertung, Temperaturtoleranz und der Analyse auf Aminosäuren. 

Jedoch stimmen diese Ergebnisse zum Großteil mit 194522CSAM überein. Die einzige Abweichung besteht 

in der Bildung von Luftmycel auf ISP-Medien. 194522CSAM war nicht in der Lage, Luftmycel zu bilden, 

während S. sannanensis auf fast allen getesteten Medien ein entweder weißes oder graues Luftmycel gebildet 

hat. Zum Vergleichsstamm Streptomyces lushanensis sind zwar mehr Informationen bekannt, doch die 

Ergebnisse unterschieden sich in vielen Punkten von 194522CSAM. So wurde bei S. lushanensis die Bildung 

von Luftmycel festgestellt, wozu der untersuchte Stamm nicht in der Lage war. Darüber hinaus gab es 

Unterschiede bei der Kohlenhydratverwertung, Temperaturtoleranz, den Menachinonen und den Fettsäuren. 

Ähnlichkeiten gab es nur bei der pH-Toleranz, der Phospholipid Analyse und der Aminosäuren Analyse (siehe 

Tabelle 56). Daher ist anzunehmen, dass der Stamm 194522CSAM nicht dem Vergleichsstamm Streptomyces 

lushanensis entspricht. 
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Tabelle 56: abschließender Vergleich zwischen dem untersuchten Stamm 194522CSAM und den Vergleichsstämmen 
Streptomyces sannanensis und Streptomyces lushanensis; + hohe Ähnlichkeit, (+) niedrige Ähnlichkeit, - kaum 
Ähnlichkeit, kA keine Angaben 

ausgeführter Test 
S. sannanensis S. lushanensis 

DSM 41705 DSM 42121 

Molekularbiologische Charakterisierung 

16S rRNA-Gen-Sequenzierung 98,27% 98,19% 

Morphologische Charakterisierung 

Elektronenmikroskop Analyse nicht ausgeführt nicht ausgeführt 

Kultivierung auf Agar-Medien 

Bewuchs + kA 

Luftmycel - - 

Melanin-Produktion + / kA kA 

Physiologische Charakterisierung 

Salztoleranz + (+) 

Kohlenhydratverwertung + - 

pH-Toleranz kA + 

Temperaturtoleranz + - 

API® Zym kA kA 

API® Coryne kA kA 

Chemotaxonomische Charakterisierung 

Phospholipid Analyse kA + 

Aminosäuren Analyse + + 

Zellzucker Analyse kA (+) 

Menachinon Analyse kA - 

Fettsäuren Analyse kA - 
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5 Fazit 

Ziel dieser Bachelorarbeit war die taxonomische Charakterisierung von vier Stämmen, die aus Bodenisolaten 

der indonesischen Insel Bali stammen. Im Anschluss der Charakterisierung werden die Ergebnisse der 

Analysen mit Stämmen verglichen, welche genomisch nah mit den untersuchten Stämmen verwandt sind. So 

soll festgestellt werden, ob es sich bei den untersuchten Stämmen um bereits bekannte Spezies handelt oder 

ob sie einer bisher unentdeckten Spezies angehören. Bei Stämmen, die bisher noch nicht analysiert sind, 

besteht die Möglichkeit, dass sie Produzenten besonderer Sekundärmetaboliten sind, die sich aufgrund ihres 

Wirkstoffes zur Nutzung als Antibiotikum eignen. Denn heute gibt es eine Vielzahl an bakteriellen Erregern, 

die eine Resistenz gegenüber klinisch genutzten Antibiotika entwickelt haben und daher eine wirksame 

Behandlung erschweren oder sie sogar ganz unmöglich machen. 

Begonnen wird die taxonomische Charakterisierung mit molekularbiologischen Analysen, welche die nächsten 

Artverwandten anhand ihrer genomischen Sequenz durch Abgleich mit der Datenbank lieferten. So werden 

die Vergleichsstämme ermittelt, mit denen später ein Abgleich der Ergebnisse durchgeführt werden soll. 

Darauf folgen morphologische Analysen, bei denen sowohl Sporenketten als auch einzelne Sporen, die im 

Luftmycel gebildet werden, beschrieben wurden. Bei der Kultivierung auf ISP- und Suter-Medien wird der 

Bewuchs, das Luftmycel und die Melanin-Produktion auf unterschiedlichen Agar-Platten analysiert. Darauf 

folgt die physiologische Charakterisierung, bei der ein Stamm auf seine Salztoleranz, Substratverwertung, pH- 

und Temperaturtoleranz und biochemische Stoffwechselleistung untersucht wird. Abgeschlossen wird die 

Charakterisierung mit den chemotaxonomischen Analysen, bei denen die chemischen Stoffe detektiert werden, 

die sich in der Zellwand eines Stammes befinden. Diese analysierten Stoffe sind Phospholipide, Aminosäuren, 

Zellzucker, Menachinone und Fettsäuren. Nach Goodfellow ist hier besonders die Verteilung der Zellzucker 

von Bedeutung und Phospholipide, Menachinone und Fettsäuren können für die Feinabstimmung genutzt 

werden. (Goodfellow, et al., 2012) 

Der erste analysierte Stamm trägt die Bezeichnung 194933CR und wurde vorläufig der Gattung 

Actinophytocola zugeordnet. Der Stamm Actinophytocola oryzae, mit dem er verglichen wurde, stammt 

ebenso aus einer Bodenprobe, jedoch nicht aus Indonesien, sondern aus dem Wurzelgeflecht von 

thailändischen Reispflanzen. Der Vergleich beider Stämme ergab deutliche Unterschiede bei den API® Tests 

und den Analysen auf Phospholipide, Kohlenwasserstoffe und Menachinon. Sehr ähnliche Ergebnisse wurden 

bei der Kultivierung auf verschiedenen Agar-Medien, der Salz- und pH-Toleranz und der Analyse auf 

Menachinone beobachtet. Ähnliche Ergebnisse gab es bei der Kohlenhydratverwertung, der 

Temperaturtoleranz und der Fettsäuren Analyse. Somit ist anzunehmen, dass 194933CR nicht dem 

Vergleichsstamm Actinophytocola oryzae entspricht. Weitere Analysen müssten klären, ob es sich um eine 

bisher unentdeckte Spezies handelt. 

Der zweite Stamm 195335CR und dritte Stamm 195338CR besitzen dieselbe genomische Sequenz. Dies 

ergaben die Ergebnisse der 16S rRNA-Gen-Sequenzierung. Diese lieferte auch Streptomyces griseocarneus 

und Streptomyces bambusae als die nächsten artverwandten Spezies, welche als Vergleichsstämme genutzt 

wurden. S. griseocarneus wurde bereits 1951 aus einer japanischen Bodenprobe isoliert und zu ihm liegen nur 

wenige Informationen vor, sodass ein Vergleich mit diesem Stamm nicht möglich ist. Jedoch stimmen die 

wenigen Informationen, die es gibt, weitestgehend mit den beiden untersuchten Stämmen überein. Viele 

Informationen hingegen gibt es zu Vergleichsstamm S. bambusae, welcher 2015 aus dem Wurzelgeflecht der 

Bambuspflanze isoliert wurde. Er zeigt viele Unterschiede zu den beiden untersuchten Stämmen 195335CR 
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und 195338CR. Diese Unterschiede wurden bei der Kultivierung auf Agar-Medien, der Salztoleranz, der 

Kohlenhydratverwertung und der Analysen auf Menachinone und Fettsäuren festgestellt. Ähnlichkeiten gab 

es nur bei der pH- und Temperaturtoleranz und der Analyse auf Phospholipide und Aminosäuren. Somit ist 

anzunehmen, dass die beiden untersuchten Proben nicht der Spezies Streptomyces bambusae entsprechen. 

Der vierte Stamm trägt die Bezeichnung 194522CSAM und stammt, wie die drei zuvor erwähnten Stämme, 

aus einer Bodenprobe, die von der indonesischen Insel Bali genommen wurde. Sie wurde mit den Stämmen 

Streptomyces sannanensis und Streptomyces lushanensis verglichen, welche die 16S rRNA-Gen-

Sequenzierung als nächste Artverwandte lieferte. Zu S. sannanensis gibt es nur vereinzelte Informationen, 

doch diese stimmen zum großen Teil mit dem untersuchten Stamm 194522CSAM überein. Hier wäre es 

sinnvoll, S. sannanensis unter denselben Bedingungen und nach denselben Methoden zu charakterisieren wie 

194522CSAM, um festzustellen, ob es sich um identische Spezies handelt. Der Vergleichsstamm Streptomyces 

lushanensis lieferte ähnliche Ergebnisse bei der Salz- und pH-Toleranz und der Analyse auf Phospholipide 

und Aminosäuren. Unterschiede zu dem untersuchten Stamm gab es hingegen bei der Kultivierung auf Agar-

Medien, der Kohlenhydratverwertung, der Temperaturtoleranz und der Analyse auf Menachinone und 

Fettsäuren. Somit ist es wahrscheinlich, dass 194522CSAM nicht der Spezies S. lushanensis entspricht. 

 

Abschließend kann gesagt werden, dass keine eindeutige Aussage über die Zugehörigkeit von einem der vier 

untersuchten Stämme zu einem der ausgewählten Vergleichsstämmen getroffen werden kann. Zu vielen dieser 

Vergleichsstämme fehlen wichtige Informationen über taxonomische Charakteristika. Darüber hinaus ist 

oftmals nicht bekannt, nach welchen Methoden die Analysen zur Charakterisierung der Vergleichsstämme 

durchgeführt wurden und wie die Kultivierungsbedingungen waren. Einen hohen Einfluss auf den Verlauf 

eines Tests haben beispielsweise die Animpfkonzentration, das verwendete Medium, die 

Kultivierungstemperatur, aber auch die Kultivierungsdauer. Besonders bei der Kultivierung auf verschiedenen 

Agar-Medien und der physiologischen Charakterisierung, bei denen der Bewuchs verglichen wird, basieren 

die Ergebnisse auf subjektiven Entscheidungen, die anhand des Bewuchses oder der Intensität eines 

Farbumschlages getroffen wurden. Um eine möglichst genaue Aussage über die Zugehörigkeit zu einem 

Vergleichsstamm machen zu können, hätte man diese parallel zu den vier gegebenen Stämmen analysieren 

müssen, sodass Durchführung und Bedingungen identisch sind. 

Somit bleibt eine endgültige Bewertung, ob es sich bei den untersuchten Stämmen um bisher unbekannte 

Spezies handelt, aus. Eine genaue Aussage kann hier nur anhand einer Analyse auf die gesamte genomische 

Sequenz liefern, welche zwar durchgeführt wurde, die Ergebnisse jedoch zum Zeitpunkt der Fertigstellung 

dieser Arbeit noch nicht vorlagen. Es kann jedoch gesagt werden, dass eine Zugehörigkeit der jeweiligen 

Gattung als sicher gilt. 

Eine alternative Herangehensweise bei der Suche nach bisher unentdeckten Antibiotika wäre eine Analyse auf 

antibakterielle und antimykotische Wirkung eines zu untersuchenden Stammes. Bei dem Test auf die minimale 

Hemmkonzentration (MIC) wird einem Stamm auf einer 96-Well-Platte verschiedene Gram-positive und 

Gram-negative Bakterien, sowie verschiedene Pilze zugegeben. So wird festgestellt, ob bzw. ab welcher 

Konzentration es zu einer Hemmung des Wachstums kommt. 

Die Optimierung und Kombination bereits bekannter Wirkstoffe ist eine gute Strategie, um auf die 

voranschreitende mikrobielle Resistenzbildung gegenüber klinisch genutzten Antibiotika zu reagieren. 

Obwohl es mit der Phagentherapie und den relativ neuen Artylisinen vielversprechende Alternativen zu 

Antibiotika gibt (siehe Kapitel 1.1.3), ist es im Hinblick auf die längerfristige Entwicklung dieses Problems 
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jedoch unabdingbar, nach bisher unbekannten Wirkstoffen zu suchen, die sich als Antibiotikum eignen 

könnten. Nach Bérdy produzieren Vertreter der Klasse Actinobacteria heute über zwei Drittel der 

antibiotischen Wirkstoffe. Dabei sind es die Streptomyceten, die als Hauptquelle genannt werden.  (Bérdy, 

2005) Somit scheint eine Suche nach bisher unbekannten Spezies der Klasse Actinobacteria als besonders 

vielversprechend.   
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7 Abkürzungsverzeichnis 

Abkürzung Erklärung 
 

16S rRNA Komponente der 30S-kleinen Untereinheit eines prokaryotischen Ribosoms  

°C Grad Celsius  

µg Mikrogramm  

µl Mikroliter  

µm Mikrometer  

ABR Antibakterielle Resistenz  

AMR Antimikrobielle Resistenz  

blast Programm für die Sequenzierungsanalyse (Basic Local Alignment Tool)  

CaCO3 Calciumcarbonat  

DNA Desoxynukleinsäure (Träger des Erbguts)  

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH  

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure  

g Gramm  

GYM-Medium Basis-Medium (Glucose Yeast Malt)  

HIV Humanes Immundefiziens-Virus  

ISP-Medium Kultivierungsmedium (International Streptomyces Project)  

kb Anzahl der Basenpaare bei der PCR (mit Faktor 1.000 multipliziert)  

l Liter  

m/s Meter pro Sekunde  

mg Miligramm  

min Minute  

MISG Abteilung des Helmholtz Zentrums (Mikrobiologische Stammsammlung Gruppe)  

ml Mililiter  

mm Milimeter  

MRE Multiresistente Erreger  

N Maßlösung in mol/l (z.B. bei Salzsäure)  

NaCl Natriumchlorid  

ncbi Internetseite der Datenbank für die Seuqnzierungsanalyse (National Center for Biotechnology 
Information) 

 

PCR Polymerase Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)  

rcf Umdrehungsgeschwindigkeit (relative Zentrifugalbeschleunigung)  

rDNA ribosomale Desoxynucleinsäure  

RNA Ribonucleinsäure  

rpm Umdrehungsgeschwindigkeit (rounds per minute)  

rRNA ribosomale Ribonucleinsäure  

s Sekunde  

SSM+T Suter-Medium mit Tyrosin  

SSM-T Suter-Medium ohne Tyrosin  

TAE Lösung Tris-Acetat-EDTA Lösung  

TLC Dünnschichtchromatographie (Thin Layer Chromatography)  

v/v Volumenprozent  

WHO Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation)  
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Kohlenhydrate 

Ara Arabinose 

Cel Cellulose 

Fra Fructose 

Glu Glucose 

Ino Inositol 

Man Mannitol 

Raf Raffinose 

Rha Rhamnose 

Suc Sucrose 

Xyl Xylose 

Phospholipide 

AL unbestimmbares Aminolipid 

APL unbestimmbares Aminophospholipid 

DPG Diphosphatidylglycerin 

L unbestimmbares Lipid 

PE Phosphatidylethanolamin 

PE-OH Phosphatidylhydroxyethanolamin 

PG Phosphatidylglycerin 

PGL unbestimmbares Phosphoglycolipid 

PI Phosphatidylinositol 

PIDM Phosphatidyl-Dimannosid 

PIM Phosphatidylinositol-Mannosid 

PL unbestimmbares Phospholipid 
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10 Anhang 

Rezepte der verwendeten Medien: 

ISP2 (Hefe-Malz Agar) 

Deionisiertes Wasser 1000 ml 

Malz Extrakt 10,0 g/l 

Hefe Extrakt 4,0 g/l 

Glucose 4,0 g/l 

Agar 15,0 g/l 

pH vor Autoklavieren 7,0 

 

 

ISP4 

Deionisiertes Wasser 1000 ml 

wasserlösliche Stärke 10,0 g/l 

(NH4)2SO4 2,0 g/l 

K2HPO4 1,0 g/l 

MgSO4*7H2O 1,0 g/l 

NaCl 1,0 g/l 

CaCO3 2,0 g/l 

Agar 20,0 g/l 

pH vor Autoklavieren 7,3 

 

 

ISP6 (Pepton Eisen Agar) 

Deionisiertes Wasser 1000 ml 

Pepton 15,0 g/l 

Proteose Pepton 5,0 g/l 

Eisenammoniumcitrat 0,5 g/l 

Natriumglycerophosphat 1,0 g/l 

Natriumthiosulfat-5-Hydrat 0,126 g/l 

Hefe Extrakt 1,0 g/l 

Agar 20,0 g/l 

pH vor Autoklavieren 7,2 

 

 

 

 

 

  

GYM (Streptomycetes Medium) 

Deionisiertes Wasser 1000 ml 

Glucose 4,0 g/l 

Hefe Extrakt 4,0 g/l 

Malz Extrakt 10,0 g/l 

CaCO3 2,0 g/l 

Agar 12,0 g/l 

pH vor Autoklavieren 7,2 

ISP3 (Haferflocken Agar) 

Deionisiertes Wasser 1000 ml 

Haferflocken 20,0 g/l 

Agar 18,0 g/l 

Spurenlösung Salz für ISP3 1,0 ml 

pH vor Autoklavieren 7,2 

Spurenlösung Salz für ISP3   

Deionisiertes Wasser 100 ml 

FeSO4*7H2O 0,1 g 

MnCl2*4H2O 0,1 g 

ZnSO4*7H2O 0,1 g 

ISP5 

Deionisiertes Wasser 1000 ml 

L-Asparagin 1,0 g/l 

Glycerin 10,0 g/l 

K2HPO4 1,0 g/l 

Spurenlösung Salz für ISP5 1,0 ml/l 

Agar 20,0 g/l 

pH vor Autoklavieren 7,2 

Spurenlösung Salz für ISP5   

Deionisiertes Wasser 100 ml 

FeSO4*7H2O 1,0 g 

MnCl2*4H2O 1,0 g 

ZnSO4 1,0 g 
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Suter Medium 

Deionisiertes Wasser 1000 ml 

Glycerin 15,0 g/l 

Tyrosin 1,0 g/l 

L-Arginin 5,0 g/l 

L-Glutaminsäure 5,0 g/l 

L-Methionin 0,3 g/l 

L-Isoleucin 0,3 g/l 

K2HPO4 0,5 g/l 

MgSO4*7H2O 0,2 g/l 

Spurenelementlösung 5341 1,0 g/l 

Agar 20,0 g/l 

pH vor Autoklavieren 7,2 

Spurenelementlösung 5341   

Deionisiertes Wasser 1000 ml 

CuSO4*5H2O 10,0 g/l 

CaCl2*2H2O 10,0 g/l 

FeSO4*7H2O 10,0 g/l 

ZnSO4*7H2O 10,0 g/l 

MnCl2*4H2O 40,0 g/l 

 

 

Medium für die Salztoleranz 

Deionisiertes Wasser 1000 ml 

Casein Pepton 10,0 g/l 

Hefe Extrakt 5,0 g/l 

Agar 20,0 g/l 

pH vor Autoklavieren 7,0 

 

Medium 5336 (Actinobacteria Isolationsmedium) 

Deionisiertes Wasser 1000 ml 

wasserlösliche Stärke 10,0 g/l 

Casein (Pepton Typ M) 1,0 g/l 

K2HPO4 0,5 g/l 

MgSO4*7H2O 5,0 g/l 

Agar 20,0 g/l 

pH vor Autoklavieren 7,3 

 

 

 

 

 

ISP7 (Haferflocken Agar) 

Deionisiertes Wasser 1000 ml 

Glycerin 15,0 g/l 

L-Tyrosin 0,5 g/l 

L-Asparagin 1,0 g/l 

K2HPO4 0,5 g/l 

NaCl 0,5 g/l 

FeSO4*7H2O 0,01 g/l 

Spurenlösung Salz 5343 1,0 ml/l 

Agar 20,0 g/l 

Spurenelementlösung Salz 5343   

Deionisiertes Wasser 1000 ml 

FeSO4*7H2O 1,0 g/l 

ZnSO4*7H2O 1,0 g/l 

MnCl2*4H2O 1,0 g/l 

Basal Medium für die Kohlenwasserstoff Nutzung 

Deionisiertes Wasser 1000 ml 

(NH4)2SO4 2,64 g/l 

KH2PO4 2,38 g/l 

K2HPO4 4,31 g/l 

MgSO4*7H2O 1,0 g/l 

Agar 15,0 g/l 

Spurenelementlösung 5342 1,0 ml/l 

pH vor Autoklavieren 7,3 

Spurenelementlösung 5342   

Deionisiertes Wasser 1000 ml 

CuSO4*5H2O 0,64 g/l 

FeSO4*7H2O 0,11 g/l 

ZnSO4*7H2O 0,15 g/l 

MnCl2*4H2O 0,79 g/l 
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Medium 5294 (Metabolit Produktion) 

Deionisiertes Wasser 1000 ml 

wasserlösliche Stärke 10,0 g/l 

Hefe Extrakt 2,0 g/l 

Glucose 10,0 g/l 

Glycerin 10,0 g/l 

Maisquellwasser 2,5 g/l 

Pepton (Marcor S) 2,0 g/l 

NaCl 1,0 g/l 

CaCO3 3,0 g/l 

pH vor Autoklavieren 7,2 

 

Ergebnisse der biochemischen API® Tests 

API® Zym (oben) und API® Coryne (unten) von Stamm 194933CR 

 

API® Zym (oben) und API® Coryne (unten) von Stamm 195335CR 

 

API® Zym (oben) und API® Coryne (unten) von Stamm 195338CR 

 

API® Zym (oben) und API® Coryne (unten) von Stamm 194522CSAM 

 

Medium 5254 (Metabolit Produktion) 

Deionisiertes Wasser 1000 ml 

Glucose 15,0 g/l 

Soja-Mehl 15,0 g/l 

Mais-Mehl 5,0 g/l 

CaCO3 2,0 g/l 

NaCl 5,0 g/l 

pH vor Autoklavieren 7,0 
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Ergebnisse der Phospholipid Analyse der vier untersuchten Stämme 

Nachgewiesene polare Lipide von Stamm 194933CR 

  

Nachgewiesene polare Lipide von Stamm 195335CR 
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Nachgewiesene polare Lipide von Stamm 195338CR 

  

Nachgewiesene polare Lipide von Stamm 194522CSAM 

 
 

 

 


