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Einleitung

Sind E. multilocularis und
E. granulosus konspezifisch?

Abteilung fiir Infektions- und Tropenmedizin der Universitat Miinchen (Leiter: Prof. Dr. Th. Ldscher)

Forderungen nach einer Reklassifizierung der
Spezies Echinococcus multilocularis:
Moglichkeiten und Grenzen der
Molekularen Taxonomie”

H. Rinder

Innerhalb der Gattung Echinococcus werden 4 morphologisch und biologisch klar abgegrenzte
Arten unterschieden, die dartiberhinaus noch zu sehr unterschiedlichen Krankheitsbildern fihren
(5): E. granulosus (BATSCH, 1786}, Erreger der zystischen Echinokokkose, E. multilocularis LEUCKART,
1863, Erreger der alveolaren Echinokokkose, E. vogeli RAUSCH & BERNSTEIN, 1972, Erreger der poly-
zystischen Echinokokkose in Stidamerika und die beim Menschen seltene, mit E. vogeli weitgehend
sympatrische Spezies E. oligarthrus (DIESING, 1863). Trotz dieser klaren Systematik gab es in den
letzten Jahren eine Reihe von Forderungen nach einer Revision innerhalb dieser Gattung (3, 6).

Begrindet wurden diese Forderungen nach taxonomischen Revisionen durch die Ergebnisse
von DNA-Sequenzvergleichen innerhalb und zwischen den einzelnen Echinococcus spp. Die DNA
wurde aus Isolaten der 4 Echinococcus-Arten und bei E. granulosus auch aus Isolaten von verschie-
denen Zwischenwirten gewonnen. Per Computer wurden diese Sequenzen dann abgeglichen und
als stammbdume (Dendrogramme) ausgegeben, die wiederum phylogenetische Beziehungen
widerspiegeln sollen. Die Untersuchung zweier mitochondrialer Gene, Cytochrom-c-Oxidase I
(COI) und Nikotinamid-Dehydrogenase (NAD), sowie die des ersten internen transkribierten ,Spa-
cers” (ITS1) des chromosomalen Gens der ribosomalen RNA (rDNA) zeigten, daf? das untersuchte
E. multilocularis-Isolat in den Ast der E. granulosus-Gruppe fiel und mit dem E. granulosus-Isolat
eines Pferdes enger verwandt zu sein schien als manche E. granulosus-Isolate untereinander (3).

Tatsachlich wurde aufgrund der genomischen Daten konstatiert, dafs E. multilocularis nicht von
E. granulosus abzugrenzen sei und daf sich lediglich E. vogell und E. oligarthrus von den beiden
ersteren Arten unterschieden (3). Alternativ wurde vorgeschlagen, dafs mindestens vier E. granu-
losus-Stammen der Artrang zuzuerkennen sei (6).

Wahrend es dem Molekularbiologen bei der isolierten Betrachtung der abgeleiteten Dendro-
gramme leichter fallen mag, eine Konspezifitat von E. multilocularis und E. granulosus zu akzeptie-
ren, ist dies fr den Parasitologen, dem auch die biologischen, morphologischen, immunologischen
und klinischen Unterschiede vertraut sind, nicht unbedingt der Fall. Allerdings ist eine Gegenargu-
mentation fur ihn oft schwierig, da die verwendeten molekularbiologischen Methoden durchaus
etabliert, aber die benutzten Computer-Algorithmen - nicht nur fur ihn - kaum nachvollziehbar
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sind. Vielmehr entsteht der Eindruck, als boten molekularbiologische Methoden endlich eine
objektive und quantifizierbare Grundlage zur Beschreibung phylogenetischer Zusammenhange
und als seien die scheinbar subjektiveren, morphologischen und biologischen Methoden der tradi-
tionellen Taxonomie angestaubt und tberholt.

Symptomatisch fir diesen Trend ist, daf teilweise taxonomische Revisionen gefordet werden,
ohne die origindren Arbeiten zur Taxonomie von E. multilocularis zu diskutieren (3), ndmlich den
Erstvorschlag sowie dessen Ableitung und Begriindung fir die noch heute valide Nomenklatur (7)
sowie umfangreiche biologische und morphologische Arbeiten zur Charakterisierung dieser Spe-
zies, einschlieflich der Etablierung des vollstandigen Entwicklungszyklus im Labor (8).

Die beschriebene Ignorierung von Ergebnissen , traditioneller” parasitologischer Methoden bei der
geforderten taxonomischen Revision von E. multilocularis ist nur eines von zahlreichen Beispielen
fur einen verbreiteten Trend, nicht nur in der Parasitologie. In der Bakteriologie wurde bereits 1992
eine neue Mykobakterienspezies postuliert und auch gleich benannt, und zwar alleine aufgrund
von Sequenzdaten amplifizierter PCR-Produkte und ohne daf tberhaupt eine Kultur des Erregers
vorhanden gewesen ware (1). Wenig Einfluf hatten auch die kurz zuvor erschienenen und vom
Internationalen Komitee flir Systematische Bakteriologie empfohlenen Mindeststandards zur
Beschreibung neuer Mykobakterienspezies (4). Erst nachtraglich, nachdem die Kultivierung
gegluckt war, wurden einige, wenn auch nicht alle, der dort geforderten 21 Kriterien geprift (2).

Sind also DNA-Sequenzen ein bequemer kurzer Weg zur Beantwortung taxonomischer Fragen?
SchlieBlich gibt es kaum einen subjektiven Spielraum bei der Generierung von DNA-Sequenzen:
Sieht man von Polymerasefehlern und Sequenzierungsartefakten einmal ab, kann ein Nukleotid an
einer bestimmten Position einer klonierten DNA-Sequenz eben nur eine von vier Moglichkeiten
sein, und eben nicht ,hauptsachlich Guanin, etwas Cytosin und ein wenig Adenin”. Im Gegen-
satz zu phanotypischen Merkmalen, die oft in einer gewissen Variationsbreite vorliegen kénnen,
bestehen DNA-Sequenzen aus diskreten Einheiten und sind so fur eine Computerauswertung
praktischerweise bereits ,digitalisiert”. Sind sie damit aber bereits a priori fiir phylogenetische
Untersuchungen geeigneter als die traditionellen, phdnotypischen Methoden der ,klassischen”
Taxonomie?

Zur Klarung dieser Frage sollen die scheinbar objektiven, computer-generierten Ergebnisse der
genotypischen Untersuchungen bei E. multilocularis im Folgenden genauer betrachtet werden. Wie
bereits erwahnt, wurde die Konspezifitdt von E. multilocularis und E. granulosus aufgrund des
Ergebnisses einer gemeinsamen Auswertung von Sequenzdaten zweier mitochondrialer Gene,
COIund NAD, gefordert. Auffallig ist jedoch, daf3 sich die einzeln abgeleiteten Dendrogramme der
beiden Gene sowohl untereinander als auch von dem gemeinsamen Dendrogramm deutlich unter-
schieden (3). So war beispielsweise nach den COI-Sequenzen ein Pferdestamm von E. granulosus
mit E. vogeli ndher verwandt als mit anderen E. granulosus-1solaten. Wenn aber die Sequenzdaten
eines einzelnes Gens unsinnige phylogenetische Zusammenhénge implizieren, wie zuverlassig ist
dann die Mittelung mit den Daten eines zweiten Gens?

Eine andere Autorengruppe zeigte bei Verwendung der gleichen Sequenzdaten, daf die phyloge-
netischen Schlusse auch vom verwendeten Computerprogramm abhédngig waren (6). Wenn nun
aber unterschiedliche Gene unterschiedliche phylogenetische Zusammenhénge ergeben und das
Ergebnis zusatzlich auch vom verwendeten Computerprogramm abhangig ist, stellt sich zwangs-
laufig die Frage, welches der verschiedenen Ergebnisse zutrifft, ob tiberhaupt eines davon richtig
ist, und ob sich daraus die Synonymisierung von E. multilocularis mit E. granulosus, beziehungs-
weise die Etablierung von vier neuen E. granulosus-Arten ableiten lafst.
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Dadie gleichen Daten je nach Analysemethode unterschiedliche Ergebnisse liefern, die nicht alle
gleichzeitig richtig sein konnen, erscheint die Datenlage zur Beantwortung dieser Fragen offen-
sichtlich nicht ausreichend zu sein. Weniger Argwohn hétite jedoch die Kenntnis von nur einem der
unterschiedlichen Phylogenien hervorgerufen, erstellt mit exakt erhobenen Sequenzdaten defi-
nierter Gene und mit aufwendigen Computerprogrammen objektiv ausgewertet. Wie aber kann die
Validitdt computergenerierter Phylogenien beurteilt werden, wenn die Tatsache alleine, daf ein
Dendrogramm generiert werden konnte, noch keinen hinreichenden Beweis fiir deren Richtigkeit
darstellt? SchlieRlich konnen die abgeleiteten phylogenetischen Beziehungen auch von der Wahl
der sogenannten ,Auflengruppe” abhéngen, wie auch von der Auswahl und der Anzahl der zu ver-
gleichenden Sequenzen selbst, was wiederum groRen Einflu® auf die initiale Ausrichtung (,align-
ment”) der Sequenzen haben kann, die jeder Dendrogramm-Konstruktion vorausgeht und der im
Vergleich zu den verschiedenen dendrographischen Analysemethoden félschlicherweise kaum
Beachtung geschenkt wird.

Es stellt sich deshalb die Frage, was , gute” phylogenetische Zuordnungen von ,schlechten” Den-
drogrammen unterscheidet. Oft wird versucht, die Vor- und Nachteile der einzelnen Analyseme-
thoden, vor allem die der algorhitmischen Methoden, wie zum Beispiel der Distanzmatrix-
Methoden (paarweise , Cluster”-Analyse, ,Neighbour Joining”) und die der Methoden mit einem
Optimierungskriterium, beispielsweise der ,Parsimony”-Analyse (Optimierungskriterium ist eine
.minimale Evolution”) und der ,Maximum Likelihood“-Methode (Optimierungskriterien sind mog-
lichst ,, wahrscheinliche” Mutationen) auszudiskutieren. Der Schliissel zur Antwort liegt aber eher
in den Primdrdaten, weniger in der Art des verwendeten Analyseprogramms. Wenn zwei bewahrte
Programme bei gleichen Sequenzdaten unterschiedliche Phylogenien liefern, ist priméar nicht die
Qualitat der Programme anzuzweifeln sondern eher die Eignung der Primardaten zur Ableitung
phylogenetischer Beziehungen. Ein Computer wird auch bei ungeeigneten Daten kaum eine Ana-
lyse verweigern. Was aber sind ,ungeeignete” Daten?

Als Beispiel sei der menschliche Fingerabdruck genannt. Auch hier lassen sich mehr oder weniger
groRe Ahnlichkeiten feststellen, aus deren AusmaR, nattrlich zu Unrecht, auf Verwandtschaftsver-
héltnisse geschlossen werden konnte. Dies ist ein Beispiel fiir ,,uberdiskriminierende” Daten, mit
denen zwar Individuen voneinander unterschieden, nicht aber sinnvolle phylogenetische Bezie-
hungen abgeleitet werden konnen. Es handelt sich demnach um ,nicht-informative” Daten. Eben-
falls nicht-informativ kann das Gegenteil sein, wenn namlich bei einer untersuchten DNA-Sequenz
nur wenige Mutationen gefunden werden und jeder weitere untersuchte polymorphe Locus das
abgeleitete Dendrogramm veréndert (ein einfacher Test, ob dieser Fall vorliegt ist die getrennte
Analyse beider Hélften einer DNA-Sequenz). Wahrend es noch relativ einfach erscheinen mag,
diese Extreme zu erkennen, stellt sich die Frage, wie weniger offensichtliche nicht-informative
Primérdaten identifiziert werden kénnen. Hierzu mussen drei Kriterien genannt werden:

Vorsicht ist geboten, wenn unterschiedliche bewéhrte phylogenetische Analysemethoden unter-
schiedliche Ergebnisse liefern. Hier ist dann weniger die Eignung der einzelnen Methoden zu dis-
kutieren als vielmehr die Eignung der Primardaten.

Ebenfalls bedenklich ist, wenn unterschiedliche Zielgene unterschiedliche phylogenetische
Zusammenhange liefern. Hier konnte ganz einfach die Anzahl der in einem oder beiden Genen vor-
handenen Polymorphismen zu klein sein, oder bei Mehrkopie-Genen, wie beispielsweise den
Genen der ribosomalen RNA, konnten Sequenzen verschiedener rDNA-Klassen verglichen worden
sein und damit paraloge anstatt orthologe Gene.

Drittens ist Vorsicht geboten, wenn das Ergebnis genotypischer Untersuchungen in eklatanter
Weise den Ergebnissen der ,klassischen” Taxonomie widerspricht, wie dies am Beispiel der gefor-
derten Synonymisierung von E. multifocularis und E. granulosus aufgezeigt wurde.
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Um die Moglichkeiten der ,molekularen” Taxonomie sinnvoll einschétzen und nutzen zu kdnnen,
mussen auch deren Grenzen erkannt werden. Es ist unerlasslich zu erkennen, daft die Entschei-
dung, ob eine gegebene Methode zur Beantwortung einer bestimmten Frage geeignet ist oder
nicht, davon abhéngt, wie das Objekt dieser Frage (zum Beispiel Taxa im allgemeinen und Spezies
im besonderen) definiert ist. Bei sich sexuell fortpflanzenden Organismen ist allgemein akzeptiert,
daf die Art funktionell definiert ist, zum Beispiel durch die Fahigkeit (uneingeschrankt) fruchtbare
Nachkommen zu erzeugen, auch wenn die genaue Definition seit ERNST MAYRs , Artbegriff und Evo-
lution” umstritten ist und keine Einigung dartber besteht, ob die Spezies-Barriere nur eine sterile
F,-Generation erfordert, oder ob erst eine sterile Fy-, Fso- oder Fi-Generation dieses Kriterium
erfillt. Der entscheidende Punkt ist, daf der Artbegriff der Molekularbiologie a priori nicht zugéng-
lich ist, solange die Art funktionell definiert ist. Naturlich ist die Entwicklung und Diversifizierung
von Genotypen nicht unabhangig vom Verlauf der Evolution und der Entwicklung von Arten, und
genotypische Vergleiche konnen zumindest Hinweise auch auf einen moglichen Speziesstatus von
untersuchten Isolaten liefern. Eine wichtige, heute oft vernachlassigte methodische Vorausset-
zung, die in vielen ,traditionellen”, scheinbar tiberholten taxonomischen Untersuchungen selbst-
verstandlich war, ist die, da® das Ausmafy der Polymorphismen innerhalb der untersuchten
Populationen ausreichend beschrieben werden muf, bevor taxonomische Fragen, zum Beispiel die
einer moglichen Konspezifitat, sinnvoll diskutiert werden kdnnen. Viele Dendrogramme in der
molekularen Taxonomie basieren auf den Genotypen von jeweils nur einem oder wenigen Isolaten
der zu unterscheidenden Taxa, was besonders abtraglich sein kann, wenn eine Auflosung nahe des
Speziesniveaus angestrebt wird.

Naturlich gibt es keine absoluten Prozentwerte von DNA-Homologien, die den verschiedenen
taxonomischen Ebenen entsprechen, nicht einmal fiir Taxa der gleichen Ebene, beispielsweise Spe-
zies der gleichen Gattung. Wenn aber die genetische Variation innerhalb zweier Populationen um
Grofsenordnungen kleiner ist als die zwischen den Populationen und wenn sich diese Populationen
in dendrographischen Analysen unabhéangig von den verwendeten Algorithmen und willkurlich
gewahlten Programmparametern klar trennen (das heifst, wenn sich ihre DNA-Sequenzen bereits
durch die unmittelbare Anschauung unterscheiden lassen und nicht erst durch eine bestimmte
Wahl der Programmparameter), so ist dies doch zumindest ein Hinweis darauf, daf die Populatio-
nen verschiedenen Taxa angehoren sollten. Einer zweiten Argumentation folgend scheint es trivial,
daf sexuelle Fortpflanzung durch einen Austausch genetischen Materials gekennzeichnet ist. Des-
halbist auch der Nachweis eines Genflusses zwischen Mitgliedern einer Population ein starker Hin-
weis auf das Vorliegen einer Konspezifitat. Zugegebenermafen, wie auch bei der Korrelation von
DNA-Homologien zu taxonomischen Ebenen, ist es leichter, sich bei Extremen zu einigen, und wie
das Beispiel von E. multilocularis zeigte, wird es Falle geben, wo die Beschreibung knapp bemesse-
ner Zielsequenzen bei nur wenigen Individuen eine Aussage nicht ohne weiteres rechtfertigt.

Zusammenfassend mulfs eingestanden werden, daf die molekulare Taxonomie nur Indizienbe-
weise liefern kann, sei es zu Fragen der Taxonomie im allgemeinen oder zur Konspezifitat im
besonderen. Sie kann nichtsdestoweniger aber im Einzelfall von groem Wert sein, besonders
wenn phanotypische (morphologische, biochemische und immunologische) Charakteristika mit
berticksichtigt werden. Denn wissenschaftliche Methoden, auch die der Molekularbiologie, operie-
ren nicht mit der , Wahrheit”, sondern immer nur mit Wahrscheinlichkeiten, und eine Hypothese im
wissenschaftlichen Sinn, sei es eine taxonomische Zuordnung oder die Validierung eines Spezies-
status, kann niemals ,bewiesen” sondern immer nur widerlegt werden.

Der Verlockung rasch erzeugter und tiberinterpretierter genetischer Daten, die mit mehr oder weni-
ger geeigneten Methoden an mehr oder weniger geeigneten Zielgenen erhoben werden, sollte
widerstanden und Prinzipien, die in fritheren, ,traditionellen” morphologischen und biologischen
Untersuchungen selbstverstandlich waren - und sei es nur das einer genugend groRen Stichprobe
zur Beschreibung einer Population - sollten nicht vorschnell als Uberholt und antiquiert abgetan
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werden. Die scheinbar objektive und exakt quantifizierbare Beschreibung eines engen genetischen
Locus unklarer phylogenetischer Bedeutung bei nur wenigen Isolaten darf nicht als bequeme
Abkurzung und als Ersatz fur umfassende und sorgféltige Methoden der klassischen Systematik
akzeptiert werden.

Der Artrang der Spezies Echinococcus multilocularis LEUCKART, 1863 wird nach neueren mole-
kularbiologischen Untersuchungen kontrovers diskutiert. Computer-generierte Stammbaume
aufgrund von DNS-Sequenzvergleichen widersprechen einer von E. granulosus getrennten phylo-
genetischen Entwicklung und weisen E. multilocularis den Rang eines E. granulosus-Stammes Zu.
Je nach Autor sollten mehreren E. granulosus-Stammen der Artrang zugebilligt werden oder aber
E. multilocularis mit E. granulosus synonymisiert werden. Aber auch die Wahl des Zielgens und die
Wahl des Computeralgorithmus beeinflusten die resultierenden Stammbédume. Die Zusammen-
schau der bisher verfligbaren phénotypischen und genotypischen Daten gibt Anlaf zur Warnung
vor taxonomischen Revisionen, die alleine auf einzelnen, divergenten Beschreibungen von Geno-
typen beruhen.

Echinococcus multilocularis, molekulare Taxonomie, Phylogenie, Spezies.

Calls for a reclassification of the species Echinococcus multilocularis:
Potentials and limitations of “molecular taxonomy”

The species status of Echinococcus multilocularis LEUCKART, 1863 has been controversially discus-
sed after recent molecular biologic findings. Computer generated dendrograms based on DNA
sequences contradict a phylogenetic development separate from E. granulosus and suggest a close
relationship of both species. According to different authors, several E. granulosus strains should
either be granted species status or E. multilocularis should be synonymized with E. granulosus. But
depending on the target gene and the computer algorithm employed divergent dendrographic plots
were observed. The consideration of the thus far available phenotypic and genotypic data presents
reason to caution of taxonomic revisions which are solely based on single, divergent descriptions
of genotypes alone.

Echinococcus multilocularis, molecular taxonomy, phylogeny, species.
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