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1. Einleitung

1.1. Historie und Taxonomie atypischer Mykobakterien

Der Begriff ,atypische Mykobakterien* wurde von Tp@ und Runyon 1954 verwendet,
um nichttuberkulése saurefeste Bakterien, die augerduchungsmaterial von an
tuberkuloseahnlichen Lungenerkrankungen leidendatief®en isoliert worden waren,
gegen Tuberkelbazillen abzugrenzen (99).

Die atypischen Mykobakterien werden auch als “nbetaulous mycobacteria (NTM)"
oder als “mycobacteria other than tuberculosis‘ebdmet.

Wahrend der Tuberkulose-Erreddicobacterium tuberculosis bereits 1882 durch Robert
Koch erstbeschrieben wurde (48), wurden seit deif3adyer und vierziger Jahren des 20.
Jahrhunderts vereinzelt Fallberichte Uber weiteyddakterienarten veroffentlicht. Diese
wurden zunéchst als harmlose Saprophyten betradihteén 50er Jahren des zwanzigsten
Jahrhunderts wurde nachgewiesen, dass diese dtgpisdlykobakterien durchaus
Krankheiten beim Menschen verursachen kénnen (30, Kh diesem Zusammenhang
wurdeMycobacterium avium erstmals als Krankenheitserrger erwahnt (44).

Runyon unterteilte die ubiquitaren Mykobakterien599asierend auf ph&notypischen
Eigenschaften wie Wachstumsverhalten und Pigmeluthg in vier Gruppen (s. Tabelle
1). Dieses Schema behielt bis in die 90er Jahre@edahrhunderts Gultigkeit. Es wurde
jedoch deutlich, dass sich in dieses recht grobker@a nicht alle Mykobakterien
einordnen lassen. Vor allem die Unterschiede immRigtationsverhalten innerhalb der

einzelnen Spezies wurden nicht detailliert genugidiesichtigt.
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Tabelle 1:Einteilung der Mykobakterien nach Runyon (83)

Gruppe I

Langsamwachsende photochromogene MykebaRt Sie entwickeln nag

Lichtexposition orangefarbenes oder gelbes Pignweathsen innerhalb einer

Woche :

z. B. M. kansasii, M. marinum, M. asiaticum, M. simiae.

Gruppe Il

Langsamwachsendscotochromogene Mykobakterien: Sie entwickeln aabhe|
Lichtexposition ein orangefarbenes bis gelbes Pigme

z. B.M. scrofulaceum, M. szulgai, M. gordonae, M. flavescens, M. xenopi.

Gruppe
Il

Langsamwachsendenonchromogene  Mykobakterien: Diese  Gruppe
Mykobakterien ist immer unpigmentiert:

z. B. M. avium, M. gastri, M. intracellulare, M. nonchromogenicum,
M. malmoense, M. terrae.

Gruppe

Schnellwachsende Mykobakterien: Wachstum innenhaith3-4 Wochen:
z. B. M. fortuitum, M. peregrinum, M. abscessus, M. chelonae, M. phlei,
M. smegmatis, M. neoaurum, M. gilvum.

Mit der

h

von

Entwicklung und Verbreitung molekularer Metlen, wie der Gen-

Sequenzierung, hat sich die Klassifizierung depiathen Mykobakterien grundlegend

gewandelt. Die Einteilung erfolgt heute aufgrundefescher Merkmale, insbesondere der
Variabilitdt des 16S rRNA-Gens, wobei sich das Asfgektrum atypischer Mykobakterien

standig erweitert. Allein wahrend der experimeetelPhase dieser Arbeit, 2004-2006,

wurden ca. 25 Arten neu beschrieben (2; 22). Heine ca. 160 Arten atypischer

Mykobakterien bekannt.

1.2. Mikrobiologische Eigenschaften von atypischen Mykoakterien

Analog zu M. tuberculosis handelt es sich bei den atypischen Mykobakteriem u

unbewegliche, nicht sporenbildende, aerobe Stalbahkeerien, die sich nur schwer in der

Gram-Farbung anfarben lassen. Die charakteristifgpenschaft von Mykobakterien ist

die Saurefestigkeit, die man sich z. B. in der EN&elsen-Farbung zunutze macht. Die

Saurefestigkeit ist bedingt durch den lipidreichésllwandaufbau der Mykobakterien.

Lipide machen bis zu 60 % des Trockengewichts aod beinhalten vor allem
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Mykolsauren (langkettige gesattigte Fettsduren) uMgkoside (Mykolsaure-haltige
Glykolipide oder Glykolipopeptide).

Die lipidreiche Zellwand ermoglicht den Mykobakssrieine sehr hohe Umwelttenazitat.
Sie konnen beispielsweise in der Natur unter ggestiBedingungen mehrere Monate

infektionsfahig bleiben.

1.3. Nattrliches Vorkommen atypischer Mykobakterien

Atypische Mykobakterien kommen weltweit und ubiguiin der Umwelt als Saprophyten
vor (59). Naturliches Habitat ist der Erdboden (105

Man konnte atypische Mykobakterien, wie fortuitum, M. gordonae, M. scrofulaceum
und M. terrae, aus verschiedenen Arten von Staub oder Bédereisali(14; 105)B6den
wie Acker- und Weideland erwiesen sich als besandgmrte Vermehrungsorte fir
Mykobakterien (58; 63).

Aus dem Habitat Boden werden Mykobakterien pagsiaatirliche Gewasser wie Meer,
Flisse, Bache und Seen verbreitet (52). Es wurdelan USA berichtet, dass bis zu 25 %
der Wasserproben aus unterschiedlichen Gewéasserdnimkwasserversorgung, Flisse,
Wasserquellen) obligat oder fakultativ pathogen&dbakterien enthalten (51).

1.4. Pathogenese und klinische Bedeutung atypischer Mgkakterien

Infektionen mit atypischen Mykobakterien werden ladofigsten per Inhalation erworben.
Seltener erfolgt der Infektionsweg per Ingestionerodinokulation, wobei die
Mykobakterien durch kleinste Hautwunden eintreténien. Wéahrend fiwl. tuberculosis
der infizierte Mensch die Infektionsquelle fur ddenschen darstellt, ist flr die atypischen
Mykobakterien die Infektionsquelle weitgehend urdoeit. Sie findet sich vermutlich in
der Umwelt, wobei Wasserquellen, auch Leitungswassme besondere Bedeutung
zukommt. Offenbar findet keine Ubertragung von Mémnau Mensch statt.

Mykobakterien werden nach dem Eindringen in dena@iggnus durch Makrophagen
phagozytiert, kdnnen als primar intrazellulare Berejedoch im Zellinneren weiterleben
und sich vermehren (53).

Der Verlauf einer Infektion mit atypischen Mykobaken wird maf3geblich vom Zustand
der zellularen Immunitat des Wirtes bestimmt. Baee bestehenden Schwachung der T-

Zell-abhéngigen Makrophagenaktivierung und zelkd@mmunitat kommt es vermehrt zu
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disseminierten Infektionen  mit  atypischen  Mykobaiee. Pradisponierte
Patientengruppen umfassen HIV-Patienten (42), ®atie mit angeborenen oder
erworbenen Immun-defekten, z. B. SCID, Patientech@tammzelltransplantation, und
Intensivpatienten.

Wahrend M. tuberculosis obligat pathogen fur den Menschen ist, sind atyys
Mykobakterien fakultativ pathogen und verursachimpportunistische Infektionen. Uber
40 Arten atypischer Mykobakterien werden als Infatderreger beim Menschen
beschrieben.

Die wichtigsten Krankheitsbilder, die von atypischélykobakterien hervorgerufen
werden, umfassen Lymphknoten-, Lungen- und HaWimdeen sowie disseminierte
Mykobakteriosen.

Lymphadenitiden

Chronische durch atypische Mykobakterien verurgadlyimphadenitiden finden sich in
der Regel bei ansonsten gesunden Kindern im Atiarlvbis 5 Jahren. Klinisch zeigt sich
eine meist einseitige schmerzlose Schwellung devikeden, submandibuldren oder
submaxillaren Lymphknoten. Die Lymphadenitis wirdiufig verursacht durchM.
scrofulaceum, M. avium, und M. intracellulare (27; 70; 77). In den letzen Jahren wurden
auchM. abscessus, M. xenopi, M. kansasii, M. haemophilum, M. fortuitum, M. malmoense
und M. lentiflavum als Erreger zervikaler Lymphadenitiden beschrief®s; 61). Die
haufigste Komplikation ist eine Fistelbildung.

Pulmonale Erkrankungen

Die Lunge ist bei Patienten mit Immundefekten arteponischen Lungenerkrankungen das
am haufigste von atypischen Mykobakterien befall@ngan. Meistens handelt es sich um
Patienten, die alter als 40 Jahre sind (60). Symetsind chronischer Husten, Dyspnoe,
Fieber und abnorme Sputumproduktion. Der Verlauf déeronisch-porgredient und
rezidivierend mit langen stationaren Krankheitsphas Die rontgenologischen
Veranderungen kénnen &ahnlich der Tuberkulose, abeln sehr diskret sein und sich nur
mittels hochauflésender Computertomographie nademeiassen. Komplikationen sind
persistierende Hamoptysen und respiratorische fingrfz

Die Haufigkeit der Kavernenbildung wird bédl. avium mit 75 % angegeben, bei
M. kansasii sogar mit 95 % (50).
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Die haufigsten Erreger sinill. avium, M. intracellulare, M. kansasii, M. chelonae und
M. abscessus, aber auchM. xenopi, M. fortuitum, M. szulgai, M. scrofulaceum und
M. malmoense und wurden bereits nachgewiesen (15; 76; 112).

Haut- und Weichteilmanifestationen

Haut- und Weichteilerkrankungen durch atypische dbgkterien umfassen vor allem
zwei charakteristische Krankheitsbilder (63). Dasden Tropen vorkommende Buruli-
Ulkus, das durchM. ulcerans verursacht wird, und das weltweit verbreitete
Schwimmbadgranulom, das durgh marinum hervorgerufen wird.

Disseminierte Infektionen

Disseminierte Infektionen treten bei Patienten madhwerer Beeintrachtigung des
zellularen Immunsystems auf. Ausloser konnen u.lrdektionen der Lunge, des
Gastrointestinaltraktes oder der Haut sein. Die nKingitserscheinungen sind meist
uncharakteristisch und umfassen Fieber, Gewichtsteund Abgeschlagenheit, Anamie
und mesenteriale Lymphknoten-vergro3erungen. Auaffjrdieser uncharakteristischen
klinischen Symptomatik sind diese Infektionen nuwhwer von anderen, eventuell
gleichzeitig auftretenden opportunistischen Inf@kén oder Tumorerkrankungen
abzugrenzen.

Kauppinen (57) hat Uber disseminierte Infektion miit fortuitum bei Patienten mit
Leukdmie berichtet. Weitere haufig nachgewiesendddgkterien umfassenl. avium,

M. intracellulare, M. abscessus, M. kansasii, M. malmoense und M. chelonae (39).

latrogene Infektionen

M. chelonae, M. fortuitum und M. abscessus wurden regelméfRdig in Abszessen, sowie in
Wunden nach Operationen nachgewiesen (84; 107;. 1W&iterhin wurde Uber
Pseudoausbriiche nit. gordonae durch kontaminierte Infusionslésungen bericht€l{l
Auch traten disseminierte Infektionen mit SepsischnaPeritionealdialyse oder
Hamodialyse auf (7; 13), nachdem das Dialysat zukontakt mit Mykobakterien-
haltigem Wasser gehabt hatte.

Seltene Erkrankungsformen

Selten verursachen atypische Mykobakterien semischrthritis, Osteomyelitis,
Endokarditis, Prostatitis, Peritonitis, KeratitiaduInfektionen des Zentralnervensystems
(3; 8; 37; 71).
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1.5. Therapie und Prognose

Die Therapie von Infektionen durch atypische MyKdbkaen umfasst chirurgische und
chemotherapeutische Mallnahmen. Viele atypische Waiterien zeigen eine naturliche
Resistenz gegen einige tuberkulostatisch wirkenlenttherapeutika wie Isoniazid oder
Rifampicin. Die Therapie muss haufig iber mehremndte durchgefihrt werden.

Nicht selten treten wahrend der Therapie Nebenwgkn auf. Es ist deswegen besonders
wichtig zu klaren, ob es sich bei einem Erregernas aus Patientenmaterial tatsachlich
um eine echte Infektion oder um eine Kontaminakiandelt.

Die Prognose und der klinische Verlauf der Erkrangkitsind vom Immunstatus des
Patienten abhangig. Wahrend lokalisierte Infektiom®i ansonsten Gesunden in aller
Regel komplikationslos abheilen, gehen dissemmietnhfektionen bei Immun-
geschwachten mit einer hohen Letalitat einher 88357).

1.6. Diagnostik atypischer Mykobakterien

Fir den mikrobiologischen Nachweis von atypischenykdbakterien stehen
mikroskopische, kulturelle und molekulare Methoden Verfiigung.

Farbeverfahren, die auf der Saurefestigkeit beruresfauben den mikroskopischen
Nachweis von atypischen Mykobakterien, erméglicieeioch keine Speziesidentifizierung
und auch keine Abgrenzung gegenubér tuberculosis Komplex. Fur den kulturellen
Nachweis werden spezielle Nahrmedien wie MiddlekrAdgar und Léwenstein-Jensen-
Medium, verwendet, die Uber lange Zeit bebritederrsollten. Bei einigen Arten kann es
bis zu 8 Wochen dauern, bis Kolonien mit bloRem&atkennbar sind.

Entsprechend der Einteilung von Runyon (Tabell&dljen Morphologie, Pigmentierung
und Wachstumsverhalten neben biochemische Eigeitschiaei der Identifizierung von
atyp. Mykobakterien. Eine eindeutige Speziesidemmifung atypischer Mykobakterien ist
jedoch mittels phanotypischer Methoden nicht mdaglic

Molekulare Verfahren haben heutzutage eine weséetlBedeutung fur den Nachweis
und die Identifizierung atypischer Mykobakterien.Ahvend PCR-Verfahren fir den
Direkt-nachweis vom. tuberculosis gut etabliert sind, handelt es sich bei den piéstien
PCR-Assays fur atypische Mykobakterien um nichhd@adisierte in-house Verfahren.

Die Entwicklung fluorezenzbasierter real-time PCBddhren, wie der LightCycl&

Technologie, bietet jedoch die Basis fir eine malate Schnelldiagnostik aus Umwelt-
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und Patientenproben. Diese Technologie wurde Iseréit einen Direktnachweis
atypischer Mykobakterien aus Milch (97), BiofilmgA7; 116), Leitungswasser (81),
Patientenmaterial und direkt aus Kultur (64; 98gesetzt.

Fur die Identifizierung kulturell angezlchteter @sgher Mykobakterien stellen
molekulare Verfahren, wie die Sequenzierung bestani@enabschnitte (16S rRNA, ITS-
Sequenzen) oder die Hybridisierung an spezifischA{3onden, heute aufgrund ihrer
Exaktheit die Methode der Wahl da.

Offentliche Gendatenbanken (z. B. GenBank und RDatenbank) erlauben Sequenz-
vergleiche mit bekannten Umwelt-, Klinik- und Kooitrsolaten. Dabei liegen am meisten
Daten beziglich der genetischen Varianz des 16SAfRBHBns vor. Die Interpretation von
Sequenzierungdaten erfordert jedoch genaue mokhtkoilegische Kenntnisse und eine
kritische Uberpriifung der Ergebnisse, da einige dbgkterienarten eine enge genetische

Verwandtschaft zeigen.

1.7. Mykobakterien in kiinstlichen Wassersystemen

1.7.1. Epidemiologie und Erregerspektrum

Ausgehend von ihrer saprophytaren Lebensweise inUdewelt haben sich atypische
Mykobakterien sehr erfolgreich an das Habitat ,klicises Wassersystem* angepasst.
In Studien aus verschiedenen Regionen der Weltevuatdypische Mykobakterien u. a. in
folgenden kunstlichen Wasserquellen nachgewiesen:

* Trinkwasser (Warm- und Kaltwasser) (46; 88)

* Krankenhauswasserverteilungssysteme (19; 28; 100)

* Badewasser in Schwimmbé&dern und Whirlpools (55)

» Abstriche von Wasserhahnen und Duschen (25)

» Biofilme in wasserdurchstromten Leitungssystemén 99)

* Mineralwasser (17)

» Wasserproben aus Hamodialysegeréaten (18)

» Aerosole aus kunstlichen Wasserversorgungssysté2dgn

* Aquarien (1; 11)
Unter den oben genannten Wasserquellen hat Trirdexvasturgeman fur den Menschen
die grof3te Bedeutung.
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Mykobakterien wurden 1922 erstmals in Trinkwassefugden. Die gelbpigmentierten
Mykobakterien wurden damals als ,Tap-water Scotoctogene” bzw. deskriptiv als
M. aquae bezeichnet (24). 1962 wurde erstmals die Spddiegordonae eingefiihrt und

M. aquae wurde 1970 inM. gordonae umbenannt (113). Spéater zeigte sich, dass die sog.
“Tap water Scotochromogene” die Artlh gordonae, M. flavescens und M. scrofulaceum
umfassen, wobei die Liste sicherlich noch nichtaédilig ist.

Die am haufigsten isolierte Spezies aus Trinkwassben istM. gordonae (s. Tabelle 2).
Andere haufig aus Wassersystemen isolierte SpemdasserM. kansasii (bevorzugt in
Kaltwasserproben) undi. xenopi (bevorzugt in Warmwasserproben). ®nopi und

M. kansasii wurden bislang fast ausschlief3lich aus Leitungsgrassliert, und noch nie in
Bodenproben in der Umwelt nachgewiesen.

Einen Uberblick lber die wichtigsten bislang in tueigswasserproben nachgewiesene
Arten gibt Tabelle 2.

Auch aus Leitungswasserproben aus Krankenhédusemtewuwiederholt atypische
Mykobakterien isoliert (100). Beispielsweise fantths im Kaltwassersystem eines
Bostoner Krankenhauses die pathogene SpelMlesavium in Konzentrationen von
durchschnittlich 15 KBE/ml, und im WarmwassersystemKonzentrationen von 1410
KBE/ml (34).

M. aviumrintracellulare Komplex wurde auf3er an Kalt- und Warmwasserhalaush in
medizinischen Geraten wie Inhalationsgeraten undrinkgefalRen nachgewiesen (41;
100). Durch Isolierung identischer Mykobakterienstde bei Patienten und in deren
Umgebung im Leitungswasser gelang es wiederholtuhgswasser als Infektionsquelle

zu identifizieren (s. unter 1.7.4).
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Tabelle 2: Erregerspektrum atypischer Mykobakterien in Leiswgsser

Mykobakterienspezies (Referenz)

Kaltwasser

Warmwasser

. abscessus (41; 91)
.avium (5; 29; 41)

. chelonae (41; 46; 66; 86)
. flavescens (41; 46)

. fortuitum (19; 41; 66; 91)
. gadium (66)

. gastri (19; 24; 75)

. gilvum (91)

. gordonae (41, 46; 66; 86; 91)
. haemophilum (41)

. intracellulaer (29; 41)

. kansasii (46; 94, 115)

. lentiflavum (102; 104)

. marinum (41)

. mucogenicum (29; 45)

. nonchromogenicum (66)

. peregrinum (29)

. phlei (103)

. scrofulaceum (19; 29)

. Simiae (19; 28; 36)

. Smegmatis (78)

. Szulagi (41; 117)

.terrae (41)

. tusciae (102)

. vaccae (78)

. Xenopi (4; 10; 86; 94; 95; 106)

LTI LK(LELKLKE(LE(LER

+ + + + + F + + + + + F o+ A+ o+ + A+ + o+

+ + + +

1.7.2. Persistenz

Aufgrund der unterschiedlichen Temperaturanspristdreverschiedenen Arten atypischer

Mykobakterien, scheint die Temperatur des Trinkwessin wichtiger Faktor fur die

Kontamination mit atyp. Mykobakterien zu sein. DwWdlin et al. (34) berichten, dass

Wassertemperaturen von 52 bis 57 °C das VorkomroarW avium begunstigen. Einige

Spezies wieM. avium, M. xenopi, M. chelonae, M. phlei und M. scrofulaceum sind

hitzeresistenter alsM. kansasii und M. fortuitum (89; 104). M.

fortuitum und
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M. peregrinum sind hingegen besonders resistent gegeniber Kgi#ewurden selbst aus

Eismaschinen von Krankenhausern isoliert (29).

Atypische Mykobakterien tolerieren selbst hohe Gilonzentrationen im Leitungswasser
(98; 106). So konnten Pelletier et al. (M) avium in einem Wassersystem mit einer
Chlorkonzentration von 1,0 mgiachweisen. Auch gegenuber vielen Desinfektionsinitt

weisen atypische Mykobakterien eine hohe Widergtdmgkeit auf (65; 68).

Atypische Mykobakterien besitzen weiterhin gegemubeeiteren schadigenden

Umwelteinflissen eine hohe Resistenz. Hierzu zahleB. chemische Faktoren wie pH-
Wert, Salzkonzentration oder Einwirkung von baki€len Substanzen.

Da Mykobakterien aufgrund ihrer lipidreichen Zellwdh eine hohe Resistenz gegen
Austrocknung besitzen, behalten sie auch in troeketymgebung lange ihre

Vermehrungsfahigkeit bei. So ist zu erklaren, daas auch in Hausstaub Mykobakterien
nachweisen kann (56).

Schlief3lich wurde beobachtet, dass atypische Mgkigsien &hnlich wie Legionellen in

frei lebenden Amoében intrazelluléar Uberleben konoed so gegen Umwelteinfliisse und
Desinfektionsmittel geschitzt sind (96). Alle beasebenen Faktoren ermdglichen
atypischen Mykobakterien somit ein effizientes Udtleen und eine Vermehrung in

kinstlichen Wassersystemen.

1.7.3. Biofilmbildung

Biofilme sind mikrobielle Belage, die sich auf Oft&chen bzw. Grenzflachen zu einer
festen Phase (wie Schlauch- und Rohrleitungen)ebildkénnen. Sie bestehen aus
zahlreichen Mikroorganismen und den von ihnen pzaten extrazellularen, polymeren
Substanzen, besonders Polysacchariden (21). Dieisak sind in die Biofilmbestandteile
eingebettet, was ihnen eine Schutz gegenuber @iggiken und chemischen Faktoren,
wie Temperaturschwankungen, pH-Wertveranderungesr @esinfektionsmittel, bietet
(s. Abb.1). Da Biofilme von im Wasser lebenden Amiblegelrecht abgeweidet werden,
kommt hier ein enger Kontakt zwischen den Bakteuied Vektoren zustande.

Biofilme kommen daher als wichtiges Reservoir fllypssche Mykobakterien in
Trinkwasserleitungen in  Frage. In Untersuchungenn vdiofilmproben aus
Trinkwasserrohren in Deutschland und Sudafrika warthtsachlich in bis zu 90 % der
Falle atypische MykobakterienM( flavescens, M. terrae, M. kansasii, M. gordonae,

M. abscessus, M. gilvum, M. fortuitum und M. chelonae) in einer Konzentration von 10
10° KBE/cn? isoliert (90; 91).
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Experimentelle Arbeiten zeigen, dass besondersirdider freien Umwelt bislang nie
nachgewiesene Spezid xenopi, Biofilme sehr schnell (innerhalb 1 Stunde) besied

und in diesen wochenlang persistieren kann (31).

— Bakterien
FlieR3richtung

Oberflache der
Wasserleitung

L

e

Abb. 1: Architektur eines Biofilms in einer Wasserleitur8akterien sindn
extrazellulare Matrix eingebettet und kdnnen méser durch de Wasserflus
abgetrennt werden

1.7.4. Klinische Bedeutung

Infektionen mit atypischen Mykobakterien konntenederholt auf kontaminiertes
Leitungswasser als Quelle zurtickgefuihrt werden.ebD&landelt es sich vor allem um
nosokomiale Infektionen bei immungeschwachten Ruagre Nosokomiale Bakterdmien
durch M. mucogenicum bei h&matologischen Patienten und Pneumonien drcivium
Komplex bei HIV-Patienten konnten auf kontaminisrteTrinkwasser in den
Krankenhausern zurtickgefuhrt werden (62; 100). ¥veit fanden sich pulmonale
Infektionen nach Bronchoskopien mit kontaminieB#onchoskopen (10).

Berichtet wurde auch tber Spinalkanal-Infektionemct M. xenopi durch Verwendung
von kontaminierten chirurgischen Graten, die miitlggswasser gespult wurden (6),
sowie Uber Félle von Otitis media durdl. chelonae nach Mittelohrspilung mit

kontaminiertem Wasser (67).



Einleitung 12

v

Auch bei Nachweis vonM. simiae, M. xenopi und M. szulgai im Sputum
immunsupprimierter Patienten konnte das Leitungserasdies Krankenhauses durch
molekulare Erregertypisierung eindeutig als Errggele identifiziert werden. Die
Vielzahl nosokomialer Erregeriibertragungen durcitungswasser und die berichteten
zum Teil schwerwiegenden Infektionen bei immunsumpjarten Patienten betonen die
Bedeutung von Leitungswasser als Erregerreserwgpissher Mykobakterien und die
Notwendigkeit einer Uberwachung des LeitungswasserBereichen mit besonders
gefahrdeten Patienten.

Mehrere Fallberichte legen nahe, dass atypischeobblkterien bei nicht Immunsup-
primierten auch eine Hypersensitivitat-Pneumoratisiosen kénnen, insbesondere durch
die Inhalation von Aerosolen mykobakterienhaltigeitungswassers (38; 40).

Neben Leitungswasser kdonnen atypische Mykobaktegsigrh aus anderen kinstlichen
Wasserquellen auf den Menschen Ubertragen werdeispiBlsweise kam es bei drei
Kindern mit Mukoviszidose durch Wasser eines Hyueodpie-Pools innerhalb eines

Rehabilitations-zentrums zu einer pulmonalen Bésregmit M. chelonae (9).

Es ist wichtig zu erwahnen, dass kontaminiertesubgiswasser auch fir viele Pseudo-
Ausbriiche mit atypischen Mykobakterien verantwoitiar (36; 95; 111). Kontaminierte
Endoskopiegrate spielen in diesem ZusammenhangnwagreGefahr der Kontamination
der Proben und einer moéglichen Bakterientbertragting besondere Rolle (10; 30; 47).
Auch Uber Pseudoinfektionen von Mykobakterien dikahtaminierte Reagenzien, die zur

kulturellen Anreicherung der Mykobakterien benuwteirden, wurde berichtet (101).
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1.8. Fragestellung

Leitungswasser wurde wiederholt als Quelle firktimen mit atypischen Mykobakterien
diskutiert. Da Trinkwasser gemal} der Trinkwassemnggrung frei von Krankheitserregern
sein soll, die eine Schadigung der menschlicheru@tit befirchten lassen, erscheint
eine Ubersuchung des Leitungswassers in Bezugtgpisahe Mykobakterien sinnvoll.
Bislang liegen jedoch keine aussagekréftigen Déileer die Epidemiologie atypischer
Mykobakterien, wie beispielsweise das Artenspektrooer Konzentrationsbereiche, im
Leitungswasser in Deutschland vor, so dass diesdemTWVO nicht berucksichtigt
wurden.

Ein wesentlicher Faktor fir die geringe Kenntnizimgich der Epidemiologie atypischer
Mykobakterien ist die schwierige Nachweisbarkeit udentifizierung dieser Bakterien.
Atypische Mykobakterien lassen sich kulturell nuf &pezialndhrmedien nach zum Teil
monatelanger Bebritung nachweisen und lassen sicmittels moderner molekularbio-

logischer Methoden, wie der Gensequenzierung, eidivai identifizieren.

Ziele dieser Arbeit waren daher

1. Die Entwicklung eines Aufbereitungsverfahrens flirasserproben, das eine
quantitative Anzucht auch langsam wachsender atyprs Mykobakterien bei
optimaler Unterdrickung der Begleitflora des Wassemaoglicht.

2. Die Etablierung einer quantitativen real-time LiQgtler-PCR mit interner
Inhibitionskontrolle zum Schnellnachweis von alleekannten Arten atypischer
Mykobakterien aus Leitungswasserproben.

3. Die Etablierung einer quantitativen real-time Li@kitler-PCR zum spezifischen
Nachweis von Mycobacterium xenopi, da diese Spezies in Suddeutschland
besonders verbreitet im Leitungswasser sein sall héufig aus Patientenproben
am Universitatsklinikum Ulm nachgewiesen wird.

4. Die Untersuchung von Leitungswasserproben von allgtandorten des
Universitatsklinikums Ulm mittels obigen PCR- undl&ir-Verfahren gefolgt von
einer eindeutigen molekularen Identifizierung aketturell angezichteten Isolate,
um somit Erkenntnisse lUber das Artenspektrum uedKadinzentration atypischer
Mykobakterien zu erhalten. Dabei soll auch die Eragklart werden, ob die
quantitative PCR als Schnellmethode zum Nachweisn vatypischen

Mykobakterien in Wasserproben geeignet ist.
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2. Material und Methoden

2.1. Bakterienstamme

2.1.1.  Mykobakterien

Mycobacterium abscessus
Mycobacterium austr oafricanum
Mycobacterium avium
Mycobacterium chelonae
Mycobacterium flavescens
Mycobacterium fortuitum
Mycobacterium frederiksbergense
Mycobacterium gastri
Mycobacterium gordonae
Mycobacteriumintracellulare
Mycobacterium kansasii
Mycobacterium lentiflavum
Mycobacterium mucogenicum
Mycobacterium nonchromogenicum
Mycobacterium peregrinum
Mycobacterium scrofulaceum
Mycobacterium simiae
Mycobacterium smegmatis
Mycobacteriumterrae
Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium vaccae
Mycobacterium xenopi

2.1.2.  Gram-positive und gram-negative Bakterien

Acinetobater baumannii
Alcaligenes xyl osoxidans
Bacteroides fragilis
Burkholderia cepacia

ATCC 19977
ATCC 33464
DSM 43216
ATCC 35752
ATCC 14474
ATCC 6841
DSM 44346
ATCC 15754
ATCC 14470
ATCC 13950
DSM 43224

Klinisches Isolat

ATCC 49650
ATCC 19530
ATCC 14467
ATCC 19981
ATCC 25275
ATCC 19420
ATCC 15755
ATCC 27294
ATCC 15483
ATCC 19250

ATCC 19606

Klinisches Isolat

ATCC 25285
ATCC 25416

DSM 44196
DSMi4191

DSM 43804
DSM 43991
DSM 46621

DSM 43505
DSM 44160
DSM 43223

DSM 44625
DSM 44164
DSM 43271
DSM 43992
DSM 44165
DSM 43756
DSM 43227

DSM3292
DSM 43995
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Citrobacter freundii

Clostridium perfringens

Corynebacterium minutissimum

Enterobacter aerogenes
Enterococcus faecalis
Enterococcus feacium
Escherichia coli
Fusobacterium nucleatum
Klebsiella oxytoca
Legionella pneumophila
Nocardia farcinica
Propionibacterium acnes
Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas stutzeri
Ralstonia pickettii
Rhodococcus equi

Saphylococcus aureus

Saphylococcus epidermidis

Sreptococcus agalactiae
Sreptococcus bovis
Streptococcus constellatus
Streptococcus mitis
Streptococcus pyogenes
Sreptomyces spp.
Tsukamurella pulmonis

2.2. Reagenzien

2.2.1. Chemikalien

ATCC 8090

ATCC 13124
ATCC 23348
ATCC 13048
ATCC 29212
ATCC 29213
ATCC 25922
ATCC 10953
ATCC 43863
ATCC 33152

Klinisches Isolat

ATCC 6919

ATCC 29906
ATCC 27853
ATCC 13525
ATCC 17588
ATCC 27511

Klinisches Isolat

ATCC 25923
ATCC 12228
ATCC 13813
ATCC 33317
ATCC 27823
ATCC 49456
ATCC 12344

Klinisches Isolat

Klinisches Isolat

. Ampuwd’ fiir Spiilzwecke,1000 ml PlastifutAqua dest) (Fresenius Kabi GmbH,

Bad Homburg)

. Bayperf 2g (Mezlocillin-Natrium 1 HO) (Bayer, Leverkusen, Best.-Nr. 6079.02.00)
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. Blue Dextran EDTA (Applied Biosystems, Darmstadt)

. Cetrimid-Agar (BioMérieux, Nirtingen, Best.-Nr. 396

. Cetylpyridiniumchlorid (CPC) (Merck, Hohenbrunn,deNr. 8.40008.0025)

. Colistinsulfate-Lsg 100 mg in 5 ml (Klinikapothekim)

. Cycloheximid (Sigma, Steinheim. Best.-Nr. C4859)

. Ethanol 70 % (Merck, Darmstadt)

. Glycerin (Roth, Karlsruhe, Best.-Nr. 75301)

. Hexadecyltimethylammonium bromid (Cetrimid) (Mer@&est. Nr. 814087.0100)
. Kinyoun-Farbung-Farbstoffe (Becton Dickinson, Héeeq)

. NaCl-Lésung, 0,9 % B-Braun (Braun, Melsungen)

. Natriumhypochlorit 1 % (Hedinger, Stuttgart)

. Natronlauge (NaOH=1 mol/1 [1N]) (Merck, Darmstadiéest.-Nr. 1.09137.1000)
. Oxalsaure-Dihydrat (Merck, Darmstadt, Best.-Nr.0#85.0100)

. Sodiumdodecylsulfate (SDS) (Sigma, Minchen, BestOR4k8930)

. 1% Triton X-100 (Sigma, Best.-Nr. T8787)

. 0,5% Tween 20 (Sigma, Best.-Nr. P9416)

2.2.2.  Losungen und Puffer

CPC 5% Losung
5 g von CPC-Pulver in 995 ml Aqua dest., zur Auflig wurde gut geschuttelt.

. Ladepuffer:
- 0,25 g Bromphenolblau; 0,25 g Xylencyanol
- 0,2ml0,5MEDTA; 50 ml 100 % Glycerin
- 4 ml1M Tris-HCI pH 8,0-8,2
- 5ml10 % SDS

. Sorensen-Puffer (Phosphatpuffer)
- 5,94 g di-Natriumhydrogenphosphat (NB®4 2H20) (Merck, No. 6580)
- 4,54 g Kaliumdihydrogenphosphat (KHZRO (Merck, No. 4873)
- 1lliter Aquadest., Losung auf pl8 6instellen und autoklavieren

. TBE-Puffer (Fluka, Buchs)

. TRIS-EDTA-Puffer (TE-Puffer) pH 8,0 (Lysispufffeenthalt:

- 0,5ml Tris-EDTA (TE-Puffer) pH 8,0 (100x) (Fa. 8ig, Best.-Nr. T9285)
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- 0,5ml 1% Triton X 100 (Fa. Sigma, Best.-Nr. T8787)
- 0,25 ml 0,5% Tween 20 (Fa. Sigma, Best.-Nr. P9416)
- 50 ml Aqua dest.

2.2.3. Nahrmedien

* Loéwenstein-Jensen-Agar (LJ) mit Glycerol+PACT (HeipArtikel-Nummer 500r)

e Middelbrook-Agar 7H11 + OADC + PACT (R6hrchen) (Hiea, Artikelnummer 536r)

* Middelbrook-Agar 7H10 + OADC (Platte) (Becton Dinkbn, Heidelberg, Best.-Nr.
5243715)

* Middlebrook 7H10 Agar 5009 (Becton Dickinson, US3gst.-Nr. 262710)

* Middlebrook OADC Enrichment 100 ml (Becton DickimsdJSA, Best.-Nr. 212240)

« BBL™ MGIT™ 7 ml: MGIT-Indikatorréhrchen fiir die Anzucht von NMybakterien
im BACTEC MGIT 960-System

* MacConkey-Agar ohne Kristallviolet (Heipha, EppetheDeutschland)

2.2.4. Primer und Sonden

2.2.4.1 Primer und Sonden fur atypische Mykobakterien-PCR:

* Primer LC 5 (5-GGC GGA GCA TGT GGA TTA) (Thermodsttron GmbH, Ulm)

e Primer LC 4 (5-TGC ACA CAG GCC ACA AGG GA) (Therntelectron GmbH)

* Primer LC 1 (5-GAG TTT GAT CCT GGC TCAGGA) (Thernttlectron GmbH)

+ Sonde LC 39 (5-GCA ACG CGA AGA ACC TTA CCT GG-Flesecein) (TIB
Molbiol, Berlin)

* Sonde LC 40 (Light Cycler Red640-TTT GAC ATG CAC BRACG) (TIB Molbiol)

* Lambda-spezifische Hybridisierungsonde Lam LC (6 Red705- CGG ATA TTT
TTG ATC TGA CCG AAG CG)

* Lambda-Spezifische Hybridisierungsonde Lam FL (&TGGCC GTT CAC TTC
CCG AAT AAQC)

2.2.4.2 Primer und Sonden fur Mycobacterium xenopi-PCR:

Alle Primer and Sonden wurden von Firma TIB Molbidérlin, hergestellt
* Primer pMyc 14 (5- GGG GTG CTC GAG TGG CGA AC)
* Primer amyc xen (5°- CCC ACA CCG CTA CCA AAC)
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* Sonde Xenopi FL (5°- CCC CAC ATG CGC AGA ATG- Flasecein)
* Sonde Myco LC (LightCycler Red640-CCT ATC CGG TARG ACC CAG TTT
CCQ)

2.2.4.3 Sequenzierungs-Primer fir Mykobakterien

* Alle Primer and Sonden wurden von Firma Thermo teEbecGmbH hergestellt

Myco 9 for 5-GAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG
Myco 1046 rev 5-TGC ACA CAG GCC ACA AGG GA
Myco 609 rev 5-TTT CAC GAA CAA CGC GAC AA

Myco 361 rev 5-CCC ACT GCT GCC TCC CGT AG

2.2.5. Kommerzielle Kits

2.2.5.1 Kommerzielle Kits fur PCR

+ LightCyclef® FastStart DNA Mast&}'s Hybridization Probes (Roche, Mannheim,
Deutschland, Best.-Nr. 03515 575 001)

* Taqg DNA Polymerase fur Thermocycler (Qiagen, Hildgast.-Nr. 221203)

« Thermostabile Hotstart- DNA-Polymerase inklusive ff@u (HotStarTa§i DNA
Polymerase 50 units) (Qiagen, Hilden, Bestell-Nd3203)

2.2.5.2 Kommerzielle Kits fur Sequenzierung

* Der QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen aus Hilden Best. Nr. 28104) wurde zur
Aufreinigung der DNA verwendet

« BigDye® Terminator Cycle Sequenzing Ready Reaction KiVersion 1.1 (Applied
BioSystems, Darmstadt, Best.-Nr. 24336774) wurde die Sequenzierreaktion
verwendet

* DNA Polymerization Mix (Amersham Biosciences, EmglaBest.-Nr. 27-2094-02)

2.2.5.3 Kit fur die Identifizierung von Mykobakterien (Gen oType®)

Der Kit (Hain, Lifescience GmbH, Nehren) wurde fildentifizierung atypischer

Mykobakterien verwendet.
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2.3. Laborbedarf

2.3.1. Verbrauchsmaterial

e Duran Glasflasche, 250 ml, 500 ml, 1000 ml (Schdtinz)

» Filter Millipore 0,45 um (Celluose Nitrate FilteSartorius, Gottingen, Best.-Nr.
13806-47) Filtertrichter 2000 ml

» Glaskugelchen (steril) (Fa. Scherf)

* Kihlblock zum Pipettieren (Eppendorf, Rosrath)

* Thermometer - Checktemp (Hanna Instruments, England

2.3.2. Gerate

« BACTEC® MGIT 960-System (Becton Dickinson)

» Elektrophorese-Spannungsgeréat ST 606 T (Life Teolgms GmbH, Eggenstein)
« Gel Elektrophorese Apparatur 1114 Hori2dhife Technologies)

+ LightCyclef® real-time PCR-Gerét (Roche, Mannheim)

* Photometer Ultrospec Il (Fa. Pharmacia Bioteclejbtrg)

e  Pumpe Millipore

* Sequenzer Abi Prism 310 Genetic Analyzer (ApplieosBstems, Darmsadt)
e Spannungsgerat: Electrophoresis Power Supply STTgQ8e Technologies)
e Thermocycler Primus 25/96 (Hain Lifescience Gmblehien)

e Thermocycler Touch Down Hybaid (Thermo Electron Githb

* Thermomixer 5436 Eppendorf (Eppendorf, Hamburg)

e Transilluminator (UV-Bildschirm) (Bachofer)

* TwinCubator (Clemens, Vertrieb Fa. Hain Lifescie@®abH)

» Ultraschallbad Sonorex RK100H (Bandelin, Berlin)

« Zentrifuge MiniSpiff (Eppendorf, Hamburg)

» Zentrifuge Varifuge 3.0 R (Heraeus,Hanau)

2.3.3. Software

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/BLAST)
Ridom TraceEdit 1,0 (Ridom GmbH, Wirzburg)
LightCycler3 Software Version 1.5.3 (Roche, Mannhei
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2.4. Probenentnahme und Verarbeitung der Proben

Die Wasserproben wurden im Zeitraum von April bisvBmber 2005 entnommen.
Entnahme-Orte waren Wasserhdhne in den Univelditikm Oberer Eselsberg,
Safranberg, Michelsberg, Soflingen, Schillerstraide] in der Zentralkiiche der Uni-Ulm
(s. Tabelle 3).

Insgesamt wurden 93 Wasserproben von 53 Wassemmahersucht (40 Wasserhahne
mit jeweils Kalt- und Warmwasser, 9 Wasserhahnekalies Wasser, und 4 Wasserhéhne
nur warmes Wasser).

Die Wasserproben wurden nach DIN Empfehlung entnemn(B2). Es wurde ein
geeigneter hitzebestandiger Wasserhahn ohne Sbhéusgesucht. Bei Probenentnahme
wurde der Zapfhahn mehrere Male voll geo6ffnet undeder geschlossen, um
Schmutzpartikel aus der Leitung auszuschwemmen.Miesserhahn wurde geschlossen
und solange mit dem Gas-Bunsenbrenner abgeflammtddutliche Zischgerausche zu
horen waren. Danach lief das Wasser mindestensbtbh lang in einem bleistiftstarkem
Strahl. Anschlie3end wurde fiir jede Probe 1000 rak¥¥r in eine sterile und beschriftete
Glasflasche gefullt. Wahrend der Entnahme wurde Thenperatur des Probenwassers
bestimmt.

Die Temperatur der warmen bzw. kalten Wasserprolveithte von 34-38 °C
(durchschnittlich 36,2 °C) und von 14-22 °C (dudisttlich 19,1 °C).

Tabelle 3: Entnahmestellen der Wasserproben

Ort Klinik- Gebaude Zahl der Zahl der
Kaltwasserproben | Warmwasserproben
Oberer Eselsberg Gebaude M 23/M 24 2 2
Medizinische Klinik 16 16
Zentralktiche 2 1
Soflingen Dermatologische 3 1
Klinik
Michelsberg Augen Klinik 1 1
Frauenklinik 4 3
HNO 1 1
Kinderklinik 4 5
Urologische Klinik 2 2
Safranberg Chirurgische Klinik 13 11
Schillerstral3e Amb. Mucoviszidose 1 1
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Die Proben wurden innerhalb einer Stunde nach Atmeams Labor gebracht, und am
selben Tag verarbeitet. Fur die Verarbeitung wuijdereils 500 ml auf zwei Glasflachen
verteilt. Ein Teil wurde filtriert (Filter Millipoe 0,45 um). Der Filter wurde fur die DNA-
Isolierung weiter benutzt, danach wurde die Ligldi€yPCR durchgefihrt (s. Kap. 2.6.2).
Der zweite Teil wurde dekontaminiert, dann filtti€¢s. Kap. 2.4.4.5.1) Der Filter wurde
auf dem Middlebrook-Agar angelegt, und regelmaBeydrei Tage auf das Wachstum von
Mykobakterien kontrolliert (s. Kap. 2.4.1).

2.4.1.  Kultivierung von Mykobakterien

Als Kulturmedien fiir Mykobakterien wurden drei Faestien und ein Flussigmedium
verwendet.

Die Referenzstaimme wurden anfangs auf LowensteisedieAgar (LJ), und auf
Middlebrook 7H11 subkultiviert. Die Platten wurdéei 36+ 1 °C unter erhtéhter GO
(5 %) Atmosphare bebrutet.

Alle Filter wurden direkt auf Middelbrook-Agar 7H1&ufgebracht, und bei 36 1 °C
unter erhdhter CEO(5 %) Atmosphare fir mindestens 50 Tage bebritet.

Die Platten wurden mit Parafiffrbeklebt, um die Kultur vor Befall durch Schimmétgi
zu schitzen und die Feuchtigkeit langer zu bewahfereimal pro Woche wurden die
Nahrmedien auf das Wachstum von Mykobakterien lifirpvVon jedem verdachtigen
Kolonietyp wurde eine Kinyoun-Farbung angefertigtei Nachweis von s&uerfesten
Stabchen wurden die Kolonien nach Wachstumsgesdykieit, Morphologie, und
Pigmentbildung beurteilt und gezahlt. Die Stammedsn auf Middelbrook-Agar 7H10
subkultiviert, um saubere Kolonien (oder Reinkwdtyrzu erhalten.

Wenn die Subkulturen wiederholt kontaminiert waremd sich keine sauberen
Mykobakterienkolonien isolieren lie3en, wurde elbekontamination versucht. Hierfur
wurde ein von S. RiUsch-Gerdes 1988 etabliertes &tyht-Cystein-NAOH-(NACLC-
NaOH)-Verfahren verwandt. Schliel3lich wurde die Fmssion in MGIT-R6hrchen
(Fliissigmedium) gegeben, und im BACTE®RIGIT 960-System bei 36 °C bebriitet. Dem
BACTEC® liegt ein automatisierter Nachweis des Substratabtzugrunde. Das MGIT-
Indikatorrohrchen enthalt ein N&hrmedium, das Whaehszusatze, fluoreszierende
Verbindungen und Antibiotika enthalt. Die Fluoreszeder Substanz wird durch
Sauerstoff unterbunden. Wenn gro3e Menge des gal@auerstoffs durch Bakterien-

Wachstum verbraucht wurde, wird Fluoreszenz dedgkti
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Die Fluoreszenz wird kontinuierlich gemessen. Bdiet$chreiten eines eingestellten
Grenzwertes, gibt das Gerat ein Signal. Bei pamitiMeldung wurde wieder eine
Subkultur auf Middelbrook-Agar 7H11 gemacht.

Mittels Sequenzierung des16S rRNA-Gens lassenNidravescens undM. novocastrense
nicht unterscheiden. Von entsprechenden Isolatemem Subkulturen auf MacConkey-
Nahrmedien ohne Kristallviolett angelegt. Die Subken wurden bei 36 £ 1 °C mit 5 %
CO,-Atmosphéare bebrutet. Nach finf Tagen wurde ausgetyeob Mykobakterien
angewachsen waren. Bei Wachstum wurde der entsprdelStamm alsl. novocastrense

identifiziert, bei fehlendem Wachstum ks flavescens (33; 92).

2.4.2.  Anreicherung von Mykobakterien aus Leitungswasser

Das erste Ziel war die Etablierung der optimaleni¢sungs-Methode von Mykobakterien
aus Wasserproben fur die weitere Kultivierung. ZWMeithoden flr die Aufbereitung der
Wasserproben wurden verglichen. Fir die Vorversutbezu wurden zwei Ansatze von
M. smegmatis-Suspensionen wie folgt hergestellt: Eine mitteRgrd<olonie wurde (mittels
10 ul-Ose) von einer Mykobakterienkultur entnommand in einem Eppendorf-
Reaktionsgefald in 800 pl 0,9 % NaCl suspendiertcibmehrfaches Resuspendieren mit
Hilfe einer Pipette (1000 pl Grof3e) und anschligléem Vortexen fur 30 sec wurde eine
homogene Mischung hergestellt. Parallel hierzu emrge 200 ml steriles Aqua dest. in
Duran Glasflaschen mit einer Kapazitat von 250 migefullt. In diese Glasflaschen
wurden dann je 200 pl der Mykobakterien-Suspensigegeben. Durch Verwendung von
je 200 pl der Ausgangssuspension konnten bis nedtische Ansatze parallel hergestellt
werden. Schlief3lich wurden die Ansétze geschidiedk gleich zur weiteren Verarbeitung
verwendet.

Als Kontrolle wurden 200 pl der unverdinnten AusgaSuspension direkt auf
Middelbrook-Agar 7H10 aufgetragen und mit steri@laskigelchen auf die ganze Platte

verteilt.

Isolierungs-Methoden

Die Methoden wurden wie folgt durchgefuhrt:
Methode 1 (Filter): Der Ansatz wurde durch den Filter Millipore 0,48 filtriert. Der
Filter wurde anschlieRend mit einer sterilen Pitezetuf Middelbrook-Agar 7H10
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aufgebracht. Der Agar wurde (bei 37 °C bei 5 %)®@britet und alle 3 Tage optisch
auf Wachstum kontrolliert.
Methode 2 (Zentrifugation): Der Ansatz wurde auf 50 ml Falconrohrchen verteilt
(4 mal 50 ml) und bei 4000 rpm fiir 30 min zentrigrgwie in friheren Publikationen
beschrieben (19). Das Sediment wurde in 400 bispg@hosphatpuffer resuspendiert,
auf Middlebrook-Platte aufgetragen, und mit steri@askigelchen verteilt.
Nach 10 Tagen bis 15 Tagen wurde die Zahl der KHetoauf den 3 Platten (Kontrolle,
Platte mit Filter, Zentrifugationsmethode) mittélgsszahlen ermittelt. (s. Kap. 3.1.1).

2.4.3. Versuchsansatze zur Dekontamination des Leitungswssrs und zur

Selektion der Mykobakterien

Die Dekontamination des Leitungswassers hat zum, Zlee nichtmykobakterielle
Begleitflora zu unterdriicken und das Wachstum vorkdbakterien moglichst nicht zu
beeinflussen.

Die Begleitflora wéachst in der Regel schneller die Mykobakterien. Sie besteht
hauptséachlich aus Sporenbildern, Schimmelpilzen omd Mykobakterien verwandten
Gattungen widRhodococcus undNocardia und anderen Arten (s. Abb. 2).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden in der efdtur beschriebene
Dekontaminations-Methoden mit modifizierten und neantwickelten Verfahren
verglichen. Die Methoden beinhalteten zum Teil dekontamination der Wasserprobe
vor Filtration, zum Teil eine Dekontamination dekefs nach Filtrieren der Wasserprobe.
Zum einen wurde untersucht, wie effizient die jdigen Methoden das Wachstum von
Begleitflora unterdriicken. Zum anderen wurde bétetc wie weit sie das Wachstum von
ausgewahlten Mykobakterien unterdriicken.

Fur alle Vorversuche wurden Ansatze von Mykobakteisuspensionen wie unter Punkt
2.4.2 Dbeschrieben eingesetzt. Als Kontrolle fiir sdieVersuche wurde ein nicht
dekontaminierter Ansatz mit einem Millipore Fil{@,45 pm) filtriert. Dieser Filter wurde
anschlie3end direkt auf Middelbrook-Agar 7H10 alggeund bebrtet.

Parallel hierzu wurden bei allen Vorversuchen aueitungswasserproben getestet. Auch
hier wurden je 200 ml Leitungswasser eingesetz.kadntrolle fur diese Versuche dienten
nicht dekontaminierte Leitungswasserproben.

Die Filter der unterschiedlichen Ansatze wurdenchhef3end auf Middelbrook-Agar
7H10 bebritet und alle drei Tage auf Wachstum varoiien untersucht. Sobald
ausreichend grof3e, gut beurteilbare Kolonien aofKlentrollplatten angewachsen waren,
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wurden die Kolonien ausgezahlt. Die Auswertung das Wachstum von Begleitflora
erfolgte zwischen dem 10. und 20. Tag. Die Auswggtlauf das Wachstum von
Mykobakterien erfolgte zwischen dem 30. und 40..TBg Zahl der Kolonien des
dekontaminierten Ansatzes wurde mit der Zahl depoKien auf der Kontrolle verglichen.
Aus diesen Werten wurde die Hemmung des WachstuensBeégleitflora bzw. der

Mykobakterien der jeweiligen DekontaminationsmethadProzent ermittelt.

Abb.2: Filter mit
angewachsener Flora aus
500 ml Leitungswasser
der Uniklinik Ulm ohne
Dekontamination nach 3
Tagen Bebritung

2.4.3.1 Dekontamination mit SDS, NaOH und Cetrimid

Die Dekontamination mit 3 % SDS, 4 % NaOH und 2 étrithid wurde durchgefuhrt, wie
von andere Autoren angegeben (72). Die Methode evunde unter Punkt 2.4.2
beschrieben an Mykobakterien-Suspensionen undngstMasserproben getestet.

Der Ansatz (200 ml der Mykobakterien Suspensionr @ ml Leitungswasser) wurde

filtriert, und der Filter wurde wie folgt dekontammert:

» Der Filter wurde fir 15 bzw. 25 Minuten in eine rdee Petrischale mit 20 ml
Dekontaminationslésung | (3 % SDS Endkonzentrado® NaOH Endkonzentration)
gegeben.

» Die Dekontaminationslosung | wurde mit einer Pipetibgesaugt.

* Anschlieend wurden 20 ml Cetrimid (2 % Endkonzamn) fiar 10 min in die

Petrischale gegeben.
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* Cetrimid wurde mit einer Pipette abgesaugt.

e Der Filter wurde in einer weiteren Petrischale g20tml Phosphatpuffer pH 6,8 fur 5
min gespuilt.

* Der Filter wurde auf Middelbrook-Agar 7H10 gebraaht bebrutet.

» Als Kontrolle wurden entsprechende nicht dekontaenia Filter eingesetzt.

Dieser Versuch wurde 4 Mal wiederholt.

In 6 weiteren Versuchen wurde die Dekontaminati@shg | nicht nach der Filtration

eingesetzt, sondern wurde dem Ansatz vor der #&dtrazugesetzt (mit 3% SDS

Endkonzentration und 4 % NaOH Endkonzentration).

Vier dieser Versuche liefen ohne Cetrimid-Schiitt.zwei Versuchen wurde der Filter

nach Filtrierung wie oben beschrieben mit Cetritméthandelt.

2.4.3.2 Dekontamination mit NaOH und Na-Citrat

Um zu untersuchen, wie sich die Dekontaminationidde mit 2 % NaOH und Na-Citrat

auf das Wachstum von Mykobakterien auswirkt, wurdam einen Ansatze mit

M. smegmatis und M. fortuitum eingesetzt. Zum anderen wurden Versuche mit

unbehandeltem Leitungswasser durchgefuhrt:

» Ein 200 ml Ansatz einer Mykobakterien-Suspensiaw.ldes Leitungswassers (siehe
oben) wurde filtriert (Filter Millipore 0,45 pm).

 Der Filter wurde fir 15 Minuten in eine sterile &thale mit 20 ml
Dekontaminationslosung (2 % NaOH, Na-Citrat Endlammtion und Na-Citrat 1:1
mischen) gegeben.

* Die Dekontaminationslosung wurde mit einer Pipatigesaugt.

« Dann wurde der Filter in 20 ml Phosphatpuffer fimis gespult.

* Der Filter wurde auf Middelbrook-Agar 7H10 gebraaht bebrutet.

» Parallel hierzu wurde ein nicht dekontaminiertdteffials Kontrolle bebrutet.

» Die Bebritung und die Beurteilung wurden wie uniunkt 2.4.3 beschrieben

durchgeflnhrt.

2.4.3.3 Dekontamination mit Oxalsaure

Die Dekontamination mit 5 % Oxalsaure wurde wie \@lover et al. (49) beschrieben
durchgefuhrt. Fur die Versuche wurden Ansétze khitsmegmatis und M. fortuitum

eingesetzt:
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* Der Ansatz wurde filtriert und der Filter fir 15 min sterile Petrischale mit 20 ml
(5 % Oxalsaure Endkonzentration) gegeben.

* Dekontaminationslosung wurde abgesaugt. Der Filteurde fur 5 min mit
Phosphatpuffer gespdlt.

e Der Filter wurde auf Middelbrook-Agar 7H10 gebradbgbritet und spater beurteilt.

2.4.3.4 Dekontamination mit Cetylpyridiniumchlorid

Die Dekontamination mit Cetylpyridiniumchlorid (CPCwurde mit verschiedenen
Konzentrationen CPC durchgefiihrt. Hierbei wurden iniheren Publikationen
beschriebene Vorgehensweisen verglichen (29; 414@569; 87). Zum einen wurde CPC
in verschiedenen Konzentrationen direkt in das umgswasser gegeben, welches
anschliel3end filtriert wurde, zum anderen wurddurgjswasser filtriert und anschlie3end
der Filter mit CPC versetzt.

2.4.3.4.1 Direkte Behandlung der Wasserprobe mit Cetylpyridiriumchlorid

500 ml Wasser wurden unterschiedlichen Mengen Clfesetzt, um Endkonzentration
von 0,005 %, 0,01 %, 0,02 % und 0,04 % CPC zudresi.

Die Einwirkzeit bis zur anschlie3enden Filtraticgtiog 15 bzw. 30 min. Im Anschluss an
die Dekontamination mit CPC wurde das Wasser diltriDer Filter wurde anschlieend
mit 500 ml sterilem Wasser gespdult. Der Filter vauxarsichtig mit einer sterilen Pinzette
von der Filteranlage abgenommen und auf den Nakrbadfgelegt.

Die Bebritung und die Beurteilung wurden wie unteunkt 2.4.3 beschrieben
durchgeflnhrt.

2.4.3.4.2 Behandlung des Filters mit Cetylpyridiniumchlorid

Far die Vorversuche zur Dekontamination von Filtemittels CPC wurden

Leitungswasser-Proben und Mykobakterien-Suspereiaresetzt.

» Der Ansatz wurde filtriert. Der Filter wurde fur Bain in eine sterile Petrischale mit 20
ml (0,02 %, 0,03 %, 0,04 %, 0,05 %, 0,06 % CPC Bndkntration) gegeben.

* Der Filter wurde danach mit Phosphatpuffer in elpetrischale fir 5 min gespuilt.

» Danach wurde der Filter auf Middelbrook-Agar 7HHEbacht.

 Die Bebritung und die Beurteilung wurden wie untunkt 2.4.3 beschrieben
durchgeflnhrt.
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2.4.3.5 Verwendung Antibiotika-haltiger Nahrmedien

Die Vorversuche wurden parallel mit Leitungswassst Mykobakterien-haltigem Ansatz

durchgefuhrt.

2.4.3.5.1 Selektion mit Colistin und Mezlocillin

Colistin und Mezlocillin wurden in Kombination in @nterschiedlichen Konzentrationen
eingesetzt:

1) 4 pg/ml Colistin und 6 pg/ml Mezlocillin.

2) 6 pg/ml Colistin und 10 pg/ml Mezlocillin.
Herstellung von Colistin und Mezlocillin- haltigem Middelbrook-Agar 7H10:
1 ml Colistin Stocklésung (Konzentration 2 g/100 murde mit 24 ml Aqua dest
gemischt um eine Losung | mit einer Konzentratiom 0,8 mg/ml Colistin zu erreichen.
100 pl bzw. 150 pl von Lésung | wurde auf MiddelikeAgar 7H10 gegossen um eine
Endkonzentration von 4 pg/ml bzw. 6 pg/l Colisin Agar zu erreichen. Analog wurde
eine Mezlocillinlésung mit einer Konzentration var83 mg/ml hergestellt. Anschief3end
wurden 100 pl bzw. 150 pl von Mezlocillinlosung adiddelbrook-Agar 7H10 gegossen
um eine Endkonzentration von 6 bzw. 10 pg/ml Me#locim Agar zu erreichen. Die
Lésungen wurden mit sterilen Glaskigelchen auf deyar verteilt. Der Agar wurde 15
min bei Raumtemperatur stehen gelassen bis dieniggsuabsorbiert waren. Anschlie3end
wurde der Agar fur die Versuche benutzt.
Versuchsdurchfuhrung:
Jeder Ansatz (Leitungswasser bzw. Mykobakteriena#a)swurde filtriert und der Filter
wurde direkt auf den Agar aufgelegt. Die Bebritung die Beurteilung wurden wie unter
Punkt 2.4.3 beschrieben durchgefuhrt.

2.4.3.5.2 Selektion mit Cycloheximid

Herstellung von Middelbrook-Agar 7H10 mit 500 mg Cyloheximid:

* 19 g Middlebrook 7H10 Agar-Pulver wurde in 900 miua dest + 5 ml Glycerin
geldst, dann gekocht, autoklaviert und abgekutbilialif 50-55 °C.

e 100 ml OADC-Anreichung wurde zugegeben.

* 500 mg Cycloheximid wurde zugegeben.

« Je 20 ml des noch flussigen, gut gemischten Agarsien verwendet um Agarplatten

Zu giel3en.
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* nachdem sie abgekuhlt waren, wurden die Platteawi¥erwendung im Kuhlschrank
gelagert (maximal 4 Wochen).

Jeder Ansatz (Leitungswasser bzw. Mykobakteriena#a)swurde filtriert und der Filter

wurde direkt auf den Agar mit Cycloheximid aufgeledpie Bebritung und die

Beurteilung wurden wie unter Punkt 2.4.3 beschnetherchgefuhrt.

2.5. Identifizierung der Mykobakterien

2.5.1.  Morphologie, Farbe, Wachstumsgeschwindigkeit

Bei Wachstum von Kolonien auf dem Filter wurde zthsd die Form, die GroRRe, die
Oberflachenbeschaffenheit und die Farbe der Kofoheurteilt. Von einer reprasentativen
Auswahl Mykobakterien-verdachtiger Kolonien wurdesehlielend eine Kinyoun-
Farbung angefertigt.

Von allen unterschiedlichen Kolonietypen, die im B&younfarbung séurefeste Stabchen
zeigten, wurde eine Subkultur auf Middlebrook-Ag@H10 durchgefihrt. Um ein
maoglichst grofRes Spektrum zu isolieren, wurden aswmlthe Kolonien, die sich nur
geringfugig unterschieden, einzeln subkultiviertonvden entsprechenden Subkulturen
wurde die weitere Differenzierung durchgefuhrt. g statistische Auswertung wurde
jede Mykobakterien-Spezies nur einmal gezahlt, béaaefig davon, ob mehrere

Morphologie-Typen vorlagen oder nicht.

2.5.2.  Sonden-Hybridisierungsverfahren

Der GenoTyp® Mycobacterium CM ist ein molekulargenetisches Testsystem zur
Differenzierung von Mykobakterien aus Fest- odéisBigkulturmedien.

Der Test basiert auf der DNA-Stfigrechnologie mit initialer Amplifikation der Zielge
mittels 16S rRNA Gen-Sequenzierungs-PCR und aresdétider reverser Hybridisierung
auf einem Teststreifen. Der Test erzielte hohe iBeitét und identifiziert ca. 30
Mykobakterienarten aus Kultur (80; 85). Dieses ¥brén wurde bei Stammen eingesetzt,
die in der Sequenzierung des 16S rRNA-Gens einbigemit M. chelonae/abscessus
ergaben, die Sequenzierung nicht zwischkrchelonae und M. abscessus unterscheiden
kann.

Die DNA wurden aus frischer Kultur isoliert (s. Kag.6.1), der Test wurde nach
Herstellerangaben durchgefinhrt.
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2.5.3. Sequenzierung

2.5.3.1 Amplifikation des Zielgens

Die Amplifikation des Zielgens erfolgte mittels P@Rf dem Thermocycler.

Bei jeder PCR-Reaktion wird eine Reagenzien-Negatitrolle, bestehend nur aus den
Reagenzien und sterilem Aqua dest, anstelle ddreRroitgefluhrt.

Pipettierschema fir die PCR:

Taq Polymerase (5 U/ul, Applied Biosystems) 0,5 ul

Primer Myco 9 for 0,5 ul entspricl® @mol
Primer Myco 1046 rev 0,5 ul entsprit@tpmol
DNA 4 pl

dNTP 5 mM 1,3 ul

10 X PCR Puffer (Perkin Elmer) 10 pl

Aqua bidest. 82,7 ul

Die PCR wurde im Thermocycler Touch Down in 39 ZykHurchgefihrt:
Zuerst Erhitzung bei 94 °C fur 5 min
Dann fur jeden Zyklus: 1- Denaturierung 1 min 94 °C

2- Anlagerung (Annealing) 1 min @3 °

3- Bgation (Extention) 1 min72°C

Dann 5 min 72 °C fir 1 Zyklus, dann auf 4 °C abkithind Temperatur halten.
Alle Reagenzien wurden fur den Reaktionsansatz Easifgelagert und im Kuhlblock
pipettiert, um ein unkontrolliertes, zu frihes Bewn der PCR und somit die Bildung
unspezifischer Amplifikationsprodukte zu verhindern
Zur Uberpriifung der PCR-Produkte wurde eine Agagelsdektrophorese durchgefiihrt.
Das PCR-Produkt sollte eine Bande beil&87 bpzeigen.
Um Uberschissige Primer und freie Nukleotide zéeemen, wurden die PCR-Amplifikate
mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits (Fa. idgen) aufgereinigt. Die

Durchfihrungwurde nach Standardanweisung gemacht.

2.5.3.2 Sequenzierreaktion

Fur die Sequenzierreaktion wurde das BigDye Tertom&ycle Sequencing Ready
Reaction Kit der Fa. Applied Biosystems entspredhedes Protokolls des Herstellers

verwendet. Die Sequenzierreaktion wurde dabei migehden Primern durchgefuhrt:
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Myco 9 for, Myco1046 rev, Myco 609 rev, und Mycol3&v. Da je Primer ein Ansatz
hergestellt werden muss, bendtigt man pro IsokitAnsatze.

Pipettierschema fur Sequenzierungen eines Primeai&as:

- BigDye Terminator Ready Reaction Mix 4,0 ul
- Sequenzing-Puffer, 5x 4,0 ul
- Primer (20 pmol /ul) 0,3 ul
- Agua bidest. 6,7 ul

Zu dem Ansatz 5,0 pl gereinigtes PCR-Produkt zugebe

Die Sequenzierreaktion stellt im Prinzip eine PGR &ie wurde im Thermocycler Touch

Down mit folgenden Einstellungen durchgefihrt.

1. Erhitzen auf 96 °C, 30 sek.
2. Temperatur 60 °C, 4 min
fur 25 Zyklen
Anschlie3end wurden die Sequenzierprodukte dullathalische Fallung aufgereinigt
Die Durchfihrung der Aufreinigung wurde nach Staddaweisung des Instituts

durchgefunhrt.

2.5.3.3 Sequenzanalyse im Sequenziergeréat

Die Sequenzanalyse erfolgte als automatisierte, potengestitzte Bestimmung der
Nukleotidabfolge im Kapillarsequenziergerat ABIdpni 310. Das Sequenziergerat trennt
die fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente durch HKamlektrophorese auf und
detektiert die jeweiligen Nukleotide nach Aktiviegu der Fluoreszenzmolekile durch
einen Laser. Dabei transformiert das Sequenzidrgagi Emissionsmuster in Chromato-
gramme, die anhand spezieller Software ausgewerggtlen kbnnen und somit die

Nukleotidsequenz entschlisseln.

2.5.3.4 Auswertung von Sequenzierungen

Um fir ein Isolat die vollstandige DNA-Sequenz déS rRNA-Gens zu erhalten, missen
die einzelnen Teilstlicke der drei Primer in dentigen Reihenfolge und an den passenden
Schnittstellen zusammengesetzt werden. Dies wurtlélitfe des Auswertungsprogramm
Trace Edit, Fa. Ridom, durchgefuhrt.

Die ermittelten Sequenzen wurden mit Hilfe des BIA®ogrammes der GenBank-
Datenbank des National Center for Biotechnologyormiation der USA (NCBI,
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http://www.ncbi.nlm.nih.qov:80/BLASY, mit allen in der Datenbank enthaltenen

Sequenzen verglichen. Zusatzlich wurden die Seauenzt der Datenbank des Ridom-
Programmes der GenBank-Datenbank des Ribosomalerbifiation of Medical

Microorganism der Uni Wiurzburg__ (http://www.ridomralde/) verglichen. Diese

Datenbank enthalt nur Sequenzen von Referenzstammen

Die Auswertung einer Sequenzierung gibt dabei efdBead der Homologie zwischen zwei
DNA-Sequenzen an. Eine Homologie des 16S rRNA-GgdBer 97 % zu einer Sequenz
der Datenbank gilt als zuverlassige ldentifizierugiges Bakteriums. In dieser Arbeit
wurde jedoch als Kriterium fur eine eindeutige fifezierung der bakteriellen Spezies
eine Homologie zur entsprechenden Spezies in déenbank von> 98 % und eine
eindeutige Homologie zum jeweiligen Referenzstammndar Ridom-Datenbank definiert,

um maoglichst exakte Ergebnisse zu erhalten.

2.6. Isolierung der DNA von Mykobakterien

2.6.1. Isolierung der DNA aus Reinkulturen

Die DNA wurde von Referenzstdmmen und von isolrei#ykobakterien aus Kultur wie
folgt isoliert.

1. 500 ul TE-Puffer in ein Eppendorf-Reaktionsgeféir| pipettieren.

2. Mit einer Ose mehrere sichtbare Kolonien entnehmahdirekt in den TE-Puffer

suspendieren, vortexen.

3. Das Gefal3 in Gensonden -Ultraschall -Bad (35 KHz)L6 min behandeln.

4. 10 min in Thermomixer bei 95 °C kochen.

5. 5 min bei 14.000 U/min zentrifugieren.
AnschlieRend wurde ca. 100 pl des Uberstandes mmten. Die isolierte DNA wurde zur

Lagerung in ein sauberes beschriftetes ReaktioaBggggeben und bei 2-8 °C aufbewahrt.

2.6.2.  Isolierung der DNA aus Wasserproben

e Filtration von 500 ml Wasserprobe.

* Der Filter wurde mit einer sterilen Pinzette in &0dhrchen mit 10 ml TE-Puffer
gegeben.

* Das Rohrchen wurde im Gensonden -Ultraschall —B2&l KHz) fur 30 min
behandelt.
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* Anschliel3end wurde das Rohrchen 5 min gevortext.

e Der Filter wurde aus dem Réhrchen entnommen ursbegit

* Das Rohrchen wurde 15 min bei max. Geschwindigk@€i©0 g) zentrifugiert.

« Uberstand wurde abpipettiert, und das Sediment508. ul, die genaue Menge
wurde immer dokumentiert) wurde gevortext und ingp&ndorf-Reaktionsgefald
gegeben.

» Das Reaktionsgefald wurde in Gensonden -Ultrasetigdd (35 KHz) fur 15 min
behandelt.

» Kochen furl0 min bei 95 °C.

* Die Suspension wurde 5 min bei (14000 U/min) zérdrert.

o Der Uberstand wurde fiir die PCR entnommen.

Es wurden hier verschiedene Vorversuche zur Etaiigedieser Methode durchgefihrt.
Zwei Ansatze von Mykobakterien wurden vorbereitetchher wurden beide filtriert. Als
Kontrolle wurde ein Filter ohne weitere Behandland den Agar aufgelegt.

Der zweite Filter wurde wie oben beschrieben beblinth einer Reihe von Versuchen
wurde die oben beschriebene Methode bezuglich @egé. der Ultraschallbehandlung und
des Vortexens folgendermalR3en variiert:

5 min in Gensonden —Ultraschall, dann 1 min vomexe

15 min in Gensonden —Ultraschall, dann 15 min wame

30 min in Gensonden —Ultraschall, dann 5 min vaex

A

5 min Vortexen, 30 min in Gensonden —Ultraschahr1 min vortexen.

2.7. LightCycler Real-time PCR

Es wurde in dieser Studie eine LightCycler-PCR Hyibridisierung-Sonden durchgefihrt.
Bei Anwendung wurden zusatzlich zu den Primen zeeguenzspezifische Sonden
eingesetzt, die an die Primer amplifizierter DNAd®n kénnen. Die Sequenzen der
Sonden sind so gewahlt, dass sie im kleinstmdgiickiestand zueinander liegen, so dass
ein Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer stagtfirkénn.

Bei den Vorversuchen wurden mehrere Sonden undePnmit unterschiedlichen Mengen
ausprobiert. Um optimale PCR Ergebnisse zu erzi&ehlie3lich wurde die LightCycler-
PCR mit Hybridisierung-Sonden fiir atypische Mykadtesien und furM. xenopi etabliert

(s. Kap. 3.1.3 und Kap. 3.1.4).
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2.7.1.  Mycobacterium spp.-spezifische PCR

Ein 100 bp groRRes Fragment auf dem 16S rRNA-GenMgkobakterien wurde mit den
PrimernLC 4 undLC 5 amplifiziert. Das Gesamtvolumen von jeder PCRuge20 pl.
Das Pipettierschema fur einen PCR-Ansatz zum Naishalier atypischen Mykobakterien
PCR wurde wie folgt durchgefuhrt:

7.5 4l Agua dest (Dnase behandelt)

0.5ul  Primer1 LC5 (10 pmol /ul) (5 pmol pro Ansatz)

1l Primer 2 LC 410 pmol /pl) (20 pmol pro Arsat

1l Hybprobe 1 LC 39 (3 pmol /ul)

1l Hybprobe 1 LC 40 (3 pmol /ul)

4pl Mastdr”s

Alle Reagenzien wurden vor Gebrauch bei Raumtenyreaafgetaut. Nach dem Auftauen
wurden die Reagenzien bei 2-8 °C fur weitere PCR&Are gelagert.

Der Ansatz wurde in LightCycler Kapillaren, diedem Kuhlblock waren, pipettiert.

Dann wurde der Kihlblock an einem anderen Arbatzpgebracht, und die 5 pl DNA
dazu pipettiert und die Kapillaren mit den dazug&jgn Deckeln versiegelt. Der mobile
Rotor des LightCyclers wurde mit den Kapillaren daglin und in der LightCycler
Zentrifuge 15 sec bei 2000 rpm zentrifugiert. Ansffend wurde der Rotor in den

LightCycler eingesetzt und der Lauf gestartet.

2.7.2.  Mycobacterium xenopi-PCR

Hier wurden in Zusammenarbeit mit Herrn Olfert Larieh. TIB Molbiol, neue Primer und
Sonden etabliert. Mit den Primef myc 14 und a mycxenwurde eine 145 bp grol3es
Fragment auf dem 16S rRNA-Gen amplifiziert. Die @#en Sequenzen sind im Kap. 2.2.4
aufgefuhrt. Mehrere Vorversuche wurden durchgefubis schlie3lich eine Methode
etabliert wurde.

Pipettierschema fivl. xenopi PCR (fiir einen Ansatz):

6.75 Il Aqua dest (Dnase behandelt)

2l Primer1 P myc 14 (10 pmol /ul) (20 pmol pro Ansatz)

0.25 ul Primer 2 amycxen (10 pmol/ pl) (2 pmol pro Ansatz)

1l Hybprobe 1 xenopi FL (3 pmol /ul)

1l Hybprobe 1 myco LC (3 pmol /ul)

4pl Mastdr™s

5l DNA
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2.7.3.

LightCycler-Programmierung

Der LightCycler wurde folgendermal3en programmiert:

Tabelle 4: Programm der LightCycler-PCR mit Hybridisierung-8en fir atypische

Mykobakterien
Segment-Nr.| Taregt Tem-| Hold | Slope | 2° Target | Step| Step | Fluorescence
perature | Time | (°C/sec)| Temp. | Size| Delay | Acquisition
(°C) (sec) (°C) (°C) Mode
Denaturierung 1 Cycle
1 | 95 | 600 20 | 0 | o] o] None
Amplifikation 50 Cycles
1 (denat.) 95 10 20 0 0 0 None
2 (anneal.) 50 1 20 0 0 0 Single
3 (elongate) 72 20 20 0 C 0 None
Schmelzkurve 1 Cycle
1 95 30 20 0 0 0 None
2 38 30 20 0 0 0 None
3 90 0 0.2 0 0 0 Continuous
Kihlung 1 Cycle
1 | 40 | 30| 20 | 0 | o] 0] None

Tabelle 5: Protokoll der LightCycler-PCR mit Hybridisierung4$sten firM. xenopi

Segment-Nr.| Taregt Tem-| Hold | Slope | 2° Target | Step| Step | Fluorescence
perature | Time | (°C/sec)| Temp. | Size| Delay | Acquisition
(°C) (sec) °O) (°C) Mode
Denaturierung 1 Cycle
1 | 95 | 600] 20 | 0 0] 0] None
Amplifikation 50 Cycles
1 (denat.) 95 1 20 0 0 0 None
2 (anneal.) 55 2 20 0 0 0 Single
3 (elongate) 72 20 20 0 C 0 None
Schmelzkurve 1 Cycle
1 95 30 20 0 0 0 None
2 40 30 20 0 0 0 None
3 90 0 0.2 0 0 0 Continuous
Kihlung 1 Cycle
1 | 40 | 30| 20 | 0 0] o0 None
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2.7.4.  Auswertung der LightCycler-PCRs

Bei jeder PCR wurden zur Qualitatskontrolle sowelie Positivkontrolle mit einem
definierten Referenzstamnv( xenopi ATCC 19250) als auch eine Negativkontrolle (Aqua
dest.) mitgefuhrt. Zur Auswertung der LightCycleZf®s wurden Amplifikations- und
Schmelzkurvenanalyse parallel beurteilt

Der Schmelzpunkt bei der PCR auf atypische Mykadradt und autM. xenopi lag bei
62 °C+ 1 °C.

2.7.5. Quantitative PCR

Der LightCycler erlaubt eine quantitative PCR. Baginn der exponentiellen Produkt-
Zunahme, der linearen Logphase der PCR, wird anfgrder Fluoreszenzzunahme
bestimmt und entspricht dem so genannten cros®ing, oei dem das Fluoreszenzsignal
eine zuvor festgelegte Schwelle Uberschreitet. dfrekiert mit der Anfangskonzentration
der zu amplifizierenden DNA-Sequenz und kann déshalr Quantifizierung der
Transkripte herangezogen werden. Mittels Softwasstlsich die gemessene Fluoreszenz
gegeniber der Zyklenzahl darstellen.

Es wurde eine Verdinnungsreihe von eingmxenopi-Stamm in Konzentrationen von
1 fg/ul bis 10 ng/pl pro Ansatz eingesetzt. BeemlAnsatzen wurde in der LightCycler-
PCR eine Negativkontrolle mitgefuhrt. Dieses Exmpemt wurde dreimalMycobacterium
spp.-spezifische PCRYL. xenopi-PCR) durchgefiihrt.Dann wurden die Ergebnisse betvert
(s. Kap. 3.1.3.2 und Kap. 3.1.4.2).

Anschlie3end wurde das Ergebnis der quantitativeR Bls externer Standard gespeichert.
Anhand dieser externen Standardkurve mit bekanKtmmeentrationen wurde dann die
Target-Gen-Konzentration der zu untersuchenden dpdrolunter Benutzung der
LightCycler-Software ermittelt.

Zusatzlich wurde eine Verdinnungsreihe vbh peregrinum mit sterilem Wasser
angesetzt; jeder Ansatz (1 ml) wurde auf zwei EdpéerReaktionsgefal3e (0,5 ml) verteilt.
Ein Teil wurde auf dem Middlebrook-Agar ausgesteichund bebritet, anschlie3end die
Kolonienzahl bestimmt. Der zweite Teil wurde fue ddNA-Isolierung verwendet, danach
wurde eine Genus-spezifische PCR Myfcobacterium spp. durchgefiihrt. Abschlie3end
wurde berechnet, wie viele KBE pro PCR-Ansatz bighéterden, um ein positives Signal
zu ergeben (s. Kap. 3.1.3.2 und Kap. 3.1.4.2). d3ieExperiment wurde dreimal

wiederholt.
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2.7.6.  Dual-color Multiplex PCR mit Inhibitionskontrollen

Um bei Untersuchung der Wasserproben unterscheidénnen, ob eine Probe negativ
fur die gesuchte Zielstruktur ist, oder ob eine Afikation durch Inhibitoren verhindert
wurde, wurde allen Proben eine Inhibitionskontratkegesetzt. Diese ermdglichte die
Unterscheidung falsch negativer Proben von richeigativen Proben (82).

Die interne Kontrolle wurde aus Lambda-DNA klonié¢st Kap. 2.7.7). Diese interne
Kontrolle wurde in jeder PCR fir atypische Mykobaign eingesetzt und mit den
gleichen Primern amplifiziert. Fur die Detektionrdaternen Kontrolle wurden zwei
Lambda-spezifische Hybridisierungsonden, die mibFszenzfarbstoff LC Red 705 bzw.
Fluorescein markiert waren, eingesetzt. Bei dei-dolar Multiplex-PCR wird durch die
Farbkompensation gewabhrleistet, dass in Kanal 2 das Fluoreszenzsignal des
Fluoreszenzfarbstoffes LC Red 640 (entsprechend Higsridisierungsonde) fur die
Mykobakterien-PCR darstellt wird, gleichzeitig wardin Kanal 3 nur das
Fluoreszenzsignal des Fluoreszenzfarbstoffes LC Re&l (entprechend der Lambda-
spezifischen Hybridisierungsonden) gemessen.

Das Pipettierschema fiMycobacterium spp.-spezifische PCR mit der internen Kontrolle

ist wie folgt:

0.5ul  Aquadest (Dnase behandelt)

0.5ul  Primer1 LC5 (10 pmol /ul) (5 pmol pro Ansatz)
1l Primer 2 LC#0 pmol /ul) (20 pmol pro Arsat

1l Hybprobe 1 LC 39 (3 pmol /ul)
1l Hybprobe 1 LC 40 (3 pmol /ul)

4 ul Master mix
5 ul DNA
5 ul Interne Kontrolle IC

1l Lambda Hybridisierungsonde FL (2 pmol /ul)
1l Lambda Hybridisierungsonde LC (2 pmol /ul)

2.7.7.  Klonierung der internen Inhibitionskontrollen

Bei der Klonierung von DNA wird ein Fragment, dasiJer des zu klonierenden Gens ist,
in ein zirkulares DNA-Molekil, den so genannten ¥ekeingefiigt. Dabei entsteht ein
rekombinantes Produkt. Der Vektor dient als ein ikeh welches das Gen in eine
Wirtszelle bzw.E. coli-Zelle einschleust. In der Wirtszelle wird eine Mahl identischer

Kopien sowohl des Vektors als auch des eingefuDtdA-Fragments erstellt, die bei der
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Teilung der Zellen auf beide Tochterzellen Ubedragverden. Auf diese Weise entsteht
Uber viele Generationen hinweg ein so genanntedkl@el genetisch identischer
Wirtszellen. In dieser Arbeit wurde eine 410-bp lbmla DNA Inhibitionskontrolle
kloniert.

Die Klonierung wurde in einer Kooperation von Frawirths nach einem
Standardprotokoll durchgefiihrt(114).

2.8. Statistische Auswertung

Die LightCycler Daten wurden durch die LightCycl&oftware-Version 3.5 (Roche
Diagnostics) analysiert.

Die statistische Korrelation zwischen der Kulturdutier PCR und Analyse wurden mit
dem Spearman rank-Korrelationstest und mit demWilcoxon signed rank-Test

durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Kultureller und molekularer Nachweis von Mykobakterien aus

Wasserproben

3.1.1.  Anreicherung von Mykobakterien aus Wasserproben

Zur Anreicherung von Mykobakterien wurden zwei \&nfen getestet. Die Durchflhrung
ist in Kap. 2.4.3 beschrieben.

Bei allen Versuchen wurde gezeigt, dass durch dssverfahren mehr Mykobakterien
aus dem Wasser im Vergleich zur Anreicherung mitZamtrifuge isoliert werden kénnen.
Daher wurde in den Hauptversuchen das Filtervezfatverwendet, um Mykobakterien
kulturell aus dem Wasser zu isolieren.

Die Resultate der Mykobakterien-Anreicherung auss$&goroben durch den Filter bzw.
mit der Zentrifuge wurden mit prozentualen AngalgenTabelle 6) im Vergleich zu den

Kontrollen dargestellt.

Tabelle 6:Vergleich zwischen den beiden AnreicherungsverfaliFdter und Zentrifuge)

Anreicherungsmethode Nachweis der Mykobakterien aus dem Wasser
(in % der Kontrolle)
Versuch (1) Versuch (2) Versuch (3)
Filter 99 % 99 % 100 %
Zentrifuge 42 % 52 % 76 %

Um die DNA der Mykobakterien direkt aus dem Filzer isolieren, wurden verschiedene
Vorversuche durchgefihrt.

Die Einzelheiten sind in Kap. 2.6.2 beschriebenTadbelle 7 werden die Resultate gezeigt.
Die Filter-Spalte gibt prozentual die Zahl der aeim Filter gebliebenen Mykobakterien
an, deren DNA nicht isoliert wurde, nachdem der teFil mit verschiedenen
Isolierungsverfahren behandelt wurde. Die Filterrdem am Ende jedes Versuchs auf
Middlebrook-Agar 7H10 aufgelegt und bebriitet. Ansffend wurden die angewachsenen

Mykobakterienkolonien gezabhilt.
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Es wurden mit den Methoden (3) und (4) mehr Bagtebzw. mehr DNA aus dem Filter
im Vergleich zu anderen Methoden isoliert. Die Haepsuche wurden daher mit der
Methode 3 (30 min Ultraschallbad, 5 min vortexemjothgefuhrt.

Tabelle 7: Vergleich zwischen den verschiedenen DNA-Isolieawegfahren aus dem
Wasserproben.

DNA- Mykobakterien, deren DNA nicht isoliert wurde
Isolierungsverfahren

Filter 1 |Filter 2 |Filter 3 |Filter4 |Filter 5

Methodg 5 min Ultraschallbad 25 % 17 % 22 % 25% |  --m-m-m] -
(1) |1 min vortexen

Methodg 15 min Ultraschallbad| 15 % 17 % 13% 12 % 15 %
(2) |5 min vortexen

Methodg 30 min Ultraschallbad 5% 8 % 4 % 3% 3%
(3) |5 min vortexen

Methodg 5 min vortexen 4 % 11 % 3% 3% | --------eod -

(4) 30 min Ultraschallbad
5 min vortexen

3.1.2. Dekontamination der Wasserproben

In diesem Kapitel werden verschiedene Dekontanunathethoden dargestellt. Jede
Methode wurde separat mit Leitungswasser und nnit biykobakterien-Ansatz getestet.
Die Resultate der Dekontaminationsverfahren mit $B&, 4 % NaOH und 2 % Cetrimid
werden in Tabelle 8 dargestellt. In der ersten 8psihd die Dekontaminationsverfahren
mit verschiedenen Einwirkzeiten aufgefiihrt. Die Aamslung von SDS und NaOH erfolgte
entweder vor der Filtration (Versetzen mit der Véagsobe) oder nach der Filtration (Filter
in Petrischale dekontaminieren). In der zweitenlt8pat die Hemmung des Wachstums
der Mykobakterien nach der Dekontamination in Pnbzen Vergleich zur Kontrollplatte
angegeben. Die Vorversuche wurden mit verschieddhgbakterienarten durchgefihrt.
In der letzen Spalte sind die prozentualen Angakan Hemmung der Flora im

Leitungswasser im Vergleich zur Kontrollplatte ageleen.
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Tabelle 8: Einfluss von SDS, NaOH
Flora des Leitungswassers.

und Cetrimid auf die

Mykotegilen und auf die

Methode

Hemmung des
Wachstums der
Mykobakterien

Hemmung des
Wachstums der
Leitungswasser-

Flora

Filter in 3 % SDS + 4 % NaOH fur 25 mi
10 min Cetrimid (Petrischale)
5 min Puffer (Petrischale)

n M. smegmatis 100 %
M. chelonae 100 %

100 %
100 %

Filter in 3 % SDS + 4 % NaOH fur 15 mi
10 min Cetrimid (Petrischale)
5 min Puffer (Petrischale)

n M. abscessus 100 %
M. fortuitum 100 %

100 %

Probe in 3 % SDS + 4 % NaOH fur 15 n
Filter in Cetrimid (Petrischale) fir 10 min
5 min Puffer (Petrischale)

in M. chelonae 100 %
M. flavescens 100 %

100 %
100 %

15 min 3 % SDS + 4 % NaOH (versetze
dann mit A. dest spulen

n), M. smegmatis 95 %
M. fortuitum 100 %
M. chelonae 100 %

M. flavescens 100 %

100 %
90 %

v

Da die Dekontamination mit SDS und NaOH das Wachstler Mykobakterien stark

gehemmt hatte, wurden weitere Dekontaminationsndlethavie Oxalséure und NaOH-Na-
Citrat getestet. In Tabelle 9 sind die Resultate Riekontamination mit 2 % NaOH, Na-
Citrat und 5 % Oxalsaure fur 15 min in den prozalgm Angaben im Vergleich zu den
Kontrollen angegeben. Die Hemmung vdnsmegmatis und vonM. fortuitum betrugiber

90 %, deshalb wurde keine weitere Spezies mit dieSerfahren untersucht, sondern

weitere Dekontaminationsverfahren (Selektion mitidintika) evaluiert.

Tabelle 9: Einfluss von NaOH, Na-Citrat und Oxalsaure fir 1% auf die Mykobakterien
und auf die Flora des Leitungswassers.

Methode Hemmung des Wachstums der Hemmung des
Mykobakterien Wachstums von
M. fortuitum M. smegmatis Leitungswasser-Flora
Filter in 2 % NaOH, Na 98 % 100 % 50 %
Cirat 95 % 100 % 40 %
Filter in 5 % Oxalsaure 95 % 90 % 40 %
--------- 90 % 45 %

Die Ergebnisse der Selektion mit Antibiotika (Cbohs Mezlocillin, Cycloheximid)

zeigten, dass bei hoher Antibiotika-KonzentratiGol(stin 6 pl/ml + Mezlocillin 10 pl/ml)

das Wachstum einiger

Stamme  wii.

avium, M.

chelonae,

M. flavescens,

M. nonchromogenicum stark (Uber 90 %) gehemmt wurde (Tabelle 10), uadsdbei
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niedriger Konzentration von Colistin und Mezlocillioder bei Dekontamination mit

Cycloheximid die Flora des Leitungswassers nichiigend gehemmt wurde.

Tabelle 10: Einfluss von Colistin, Mezlocillin und Cycloheximiauf die Mykobakterien
und auf die Flora des Leitungswassers.

Methode Hemmung des Wachstums derf Hemmung des Wachstums
Mykobakterien von Leitungswasser-Flora
Middlebrook-Agar M. abscessus 10 % 90 %
7H10 mit M. avium 95 %
(Colistin 6 pl/ml + M. chelonae 97 % 75 %
Mezlocillin 10 pl/ml) | M. flavescens 99 %
M. gordonae 15% 80 %
M. interacellulare 8 %
M. nonchromogenicum 95 % 70 %
M. peregrinum 5%
M. smegmatis 14 % 60 %
M. smiae 6 %
M. terrae 94 %
Middlebrook-Agar M. fortuitum 6 % 50 %
7H10 mit M. scrofulaceum 75 % 45 %
(Colistin 4 pl/ml + M. smegmatis 10 % 40 %
Mezlocillin 6 pl/ml)
Middlebrook-Agar M. chelonae 1% 2%
7H10 mit 500 mg/I M. fortuitum 1% 4%
Cycloheximid M. gordonae 0 % 5%

Anschlieend wurden als Dekontaminationsverfahreveierlei Anwendungen von
Cetylpyridiniumchlorid (CPC) (direkte Behandlungrd&oben mit CPC vor der Filtration
und Behandlung des Filters mit CPC nach der Fitnatdurchgefiihrt. Analog wurden
verschiedene Konzentrationen von CPC appliziertdbelle 11 werden die Ergebnisse der
Behandlung des Filters mit CPC nach der Filtration Vergleich zu den Kontrollen
dargestellt. Bei niedrigen Konzentrationen konregmldeutlicher Einfluss auf die Flora des
Leitungswassers gezeigt werden, bei hohen Konzentesm wurde das Wachstum einiger

Mykobakterienstamme stark gehemmit.
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Tabelle 11:Einfluss verschiedener Konzentrationen von CPCdaifMykobakterien und
auf die Flora des Leitungswassers bei direkter Amueg auf dem Filter nach der
Filtration.

Methode Hemmung des Wachstumsg Hemmung des Wachstums
der Mykobakterien von Leitungswasser-Flora

0,02 % CPC fiur 15 min M. avium 5% 15 %
M. gordonae 5% 10 %
M. peregrinum 0% 10 %
M. smegmatis 5 % 15 %

0,03 % CPC fiur 15 min M. fortuitum 0% 20 %
M. gordonae 20 % 15 %
M. peregrinum 5% 15 %
M. smegmatis 10 %

0,04 % CPC fur 15 min M. avium 5% 40 %
M. fortuitum 0% 30 %
M. gordonae 70 % 45 %
M. peregrinum 10 % 40 %

0,04 % CPC fur 30 min M. chelonae 100 % 40 %
M. gordonae 70 % 45 %
M. peregrinum 5%
M xenopi 95 %

0,05 % CPC flr 15 min M. fortuitum 6 % 55 %
M. gordonae 70 % 65 %
M. peregrinum 40 %

0,06 % CPC fiur 15 min M. gordonae 80 % 60 %
M. peregrinum 65 % 65 %
M. smegmatis 10 %

In Tabelle 12 sind die Ergebnisse der Dekontanonaturch direkte Behandlung der
Wasserproben mit CPC dargestellt. Betrachtet man miozentuale Hemmung des
Wachstums der Mykobakterien bei Dekontamination mj02 % CPC bei einer

Einwirkungszeit von 15 min, fallt die Hemmung deafil niedriger aus als bei einer
Einwirkungszeit von 30 min. Gleichzeitig wurden Ibeiiden Einwirkungszeiten mehr als
90 % der Leitungswasser-Flora unterdriickt. Wegessedi Ergebnisses wurde dieses

Verfahren fur alle weiteren Untersuchungen verwénde
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Tabelle 12: Einfluss verschiedener Konzentrationen von CPC cda@fMB und auf die

Flora des Leitungswassers bei direkter Behandl@nd\thsserproben vor der Filtration.

9 Hemmung des Wachstums der Hemmung des Wachstums der
)2 Mykobakterien Leitungswasser-Flora
g Einwirkzeit Einwirkzeit Einwirkzeit Einwirkzeit
15 min 30 min 15 min 30 min
M. avium 2% 2% 80 % 85 %
N M. chelonae 2 % 5%
To) M. flavescens 5 % 5%
S & | M. gordonae 0 % 0 %
© Ol M.xenopi 10 % 10 %
5 M. abscessus 0 % 0% 93 % 93 %
a M.avium 10 % 15 % 85 % 85 %
© | M.chelonae 5% 5 % 85 % 85 %
> | M. flavescens 10 % 15 %
© | M.gordonae 0 % 5%
< M. smegmatis 60 % 90 %
M. xenopi 13 % 15 %
M. abscessus 2 % 5% 95 % 95 %
5 M. avium 15 % 20 % 90 % 92 %
a M. chelonae 10 % 30 % 95 % 97 %
O | M. flavescens 15 % 30 %
2 M. fortuitum 15 % 25 %
© | M.gordonae 5% 15 %
< M. peregrinum 2 % 2%
M. smegmatis 80 % 85 %
M. xenopi 15 % 40 %
M. abscessus 5 % 98 %
6] M. avium 30 % 99 %
& | M.chelonae 50 % 100 %
S M. flavescens 50 %
S M. fortuitum 50 %
o | M. gordonae 15 %
M. smegmatis 98 %
M. xenopi 50 %
3.1.3.  Etablierung einer quantitativen PCR mit interner In hibitions-

kontrolle zum Nachweis von Mykobakterien

3.1.3.1 Etablierung der LightCycler Real-time PCR

Ziel der Optimierungsversuche war es, ein moglidestsitives System zu etablieren, das

keine Kreuzreaktionen mit anderen Bakterien zeigt.

Es wurden in dieser Studie zuerst die Primer LCnd uC 5, die ein 100 bp grof3es
Fragment des 16S rRNA-Gens amplifizieren, und dim& LC 4 und LC 1, die ein 1000
bp grolR3es Fragment des 16S rRNA-Gens amplifiziererglichen. Als Sonden wurden in



Ergebnisse 44

&
v

beiden PCR-Assays LC 39 und LC 40 eingesetzt. DdemPCR mit den Primern LC 4
und LC 5 bereits ab Zyklus 21 ein positives Siggrdlalten wurde, was bei den Primern
LC 4 und LC 1 erst ab Zyklus 27 der Fall war (sbAB), wurden die Primer LC 4 und
LC 5 fUr die Hauptversuche verwendet.

Das in Kap. 2.7.3 beschriebene Protokoll fir didRR@urde von Lachnik et al. etabliert.
Fur die vorliegende Arbeit wurden hierbei die AnimmepTemperatur und die
Denaturierungszeit neu definiert.

Die Menge an einzusetzendem Primer ist ein weit€&arameter, der sich je nach
Beschaffenheit und Konzentration der Templates ded Reaktionsansatzes auf die
Sensitivitat und die Spezifitat der PCR auswirkanrk Bei einem Uberschuss an Primer,
an den Strang bindet, an dem die Sonden ansetd#dan lsich leichte Senkungen der
Fluoreszenzsignale in den letzten Zyklen (HookJ&jteAndererseits wird bei einem zu
niedrigen Verhaltnis (zuwenig Primer) das Produikhinexponentiell amplifiziert. Aus
diesem Grund wurden Vorversuche durchgefihrt, temogiimalen PCR-Bedingungen zu

ermitteln.

ﬁma—l

1:—— 1 Megativkontrolle LCT-LC4
N 2 M. avium 10ngdpl
" —=— 4 Megativkontrolle LC4-LCS

1--2+- B M.avium 10ngspl

0.9

-
B g L
w%x’x‘wx.x,x—x-x-x-x_,

Fluorescence [F2)
=
T

01 \ 1 ' | | ! | ! | ! | ! |

\ \ | ,
i} 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Cycle Humber

Abb. 3: Original LightCycler-Ausdruck, der das positive & bei den
Primern LC 4 und LC 5 ca. 6 Zyklen friher als bendPrimern LC 4 und
LC 1 zeigt, die beiden PCRs wurden mit der gleicMeravium-DNA-
Konzentration durchgefihrt
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3.1.3.2 Spezifitdt und Sensitivitat der PCR

Um die Spezifitdt einer bereits etabliertdfycobacterium spp.-spezifischen PCR zu
definieren, wurden die Primer LC 4 und LC 5 und 8mnden LC 39 und LC 40 an 23
Mykobakterienstammen (s. Kap. 2.1.1) untersuchi.aBen Stammen wurde ein positives
Signal erhalten (s. Abb. 4). Dabei wslr tuberculosis auch positiv und bei den anderen
getesteten Bakterienspezies (s. Kap. 2.1.2) gdteiee Amplifikation. Damit zeigte die
PCR gute Spezifitat an und es wurden die PrimerdiadSonden fur die Hauptversuche

verwendet.

B2 1 NegativlCaLCs
1— 2 M.mucogenicum 10ng/pl A
113 - 3 M.ilavesen: 10ng i S ¥
|—=— 4 M.peregitum 10ng
19--2- B M.avium 10ng
|—— & M.interazellulare 10ng f
099 o7 Mienae 10nq . e ‘.'\J"L'/.\
0 8—_ —8— §  M.nonchromogenicum 10ng EaN

© |--+=-9 M .fortuitum 10ng
1--m- 10 M abszessus 10ng
|—— 11 I.zmegmatiz 10ng
—+— 12 M.kanzazii 10ng
|=#— 13 M.gashi10ng

—+- 14 HM.chelonae 10ng
1— =15 M.gordonae 10 ng
_|—® - 16 M.zcrofulaceum 10ng
11— - =17 M.zimiae 10ng
I xenopi 10ng

= = =
o o =
1 1 1

Fluorescence [F2)

=
=

=
7]
|
—
[=a]

=
%)
-

T

U | U | U | U | U | U | U |
1} 5 10 15 20 25 30 35 a0 45 50
Cucle Mumber

Abb. 4: Original LightCycler-Ausdruck, der die Amplifikatio aller
getesteten atypischen Mykobakterienstamme zeigt.

Unter der Sensitivitat des Assays versteht mankidimste Konzentration der Standard-
verdinnungsreihen, die unter den LightCycler-PCHRi@=ungen amplifiziert wird. In
dieser PCR lag die unterste Detektionsgrenze beifglidl. Die DNA-Konzentration
entspricht 50 fg von atypischen Mykobakterien-DNAo pPCR-Ansatz. Dies wurde
dreimal durch Verdiinnungsreihe vawycobacterium-DNA bestimmt. In Abbildung 5
wurden jeweils die Fluoreszenzkurven der DNA-Mengdigebildet. Bei einer DNA-
Konzentration von 10 fg/pl wurde noch ein positii@gnal detektiert. Da jede einzige
Mykobakterien-Zelle ca. 6 fg DNA hat (12), kann nears diesen Ergebnissen zeigen, dass
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ca. 8 KBE in einer PCR-Kapilare (entsprechend 88BEKro 500 ml Wasser) ausreichen,
um positives Signal zu geben.

Bestatigend ergab sich bei Durchfihrung der pdeall&/ersuche von PCR und Kultur
(siehe Kap. 2.7.5), dass ab 2 KBE von Mykobaktepem PCR-Ansatz (entspricht 200
KBE pro 500ml Wasserprobe) eine Amplifizierung tfatd.

Bei der Sensitivitdtsbestimmung wurden die Ampéfiknen als Standardkurve
gespeichert. Anhand dieser externen Standardkurvelendie Targt-Gen-Konzentration
der Wasserproben bei jedem PCR-Lauf ermittelt. Daveurde dann die Zahl der KBE der

Mykobakterien bei jeder positiven Probe errechnet.

g 2

19— 1 MNegk. M.xenopi

1g— 2 10nghl 1000E+07 1.376E+07 2207
- 3 1rghl 1000E+06 1.259E+06 2573
Y —m— 4 100pg/ 1000E+05 S129E+04 2971
T8 5o 5 10pgl 1.000E+04 BA04E+03 3305
15——§ 1pgil 1000E+03 7.038E+02 3560
14--+- 7 100fg/ 1000E+02 AD0E+01 4074
13— @ 10fgAl 1000E+01 30B1E<D1 4114

- 9 Tighl 1.000E-+00 *

Fluorescence [F2)

=
5
L.

Cycle Mumber

Abb. 5: Genusspezifische PCR zur Uberprifung der SersitivEs
wurde eine Verdunnungsreihe vivh xenopi-DNA verwendet

3.1.3.3 Anwendung der Inhibitionskontrolle bei Untersuchungen der Wasserproben

Das Multiplex-Verfahren wurde wie unter 2.7.6 beggen aufgebaut. Die Konzentration
der internen Inhibitionskontrolle wurde nach 3 \(mtsen definiert. In diesen Versuchen
sollte Uberprift werden, in welcher Konzentraticer dhhibitorkontrolle die Sensitivitat

der PCR am wenigsten beeinfluss. Daflr wurden 3chedene Konzentrationen von

interner Inhibitionskontrolle jeweils mit einer \@mnungsreihe voiM. xenopi-DNA in
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der LightCycler PCR eingesetzt und riviiycobacterium spp.-spezifischer PCR in einem
Durchlauf amplifiziert.

Die Abbildung 6 zeigt, dass bei Verwendung von 5iptibitionskontrolle mit einer
Konzentration von 10 pg/ul die Sensitivitat der P@R wenigsten beeinflusst wurde.
Damit wurde diese Konzentration von interner Koltgréiir die Hauptversuche verwendet.
Diese interne Inhibitionskontrolle wurde zu jedea$¥erprobe bei der Untersuchung mit
Mycobacterium spp.-spezifischer PCR als Amplifikationskontrolle hugefigt und im
Kanal F3 detektiert.

In keiner Wasserprobe gab es eine Inhibition fi& Amplifikation der PCR und damit

wurden alle Ergebnisse der beiden PCRA/cobacterium spp.-spezifische PCR und

M. xenopi-spezifische PCR) als zuverlassige Ergebnisse angeaen.

i
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Abb 6: Einfluss verschiedener Konzentrationen der interikientroll-
DNA (IC) auf die Amplifikation der Target-DNA{. xenopi DNA). Der

Amplifikationsverlauf im Kanal F2 zeigt, dass beerwendung von 5 pl
interner Kontrolle der Konzentration 10 pg/ul im rykeich zur
Verwendung von 1 pl interner Kontrolle der Konzation 100 pg/ul
und 1 pl interner Kontrolle der Konzentration 1@dgnterner Kontrolle
ein friheres Amplifikationssignal deiM. xenopi-DNA (s. Pfeile)
detektiert wurde.
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3.1.4. Etablierung einer PCR zum Nachweis vormMycobacterium xenopi

3.1.4.1 Optimierung der LightCycler Real-time PCR

Die Primer P myc 14 und a mycxen, die ein 145 m8gs Fragment amplifizieren, wurden
durch eine Reihe von Vorversuchen uberprift, bislies@lich ein optimales Protokoll
sowohl fir die Menge von Primern und Sonden pro f0@Batz als auch fur die
Programmierung des LightCyclers definiert wurdee [iositive Kontrolle 1. xenopi

ATCC 19250) wurde immer amplifiziert, wobei die aéige Kontrolle immer negativ war.

3.1.4.2 Spezifitdt und Sensitivitat der PCR

Um die Spezifitit der neuem. xenopi-Primer hinsichtlich anderer Bakterien zu
Uberprifen, wurde die genomische DNA von Mykobakteund anderen Bakterien mit
dieser PCR getestet. Insgesamt wurde die genomidididevon 22 Mykobakterienspezies
und von 31 unterschiedlichen Bakterienspezies &p. R.1) Uberpruft. Lediglich die DNA
von M. xenopi wurde mit den Primern P myc 14 und a mycxen amit und bei der
entsprechenden Temperatur in der Schmelzkurve tikstekAlle anderen Mykobakterien
und Bakterien wurden nicht amplifizie/( tuberculosis und M. fortuitum wurden mit
einer hohen Konzentration amplifiziert und bei Wddtblung mit einer niedrigen
Konzentration bzw. bei Konzentrationen von 10 ng@airde kein positives Signal
erhalten). DieM. xenopi-PCR war damit spezifisch fur die Identifizierungd. xenopi.

Bei der Sensitivitatsbetimmung d&t. xenopi-PCR wurde eine Verdinnungsreihe von
M. xenopi-DNA eingesetzt und die niedrigste Konzentratiostimemt, bei der noch eine
Amplifikation stattfand. In Abbildung 7 wird gezejgdass die Nachweisgrenze in der
M. xenopi-PCR 100 fg/ul erreicht, das entspricht 83 KExenopi pro PCR.

Bei Bestimmung der Sensitivitat wurde in einigenrséehen ein positives Signal bei einer
Konzentration von 10 fg/pul DNA detektiert. Aber bmiehrfacher Wiederholung gab es
nicht immer eine Amplifikation bei Konzentration vd0 fg/ul. Deswegen wurde eine

Konzentration von 100 fg/ul als NachweisgrenzediégiM. xenopi-PCR angenommen.
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Abb. 7: M. xenopi-spezifischne PCR zur Uberprifung der Sensitivitat.
Die Amplifikation wurde ab 100 fg/ul DNA voNl. xenopi (s. Pfeile) in
der LightCycler PCR detektiert.
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3.2. Untersuchung der Trinkwasserproben

3.2.1. Untersuchung der Trinkwasserprobenmittels quantitativer PCR

3.2.1.1 Untersuchungen von Kaltwasserproben

Insgesamt wurden 49 Kaltwasserproben (s. Tabelle mitels Mycobacterium spp.-
spezifischer PCR und miMl. xenopi- spezifischer PCR untersucht. Die Negativkontrolle
bei allen Untersuchungen lieferten negative PCRehmgsse und die Positivkontrolle

(M. xenopi) wurde immer amplifiziert.

Mycobacterium spp.-spezifische PCR:Alle Proben haben ein positives Signal gezeigt,
damit wurde in 100 % der Wasserproléycobacterium-DNA nachgewiesen.

Die Konzentrationen der Mykobakterien-DNA im Wasseurden aus den PCR-
Ergebnissen berechnet und lagen zwischen 229 und1&fg/ul (durchschnittlich 28 x
10® fg/ul). Da das Genom von atypischen Mykobakteriegefahr 6 fg DNA enthélt,
konnten wir die Zahl der KBE der Mykobakterien pPoobe bzw. pro Liter Wasser
berechnen. In Probe 17 wurde die niedrigste ZahIMigobakterien (38 x 10KBE/L
Wasser) nachgewiesen. Die hochste Zahl der Mykehiakt lag in Probe 27 (57 x 40
KBE/L Wasser) vor.

M. xenopi PCR: 33 Proben von 49 Kaltwasserproben wurden als peditroben bewertet
(67 %). Alle Proben, die von Soéflingen und SchétesRe 11=4) entnommen wurden,
ergaben kein PCR-Signal (s. Tabelle 13).

Die Konzentration vomM. xenopi-DNA berechnet aus den PCR-Ergebnissen lag zwischen
2 und 76 x 1bfg/ul (durchschnittlich 41 x Tg/pl). Die niedrigste Zahl voM. xenopi

war in der Probe 35 mit (266 KBE/L Wasser), dietigte Zahl war in Probe 46 (11 x®10
KBE/L Wasser).
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Tabelle 13:Zuordnung der Probennummer des Kaltwassers zunmakmteort.

Proben- Entnahmeort Mycobacterium | M. xenopi
Nr. spp. PCR PCR
1 Soflingen- Dermatologie: Allgemeinsghstunde H 302 + -
2 Soflingen Dermatologie: Patientemznier — H 210 + -
3 Soflingen- Dermatologie: Tagesklindimmer- H 110 + -
4 Schillerstral3e Muco. Amp. : Funktionsustiehungen 014 + -
5 Oberer Eselsberg Die Kiiche : Gemusevorbereitulig081 + -
6 Oberer Eselsberg Die Kiiche : Gefligelvorbengjtu E 096 + -
7 Oberer Eselsberg Mikrobiologielabor: R. 3411 + -
8 Safranberg Haus 1/4 Ost : Patientemar Nr. 413 + +
9 Safranberg Haus 1/2 Ost : Patientemgr Nr.2.12 + -
10 Safranberg Haus 1/3 West (Int.): @ien Nr. 362 + +
11 Safranberg Haus 1/2 West A :Zimmer2\64 + +
12 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik 1 C Zierrr. 1323 + +
13 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik 1 B: RahNr. 14 31 + +
14 Safranberg I / 3 Ost Patientenzimhie8.07 + -
15 Safranberg | / 3 Mitte PatientenzienrNr. 333 + +
16 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik 4 A ZiemiNr. 4384 + +
17 Safranberg KOH Station Katzchenzimhe 1.12 + -
18 Safranberg I /1 Ost Patientenzimhirerl27 + -
19 Safranberg Il /EG Patientenzimnidm 0.4 + -
20 Safranberg IV / EG Patientenzimnhir 0.2 + -
21 Michelsberg Urologie Station F Pagimmer Nr.1.51 + +
22 Michelsberg Cyn | (Intensiv) Patiertiemmer Nr.3 + +
23 Michelsberg Gyn 2 Patientenzimmer1d8 + +
24 Michelsberg Kinder Station 2 Patiemtermer Nr. 104 + +
25 Michelsberg Kinder Station 3 Patiemtermer Nr. 017 + +
26 Michelsberg Kinder Station 6 Patiemtermer Nr. 223 + +
27 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik 3 E Atslaum + +
28 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik 3 B Zigmir. 68 + +
29 Oberer Eselsherg Medizinische Klinik Ebene @ Wt. 2614 + +
30 Oberer Eselsherg Uni M23 Ebene 2 WC Nr. 241 + +
31 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik 4 B ZiemiNr. 4368 + +
32 Michelsberg Gyn 3 PatientenzimmerSMr. + +
33 Michelsberg Gyn Woche 1 Patientenzimire 02 + +
34 Michelsberg Kinder Station 7 Flur nelfgaum Nr. 310 + +
35 Michelsberg HNO Station 2 Patientermin Nr.302 + +
36 Michelsberg Augen Station 2 Pateintenzer Nr.45 + -
37 Michelsberg Urologie Station B Pat@timmer Nr.2.36 + -
38 Safranberg I /1 West PatientenzimNre 1.68 + +
39 Safranberg IV /2 OG Patientenzimiier2.01 + +
40 Safranberg 1/ 1 OG Patientenzimiie 1.3 + +
41 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik Bronchgskoaum + +
42 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik Bronchgsko Spulraun + +
43 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik ColonskoRaum-1826 + +
44 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik 4 D Zinie. 28 + +
45 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik 4 C Zinmrive. 33 + +
46 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik 2 C Zinnrive. 32 + +
a7 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik 3 G R. 8133 + +
48 Oberer Eselsberg Mikrobiologielabor Raum 3419 + +
49 Oberer Eselsberg Mikrobiologielabor- Forschiagim 3406 + -

o
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3.2.1.2 Untersuchungen von Warmwasserproben

Es wurde 44 Warmwasserproben (s. Tab. 14) mifttlsobacterium spp.-spezifischer
PCR und mitM. xenopi PCR untersucht. Die negativen Kontrollen des gésarRroben-
kontingents lieferten negative PCR-Ergebnisse uied pibsitive Kontrolle . xenopi)

wurde immer amplifiziert.

Mycobacterium spp.-spezifische PCR:Bei allen Proben wurde ein positives Signal
erhalten. Damit wurde in 100 % der Wasserprobieobacterium-DNA nachgewiesen.
Die Konzentration von Mykobakterien-DNA berechnets aden Mycobacterium spp.-
spezifischer PCR-Ergebnissen lag zwischen 938 whda AF fg/ul (durchschnittlich
77 x 10 fg/ul). In der Probe 2 wurde die niedrigste Zabt dMykobakterien (16 x T0
KBE/L Wasser) nachgewiesen. Die hochste Zahl dekdgkterien war bei Probe 22 (37
x 10’ KBE/L Wasser).

M. xenopi PCR: 40 von insgesamt 44 Warmwasserproben (91 %) halrepositives
Signal gegeben. Die vier negativen Proben stammergéaflingen (Probel), Schillerstral3e
(Probe 2) und vom Safranberg (Probe 9 und Probés33gnbelle 14).

Die Konzentration vorM. xenopi-DNA berechnet aus PCR-Ergebnissen lag zwischen 10
und 79 x 18 fg/ul (durchschnittlich 25 x Tdg/ul). In der Probe 15 wurde die niedrigste
Zahl anM. xenopi nachgewiesen (15 x 1&BE/L Wasser), die hchste Zahl &h xenopi

lag in Probe 22 mit 12 x $0KBE/L Wasser.
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Tabelle 14:Zuordnung der Probennummer des Warmwassers zumaliineort.

Proben- Entnahmeort Mycobacterium | M. xenopi
Nr. spp. PCR PCR
1 Soflingen Dermatologie: Patientemzier — H 210 + -
2 Schillerstral3e Muco. Amp. : Funktionsustiehungen- 014 + -
3 Oberer Eselsberg Die Kiiche : Braterbereidad 101 + +
4 Oberer Eselsberg Mikrobiologielabor: R. 3411 + +
5 Safranberg Haus 1/3 West (Int.): éta@nzimmer Nr. 362 + +
6 Safranberg Haus 1/2 West A :Patieziteamer Nr. 2.64 + +
7 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik 1 C Zinirive. 1323 + +
8 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik 1 B :RaNm14 31 + +
9 Safranberg | / 3 Ost Patientenzimhhe8.07 + -
10 Safranberg | / 3 Mitte Patientenzien Nr. 333 + +
11 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik 3 C HAier Nr. 3333 + +
12 Safranberg KOH Station Katzchenzenixr. 1.12 + +
13 Safranberg | / 1 Ost Patientenzimire 127 + +
14 Safranberg I/ EG Patientenzimnig. 0.4 + +
15 Safranberg IV / EG Patientenzimnr 0.2 + +
16 Michelsberg Urologische Tageskliniknziner (Nr.0.36 + +
17 Michelsberg Gyn 2 Patientenzimmer1D8 + +
18 Michelsberg Kinder Station 2 Patiemtermer Nr. 104 + +
19 Michelsberg Kinder Station 3 Patiemtermer Nr. 017 + +
20 Michelsberg Kinder Station 4 Patieatanmer Nr. 115 + +
21 Michelsberg Kinder Station 6 Patieatanmer Nr. 223 + +
22 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik 3 E Atstaum + +
23 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik 3 B Zigmir. 68 + +
24 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik Ebene @ W. 2614 + +
25 Oberer Eselsberg Uni M23 Ebene 2 WC Nr. 241 + +
26 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik 4 B ZiemiNr. 4368 + +
27 Michelsberg Gyn 3 Patientenzimmer Mr. 5 + +
28 Michelsberg Gyn Woche 1 Patientenzimiher02 + +
29 Michelsberg Kinder Station 7 Flur nelfsum Nr. 310 + +
30 Michelsberg HNO Station 2 Patientenzanir.302 + +
31 Michelsberg Augen Station 2 Pateintemaer Nr.45 + +
32 Michelsberg Urologie Station B Patiezienmer Nr.2.36 + +
33 Safranberg I /1 West PatientenzimNre 1.68 + +
34 Safranberg IV /2 OG Patientenzimider2.01 + +
35 Safranberg 1/ 1 OG Patientenzimiie 1.3 + -
36 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik Bronchmsikraum + +
37 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik Bronchmsik-Spilraum + +
38 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik ColonskdRaum-1826 + +
39 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik 4 D Zinive. 28 + +
40 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik 4 C Zinmrive. 33 + +
41 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik 2 C Zinmrie. 32 + +
42 Oberer Eselsberg Medizinische Klinik 3 G Lageein Nr. 3133 + +
43 Oberer Eselsberg Mikrobiologielabor Raum 3419 + +
44 Oberer Eselsberg Mikrobiologielabor ForschuAge3 + +
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3.2.2. Kulturelle Untersuchung von Trinkwasserproben

3.2.2.1 Untersuchungen von Kaltwasserproben

Es wurden in 21 Wasserproben von insgesamt 49 Kafterproben (43 %) Mykobakterien
kulturell nachgewiesen (s. Tabelle 13,15). Die $&rteilung der positiven Proben ist in
der Abbildung 10 dargestellt. Das Erregerspektrumielt M. gordonae in sechs Proben
(12 %), M. flavescens in vier Proben (8 %)\. xenopi in vier Proben (8 %)M. vaccae (s.
Abb. 9) in drei Proben (6 %M. frederiksbergense (s. Abb. 8) in drei Proben (6 %),
M. chelonae in zwei Proben (4 %)M. moriokaense in einer Probe (2 %)\. tusciae in
einer Probe (2 %) und nichtidentifizierte Mykobalea in vier Proben (8 %) (s. Tabelle
15 und Abb.10).

Alle Stamme wurden durch Sequenzierung differehzi®a die Sequenzierung zwischen
M. abscessus und M. chelonae nicht unterscheiden kann, wurden die Stamme, die in der
Seqgeunzierung des 16S rRNA-Gens ein ErgebnisMalshelonae/abscessus ergaben,
weiter mit Sonden-Hybridisierungsverfahren idemnidit.

Ein schnellwachsender Stamm und drei langsamwadbs8tamme konnten aufgrund der
wiederholten Kontamination bei der Isolierung niabentifiziert werden. Diese vier
Stamme zeigten in der Kinyounfarbung saurefestiechtn.

Die Konzentration der atypischen Mykobakterien wacht in allen Wasserproben
einheitlich. Wahrend in den Proben 12, 16, 24 uddlié Konzentration bei 4 KBE/L lag,
waren es bei Probe 41 am meisten (8000 KBE/L) (bb.Al). Der Median fur
Kaltwasserproben lag bei 480 KBE/L. Es wurde in Beoben, die vom Oberen Eselsberg
entnommen wurden, eine hdhere Konzentration von MB Vergleich zu anderen

Entnahmeorten nachgewiesen.
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Abb. 8: Koloniemorphologie von M. frederieréense auf
Middelbrook-Agar 7H10 (nach 21 Tagen Bebritung).

Abb. 9: Koloniemorphologie vomM. vaccae auf iddelbrook-Agar
7H10 (nach 10 Tagen Bebritung).
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Abb. 10: Anzahl der angezuchteten Mykobakterienstamme alisvisserproben.

Die Kontaminationsrate der Filter mit Begleitflatas Leitungswassers lag bei den meisten
Kaltwasserproben unter 10 % und hat die Beurteildeg Wachstums der Mykobakterien
nicht beeinflusst.

Bei den Proben (5, 6, 16, 35) lag die Kontaminatiate im Bereich zwischen 10 und
40 %. Dies fuhrte deshalb zu Schwierigkeiten bei Identifizierung der angewachsene
MB wie oben erwahnt.

Abb. 11: Filter mit M. xenopi
aus 500 ml kaltem Leitungs-
wasser des Bronchoskopieraum
(Bereich  Oberer Eselsberg
Medizinische Klinik).

4000 KBE wurden auf dem
Filter nach 50 Tagen gezahlt.
Oben links (11:00 Uhr) sieht
man eine Kontamination.
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Tabelle 15: Spezies und Konzentrationen der angezlchteten béterien aus den

Kaltwasserproben.
Entnahmeort | Probe -Nr. | Mykobakterielle Spezies | Konzentration (KBE/L)
Oberer 5 nicht identifizierte MB 24
6 nicht identifizierte. MB 16
Eselsberg 12 M. xenopi 4
16 nicht identifizierte. MB 4
29 M. chelonae 46
30 M. gordonae 286
41 M. xenopi 8000
42 M. xenopi 1210
43 M. xenopi 4
Michelsberg 24 M. flavescens 4
25 M. gordonae 18
M. moriokaense 10
26 M. flavescens 112
32 M. gordonae 4
M. tusciae 8
34 M. chelonae 64
M. gordonae 2
35 nicht identifizierte MB 60
36 M. gordonae 10
Safranberg 11 M. flavescens 8
14 M. flavescens 22
M. gordonae 6
Soflingen 1 M. frederiksbergense 4
M. vaccae 58
2 M. vaccae 48
M. frederiksbergense 4
3 M. frederiksbergense 6
M. vaccae 36

3.2.2.2 Untersuchungen von Warmwasserproben

Es wurden in 32 aus 44 Warmwasserproben (73 %) bblkterien kulturell nachgewiesen

(s. Tabelle 14, 16).

Die Speziesbestimmung der Mykobakterienisolate areid der Abbildung 12 dargestellt.

Insgesamt fanden sich sechs verschiedene Mykolekbeten. M. xenopi war die am

haufigsten isolierte Art mit vierundzwanzig Prob@2 %), gefolgt vonM. flavescens in

zehn Proben (23 %)\. gordonae in sechs Proben (14 %)). chelonae in zwei Proben

(4 %), M. mucogenicum in einer Probe (2 %M. frederiksbergense in einer Probe (2 %)

und nichtidentifizierte Mykobakterien in vier Prab@ %) (s. Abb. 12).
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M. xenopi liel3 sich sechsmal haufiger aus dem warmen Wassaus dem kalten Wasser
isolieren. Uber die Halfte devl. xenopi-Isolate (54 %) wurden vom Oberen Eselsberg
isoliert.

Aufgrund der wiederholten Kontamination bei defilsoing konnten vier Stamme, die mit
der Kinyounfarbung als saurefeste Stabchen befstatigden, nicht weiter identifiziert
werden. Davon war ein Stamm schnellwachsend, dideran gehoérten zu den
langsamwachsenden Mykobakterien.

Die Erregerkonzentration bei Warmwasserproben waautlidh hoher als bei
Kaltwasserproben. Die Probe 36 und die Probe 3@tareidie groldte Erregerdichte an
Mykobakterien mit 8000 KBE/L Wasser. Die Probe ®igte die niedrigste Erregerdichte
an Mykobakterien mit 2 KBE/L Wasser. Der Median bseg 1672 KBE/L.

Die Kontaminationsrate der Filter mit Begleitflatas Leitungswassers lag bei den meisten
Warmwasserproben unter 10% und hat die Beurteilgs Wachstums der
Mykobakterien nicht beeinflusst. Bei einigen Wapsaben gab es keine Kontamination
mit Begleitflora des Leitungswassers.

Bei den Proben (1, 3, 31, 40) lag die Kontaminatiate im Bereich zwischen 10 und
50 %.
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M. mucogenicum

S M. frederiksbergense :|
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@ M. chelonae I
[
g 4
1}
= M. gordonae I
L

M. flavescens

M. xenopi
| | | |
0 5 10 15 20 25 30

Zahl der positiven Proben

Abb. 12: Anzahl der angezuchteten Mykobakterienstamme aasrWasserproben.
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Tabelle 16: Spezies und Konzentrationen der angezlchteten béterien aus den

Warmwasserproben.
Entnahmeort | Probe-Nr. | Mykobakterielle Spezies| Konzentration (KBE/L)
Oberer 3 nicht identifizierte MB 18
7 M. xenopi 16
Eselsberg 8 M. xenopi 6
11 M. xenopi 20
22 M. xenopi 200
23 M. gordonae 14
M. xenopi 940
24 M. chelonae 6
25 M. gordonae 248
M. xenopi 56
26 M. gordonae 2
M. xenopi 5600
36 M. xenopi 8000
37 M. xenopi 8000
38 M. xenopi 60
40 nicht identifizierte MB 10
41 M. xenopi 854
42 M. xenopi 14
43 M. xenopi 420
Michelsberg 16 M. flavescens 76
M. xenopi 4000
18 M. flavescens 256
M. xenopi 800
19 M. flavescens 2476
M. gordonae 22
20 M. flavescens 20
M. xenopi 2600
21 M. flavescens 1660
M. xenopi 600
27 M. flavescens 12
M. xenopi 4000
M. gordonae 6
29 M. mucogenicum 20
M. chelonae 64
M. xenopi 4000
31 nicht identifizierte MB 10
32 M. flavescens 4
M. xenopi 3800
Safranberg 5 M. xenopi 302
M. flavescens 2
6 M. xenopi 4000
9 M. flavescens 114
M. gordonae 6
10 M. xenopi 2
13 M. xenopi 248
15 M. flavescens 4
Soflingen 1 M. frederiksbergense 4
nicht identifizierte MB 12
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3.2.3.  Vergleich der PCR-Ergebnisse mit dem kulturellen Mkobakterien-

Nachweis

3.2.3.1 Mycobacterium spp.-spezifische PCR

Von insgesamt 93 Kalt- und Warmwasserproben waBeRrbben (57 %) kulturell positiv.
Die Mycaobacterium spp.-spezifische PCR war bei allen Wasserproben po&lidd %).
Somit gab es keine falschen negativen PCR-Ergehniss

Die 40 kulturell negativen Proben stammten vom @bheEselsberg (14 Proben),
Safranberg (14 Proben), Michelsberg (10 Proben)Safdllerstralle (2 Proben). Bei diesen
negativen Proben lag die ErregerkonzentrationadgePCR-Ergebnissen berechnet wurde,
zwischen 38 x TOKBE/L Wasser (bei Kaltwasserprobe 17) und 57 % KBE/L Wasser
(bei Kaltwasserproben 27). Die minimale Bebrutuegstir die Filter dieser Proben war
60 Tage.

Die Konzentration von Mykobakterien berechnet aasidPCR-Ergebnis war besonders
bei Kaltwasserproben erheblich héher als die Kotmagan der kulturell nachgewiesenen
Mykobakterien. In den Abbildungen 13 und 14 wurdenMykobakterienzahlen der PCR-

und Kultur-Ergebnissen fiir jede Probe dargestellt.
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Abb.13: Vergleich zwischen der Konzentration der Mykobé&ktespezies berechnet aus
quantitativer Mycobacterium spp.-spezifischer PCR und der Konzentration der
Mykobakterienspezies aus dem Kulturnachweis inpeitiven Kaltwasserproben.
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Es zeigte sich keine statistische Korrelation ztwésc der Mykobakterienzahl bei dem
kulturellen Nachweis und der Mykobakterienzahl, dies denMycobacterium spp.-
spezifischen PCR-Ergebnissen berechnet wurde, waeleden Kaltwasserproben, noch
bei den Warmwasserproben (Abb. 15).
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Abb. 15: Vergleich zwischen den kulturellen Ergebnissen ded spezifischen PCR-
Ergebnissen bei allen 93 Wasserproben. Die Nachvezige liegt fur die Kulturnachweis
bei 1 KBE/500 ml Wasser und fir die PCR bei 833 KB ml Wasser. Das Verhéltnis
zwischen beiden Methoden wurde mit punktiertendnnilargestellt.
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3.2.3.2 Mycobacterium xenopi

Alle M. xenopi kulturell positiven Proben waren auch in ddr xenopi-PCR positiv.
Andererseits waren auch die Proben, die in der R€jativ (=20) waren, in der Kultur
negativ. Von 65 kulturell negativen Proben zeigténProben (69 %) ein positives Signal
in derM. xenopi-PCR.

Die Konzentration vonM. xenopi beim PCR-Nachweis war deutlich hoher als die
Konzentration vorM. xenopi beim kulturellen Nachweis (Abb. 16, 17). Ledigliobi einer
Probe (Probe 20, Warmwasser) lag das Verhaltnischen PCR- und Kultur-Ergebnis im
Bereich von 2:1. Hier lag die Konzentration vidsh xenopi aus der Kultur bei 1300
KBE/500 ml Wasser, wobei die Konzentration ddr xenopi, berechnet aus PCR-
Ergebnis, bei 2417 KBE/500 ml Wasser lag.

HPCR
O Kultur

Probe 12

Probe 41

Probe 42

Probe 43

1 10 100 1000 10000 100000 1000000 10000000 100000000
Kolonie-bildende Einheiten/500 ml

Abb.16: Vergleich zwischen der Konzentration voNl. xenopi berechnet aus
Mycobacterium xenopi-spezifischer PCR und der Konzentration \Wnxenopi aus dem
Kulturnachweis in den positiven Kaltwasserproben.



Ergebnisse 65

I HWPCR
rone ] O Kultur
obe o D
L ——
L

Probe 16

Probe 18

Probe 20

Probe 21

Probe 22
I
Probe 23
]
Probe 25
M e I

Probe 26

Probe 27

Probe 29

Probe 22 I —

Probe 36

]
Probe 37 -=

Probe 43

1 10 100 1000 10000 100000 1000000 10000000 100000000 100000
Kolonie-bildende Einheiten/500 ml

Abb.17: Vergleich zwischen der Konzentration voM.xenopi berechnet aus
Mycobacterium xenopi-spezifischer PCR und der Konzentration \Wnxenopi aus dem
Kulturnachweis in den positiven Warmwasserproben.
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Die statistische Korrelation zwischen der Mykobalkigzahl bei dem kulturellen
Nachweis und der Mykobakterienzahl, die aus Blemenopi -PCR Ergebnissen berechnet
wurde, war bei Kaltwasserproben und Warmwasserpracbwach (r = 0,49, p < 0,001;
Warmwasserproben r = 0,35, p = 0,02; Kaltwassegral= 0,30, p = 0,03).

In der Abbildung 18 wurden die Ergebnisse der beilfeethoden graphisch dargestellt.
Die Proben, die in der punktierten Zone liegen,emabine Konzentration vakl. xenopi
unter der Grenze fur die Quantifizierung (100 fgR®Cder M. xenopi-PCR. Bei der
Sensitivitatsbestimmung déd. xenopi-PCR wurde bei einigen Versuchen ein Signal bei

Konzentrationen von 10 fg DNA detektiert.
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Abb. 18: Vergleich zwischen den kulturellen Ergebnissen wleth M. xenopi -PCR-
Ergebnissen bei allen 93 Wasserproben. Die Naclyvezige liegt fur den Kulturnachweis
bei 1 KBE/500 ml Wasser und fir die PCR bei 8330 ml Wasser. Das Verhaltnis
zwischen beiden Methoden wurde mit punktierten énndargestellt. In der punktierten
Zone wurden Proben mit Konzentration < 8330 KBE/BO@ngezeigt.
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4. Diskussion

4.1. Bewertung der LightCycler-PCR fir den direkten Nachweis
atypischer Mykobakterien

Eine der zentralen Fragestellungen dieser Arbait der Vergleich von PCR und Kultur
zum Nachweis von ubiquitaren Mykobakterien in Wagss#en. Unsere Ergebnisse
zeigen, dass die PCR der Kultur in der Sensitivibi#rlegen ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass efsttLightCycler-PCR in allen
entnommenen Warmwasserproben, wie auch in allenoemhenen Kaltwasserproben,
DNA von atypischen Mykobakterien nachweisbar istder Kultur hingegen wurden nur
in 57 % der Proben NTM nachgewiesen. Die Konzeotratler Mykobakterien, die aus
den PCR-Ergebnissen berechnet wurde, erreicht KBE/L Wasser, damit war sie
deutlich hoher als die Konzentration, die durch Higltur ermittelt wurde, eine die
Konzentration bis 8000 KBE/L Wasser erreichte.

Ein moglicher Grund fir die hohe Detektionsrate ciuPCR ist, dass die PCR die
lebendigen und toten Mykobakterien erfasst. Auctkdibyakterien, die sich in freilebenden
Amoben vermehren, wurden mit der PCR nachgewiedanAmdben bei der DNA-
Isolierung zerstort werden. Andererseits starb hdturellem Nachweis ein Teil der
Mykobakterien durch die Dekontaminationsverfahretia bei Anreicherung der
Mykobakterien die Dekontamination immer das Waamster Mykobakterien beeinflusst
(s. Kap. 3.1.2). Bei einigen Kulturen wurden die Kdigakterien von Begleitflora
Uberwuchert. Die tatsachliche Mykobakterienkonzdrin, die durch die Kultur ermittelt
wurde, durfte daher oberhalb der hier ermitteltem&entration liegen.

Als weiterer Grund fur diese Differenz kommt didldggregation in Betracht, da bei dem
kulturellen Nachweis die Konzentration der Mykolaldn durch die makroskopische
Ermittlung der Anzahl kultivierter Kolonien bestininvurde. Jede Kolonie kann aus einer
unterschiedlichen Anzahl von Bakterien gebildetdeer. Fir atypische Mykobakterien ist
bekannt, dass sie in z. T. erheblichem Ausmal3geiBpezies mehr als andere (73; 89),
zur Zellaggregation neigen. Hierdurch reduzierthstie Anzahl der im beobachteten
Zeitraum gebildeten Kolonien, sowie die ermittek®nzentration. Damit liegt die
Konzentration, die durch Kultur ermittelt wurde,tealb der tatsachlich vorhandenen
Zahl der Mykobakterien.
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Es gibt sehr wenige Studien Uber den direkten Nachwon atypischen Mykobakterien
aus dem Leitungswasser mittels LightCycler-PCR.vi2gen ist der Vergleich unserer
Ergebnisse mit anderen Studien schwierig. Changl.et19) haben in einer Studie die
molekulare Differenzierung bzw. PCR zum direkterciNaeis atypischer Mykobakterien
aus dem Wasser verwendet. Es wurde 49 Wasserpeasedem Leitungswassersystem
eines Krankenhauses in Taiwan entnommen und mR€R-RFLP (restriction fragment
length polymorphism) und mit der Kultur untersudBéi direkter Verwendung der PCR-
RFLP fur Leitungswasser gab es keine positive Pré® dem kulturellen Nachweis
lieBen sich atypische Mykobakterien in 10 Probef,42%) isolieren. Die Spezies-
verteilung zeigte.M. gordonae, M. fortuitum, M. scrofulaacium, M. gasri/M. kansasii,

M. simiae undM. szulgai.

Wir fanden heraus, dass die LightCycler-PCR im \&ch zur PCR-RFLP eine hohere
Sensitivitat bei der Direktuntersuchung des Wassatts Beim Betrachten der Kultur-
Ergebnisse fanden wir, dass sich eine deutlich treéBesiedlung des Leitungswassers des
Klinikums Ulm durch atypische Mykobakterien im Vexgh zur Chang et al. Studie
ergaben.

Ein Grund fir diese Differenz kdnnte die Tatsacka,sdass die Detektion der PCR-
Produkte nicht auf Agarose-Gel, wie in der PCR RF&folgt und optisch bewertet wird.
Bei LightCycler-PCR lasst sich mittels Software diemessene Fluoreszenz, die mit der
Konzentration der PCR-Produkte korreliert, gegenutber Zyklenzahl darstellen. Ein
weiterer Grund liegt wahrscheinlich an der DNA-ieaing. Die Isolierung der DNA
direkt aus dem Wasser durch die von uns angewanidiethode (s. Kap. 2.6.2) ist besser
als die Zentrifugationsmethode. Das bekraftigeneten€Ergebnisse, die im Kap. 3.1.1
gezeigt wurden: Die Filtrierung ist fur die Anregsing der Mykobakterien aus dem

Wasser besser als die Zentrifugationsmethode.

4.2. Spezies der nachgewiesenen Mykobakterien im Leitusg/asser

Die Speziesverteilung in unserer Untersuchung zelgssM. xenopi die haufigsten
isolierten Stamme (52 %) aus den Warmwasserpraben Isn Gegensatz dazu wurden in
einer Studie von Schmidt-Hulsmann (86), die 199 Beeneich Klinikum Oberer Eselsberg
und Stadtwerke Ulm/Neu Ulm durchgefiihrt wurdié, gordonae am haufigsten isoliert
(Warmwasser: 100 %) und (Kaltwasser: 93 #)xenopi wurde nur aus warmem Wasser
(83 %) isoliert. Weiterhin fanden sid¥i. chelonae und M. chelonae-Gruppe in 77 % der
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Warmwasserproben, sowie nicht identifizierbare stthmachsende Stdamme in 38 % der
Warmwasserproben und in 8 % der KaltwasserproberdeBStudien zeigen somit, dass
ein Grof3teil des Leitungswassersystems des KlingkUtm mitM. xenopi besiedelt ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden 9 Spezies nachegam. Vergleicht man unsere Daten
mit den Ergebnissen anderer Studien, erkennerdagsis Spezies wid. moriokaense zum
ersten Mal als atypische Mykobakterien aus denmubggwassersystem isoliert wurden (s.
Tab. 17).M. vaccae wurde bislang ebenfalls nur sehr selten in Wassbgn gefunden
(110). M. moriokaense und M. frederiksbergense wurden bisher noch nie in Deutschland
nachgewiesen.

Wie auch in Vergleichstudien fanden wir ein berepektrum an verschiedenen
Mycobacterium Spezies. Diese Kontamination mit NTM ist nicht mutJim zu betrachten
sondern wurde in unterschiedlichen Kontinenten (B{fb), Paris (66), USA, Finnland,
Zaire und Kenia (29; 109)) nachgewiesen. Somit rsoteeidet sich die Verteilung

einzelner Mykobakterien-Spezies im Leitungswasseggafisch sehr.
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Tabelle 17 Kulturell nachgewiesene Mykobakterien im Leituwgsser. Vergleich der
Literatur mit eigenen Daten.
Autor (Jahr)

Anzahl positiver

Land, Literatur Entnahmeort Proben (%) Gefundene Spezies KBE/L
Havelaar (1985) Schwimmbad  47/69 (68 %) GOR, Gr. IV, Gr. 1110
Niederlande, (55) MAC

Carson (1988) Krankenhaus (50 %) FOR, CHE, SCR, GOKeine
USA, (18) MAC, TER Angaben
Chang (2002) Krankenhaus 10/49 (20 %) GOR, FOR, SCR, KANgine
Taiwan, (19) SIM, SZU Angaben

Le Dantec (2002) Stadtwasser 104/144 (72 %) GOR, NON, CHE, PERS00

Frankreich, (66) FOR, AUR, GAD, INT
Fischeder (1991) Haus /72 (85 % GOR, FLA, KAN, CHE, 100-1000
Deutchland, (46) FOR
Peters (1995) Haus + 50/118 (42 %) GOR, CHE, GAS, Gr. IV4-1600
Deutschland, (75) Krankenhaus FOR, KAN, MAC, FLA,

MAL, XEN
Schmidt- Krankenhaus + 25/26 (96 %) GOR, XEN,CHE, Gr. IV 1-7930

Hulsmann (1997) Stadtwasser
Deutschland, (86)

Covert (1999) Stadtwasser +46/139 (33 %) MUC, GOR, FOR, INT,2-40
USA, (29) Eis PER, GAS, SCR, MAC,
CHE,
Torvinen (2004) Stadtwasser (80 %) LEN, TUS, GOR 15-140
Finnland, (102)
Diese Arbeit Krankenhaus 53/93 (57 %) XEN, FLA, GOR, CHE, 2-8000
FRE, VAC, MUC, MOR,
TUS

AUR = M. aurum, CHE =M. chelonae, INT =. M. intracellulare, FLA = M. flavescens,
FOR = M. fortuitum, FRE = M. frederiksbergense, GAD = M. gadium, GOR =
M. gordonae, Gr. Il bzw. Gr. IV = nicht n&her bezeichnete Ms&Runyon-Gruppe 2 bzw.
4, KAN = M. kansasii, LEN = M. lentiflavum, MAL = M. malmoense, MAC = M. avium-
Komplex, MOR =M. moriokanse, MUC = M. mucogenicum, NON = M. nonchromo-
genicum, PER =M. peregrinum, SCR =M. scrofulaceum, SIM = M. simae, SZU =
M. szulgai, TER =M. terrae; TUS =M. tusciae, VAC = M. vaccae, XEN =M. xenopi.

4.3. Klinische Bedeutung ubiquitarer Mykobakterien fir Patienten im
Krankenhaus

Diese hohe Konzentration von Mykobakterien im Legswasser des Ulmer
Universitatsklinikums steht eine grof3e Gefahr fiatiéhten, die an angeborenen oder

erworbenen Immundefekten leiden, dar. Gefahrdeh&drauch Patienten mit einem durch
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andere Grunderkrankungen eingeschrankten Immusstsin, z. B. Frihgeborene und
Intensivpatienten (s. Kap. 1. 4). Dabei erfolgt didektion mit NTM wie M. xenopi
maoglicherweise Uberwiegend aerogen, durch Inhalation erregerhaltigen Aerosolen.
Beispielsweise beim Duschen oder in Waschbeckestedr@nde kleinste Wassertropfchen
kénnen in die Lungenalveolen gelangen (25). Weitdbertragungen erfolgen auf dem
oralen und kutanen Infektionsweg. In diesem Zusanfraeg konnte experimentell
nachgewiesen werden, dass oral aufgenomnh&rm/ium-Komplex—Erreger die intakte
Mukosa durchwandern, und dort die Submukosa undntkeenterialen Lymphknoten
infizieren kdnnen (26).

Die Bedeutung dieser Gefahr wurde in den letztémedavon einigen Autoren gezeigt, da
bei Patienten und deren Umgebung im Leitungswassdekularbiologisch identische
Mykobakterienisolate nachgewiesen waren, so dassfighdLeitungswasser als
Hauptinfektionsquelle angesehen wird. Du Mouliale(34; 35) und Von Reyn et al. (108;
109) haben in Leitungswasser von Krankenhduser Wareentration anM. avium-
Komplex gefunden. Du Moulin et al. vermuteten, dafidS-Patienten sich an Aresolen,
die aus diesem Wasser entstehen, infizieren kénnen.

Von Reyn et al. (108) vermuteten, dass AIDS-Patiensich Uber Leitungswasser in
Krankenhdusern infizieren, weil sie in ihren Untetsungen identischévl. avium-
Komplex Isolate bei AIDS-Patienten und in Wassdoprovon Krankenhausern fanden,
wo sie behandelt wurden.

Bei entsprechender Pradisposition des Patienteshhegondere bei Immunsuppression,
spielt nicht nur die Virulenz einzelner Mykobakterarten eine Rolle, sondern auch die
bakterielle Expositionsdosis. Eine hohe Expositimsss, wie sie z. B. beim Duschen
erreicht werden kann, kann auch bei Mykobakteriele w. B. M. chelonae oder
M. flavescens, die normaleweise als apathogen angesehen wezxderinfektion fihren.
Hierbei lassen sich keine Aussage dartber macherglches infektiose
Mindestkonzentration von Mykobakterien moglicherseeierforderlich ware, um eine
Infektion mit atypischen Mykobakterien hervorzumfeSteigt die Konzentration der
Mykobakterien im Trinkwasser dagegen an oder wephogene Mykobakterienspezies
wie beispielsweiséM. avium-Komplex nachgewiesen, kann das Wasser als pdtentie

Infektions- und Kontaminationsquelle wirken.

Eine weitere Gefahr ist die mégliche iatrogene ktiten durch kontaminierte medizinische

Geréte (s. Kap. 1.4), z. B. uUber Spritzen und lIofumn, intraventse Injektion bei der
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Hamodialyse bzw. Peritonealdialyse (7; 13). Auf dedere Seite kdnnten kontaminierte
medizinische Gerdte wie Endoskopiegerate, Bronamekgerdte oder die
Probenbehaltnisse zu einem falsch-positiven Mykté#yaanachweis fuhren (s. Kap.
1.7.4). Auch nach sauberer Probenentnahme kann eesdér mikrobiologischen
Untersuchung im Laboratorium durch Verwendung voih atypischer Mykobakterien
kontaminierten Losungen (101) zur Kontamination kwen, die zu Pseudoausbriichen
fuhren. Durch solche labortechnisch bedingten Kmimationen sind ebenfalls ernsthafte
Irrtimer mit Verdacht auf Tuberkulose, z. T. mitndtiger tuberkulostatischen Therapie
vorgekommen.

Die Entscheidung Uber die Signifikanz einer positiKultur mit Mykobakterien bleibt fur
den Kliniker nach wie vor eine schwierige Aufgahleediglich an bakteriologischen
Befunden orientierende Diagnosekriterien sind niabsreichend. Vielmehr muss das
Gesamtbild der Erkrankung in Zusammenhang mit deftutellen Befund interpretiert
werden, da nur bei ungefahr 10 % aller PatientanNachweis von NTM eine wirkliche
Infektion mit Mykobakterien vorliegt. Die Untersugihg von Leitungswasser auf
Mykobakterien hat deshalb eine grol3e Bedeutung,potentielle Infektionsherde bzw.
Kontaminationsguellen zu erkennen.

Im Universitatsklinikum Ulm wurde M. xenopi haufig in Patientenproben, wie
Magensaften, Sputum, Bronchialspllungen etc., raglggen, 2005 beispielsweise bei 20
Patienten. Aufgrund der weiten Verbreitung vdn xenopi im Leitungswasser ist davon
auszugehen, dass es sich bei einen Grol3teil dientat, die klinisch keine Zeichen einer
Mykobakterien-Infektion halten bzw. nicht immunsupgert waren, um “Pseudo-

infektion“ beispielsweise durch Trinken von Leitgwasser gehandelt hat.

4.4. MalBnahmen zur Prophylaxe von Infektionen mit ubiqutaren
Mykobakterien

Chemische MalRnahmen zur Desinfektion des Wassersliwi Chlorierung fiihren durch
die Resistenz der Mykobakterien haufig nicht zurtodng (s. Kap. 1.7.2). Eine
unzureichende Chlorierung kann sogar zur Selektidear Mykobakterien im
Leitungswasser beitragen. Eine Erhéhung der Chia&ntration kann nicht mit Sicherheit
alle atypischen Mykobakterien toten (74; 106).
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Alternativ kann eine ausreichend hohe TemperatuVedesserung der Wasserqualitat im
Leitungswassersystem beitragen. Da die Mykobakteiim Vergleich zu anderen
Mikroorganismen eher hitzeresistenter sind (s. Khf.2), konnte dies ebenfalls zur
Selektion der Mykobakterien fiihren. Fir die theohes Abtbtung von Mykobakterien im
Leitungswassersystem sind Art und Dauer der Tenyreiawirkung von Bedeutung. Sie
muss eine gleichmaRige, ausreichende hohe undichestde lange Hitzewirkung in allen
Leitungsabschnitten gewahrleisten. In der Praxisgnbericksichtigt werden, dass der
erwartete Temperatureffekt im Leitungssystem nicimer erreicht werden kann.

Die dezimale ReduktionszeiD{Wert) wurde bereits vielfach als geeigneter Patame
zum Vergleich der Temperaturempfindlichkeit von kdi&rganismen beschrieben. Der
D-Wert dient als Mal3 fur die Hitzeempfindlichkeitrv8akterien. Dabei entsprechen hohe
D-Werte einer grolB3eren Hitzeresistenz, niedrige-Werte kennzeichnen die
Hitzeempfindlichkeit der Spezies. Bei einer Temparaon 50 °C lagen diB-Werte der
meisten Mykobakterienspezies im Bereich einigen&am.

Schulze-Roébbecke et al. (89) fanden heraus, das€idwirkung von 70 °C bei allen
Mykobakterienstdmmen zum raschen Absterben dereBlesig nach wenigen Sekunden
fuhrte. DerD-Wert der hitzeresistenzen Spezidsxenopi betrug bei dieser Temperatur 22
Sekunden, wahrend die Ubrigen Mykobakterien nachigee als zehn Sekunden bei
gleicher Temperatur schnell abgetdtet wurden. Daléee eine Temperatur von 70 °C mit
einer Einwirkzeit von 30 Sekunden eine relativ sreh Temperatur zur Abtdtung
atypischer Mykobakterien im Leitungswassersystemsbésondere é&ltere Wasser-
versorgungsanlagen halten einer langeren Erhitaufgdiese Temperatur jedoch nicht
immer stand.

Der Zustand von Leitungen und Rohren spielt fur 8iesiedlung durch atypische
Mykobakterien im Leitungswassersystem eine grof3éeRDie Verkrustungen besonders
in alten Leitungen schitzen die kolonisierenden t&&n vor der Einwirkung der
schadigenden Einflisse. Es kdnnen in einem alteegnngssystem auch ,blind endende”
Leitungsabschnitte existieren. Sie fuhren zu mamgrl Aufheizung des Wassers und
spielen eine grol3e Rolle bei der Bildung von Biogéh im Leitungssystem.

Die Biofilme kommen als wichtiger Vermehrungs- uBdsiedlungsort von atypischen
Mykobakterien im Leitungswasserbereich vor (s. Kap3). So kann die Biofilmbildung
in wasserdurchstromten Schlauch- und Rohrsystems@mohl in medizinischen Geraten
als auch in Trinkwasserleitungen) zu einer Versdftlerung der Wasserqualitat fihren.

Der Biofilm bietet Mikroorganismen ginstige Bedimgen zur Vermehrung, so dass sich
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im Wasser vorkommende Mykobakterien anreichern &ins. Kap 1.7.3). In diesem
Zusammenhang wurde Uber die Fahigkeit von atypistiygkobakterien wievl. chelonae,

M. fortuitum oder M. avium berichtet, einen Biofilm innerhalb von 48 Stundmnbilden.
Es wurde ferner gezeigt, dakk xenopi Biofilme innerhalb von nur 1 Stunde besiedeln
und wochenlang in diesen persistieren kann (31gs®Mycobacterium-Spezies, die
bislang nur in Einzelfallen in der natirlichen Unitveachgewiesen wurde, scheint
besonders gut an den “Lebensraum Biofilm* angepassein.

Biofilme beginstigen auch die Widerstandsfahiglgggentber antibiotischen Mitteln
(54; 90; 116). Deswegen sind Wasserleitung in gufeistand wichtig zur Vermeindung

oder Reduktion einer Kolonisation mit atypischenkiglyakterien.

Die sorgfaltige Reinigung und Desinfektion z. BnMastrumenten, die mit kontaminierten
Wasserquellen in Kontakt kommen (wie Dialyseger@tejoskope, Inhalationsgerate etc.),
ist daher von Bedeutung. Die Verwendung von wirksarDesinfektionsmitteln, gerade
fur Materialien, die nicht durch Hitze behandeltraen konnen, ist notwendig und spielt
eine entscheidende Rolle. Weitere sinnvolle MaRrahin diesem Zusammenhang sind
regelmaliige kritische Prufungen oder das Auswegtssisitiver Teile der medizinischen
Geréate. Die Verwendung von sterilisiertem Wassemser empfehlenswert, genauso die
Filtration des Wassers, um die toten, saurefestébcBen zu eliminieren. Damit kann ein
falsch-positives Ergebnis bei der Untersuchung ldivickroskopie oder mittels der PCR
vermieden werden.

Wasser fur Gerate wie z.B. Sprihlanzen, Munddusched Turbinensprays in
zahnarztlichen Behandlungseinheiten muss Trinkwgeaétat haben. Diese Gerate
neigen besonders zu intensiver Verkeimung und slkers regelmafdig gewartet und
desinfiziert werden. Die molekulare Typisierung egte ausgezeichnete Methode um die
Quellen der Kontamination mit atypischen Mykobaiger zu verfolgen. Durch die
Jfingerprint“-Technik, wie z. B. Pulzfeldgelektoptese, ist es méglich Pseudo-Ausbriiche
bzw. nosokomiale Infektionen friiher zu erkennen.

Solange gezielte prophylaktische MalRnahmen mdglibifektionen mit atypischen
Mykobakterien nicht sicher vermeiden, muss andeirsler Erkrankung durch atypische
Mykobakterien intensiver entgegengewirkt werden,stigizt durch eine genaue
Beobachtung des Patienten, sowie eine frihzeitiggeiking gezielter diagnostischer

sowie mdglicherweise auch therapeutischer MalRnahmen
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Neben solchen MalRhahmen sind regelmaRige Untemsgehuvon Leitungswasser,
Schwimmbadern, Spulldésungen medizinischer Gerdtesetnvoll. Diese Untersuchungen
sind notwendig, um gefahrdeten Personen (wie Imopprémierten) die richtigen
Empfehlungen fir den Umgang mit Leitungswasser gebe konnen. So kann beim
Duschen oder Zahnputzen mit Leitungswasser, dag &ohe Konzentration von
atypischen Mykobakterien hat, eine Infektionsgefditir solche Patienten ausgehen.
Deswegen sind bei Immunsupprimierten, vor allem HKmankenhausern, gezielte
Umgebungsuntersuchungen sinnvoll, um mogliche bidakn zu verhindern. Beim
Auftreten mehrer Falle von Mykobakteriosen im Krankaus, sollten diese
Untersuchungen immer durchgefuhrt werden, um distéakung weiterer Patienten zu
vermeiden.

Eine hochwirksame prophylaktische MalRnahme isvdievendung von Wasserfiltern am
endstandigen Hahn in Krankenhausern, um den KontaktMykobakterien-haltigen
Aerosolen zu verringern. Dadurch reduziert sich da&sfektionsrisiko bei
immungeschwéachten Patienten wahrend ihres Aufaethah Krankenhaus. Wasserfliter
bieten zusatzlich den Vorteil eines Schutzes gdgmnianderen wasseriibertragenen

Bakterien, wie Legionellen und Pseudomonaden (79).

4.5. Die Empfehlungen der Trinkwasserverordnung (TWVO)

Die aktuelle Verordnung uber die Qualitdt von Wadse den menschlichen Gebrauch
(Trinkwasserverordnung/TrinkwVO 2001) ist am 1. W&an2003 in Kraft getreten. Laut
Trinkwasserverordnung 2001 muss Trinkwasser frén s®n Krankheitserregern. Im

Wasser fir menschlichen Gebrauch dirfen Krankhedger nicht in Konzentrationen

enthalten sein, die eine Schadigung der menscilichesundheit darstellen. Falls der
Unternehmer oder sonstige Betreiber einer Wassmkgungsanlage mikrobielle
Belastungen des Wassers feststellten, muss einbefaifung, erforderlichenfalls unter
Einschluss einer Desinfektion, erfolgen. Die TWVabtgeinen Uberblick uber die

wesentlichen Konsequenzen, die sich daraus fur Kerdmiuser als Betreiber von
Hausinstallationen ergeben. Den Krankenh&dusern &ird eigenstandige Verantwortung
fur die Qualitat des Wassers in ihren Hausinsialasystemen zugewiesen.

Die Verordnung definiert neben bestimmten chemischitarametern die maximal
zulassige Koloniezahl von Mikroorganismen, wie z.Bcoli, coliformen Bakterien und

Legionellen, die sich ebenfalls in Biofilmen vermem konnen. Die Anforderungen der
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Trinkwasserverordnung erfassen die meisten nosakemi Krankheitserreger mit
Ausnahme atypischer Mykobakterien, Uber die melsmahls nosokomiale
Krankheitserreger berichtet wurde (s. Kap. 1.7B¢i Bewertung der vorliegenden
Studienergebnisse darf davon ausgegangen werdendelaKontamination mit atypischen
Mykobakterien im Leitungswassersystem des Kliniku@ignifikant ist und ein Risiko fir
schwere immunsupprimierte Patienten darstellt.

Es ware daher, die Anforderungen der TWVO flr bdson sensible Bereiche, wie
Transplantationsstationen, enger zu fassen undSereening in Bezug auf atypische
Mykobakterien zu fordern. Hierzu ware es notwendignachst Grenzwerte festzulegen,
ab denen von einer erhohten Gefahr fir die Patieatsgegangen werden muss. Ob eine
quantitative PCR fur diese Fragestellung geeigsietmuss in weiteren Studien geklart
werden. In der vorliegenden Arbeit fand sich nureegeringe Korrelation der kulturellen
und der PCR-Daten, aber die PCR ist sicherlichgmetj schnell einen Uberblick tber die

generelle Belastung des Wassersystems mit atympiddigkobakterien zu erhalten.
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5. Zusammenfassung

Atypische Mykobakterien sind ubiquitar vorkommenBakterien, die vornehmlich in
natirlichen und kinstlichen Wasserquellen, wie Beispiel Leitungswasser, gefunden
werden. Sie werden immer haufiger als Ursache sehérdlicher Krankheitsbilder,
insbesondere bei immunsupprimierten Patienten, hgese Um zu klaren, ob
Leitungswasser als Kontaminations- oder Infektioiedige von Bedeutung ist, wurde es auf
ubiquitdare Mykobakterien mittels quantitativer Li@lycler Real-time PCR und Kultur
untersucht. Dabei wurde sowohl eilMgcobacterium-gattungsspezifische PCR als auch
eineM. xenopi-spezifische PCR eingesetzt.

Insgesamt wurden 49 Kalt- und 44 Warmwasserprolmn 58 Wasserhdhnen aus den
Kliniken Oberer Eselsberg, Michelsberg, Safranb&egrmatologie Soflingen, Ambulanz
Schillerstral3e sowie aus der Zentralkiiche untetsuch

Die Untersuchungsergebnisse zeigen, dass die baéasidler LightCycler Real-time PCR
deutlich hoher als die Kultur ist, zusatzlich edadie LightCycler PCR eine schnellere
Quantifizierung der Mykobakterien in den Wasserprob Atypische Mykobakterien
wurden in allen Leitungswasserproben der Klinikeritats PCR nachgewiesen. Die
Konzentration von Mykobakterien-DNA berechnet aes djuantitativerMycobacterium
spp.-spezifischer PCR-Ergebnissen lag zwischen 38%ufifl 37 x 10 KBE/L Wasser.
Insgesamt wurden 9 verschiedene Mykobakteriendstaturell isoliert. In 28 Wasser-
proben wurdeM. xenopi nachgewiesen, damit war sie die mit Abstand anfidgten
gefundene Art, danach folgtém flavescens (in 14 Wasserproben) urM. gordonae (in 12
Wasserproben). Ferner wurden sehr seltene bzwanigishoch nie in Wasserproben
nachgewiesene Arten M(frederiksbergense, M. moriokaense) gefunden. Die
Konzentration der kulturell isolierten Mykobakteridag zwischen 2 und 8000 KBE/L
Wasser.

Diese Arbeit zeigt, dass atypische ubiquitare Mydbrien im Trinkwasser am
Universitatsklinikum Ulm z. T. in hohn Konzentratien vorkommen. Demzufolge wird
die Bedeutung prophylaktischer Mal3hahmen, wie tisstme Abtétung von
Mykobakterien in Leitungswassersystem oder Verwagdwon Wasserfiltern, in
Krankenh&usern unterstrichen. Insbesondere in &exkiblen Bereichen, in denen schwer
immunsupprimierte Patienten behandelt werden, es@lhe Expositionsprophylaxe der

Patienten erfolgen.
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