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Nachweis und Charakterisierung aquatischer Mykobakterien

1.Einleitung:

1.1 Biologie der Mykaobakterien

Die Gattung Mycobacterium ist die einzige Gattung der Familie Mycobacteriaceae und
umfasst aerobe oder mikroaerophile, unbewegliche, langsamwachsende, stdbchenférmige
Bakterien, deren GC-Gehalt der DNA zwischen 62 und 79 mol % liegt. Die geraden bis
leicht gebogenen Stébchen besitzen eine Grof3e von 0,2-0,6 x 1,0-10 pm, sind haufig leicht
verzweigt und zeigen teilweise filamentoses bis myzelartiges Wachstum (WAYNE &
KUBICA, 1986). Es wird jedoch kein Substrat- oder Luftmyzel wie bel Aktinomyzeten
produziert. Mykobakterien bilden weder Sporen noch Kapseln und werden, obwohl sie mit
der Gramfarbung nur sehr schlecht anférbbar sind, den Gram-positiven Bakterien
zugeordnet. Die starke Saure- und Alkoholfestigkeit (BROCK & MADIGAN, 1991) ist ein
charakteristisches Merkmal der Mykobakterien, d.h. ein bereits aufgenommener Farbstoff
ist durch Saure-Alkoholgemische nicht entfernbar (z.B. bei der Auraminféarbung oder
Ziehl-Neelsen-Féarbung, s. Kap. 2.4). Die Sdure- und Alkoholfestigkeit beruht auf dem
hohen Lipidgehalt der mykobakteriellen Zellwand, der bis zu 60% des Gesamtgewichtes
der Zellhulle betrégt und den Zellen eine wachsartige, hydrophobe Oberflache verleiht.
Ganz entscheidend hierbei sind die kovalent mit der Arabinogal aktan-Matrix der Zellwand
verbundenen Mykolséuren, die den grofdten Teil der Zellwandlipide ausmachen (Kap.
1.4.1). Aufgrund ihrer stark hydrophoben Eigenschaften wirken die Mykolsduren als
strukturelle und funktionelle Permeabilitétsbarriere und beeintrachtigen u.a die
Nahrstoffaufnahme der Zellen. Deshalb halt man Mykolsduren fir eine der Ursachen der
aulergewohnlich  geringen  Wachstumsgeschwindigkeit ~ von Mykobakterien
(BARKSDALE & KIM, 1977). Die Fahigkeit verschiedener Spezies, gelbe bis
orangefarbene, selten auch rosa oder rétliche Pigmente zu bilden, ist ein weiteres
charakteristisches Merkmal der Mykobakterien. Es handelt sich bei diesen Pigmenten um
Karotinoide, die in der Zytoplasmamembran lokalisiert sind und dem Schutz gegen
Photooxidation dienen. Man bezeichnet einen Stamm als skotochromogen, wenn die
Pigmentbildung ohne Lichteinwirkung erfolgt. Findet die Pigmentbildung nur nach einer
Lichtexposition statt, handelt es sich um einen photochromogenen Stamm. Wird dagegen
kein Farbstoff oder nur sehr wenig davon produziert, liegt eéin nonchromogener Stamm vor
(BROCK & MADIGAN, 1991).

Lange Zeit konzentrierte sich das Interesse an der Gattung Mycobacterium fast
ausschliefdlich auf die im M.-tuberculosissKomplex zusammengefassten Erreger der
Tuberkulose (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum und M. microti) sowie auf den
Erreger der Lepra, M. leprae. Diese Spezies sind obligat pathogene Bakterien, deren
Nachweis beim Menschen in aler Regel mit einer Erkrankung verbunden ist. Diese
Tatsache fuhrte schon frih zu einer Abgrenzung der Tuberkulose- und Leprabakterien von
den Ubrigen Mykobakterien, die zunéchst pauschal als apathogene Saprophyten angesehen
und deshalb as ,nichttuberkulése’ (d.h. keine Tuberkulose hervorrufende) oder
»atypische® Mykobakterien bezeichnet wurden. (MARGO, 2000). Infolge des Anstiegs der
Zahl immungeschwéchter Menschen, z.B. durch HIV-Infektionen, immunsuppressive
Behandlungen und onkologische Erkrankungen bzw. Therapien fiel jedoch in letzter Zeit
das medizinische Intresse verstarkt auf die , atypischen® Mykobakterien. Es wurde erkannt,
dass diese Gruppe nicht nur harmlose Saprophyten (z.B. M. gordonae, M.



nonchromogenicum und M. flavescens), sondern auch fakultativ pathogene Spezies (z.B.
M. avium, M. intracellulare und M. kansasii) beinhaltet, die bei abwehrgeschwéchten
Patienten Infektionen hervorrufen konnen (WOLINSKY, 1979; DU MOULIN &
STOTTMEIER, 1986; LECHEVALLIER, 2000; SAUBOLLE, 1996; PLAUS, 1991).

Das Genus Mycobacterium lasst sich aufgrund einiger physiologischer, biochemischer und
genetischer Merkmale in schnellwachsende und langsamwachsende Spezies unterteilen.
Schnellwachsende Mykobakterien weisen eine Generationszeit von 2 bis 5 Stunden auf
und bendtigen bel optimalen Temperatur- und Nahrstoffverhéltnissen in der Subkultur
ungeféhr sieben Tage bis zur Bildung sichtbarer Kolonien aus hochverdiinnten Inocula.
Demgegeniiber betragt die Generationszeit langsamwachsender Mykobakterien 13 bis 20
Stunden, und ihre Kolonien werden frihestens nach 7-tagiger Inkubation sichtbar. Mit
Hilfe der vergleichenden 16S-rDNA-Sequenzanalyse konnte gezeigt werden, dass die
Wachstumsgeschwindigkeit ein phanotypisches Merkmal phylogenetisch verwandter
Gruppen darstellt, und dass schnell- und langsamwachsende Mykobakterien zwei
Hauptentwicklungslinien innerhalb der Gattung bilden. Bel schnellwachsenden
Mykobakterienarten ist eine Deletion von 12 Nukleotiden innerhalb der Helix 18 der 16S-
rDNA (E.-coli-Position 451 bis 482) vorhanden, die in der Sekundarstruktur zur
Ausbildung einer kurzen Helix 18 fuhrt. Langsamwachsende Spezies weisen dagegen eine
langere Sequenz mit einer chrakteristischen Haarnadelstruktur auf. Ein gleiches
Pigmentierungsverhalten ist dagegen nicht mit einer natiirlichen Verwandtschaft korreliert.
(STAHL & URBANCE, 1990; ROGALL et a., 1990b, BOTTGER, 1991; WAYNE &
KUBICA; 1986)

1.2 Okologie der Mykobakterien

Im Gegensatz zu den obligat parasitér lebenden Lepra und Tuberkuloseerregern leben
viele ,atypische” Mykobakterien nach heutigen Erkenntnissen saprophytér und sind
ubiquitér in der Umwelt verbreitet. Zu ihren natlrlichen Habitaten werden vor allem
Boden und Wasser gezahlt (SCHULZE-ROBBECKE; 1993). Daneben finden sie sich im
Tierreich, z.B. bei Fischen, Arthropoden und Haustieren (BEERWERTH et a., 1979;
TALAAT et a., 1997) sowie beim Menschen, wo sie sowohl als Kommensalen als auch
als Krankheitserreger auftreten konnen (PORTAELS, 1988a). Eine Ubertragung von
Erkrankungen durch , atypische” Mykobakterien von Mensch zu Mensch oder von Tieren
zum Menschen ist — im Unterschied zu den obligat pathogenen Mykobakterienspezies —
bisher nicht sicher nachgewiesen worden (PETERSEN, 1986; WAYNE & SRAMEK,
1992). Als Infektionsquelle muss daher die Umwelt angesehen werden. Auf welche Art
und Weise jedoch die Mykobakterien aus der Umwelt in den menschlichen bzw. tierischen
Organismus gelangen, ist weitgehend ungeklart. Sowohl die Inhalation von
bakterienhaltigen Aerosolen (GRUFT et a., 1979) als auch die orale Aufnahme von
kontaminiertem Wasser oder Lebensmitteln werden als mogliche Infektionswege diskutiert
(GOOD, 1985). Verschiedene  Untersuchungen  zeigen, dass  natlrliche
Oberflachengewasser (z.B. Bé&che, Seen, Flisse, Teiche und Simpfe) eine
Mykobakterienflora besitzen, die eine dem Boden der jeweiligen Region &hnliche
Zusammensetzung aufweist. Zu den am haufigsten aus Wasser isolierten apathogenen
Spezies gehtren M. gordonae, M. chelonae und M. flavescens. Ebenso kommen in
Oberflachengewassern auch fakultativ pathogene Arten wie z.B. M. avium, M.
intracellulare und M. scrofulaceum vor (COLLINS et al., 1984; SCHULZE-ROBBECKE,
1993).



Uberraschend war fur viele Fachleute in den 1970-er Jahren der Nachweis von
Mykobakterien von — im Vergleich zu Oberflachengewassern meist erheblich
nahrstoffarmerem — Trinkwsasser (COLLINS et al 1984). Uberraschend war weiterhin,
dass sich im Trinkwsasser nicht nur fakultativ pathogene Mykobakterienarten wie M.
avium und M. intracellulare fanden, sondern auch die fakultativ pathogenen Arten M.
kansasii und M. xenopi, deren natirliche Habitate in der Umwelt bis heute weitgehend
unbekannt sind (SCHULZE-ROBBECKE, 1993). Daneben finden sich im Trinkwsasser
viele apathogene Mykobakterienarten wie M. gordonae, M. chelonae, M. flavescens und
M. fortuitum (DU MOULIN & STOTTMEIER, 1986; FISCHEDER et al., 1991,
KUBALEK & MY SAK, 1996).

Generell beobachtet man im Wasser zwei unterschiedliche Lebensformen von
Mikroorganismen: Zum einen kommen sie dort als frei bewegliche (,planktonische®)
Zellen vor und zum anderen als sessile Zellen oder Zellverbénde, die auf Oberfléchen
immobilisert sind (FLEMMING, 1991 und 2003). Eine solche mirobielle
Oberflachenbesiedlung wird auch als ,, Biofilm® bezeichnet. Biofilme bestehen in der Regel
aus in mehreren Ubereinandergelagerten Schichten von Mikroorganismen, die zu einem
grofden Tell extrazelluldre polymere Substanzen produzieren, so dass die Einzelzellen
meist in einer , Schleimmatrix“ eingebettet und vor zahlreichen Noxen geschitzt sind.
Jingere Untersuchungen zeigten, dass auch Mykobakterien in grof3en Zahlen in Biofilmen
vorkommen, und dass Biofilme vermutlich das eigentliche Habitat und der
Vermehrungsort von Mykobakterien im aguatischen Milieu sind (LECHEVALLIER,
2000; SCHULZE-ROBBECKE et al., 1992). Diese Tatsache konnte erkldren, warum
Mykobakterien in ndhrstoffarmen Umgebungen wie Trinkwasser vorkommen, obwohl sie
bei der in-vitro-Anzichtung hohe Nahrstoffanspriiche besitzen, denn zwischen den
unterschiedlichen Mikroorganismen der mikrobiellen Konsortien von Biofilmen spielen
sich offenbar zahlreiche symbiotische Vorgange ab (FLEMMING, 1991 und 2003).
Ebenso bieten Biofilme eine plausible Erklarung fur die ausgepragte Resistenz von
Mykobakterien gegen die im Trinkwasser einesetzten Desinfektionsmittel wie Chlor
(RIDGWAY, 1984). Uber die Akkumulationsdynamik von Mykobakterien in Biofilmen ist
wenig bekannt. Man kennt weder genau die Parameter (Nahrstoffe, Temperatur, pH-Wert,
Begleitflora), die eine Akkumulation beeinflusse noch weil3 man, ob sich Mykobakterien
in alen Biofilmen, ungeachtet der Zusammensetzung des Substratums, in gleicher Weise
entwickeln konnen. So ist es nicht auszuschlief3en, dass bestimmte Rohrmaterialien im
Trinkwasserverteilungsnetz die Akkumulation von Mykobakterien in  Biofilmen
beginstigen. Durch eine geeignete Materialauswahl konnte moglicherweise der
Mykobakteriengehalt des Trinkwassers beinflusst werden (LECHEV ALLIER, 2000).

1.3 Methoden zum kulturellen Nachweis von Umwelt-Mykobakterien

Da Mykobakterien wegen ihrer vergleichsweise langen Generationszeiten in vitro haufig
von der wesentlich schneller wachsenden Begleitflora Uberwuchert werden, ist die
kulturelle Anzucht oft schwierig. Zur Inaktivierung der Begleitflora ist in der Regel eine
Dekontamination  des  Probenmaterials  erforderlich. Meist  werden  den
mykobakteriologischen Kulturmedien zu diesem Zwecke auch bestimmte antimikrobielle
Substanzen wie z.B. Malachitgrin zugesetzt. Hierbei ist zu beachten, dass die
Mykobakterien durch die antimikrobiellen Substanzen bei der Dekontamination und in den
Mykobakterien-Medien moglichst wenig geschadigt werden. Hierbei macht man sich die
Tatsache zu Nutze, dass Mykaobakterien aufgrund ihres hohen Zellwandlipidgehaltes im
Vergleich zu anderen Mikroorganismen wesentlich unempfindlicher gegentiber



zahlreichen chemischen Noxen wie z.B. Sauren und Laugen sind. Es ist allerdings zu
beachten, dass Mykobakterien zwar eine erhthte, aber keine vollstdndige Resistenz
gegenlber diesen Substanzen besitzen (BORGANS et a., 1973; FALKINHAM et a.,
1980; MARTIN et a., 1987). Zur Dekontamination von Umweltproben haben sich
kationische Tenside wie Cetylpyridiniumchlorid (DUMOULIN & STOTTMEIER, 1988;
SCHULZE-ROBBECKE et al., 1991) und Siuren (SONGER, 1981) bewahrt.

Um die Sensitivitdt der Isolierungsverfahren zu erhohen, empfiehlt sich neben der
Dekontamination auch eine Konzentrierung der Mykobakterien im Untersuchungsmaterial.
Diese Anreicherung erfolgt in der Regel durch Zentrifugation oder Membranfiltration der
Proben. Die Membranfiltration bietet gegeniiber der Zentrifugation folgende Vorteile:
Einerseits erfordert sie einen nur geringen Zeit-, Material- und apparativen Aufwand,
andererseits treten auch keine Verluste an Biomasse durch Zellaggregation oder
mechanische Zellschadigung auf. AuRerdem ist bei partikelarmen Flssigkeisproben auch
die Bearbeitung grof3er Probenvolumina moglich. Der Nachteil der Filtration besteht darin,
dass die Poren der Filter bei stark verunreinigten Proben leicht verstopfen kdnnen, und
dass die Filter bel direkter Inkubation auf Schragmedien (héufigste Form der Kultivierung)
in Streifen zurechtgeschnitten werden mussen. Zudem stellen die Filter eine
Diffusionsbarriere fur Nahrstoffe zwischen heranwachsenden Kolonien und Néhrmedium
dar. (DU MOULIN et al., 1978, 1988)

Die kulturelle Anzucht der Mykobakterien erfolgt auf festen oder flussigen
Selektivmedien, d.h. Néhrmedien, die durch Zugabe von Supplementen (Vitamine,
Siderophore) speziell den Nahrstoffanspriichen der Mykobakterien angepaldt sind. Zudem
enthalten sie oft Substanzen wie Malachitgriin, Antibiotika oder Antimykotika, welche
ahnlich den Dekontaminationsmitteln das Wachstum der Begleitflora moglichst selektiv
inhibieren (s.0.). Zu den bei Umweltproben am haufigsten benutzten Nahrmedien z&dhlen
Eiermedien, wie beispielsweise das Lowenstein-Jensen Medium (LJ), aber auch
Agarmedien wie z.B. der Middlebrook-7H10-Agar (SONGER, 1981) und Flissigmedien
wie Middlebrook-7H9-Medium und MB-Redox-Medium (L1U et a., 1999). Die Standard-
Inkubationstemperatur zur Isolierung obligat pathogener Mykobakterien (M. tuberculosis-
Komplex) betragt wegen ihrer Adaption an die menschliche Korpertemperatur 37°C.
»Atypische’-Mykobakterien besitzen jedoch je nach Spezies meist ein grof3eres
Temperaturspektrum, das von 20°C tber 30°C bis tber 40°C reichen kann (PORTAELS et
al., 1988b; FISCHEDER et a., 1991; KAMALA et a., 1994; TORKKO et al., 2000).

1.4 Methoden zur Differenzierung von Umwelt-Mykobakterien

Bis heute existiert kein einheitliches System zur Differenzierung von Umwelt-
Mykobakterien. Allgemein steht fur die Differenzierung von Mykobakterien eine Vielzahl
von biochemischen, chemotaxonomischen und molekularbiologischen Methoden zur
Verfigung. Fur die routineméllige Differenzierung eignen sich insbesondere solche
Verfahren, die bei mdglichst grof3em Differenzierungsvermégen einen geringen Arbeits
und Kostenaufwand erfordern. Biochemische Verfahren erfordern viel Erfahrung und
einen relativ hohen Arbeitsaufwand und fihren bei mykobakteriellen Umweltisolaten nicht
selten zu unbrauchbaren Ergebnisen (PORTAELS et a., 1988b; BOTTGER, 1991).
Weitaus genauer und auch fur Umweltisolate sinnvoller sind chemotaxonomische und
mol ekularbiologische Differenzierungsmethoden, die in den folgenden Teilkapiteln naher
erl&utert werden.



1.4.1 Chemotaxonomische Differ enzier ungsmethoden

Ein einfaches chemotaxonomisches Differenzierungsverfahren stellt die Anayse der
Mykolséuren dar. Anhand der Mykolsauren kdnnen Mykobakterien sowohl untereinander
als auch von nahe verwandten, Mykolsaure-haltigen Genera, wie Corynebacterium,
Nocardia, Rhodococcus und Tsukamurella unterschieden werden. Bei den Mykolsauren
handelt es sich um langkettige, alpha-verzweigte, beta-hydroxy-Fettsduren, die Gber das
Arabinogalactan kovalent mit dem Peptidoglycangeriist der Zellwand verestert sind und
durch pallisadenartige Aneinanderlagerung eine dicht gepackte, hydrophobe Schicht bilden
(BARKSDALE et a., 1977; PETIT & LEDERER, 1984; GOODFELLOW & MINNIKIN,
1984). Mykobakterielle Mykolsauren unterscheiden sich von den Mykolsauren verwandter
Bakteriengattungen dadurch, dass sie aus 60 bis 90 Kohlenstoffatomen bestehen (z.B.
weisen die Mykolsauren der Gattung Corynebacterium nur 22 bis 38 K ohlenstoffatome auf
(GOODFELLOW & MINNIKIN, 1984; HINRIKSON & PFYFFER, 1994). Auf3erdem
konnen mykobakterielle Mykolsduren zusétzlich zu der stets vorhandenen Carboxyl- und
Hydroxylgruppe weitere sauerstoffhaltige, funktionelle Gruppen besitzen, die sich bei
anderen Bakterien nicht finden (DAFFE et a., 1983). Folglich werden bei Mykobakterien
neben a- und a'-Mykolsduren, die keine zusétzliche, sauerstoffhaltige funktionelle Gruppe
aufweisen, weitere Mykolsauretypen nachgewiesen, die entsprechend ihren funktionellen
Gruppen as Methoxy-, Keto-, Epoxy-, w-Carboxy oder w-Methoxy-Mykolsduren
bezeichnet werden (DAFFE et al., 1983; MINNIKIN et al., 1984; LUQUIN et al, 1991).
Von den verschiedenen Verfahren der Mykolsdureanalyse soll hier nur auf die
Dunnschichtchromatographie (DC) und die Hochdruckfliissigkeitschromatographie
(HPLC) eingegangen werden:

Die Dinnschichtchromatographie (DC) erlaubt eine qualitative Unterscheidung der
Mykolsduretypen auf Grund ihrer sauerstoffhaltigen funktionellen Gruppen und somit auf
Grund ihrer Polaritdt (LEVY-FREBAULT et al., 1986). Bedingt durch die
diskontinuierliche Verteilung der Mykolsduretypen innerhalb der Gattung Mycobacterium
liefert die DC charakteristische Mykolsauremuster, mit deren Hilfe die Mykobakterien in
unterschiedliche Gruppen eingeteilt werden konnen, die ihrerseits meist aus mehreren
Mykobakterienspezies bestehen. Da die Zusammensetzung der in der Zellwand
vorkommenden Mykolséduretypen bel allen Stdmmen einer Spezies konstant ist, ist jede
Spezies einem bestimmten Mykolsduremuster zuzuordnen (s. Kap. 2.7.1) (DAVID et 4.,
1989).

Eine weitere Methode der Mykolsaureanalytik ist die Hochdruckflissigkeits
chromatographie (HPLC). Bei dieser Methode werden die Mykolsauren sowohl nach ihrer
Hydrophobizitdt als auch nach ihrer Kettenlange aufgetrennt. Jede Mykobakterienspezies
besitzt ein charakteristisches HPLC-Chromatogramm, das sich in aler Regel von den
Chromatogrammen anderer Spezies eindeutig unterscheidet (s. Kap. 2.7.2) (BUTLER et
al., 1991; 1995).

1.4.2 Molekularbiologische Differenzierungs- und Typisierungsmethoden

Infolge der rasanten Entwicklung der Molekularbiologie wurden in den letzten 10 Jahren
ver-schiedene molekularbiologische Methoden zur genotypischen Differenzierung von
Mykobakterien entwickelt, die eine schnelle und sichere Identifizierung bis zur
Speziesebene (z.T. auch darunter) erlauben. Insbesondere durch die Einfihrung der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR: Polymerase Chain Reaction) durch MULLIS &



FALOONA (1987) wurde die Mykobakteriendiagnostik wesentlich vereinfacht. Die PCR-
Produkte werden anschlief?end z.B. mittels Sequenzierung oder Restriktionsanalyse auf
Spezies-spezifische Nukleotidsequenzen hin untersucht. Bei Mykobakterien hat sich die
16S-rDNA bewahrt (BODDINGHAUS et al., 1990a; ROGALL et al., 1990b) und das Gen,
welches fir das 65 kDa-Heat-shock-Protein codiert (HANCE et al., 1989; PLIKAYTIS et
a., 1992; RODRIGO et al., 1992; TELENTI et al., 1993). Daneben werden z.B auch das
Superoxid-Dismutase-Gen (ZOLG & PHILIPPI-SCHULZ, 1994), das dnaJ-Gen
(TAKEWAKI et a., 1994) und das 32-kDa-Protein-Gen (SOINI et al., 1994) zu
Differenzierungszwecken untersucht. In der Literatur finden sich sehr unterschiedliche
Methoden zur Analyse der variablen Bereiche des amplifizierten DNA-Fragmentes.
Beispielsweise erlaubt die direkte Sequenzierung eines 16S-rDNA Gen-Abschnittes
(ROGALL et a., 1990a; KIRSCHNER et a., 1993) in den meisten Féllen eine sichere
Speziesdifferenzierung. Dieses Verfahren wird insbesondere bei phylogenetischen Studien
genutzt (STAHL & URBANCE, 1990; BODDINGHAUS et al., 1990b; SPRINGER et al.,
1996).

Zur Typisierung insbesondere von schnellwachsenden Mykobakterien wie M. abscessus
hat sich z.B. die Pulsfeld-Gel el ektrophorese (PFGE) bewéahrt (LIN-HUI, 2000).

Eine in der Tuberkulosediagnostik verbreitete DNA-Fingerprinting Methode ist z.B. die
Hybridiserung von mittels RFLP erhaltenen Fragmenten mit (GTG)-Oligo-Sonden via
Southernblot (CILLIERS, 1997). Auch die random amplification of polymorphic DNA
(RAPD) ist eine sinnvolle Methode zur Genotypsierung von Mykobakterienisolaten
insbesondere bei der Aufkléarung von Infektionsketten, bzw. Infektionsquellen und wird in
Kapitel 2.10.2 an Hand des Zielorganismus M. xenopi naher erlautert (GURTLER &
MAYALL, 2001).

1.5 Zieleder Arbeit

Die vorliegende Arbeit hatte zum einen die Optimierung kultureller, chemotaxonomischer
und molekularbiologischer Methoden zum Nachweis von Mykobakterien aus aquatischen
Habitaten zum Ziel und zum anderen die Anwendung und Validierung dieser Methoden
bei konkreten praktischen Fragestellungen.

Der methodologische Teil umfasste folgende Ziele:

- Optimierung von Methoden zum kulturellen Nachweis aguatischer Mykobakterien durch
parallelen Einsatz verschiedener Anzuchtverfahren, in denen die Parameter Medium,
Temperatur, Dekontamination variiert wurden und ihr Einfluss auf Menge und Spektrum
der isolierten Mykobakterien analysiert wurde

- Vergleich der Eignung verschiedener chemotaxonomischer (Mykolsaureanalytik mittels
DC und HPLC) und molekularbiologischer (PCR-RFLP, DNA-Sequenzierung) Metho-
den zur Differenzierung aquatischer Mykobakterien

- Die Schaffung und Vervollstandigung chemotaxonomischer und molekularbiol ogischer
Referenzdaten zur Differenzierung von Umwelt-Mykobakterien war sinnvoll, um gefun-
dene Isolate identifizieren zu kénnen



Der prakische Teil umfasste folgende Ziele:
- Awendung der chemotaxonomischen und molekularbiologischen Differenzierungs-
verfahren zur ldentifizierung von Mykobakterien-Umweltisolaten, die keiner bekannten
Spezies zuzuordnen sind und Versuch der Beschreibung neuer Mykobakterienspezies
und deren Okologie
- Entwicklung und Optimierung eines molekul arbiol ogischen Typisierungsverfahrens zur
Aufklarung der Ursache einer M.-xenopi-Pseudoepidemie
- Untersuchung des Vorkommens und Verhaltens von Mykobakterien in Biofilmen zweier
Systeme:
- Rohre der zentralen Trinkwasserverteilung
- Aufwuchstrager aus unterschiedlichen Materialien (Kupfer, Edelstahl, Polyethylen,
PVC), die im Bereich von drel Wasserwerken zwel Jahre lang dem Trinkwasser
exponiert waren
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2. Material und Methoden
2.1 Probenmaterialien

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Mykobakterien sowohl in Wasser- as auch in
Biofilmproben untersucht. Die Entnahme der Wasserproben erfolgte aus eigener Initiative.
Die Biofilmproben wurden dagegen im Rahmen des vom BMBF geftrderten
Verbundprojektes ,Erfassung des Kontaminationspotentials von Biofilmen in
Aufbereitung und Verteilung von Trinkwasser* untersucht. Ziel von Teilprojekt 1
(Forderkennzeichen 02WT9860) des Verbundvorhabens war die Untersuchung von
pathogenen und  fakultativ  pathogenen  Mikroorganismen  (Mykobakterien,
Cryptosporidium, Giardia, Aeromonaden, Campylobacter, Yersinia, Viren, und Amoben)
in Biofilmen von Trinkwasser-V erteilungssystemen. Teilweise ssmmten die Biofilmproben
aus unterirdisch verlegten Leitungsrohren, teilweise aus Aufwuchstragern unterschiedlicer
Materialien, die zwei Jahre lang dem aufbereiteten Trinkwasser von drel Wasserwerken
exponiert waren.

2.1.1 Wasser proben

Insgesamt wurden 80 Wasserproben untersucht, davon stammten 8 aus Oberfl&chen-
gewdssern und 72 aus dem Trinkwasserbereich (meist Kalt- oder Warmwasserproben aus
Hausinstallationssystemen). Zusétzlich wurden die in Kapitel 2.10.1 beschriebenen
Wasserproben untersucht.

2.1.2 Biofilmproben aus Trinkwasser-L eitungsrohren

Mit freundlicher Unterstitzung der Stadtwerke Duisburg wurden insgesamt 18
Wasserrohr-Abschnitte des Trinkwasserverteilungsnetzes ausgegraben und herausgetrennt,
und der Biofilm wie unter 2.2 beschrieben entnommen, verschickt und bearbeitet. Die
Rohre stammten von unterschiedlichen Orten und waren unterschiedlichen Alters und
Materials. Die einzelnen Entnahmeorte und -termine sind der Tabelle 12 in Kapitel 3.4.1
zu entnehmen.

2.1.3 Biofilmproben von Aufwuchstréagern

Dem Trinkwasser wurden Aufwuchstrager aus verschiedenen Materialien (PVC, Edelstahl,
Kupfer und Polyethylen) in einem , Bioreaktor” (Abb. 1) exponiert, um die Bildung des
Biofilms Uber die Dauer von zwei Jahren durch mehrmalige Beprobung zu verfolgen.
Hierdurch sollte eine Aussage getroffen werden, in welchem Ausmal3 das Material, auf
dem sich der Biofilm bildet (,Substratum®), und/oder die Expositionszeit die
Akkumulation und mikrobielle Zusammensetzung von Biofilmen beeinflussen. Die dem
Wasser exponierte Oberflache der Aufwuchstrager betrug 18,75 cn’. Insgesamt wurden 48
Biofilmproben von Aufwuchstrégern untersucht.

Es wurden drel Bioreaktor-Anlagen in Wasserwerken in den Stédten Dorsten-
Holsterhausen, Gladbeck und Berlin in Betrieb genommen. VVor Expositionsbeginn wurden
die Bioreaktoren und die darin befindlichen Aufwuchstréger mit Methanol desinfiziert und
vor Ort unter sterilen Bedingungen in die Anlage eingebaut (Abb. 2) (WINGENDER et .,
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2003). Die Entnahmeorte und -termine sind im Einzelnen der Tabelle 13 in Kapitel 3.4.2
zu entnehmen.

Abbildung 1: , Bioreaktoren in denen die Aufwuchstrager exponiert wurden. Linkes Bild
zeigt die Anlage in Berlin, rechtes Bild zeigt die Anlage in Dorsten.

]
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Abbildung 2: Einbau der Aufwuchstrager in den ,, Bioreaktor®
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2.2 Entnahme und Transport der Proben
2.2.1 Entnahme und Transport der Wasser proben

Die Wasserproben mit einem Volumen von mindestens 1,2 | wurden in sterilen
Probengeféfden auf schnellstem Wege ins Labor gebracht und dort mdéglichst umgehend
verarbeitet. Falls die Verarbeitung nicht umgehend moglich war, wurden die Proben bei
4°C gelagert und innerhalb einer Woche verarbeitet.

2.2.2 Entnahme und Transport der Biofilmproben aus Trinkwasser-L eitungsrohren

Zunéchst mit einem Bagger und dann mit Schaufeln wurde das Trinkwasserverteilungsnetz
an entsprechenden Stellen freigelegt. Der freigelegte Rohrabschnitt wurde auf3erlich mit
10% Wasserstoffperoxid desinfiziert und anschliefend je nach Rohrmaterial mit
desinfizierten Rohrschneidern, Trennjagern oder Handségen herausgetrennt. Die ca. 1 m
langen, herausgetrennten Rohrabschnitte wurden sofort mit steriler  Aluminiumfolie
verschlossen und auf schnellstem Weg ins Labor transportiert. Der Biofilm an inneren
Oberflache des Rohres wurde mit sterilen Schabern oder Glasperlen abgel6st, in sterilem
Wasser suspendiert, homogenisiert, aliquotiert und noch am selben Tag mit einem
Kurierdienst an die einzelnen Teilnehmer des Verbundprojektes verschickt, so dass die
Suspensions-Teilproben am nachsten Tag sogleich verarbeitet werden konnten. Zu jeder
Teilprobe der Biofilmsuspension wurden Entnahmedatum, Entnahmeort, Rohrmaterial,
Rohrdurchmesser, Volumen der Gesamtprobe und die Gesamtflache, von der der Biofilm
abgel 6st worden war, mitgeteilt (WINGENDER et al., 2003).

2.2.3 Entnahme und Transport der Biofilmproben von Aufwuchstragern

Uber einen Zeitraum von 2 Jahren wurden in halbjahrlichen Abstanden die
Aufwuchstrager unterschiedlichen Materials unter sterilen Bedingungen entnommen, in
mit feuchter Watte ausgekleidete, sterile Falcon-tubes gegeben und sofort via UPS an die
verschiedenen Verbundteilnehmer geschickt. Jedes halbe Jahr wurden somit aus jedem der
drei Bioreaktor-Standorte jeweils ein Aufwuchstréager aus Kupfer, Edelstahl, PVC und
Polyethylen verarbeitet (s Kap. 2.1.3). Die exponierten Oberflachen der Aufwuchstréger
wurden mit sterilen Gummischabern vorsichtig abgeschabt und in ein Becherglas mit 80
ml sterilem Wasser gegeben. Das an den Gummischabern haftende Biofilmmaterial wurde
anschlieffend durch Rihren und Schitteln in dem Wasser suspendiert.

2.3 Kulturelle Anzucht aquatischer Mykobakterien
2.3.1 Medien

Middlebrook-7H10-Agar: Der vollsynthetische Middlebrook 7H10-Agar stellt eine von
MIDDLEBROOK und COHN (1958) entwickelte Modifikation des Dubos-Mediums dar.
Der Agar enthdlt verschiedene Wachstumsfaktoren (Vitamine, L-Glutaminsaure) und wird
durch Zusatz das OADC-Wachstumssupplement, bestehend aus Oleinsdure, Albumin,
Dextrose und Katalase, erganzt. Der in Petrischalen gegossene 7H10-Agar wurde sowohl
zur Primérisolierung als auch zur Vereinzelung und Anzucht von Reinkulturen eingesetzt.
Kommerziell erhdltlich ist sowohl der 7H10-Agar (Kat. Nr. 0627-17-4), als auch das
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OADC-Supplement (Kat. Nr. 0722-72) von der Fa. Difco, Augsburg. Die Herstellung des
gebrauchsfertigen-Agars erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

Lowenstein-Jensen  Medium mit Glyzerin (LJ): Dieses Volleimedium wurde
gebrauchsfertig als Schragmedium in Réhrchen von der Firma Biotest, Heidelberg, (Kat.
Nr. 913013) bezogen.

M B-Redox-Flissigmedium: Dieses Medium wurde gebrauchsfertig von der Firma
Heipha Diagnostika, Heidelberg, (Kat. Nr. 5392r) bezogen. Ein Farbindikator farbt das
urspriinglich gelbe Medium rosa, was auf das V orhandensein von Mykaobakterien hinweist.

2.3.2 Aliquotierung und Mehrfachansatz der Proben

Da eines der Ziele der vorliegenden Arbeit darin bestand, den kulturellen Nachweis
aquatischer Mykobakterien zu optimieren, wurden alle Proben aiquotiert und parallel im
Mehrfachansatz mit verschiedenen Anzuchtverfahren untersucht. Die unterschiedlichen
Anzuchtverfahren bestanden jeweils aus ener spezifischen Kombination eines
Dekontaminationsverfahrens (CPC, KCI/HCI-Puffer, s. Kap. 2.3.3), eines Nahrmediums
(LJ, 7H10, MB-Redox, s. Kap. 2.3.1) und einer Inkubationstemperatur (20, 30, 37, 44°C, s.
Kap. 2.3.4). Die 24 verschiedenen Anzuchtverfahren und ihre Abkirzungen A-X sind in
Tabelle 1 aufgefihrt.

Tabelle 1. Bezeichnung kulturellen Nachwei smei smethoden

Nachweis Medium | Dekontamination | Inkubations
verfahren temperatur

A 7H10-Agar HCI/KCl-Puffer 20°C
B 7H10-Agar | HCI/KCI-Puffer 30°C
C 7H10-Agar | HCI/KCI-Puffer 37°C
D 7H10-Agar HCI/KCI-Puffer 44°C
E LJ}Medium | HCI/KCI-Puffer 20°C
F LJ}Medium | HCI/KCI-Puffer 30°C
G LJ}Medium | HCI/KCI-Puffer 37°C
H LJ}Medium | HCI/KCI-Puffer 44°C
| MB-Redox | HCI/KCI-Puffer 20°C
J MB-Redox | HCI/KCI-Puffer 30°C
K MB-Redox | HCI/KCI-Puffer 37°C
L MB-Redox | HCI/KCI-Puffer 44°C
M 7H10-Agar CPC 0,01% 20°C
N 7H10-Agar CPC 0,01% 30°C
O 7H10-Agar CPC 0,01% 37°C
P 7H10-Agar CPC 0,01% 44°C
Q LJMedium CPC 0,01% 20°C
R LJMedium CPC 0,01% 30°C
S LJMedium CPC 0,01% 37°C
T LJMedium CPC 0,01% 44°C
U MB-Redox CPC 0,01% 20°C
\Y MB-Redox CPC 0,01% 30°C
w MB-Redox CPC 0,01% 37°C
X MB-Redox CPC 0,01% 44°C
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Da die Anzuchtverfahren A-L, die KCI/HCI-Puffer zur Dekontamination verwenden, erst
Zu einem spéteren Zeitpunkt in die Untersuchungen mit aufgenommen wurden, ist die Zahl
der mit ihnen untersuchten Proben durchweg geringer als die Zahl der mit CPC
dekonataminierten Proben (Anzuchtverfahren M-X in Tabelle 1). Die geringsten
Probenzahlen wurden mit den Verfahren A, B, E, F, | und J (Dekontamination mit
KCI/HCI-Puffer, Inkubationstemperaturen 20 und 30°C) untersucht, da von vielen Proben
keine ausreichende Anzahl von Aliquots hergestellt werden konnte und sich bei diesen
Verfahren schon relativ frih ene niedrige Postivitdtsrate und eine hohe
Kontaminationsrate abzeichnete (s. Kap. 3.1, Tabelle 3). Weiterhin erklaren sich die
unterschiedlichen Zahlen in der 5. Spalte von Tabelle 3 dadurch, dass wahrend der
anfanglichen Orientierungsphase der Arbeit noch nicht alle Anzuchtverfahren angewandt
und enige Verfahren erst nach und nach mit zunehmenden Erfahrungen in die
Untersuchungen mit aufgenommen wurden. Die in Kapitel 2.10.1 beschriebenen, speziell
zur Isolierung von M. xenopi untersuchten Wasserproben wurden nicht in den Tabelle 1
wiedergegebenen Vergleich kultureller Nachweisverfahren mit einbezogen.

2.3.3 Probendekontamination

Da Mykobakterien bel ihrer Isolierung aus Wasserproben von der schneller wachsenden
Begleitflora, insbesondere von Gram-positiven Sporenbildnern und Schimmelpilzen
Uberwuchert werden (KUBIN, 1984), ist eine geeigete Probendekontamination
entscheidend (s. Kap. 1.3). Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende
Dekontaminationsverfahren verwendet:

Dekontamination mit Cetylpyridiniumchlorid (CPC): CPC ist ein kationisches Tensid
und gehdrt zu den quaternaren Ammoniumverbindungen, welche in hoheren
Konzentrationen eine Denaturierung von Proteinen und Enzymen bewirkt und in
niedrigeren Konzentrationen eine Schadigung der Zellmembran mit nachfolgender Zelllyse
bewirken kann (HAMILTON (1971). Von DU MOULIN und STOTTMEIER (1978)
sowie von SCHULZE-ROBBECKE et a., (1991) wird Cetylpyridiniumchlorid wegen
seiner Effizienz und seiner geringen Toxizitét fur den Menschen zur Dekontamination von
Wasserproben empfohlen.

Durchfiihrung: Das Wasservolumen, das fur jedes Anzuchtverfahren zu untersuchen war,
wurde in ein steriles Glasgefald mit Schraubverschluss gegeben. (Bei Wasserproben betrug
das Volumen je Ansatz stets 100 ml, bel Biofilmsuspensionen wurden je Ansatz 1 oder 10
ml der urspriinglichen Suspension mit sterilem Wasser auf 100 ml Endvolumen aufgefillt).
Anschlief3end wurde unter sterilen Bedingungen CPC-Pulver (Merck, Darmstadt, Kat. Nr.
59116) entsprechend der gewlnschten Endkonzentration von 0,01% zugegeben. Das
verschlossene Gefal3 wurde dann 15 sek lang geschittelt, anschlief3end stehen gelassen und
nach einer Einwirkzeit von 30 min membranfiltriert.

Dekontamination mit KCI/HCI-Puffer (,Legionellenpuffer”): Dieser Puffer wird
haufig zur Inakivierung der Begleitflora bel der Isolierung von Legionellen verwendet und
wurde hier erstmals zum kulturellen Nachweis von Mykobakterien eingesetzt.
Herstellung des Puffers:

0,2molare HCl.......oveeeiiiiee e 1Tel

0,2MOlar€ KCl ... 18 Teile
Durchfihrung bel Wasserproben: Das jeweils zu untersuchende Wasservolumen (100 ml)
wurde in ein steriles Glasgefal3 mit Schraubverschluss gefillt und membranfiltriert.
Danach wurden 100 ml HCI/K CI-Puffer unter sterilen Bedingungen auf den Filter gegeben
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und nach einer Einwirkzeit von 5 min durch den Filter abgesaugt. Anschlief3end wurde der
Filter mit 100 ml sterilem Wasser nachgespiilt, um dann mit einer sterilen Pinzette auf/in
das entsprechende Medium gelegt zu werden.

Durchfihrung bel  Biofilmproben (Rohr- und Aufwuchstrager-Proben): Die zu
untersuchende Biofilmsuspension (in der Regel 10 ml) wurde in einem sterilen Glasgefal
mit Schraubverschluss mit 100 ml HCI/KCI-Puffer vermischt. Nach einer Einwirkzeit von
5 min wurde die Probe membranfiltriert, mit 100 ml sterilem Wasser nachgespiilt und mit
einer sterilen Pinzette auf/in das entsprechende Medium gelegt.

2.3.4 Membranfiltration und Bebr iitung der Ansatze

Die Wasser- bzw. Biofilmproben wurden direkt im Anschlufld an die Dekontamination
durch sterile Celluloseacetat-Membranfilter (Durchmesser 50 mm, Porengréfie 0,45 pm,
Sartorius, Gottingen, Kat. Nr. 11306-50-ACN) filtriert. Nach der Filtration wurden
nochmals 100 ml steriles Wasser durch die Filter gesaugt (,, Nachspulung®), um im Filter
verbleibende Dekontaminationsmittel reste zu entfernen.

Bel Inkubation auf 7H10-Agar in Petrischalen wurden die ganzen Filter unter sterilen
Bedingungen auf die Oberfldche gelegt. Bel Verwendung von LJMedium wurde unter
sterilen Bedingungen ein 1 cm breiter Streifen aus der Mitte des Filters herausgeschnitten
und auf die Oberflache des Schragmediums im Glasrohrchen gelegt. Die Reste des
zerschnittenen Filters wurden mit einer sterilen Pinzette in das Glasréhrchen mit MB-
Redox-Fliissigmedium tberfihrt.

Die inokulierten Nahrmedien wurden insgesamt 3 Monate lang bei Normalatmosphére bei
20°C, 30°C, 37°C und 44°C bebritet und alle 14 Tage auf mikrobielles Wachstum
Uberprift. In aller Regel wurden die angeziichteten Kolonien erst nach Ablauf von 3
Monaten vereinzelt (s. Kap. 2.5). Nur fir den Fall, dass wéahrend der Primarisolierung vor
Ablauf der 3 Monate einzelne Mykobakterien-ahnliche Kolonien im Begriff waren, von
schnellerwachsenden Kontaminanten Gberwuchert zu werden, wurden die Kolonien schon
vor Ablauf der dreimonatigen Bebritung auf 7H10-Agar vereinzelt. Bei Verwendung von
LJ}Medium wurde zum Gasaustausch der Schraubverschlul® des Glasrohrchens in leicht
gedffnetem Zustand belassen, bis die Flissigkeitsansammlung am Rd&hrchenboden
verdunstet war (in Abhangigkeit von der Temperatur nach etwa 2-5 Wochen). Agarplatten
wurden zum Schutz vor Austrockung mit Kreppband abgeklebt und in Polyethylenbeuteln
inkubiert.

2.4 Ziehl-Nedlsen-Farbung

Nach dreimonatiger Bebriitung wurde aus jedem Ansatz mindestens eine Kolonie jedes
gewachsenen Kolonietyps mittels Ziehl-Neelsen-Farbung (BURKHARDT, 1992) auf
Séaure- und Alkoholfestigkeit Uberprift (s. Kap. 1.1). Nur Ziehl-Neelsen-positive Stamme
wurden as Mykobakterien betrachtet und den weiteren Differenzierungsschritten
zugefuhrt.
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2.5 Anlage einer Reinkultur, Stammhaltung

Zur Herstellung von Reinkulturen wurden nach der Primérisolation Ziehl-Neelsen-positive
Kolonien auf Middlebrook 7H10-Agar vereinzelt. In aller Regel lief3en sich auf diesem
Medium bei 30°C Einzelkolonien subkultivieren. Von der Subkultur wurde anschlief3end
eine Einzelkolonie LJ>Medium Uberimpft, subkultiviert und gekihlt aufbewahrt. Fur diese
Vereinzelungs- und Subkultivierungsschritte waren meist 4 bis 8 Wochen erforderlich.

2.6 Bestimmung von Wachstumsgeschwindigkeit, K oloniemor phologie und
Pigmentierung

Die Bestimmung von Wachstumsgeschwindigkeit, Koloniemorphologie und
Pigmentierung wurde nur bei den unter 2.9 aufgefiihrten Isolaten durchgefiihrt, da zur
Anerkennung einer neuen Mykobakterienzpezies die Anayse dieser phéanotypischen
Merkmale obligatorisch ist (Vgl. Kap 2.9). Zur Bestimmung der Wachstumsge-
schwindigkeit wurden Einzelkolonien der zu untersuchenden Isolate auf LJ-Medium bei
30°C inkubiert und die Zeit notiert, bis Kolonienwachstum festgestellt werden konnte. Die
Analyse der Koloniemorphologie (schleimige, rauhe, glatte Kolonien), wurde ebenfalls auf
LJMedium bei 30°C durchgefihrt. Die Untersuchung des Pigmentierungsverhalten wurde
wie folgt durchgefuhrt. Eine Einzelkolonie wurde auf zwei LJ-Rohrchen tGberimpft. Dabel
wurde ein Réhrchen zum Lichtschutz in Aluminiumfolie eingewickelt und beide Réhrchen
bei 30°C bebriitet. Nach sichtbarem Koloniewachstum (>2 mm) erfolgte eine eintégige
Lichtexposition des nicht mit Aluminiumfolie bedeckten Rohrchens am Fenster. Nach
einer anschliessend nochmaligen Inkubation (3 d) bei 30°C wurde das belichtete Rohrchen
mit dem unbelichteten Rohrchen verglichen. Ein Isolat, welches keine Pigmente bildet
bezeichnet man als ,,nonchromogen*. Bildet es Pigmente bei Belichtung bezeichnet man es
als ,photochromogen“. Erfolgt die Pigmentbildung ohne Lichteinwirkung, wird der
betreffende Stamm al's scotochromogen bezeichnet.

2.7 Chemotaxonomische Differ enzierungsmethoden
2.7.1 Mykolsaur eanalyse mittels Diinnschichtchromatographie

Wie schon in Kapitel 1.4.1 erwdhnt wurde, ist die Dunnschichtchromatographie (DC) ein
etabliertes Verfahren zur chemotaxonomischen Abgrenzung von Mykobakterien zu
anderen Genera und zu ihrer groben Differenzierung. Die akalische Hydrolyse der
Mykolsduren aus der Mycolyl-Arabinogalactan-Wachsmatrix der Zellwand und
anschlief3ende katalytische Methylierung der Fettsduren mit Hilfe von Jodmethan erfolgte
nach DOBSON et al. (1985). Die darauf folgende diinnschichtchromatographische
Auftrennung der Mykolsdure-Methylester wurde entsprechend den Angaben von
VALERO-GUILLEN et a. (1986) mit zwei Laufmittelsystemen (Petroleumether/Aceton
und Dichlormethan) durchgefuhrt. Bei Anwendung dieser Methodik reichte in aler Regel
eine eindimensionale Auftrennung aus; nur bel Isolaten mit a-, a’-, und Keto-Mykolsduren
wurde zum Nachweis ggf. zusétzlich vorhandener Methoxy-Mykolsduren ebenfalls eine
zweidimensionale Auftrennung vorgenommen.
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2.7.2 Mykolsaur eanalyse mittels Hochdruckflussigkeitschr omatographie (HPL C)

Die Mykolsaure-Analytik mittels HPLC folgte dem von BUTLER et a. (1991, 1995)
beschriebenen Standardprotokoll. Auch bel diesem Verfahren erfolgt die Mykolsaure-
Extraktion aus der Zellwand mittels akalischer Hydrolyse. Anschliefend werden die
Mykolsauren mit p-Bromophenacyl verestert (,derivatisiert*) und in einer Umkehrphasen-
Chromatographie mit einer unpolaren C-18 Sdule als stationdrer Phase und mit einem
relativ polaren (Uiber einen Gradienten eingesetzten) Methanol-Dichlormethan-Gemisch als
mobiler Phase aufgetrennt. Die Mykolsdure- p-Bromophenacyl-Ester absorbieren UV-
Licht und lassen sich mit Hilfe eines UV-Detektors nachwei sen.

2.8 Molekular biologische Differ enzierungsmethoden
2.8.1 Restriktionsanalyse des 65-kDa-Heatshockprotein-Gens (PRA)

Die hier verwendete Analyse des Restriktionsfragment-L &ngenpolymorphismus (RFLP)
eines PCR-Produkts des 65-kDa-Heatshockprotein- (hsp65-) Gens wurde von seinen
Beschreibern (TELENTI et al., 1993) auch als PCR-Restriktionsanalyse (PRA) bezeichnet.
Die PRA ddlt eine einfach und schnell durchzufihrende molekularbiologische
Differenzierungsmethode dar und erméglicht innerhalb von ein bis zwel Tagen eine
genotypische Identifizierung von Mykobakterien bis zur Speziesebene, bei einigen Spezies
auch unterhalb dieser Ebene.

Im Wesentlichen wurde die PRA in folgenden Schritten durchgefihrt: Die Mykobakterien-
DNA wurde aus dem Uberstand zentrifugierter Zellsuspensionen entnommen. Mit Hilfe
der PCR-Primer Th11l (5° ACC AAC GAT GGT GTG TCC AT 3)) und Th12 (5" CTT
GTC GAA CCG CAT ACC CT 3) wurde en 439 bp Abschnitt des hsp65-Gens
amplifiziert. Folgendes Reaktionsprofil wurde verwendet: Pr&Denaturierung 5 min bel
94°C, 38 ma Amplifikationszyklus bestehend aus Denaturierung (1 min bei 94°C),
Anlagerung der Primer (1 min bei 56°C) und Extension (1 min. bei 72°C); abschlief}ende
Extension 10 min bei 72°C. Danach wurde das PCR-Produkt mit Hilfe der Restriktions-
endonukleasen BstEll, Haelll und Cfol (Boehringer, Mannheim, Kat. Nr. 567612, 693944
und 688541) sowie unter Zusatz von 25 mM Spermidin (Sigma, Steinheim, Kat. Nr. S
2626) verdaut. Die bei der Restriktion entstandenen DNA-Fragmente wurden mittels
Gelelektrophorese in einem 3%-igen NuSieve GTG Agarose-Gel (Biozym, Nr. 850084)
aufgetrennt. Die DNA-Fragmentmuster wurden anschlief3end in einer Ethidiumbromid-
[6sung (1 pg/ml) gefarbt und unter UV-Licht auf Polaroid-Filmen (665 pos./neg.)
dokumentiert. Die Langenbestimmung der Restriktionsfragmente erfolgte durch visuellen
Vergleich mit einem Langenstandard (pUC 19 DNA/Mspl: Fermentas, St.Leon-Rot, Kat.
Nr. SM0221). Fragmente, deren Lange weniger als 60 Basenpaare betrug, wurden nicht
mit in die Auswertung einbezogen, da sie grof3enteils Primer- bzw. Primer-Dimer-Banden
darstellen. Die Spezieszuordnung der Isolate wurde mit Hilfe von Referenztabellen der
Fragmentmuster bekannter Stdmme vorgenommen (s. Tabelle 6).

2.8.2 Restriktionsanalyse des 16S-23S-r DNA-Spacer s (Spacer-RFL P)

Diese Methode wurde von ROTH et al. (1999) entwickelt und ist ebenfalls eine PCR-
RFLP-Methode, mit dem Unterschied, dass stait des in der PRA (s. Kap.2.7.1)
untersuchten hsp65-Gens ein Bereich des 16S-23S-Spacers der rDNA amplifiziert und
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untersucht wird. Da die sich GrofRe des PCR-Produkts verschiedener Mykobakterien-
spezies unterscheidet, lasst sich oft schon an Hand der PCR-Produktgrof3e eine grobe
Differenzierung der untersuchten Mykobakterienisolate vornehmen. Die Fragmentmuster
erlauben in der Regel eine klare Spezieszuordnung. Der Nachweis mehrerer Fragment-
muster bel verschiedenen Angehorigen einer Speziesist bisher nicht beschrieben.

Die Polymerase-Chain-Reaction (PCR) erfolgte mit Hilfe der beiden Mykobakterien-
spezifischen Oligonukleotide Spl (5’ ACCTCCTTTCTAAGGAGCACC3’) und SP2
(5 GATGCTCGCAACCACTATCCAZ). Folgendes Reaktionsprofil wurde verwendet:
PréaDenaturierung 5 min bei 94°C, 38 ma Amplifikationszyklus bestehend aus
Denaturierung (50 sek bei 94°C), Anlagerung der Primer (50 sek bei 58°C) und Extension
(50 sek bei 72°C); abschlieffende Extension 10 min bel 72°C. Der Nachwels des
amplifizierten PCR-Produkts erfolgte durch elektrophoretisch in einem 3%-igen NuSieve
GTG Agarose-Gel (Biozym, Hameln, Kat. Nr. 850084). Die Restriktionsanalyse wurde mit
Hilfe der Restriktionsendonukleasen Haelll und Cfol (Boehringer, Mannheim, Kat. Nr.
693944 und 688541) durchgefihrt, in einem einem 4%-igen NuSieve GTG Agarose-Gel
(s.0.) aufgetrennt und auf Polaroid-Filmen dokumentiert.

2.8.3 Partielle Sequenzierung der 16S-r DNA

In der vorliegenden Arbeit wurde in Anlehnung an das Protokoll von KIRSCHNER et d.,
(1993) ein 452 bp langes PCR-Produkt der 16S-rDNA sequenziert. Das Produkt umfasst
die beiden hypervariablen Regionen A (E.-coli-Positionen 129-267) und B (E.-coli-
Positionen 430-500). Die Primer werden as ,,P 285" (universeller Primer: 5° GAG AGT
TTG ATC CTG GCT CAG 3) und , P 259* (Mykobakterien-spezifischer Primer: 5 TTT
CAC GAA CAA CGC GAC AA 3)) bezeichnet. Die Amplifikation erfolgte mit Hilfe eines
zweistufigen Temperaturprofils und wurde durch eine 5-minitige Denaturierung bel 94°C
eingeleitet. Anschlief3end folgten 40 Temperaturzyklen (1 min Denaturierung bei 94°C, 3
min Primer-Anlagerung und Extension bel 68°C) sowie eine abschlief3ende 3-minttge
Extension bei 68°C. Die erfolgreiche Amplifikation des 16S-rDNA-Genfragmentes wurde
elektrophoretisch bestétigt. Das Amplifikat wurde anschlief3end mit einem DNA-
Purification-Kit der Firma Quiagen, Hilden, (Kat. Nr. 28104) aufgereinigt und zusammen
mit den Primern zur Sequenzierung an das BMFZ weitergereicht. Die Auswertung der
erzielten Sequenzen erfolgte durch Vergleich mit den Online-Datenbanken GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html), und Ridom (www.ridom.de) und
EMBL (http://www.embl-heidelberg.de/).

2.9 Beschreibung neuer Mykobakterienspezies

Malygeblich fur die offizielle Anerkennung einer neuen Bakterienspezies sind die im
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology beschriebenen
Anforderungen (http://ijs.sgmjournals.org/misc/subonline.shtml). Um als neue Spezies
anerkannt zu werden, muss der Organismus Uber eine Anzahl phanotypischer und
genotypischer Merkmale verfigen, von denen enige wesentliche in bislang
unbeschriebener Auspragung vorzuliegen haben. Als obligatorisch zu beschreibende
phénotypische Merkmale gelten bel Mykobakterien zur Zeit Wachtumsgeschwindigkeit,
Pigmentierung, biochemisch/physiologische Merkmale sowie die Mykolsaure-Zusammen-
setzung der Zellwand (s. Kap. 2.7). Als obligatorisch zu beschreibendes genotypisches
Merkmal gilt die Sequenz der 16S-rDNA (s. Kap. 2.8.3). Zusétzlich kdnnen weitere
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phanotypische und genotypisches Merkmale beschrieben werden, wie z.B. das PRA-
Muster (s. Kap. 2.8.1) und die Restriktionsanalyse des 16S-23S-rDNA-Spacers (s. Kap.
2.8.2). Dartiber hinaus muss ein Stamm der neuen Spezies in zwei 6ffentlich zuganglichen
Stammsammlungen hinterlegt und die neue Spezies gultig publiziert werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwdlf nicht identifizierbare Mykobakterien-
isolate als vermutlich neue Spezies néher untersucht, von denen elf Stémme (s. Tabelle 11)
vorléaufig as ,,Spezies X” und ein Stamm (BN 3151) vorléufig als,,Spezies Y” bezeichnet
wurden. Zum Zwecke der giltigen Beschreibung neuer Spezies wurden die genannten
Stdmme in Zusammenarbeit mit Frau Dr. L. Naumann und Herrn Dr. U. Reischl (Institut
fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Universitdt Regensburg) folgenden
Untersuchungen unterzogen:

Phanotvpl sche Merkmale:

Bestimmung der Wachtumsgeschwindigkeit (s. Kap. 2.6)

Bestimmung der Pigmentbildung (s. Kap. 2.6)

Untersuchung von  biochemischen und physiologischen Merkmalen  (nach:

(DEUTSCHES ZENTRALKOMITEE ZUR BRKAMPFUNG DER TUBERKULOSE,

1991; DIN, 1991)°

- Arylsulfatase

- Brenzschleimsédure (= 2-Furancarbonsaure)

- Wachstum auf 5% NaCl

- Wachstum auf Toluidinblau

- Niazin-Akkumulation

- Nitratreduktion

- Katalase semiquantitativ

- Katalase bei 68°C

- Amidasen (Acetamid, Benzamid, Harnstoff, Nicotinamid, Pyracinamid, Succinamid,
Allantoin, Sulfonamid)
Resi stenzbestimmungen (u.a. Ciprofloxacin, Doxycyclin und Clarithromycin)

Dunnschlchtchromatographlsche Analyse der Mykolséuren (s. Kap. 2.7.1)

HPLC-Anayse der Mykolsauren (s. Kap. 2.7.2)

Genotypische Merkmale:
- PRA (s. Kap. 2.8.1)
Spacer-RFLP (s. Kap. 2.8.2)
Partielle Sequenzierung der 16S-rDNA (s. Kap. 2.8.3)
Sequenzierung der gesamten 16S-rDNA (nach KIRSCHNER et al., 1993)*

2.10 Untersuchung einer Pseudoepidemie durch M. xenopi

M. xenopi ist ein langsam wachsendes, hitzetolerantes Mykobakterium, das bei 42°C die
optimale Wachstumstemperatur aufweist (TORRKO et al., 2000). M. xenopi zahlt auch zu
den fakultativ pathogenen Mykobakterien. Es ist ein Umweltmykobakterium, das sowohl
im Wasser as auch in Biofilmen vorkommt und gegebenfalls Infektionen bei z.B immun-

Untersuchungen wurden im Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der
Universitdt Regensburg durchgeftihrt
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supprimierten Patienten auslésen kann. Der zwischen 1994 und 2000 gehaufte Nachweis
von M. xenopi bei 220 Uberwiegend bronchoskopisch gewonnenen Proben von Patienten
eines Dusseldorfer Krankenhauses wurde nach genauerer Datenanalyse als
» Pseudoepidemie” interpretiert. Hinweise auf eine Pseudoepidemie ergaben sich dadurch,
dass zum einen oftmals Isolationen ohne klinische Infektionszeichen gefunden worden
waren, zum anderen das Warmwassersystem der Klinik mit M. xenopi kolonisiert war. Als
Pseudoinfektion bezeichnet man eine durch einen Diagnosefehler irrtimlicherweise
festgestellte Infektion bel einem in Wirklichkeit nicht infizierten Patienten; as
Pseudoepidemie die zeitliche und réumliche Haufung von Pseudoinfektionen. Die Folgen
fir den Patienten sind unnétige Behandlungen, unndtige verlangerte Liegezeiten, unnétige
Verhandlungskomplikationen, unnétige Kosten und eine unnétige psychische Belastung
der Patienten. Die Ursache fur Pseudoinfektionen ist oftmals die Kontamination des
Untersuchungsmaterials, z.B bei der Probennahme, beim Transport, bei der Verarbeitung
im Labor, oder auch die falsche Interpretation eines Befundes. Es gibt verscheidene
Erreger, die Pseudoepidemien ausdsen konnen, z.B die Gattungen Mycobacterium,
Bacillus und Legionella. Gemeinsam ist diesen Mikroorganismen, dass sie teillweise in
grofien Zahlen in der Umwelt vorkommen und (insbesondere bei Immunsupprimierten)
Infektionskrankheiten verursachen konnen. Aufféllig ist, dass in der Fachliteratur
Mykobakterien am haufigsten als Ursache von Pseudoinfektionen beschrieben wurden
(SZABO et d., 1982).

Als Ursache der Pseudoepidemie wurde in dem Dusseldorfer Krankenhaus die
Kontamination des Patienten-Untersuchungsmaterials mit  Leitungswasser  des
Krankenhauses verdachtigt. Ebenso wurde vermutet, dass die Kontamination des
Untersuchungsmaterials dadurch zu Stande kam, dass die Bronchoskope zum Abschluss
der automatischen Aufbereitung in einem Endoskop-Reinigungss und Desinfek-
tionsautomaten (ERDA) mit unbehandeltem Leitungswasser aus dem Warmwassersystem
des Krankenhauses nachgesptilt wurden.

Ziel der Untersuchungen war es zunéchst, die Hypothese einer durch Leitungswasser
verursachten Pseudoepidemie zu bestédtigen bzw. zu widerlegen und (bel Bestétigung) die
Pseudoepidemie zu beenden. Hierzu mussten zunachst Warmwasserproben auf M. xenopi
untersucht werden und die Wasserisolate mit Hilfe eines geeigneten Genotypisierungs-
verfahrens mit den Patientenisolaten verglichen werden. Bei klonaler Verwandschaft der
| solate waren Mal3nahmen zur Pravention weiterer Pseudoinfektionen durchzufiihren.

2.10.1 Unter suchung der Wasser proben auf das Vorhandensein von M. xenopi

Im Rahmen der M.-xenopi-Pseudoepidemie wurden 48 Warmwasserproben des
Dusseldorfer Krankenhauses auf das Vorhandesein von M. xenopi untersucht. Die
Wasserproben wurden wie in Kapitel 2.3.3 beschrieben mit KCI/HCI-Puffer
dekontaminiert und wie unter 2.3.4 erlautert membranfiltriert. Die Filter wurden 3 Monate
lang bei 42°C (der optimalen Vermehrungstemperatur von M. xenopi) auf LJMedium
bebriitet. Alle Isolate wurden anschlielend mit Hilfe der in Kapitel 2.7 und 2.8
beschriebenen Methoden differenziert und die als M. xenopi bestétigten Isolate wurden in
die weiteren Untersuchungen aufgenommen.
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2.10.2 Genotypisierung der M.-xenopi-Isolate mittels random amplification of
polymorphic DNA (RAPD)

Folgende M.-xenopi-Isolate wurden der Genotypisierung unterzogen:

- 11 Wasserisolate des Dusseldorfer Krankenhauses, die wie unter 2.10.1. beschrieben
aus dem Warmwassersystem des betroffenen Krankenhauses isoliert wurden

- 30 Patientenisolate, die vom Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Virologie des
Universitdtsklinikums Dusseldorf zur Verfigung gestellt wurden, welches das
betroffene Dusseldorfer Krankenhaus betreut

- 3 Patientenisolate aus dem Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der
Universitdt Regensburg als externe Vergleichsstamme

Die random amplification of polymorphic DNA (RAPD) ist eine Methode zur
Genotypisierung von Organismen (GURTLER & MAYALL, 2001) und wurde im
vorliegenden Fall auf die oben genannten M.-xenopi-Isolate angewandt. Das Prinzip der
RAPD beruht auf der Amplifikation von DNA-Fragmenten aus dem Genom der
Testorganismen mit Hilfe eines kurzen (ca. 10 bp), willkirlich (ohne Kenntnis der
Zielsequenzen) ausgewahlten Oliogonukleotids (RAPD-Primers). Im vorliegenden Falle
wurden die M.-xenopi-lsolate mit Hilfe der in Tabelle 2 aufgelisteten RAPD-Primer
untersucht.

Tabelle 2: RAPD-Primer zur Typisierung der M.-xenopi-Isolate

Bezeichnung des Primers Sequenz
ZA 5 CCGCAGACAC 3
ZAPA0 5 CCGCAGCCAA 3
ZAPA0OmM 5 CCGCAGCCAC 3
Stenmal 270 5 TGCGCGCGGG 3
Stenmal 272 5 AGCGGGCCAA 3

Das PCR-Reaktionsprofil fur die Primer ZA, ZAP40, ZAPA0m sah wie folgt aus. Pr&
Denaturierung 5 min bei 94°C, 40 mal Amplifikationszyklus bestehend aus Denaturierung
(2 min bei 94°C), Anlagerung der Primer (1 min bel 36°C) und Extension (1 min bei
72°C), abschlief¥ende Extension 5 min bel 72°C. Der Nachweis der amplifizierten DNA-
Fragmente erfolgte durch Gel-Elektrophorese in einem 2%-igen Agarose-Gel (Serva,
Heidelberg, Kat.-Nr. 11404).

Der PCR-Zyklus fir die Primer Stenmal 270, und 272 sah wie folgt aus. Nach einer Pr&
Denaturierung (15 min bei 94°C) wurde der Temperaturzyklus [Denaturierung (5 min bei
94°C), Anlagerung der Primer (5 min. bel 36°C) und Extension (5 min bel 72°C)] 4 mal
wiederholt. Im Anschluss daran erfolgte ein erneuter Temperaturzyklus [Denaturierung (1
min. bei 94°C ), Anlagerung der Primer (1 min. bei 36°C) und Extension (1 min. bei
72°C)] 31 mal wiederholt. Im Anschluss daran erfolgte eine Extension von 10 min bei
72°C. Der Nachweis der amplifizierten DNA-Fragmente erfolgte durch Gel-Elektro-
phorese in eéinem 2%-igen Agarose-Gel (Serva, Heidelberg, Kat.-Nr. 11404).
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2.10.3 MalRnahmen zur Pravention weiterer Pseudoinfektionen

Als vordringliche Mal3nahme zur Prévention weiterer Pseudoinfektionen erschien nach
Auswertung der in den Kapiteln 2.10.1 und 2.10.2 erzielten Ergebnisse der Ersatz des in
dem betroffenen Krankenhaus benutzten Endoskop-Reinigungs/Desinfektionsautomaten
(ERDA) durch einen neuen ERDA (EDT2, Fa. Olympus, Hamburg), in dem die
Bronchoskope nach der Desinfektion mit UV-behandeltem Leitungswasser nachgespilt
werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss des kulturellen Nachweisver fahrens auf M enge und Spektrum der
isolierten Mykobakterien

Um die Effizienz verschiedener Methoden zum kulturellen Nachweis aguatischer
Mykobakterien zu vergleichen, wurden die untersuchten Proben (wie in Kapitel 2.3.
beschrieben) paralel mit den in Tabelle 1 (Kap. 2.3.2) beschriebenen Nachweisverfahren
untersucht. In Tabelle 1sind die fur jedes Nachweisverfahren verwendeten Medien,
Dekontaminationsverfahren und Inkubationstemperaturen aufgelistet. Die fur die
Nachweisverfahren gewahlten Abkirzungen A-X werden auch in den nachfolgenden
Tabellen verwendet.

Die quantitativen Ergebnisse des kulturellen Mykobakteriennachweises sind in Tabelle 3
zusammengefasst. In den verschiedenen Spalten der Tabelle 3 werden folgende Begriffe
verwendet:

- In der Spalte ,Nachweisverfahren” werden die Abklrzungen der Nachweisverfahren
von Tabelle 1beibehalten.

- Die Positivitétsrate beschreibt den prozentualen Anteil der Proben, aus denen
Mykobakterien isoliert werden konnten.

- Die Kontaminationsrate beschreibt (ebenfalls prozentual) den Anteil der Proben, bei
denen es auf Grund von Kontaminationen nicht moglich war, Mykobakterien zu
isolieren.

- Die Negativitdtsrate beschreibt den prozentualen Anteil der Proben, bel denen keine
Mikroorganismen (weder Mykobakterien noch Kontaminanten) nachgewiesen wurden.

- Die ,durchschnittliche Anzahl mykobakterieller KBE/mI” bezeichnet den Mittelwert
der mit Hilfe der jeweiligen Isolationsmethode je Probe nachgewiesenen
Mykobakterienkolonien. Sie errechnet sich durch Division der mit dem jeweiligen
Verfahren insgesamt angeziichteten Mykobakterienkolonien durch die Anzahl n
(Anzahl aler Proben). Auch die angeziichtete Mykobakteriendichte der Biofilmproben
wurde bei dieser Berechnung als KBE/ml (nicht als KBE/cm2) berticksichtigt, das heif3t
in der Konzentration, in der die Mykobakterien in der Biofilmsuspension nachgewiesen
wurden.

- Die Spate ,durchschnittliche Anzahl verschiedener Mykobakterienisolate je Probe”
bezeichnet die mit dem jewelligen Nachweisverfahren je Probe durchschnittlich
angezichtete Anzahl der koloniemorphologisch (d.h. anhand von Pigmentierung, Form
und Oberfldche) makroskopisch unterscheidbaren Mykobakterienkolonien. Die Werte
errechneten sich durch Division der mit dem jeweiligen Verfahren bei alen Proben
insgesamt isolierten, makroskopisch unterscheidbaren Mykobakterienkolonien durch
die Anzahl n (Anzahl aller Proben).

Tabelle 3: Quantitative Ergebnisse der verschiedenen kulturellen Verfahren zum Nachwels
von Mykobakterien

Positivi- | Kontami- Durchschnittliche Anzahl

Nachweis- | ... . Negativitats . ver schiedener
verfahren tatsrate | nationsrate ratein % n | mykobakterieller Mykobakterien-

in 0t in 0 \ _
in % In % KBE/mI isolate je Probe

35,3 41,2 23,5 17 74 0,64

A
B 294 47,1 235 17 599 0,53
C 15,0 20,0 65,0 40 18 0,2
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Fortsetzung Tabelle 3

D 14,8 0 85,2 37 0,9 0,03
E 47,0 41,0 12,0 17 57 0,46
F 76,5 11,7 11,8 17 2090 0,8
G 10,0 10,0 80,0 40 16 0,18
H 0 0 100,0 37 0 0
I 5,8 17,6 76,6 17 - 0,06
J 35,3 11,7 53,0 17 - 0,466
K 0 0 100,0 40 -- 0
L 0 0 100,0 37 - 0
M 56,4 24,8 18,8 117 1078 1,06
N 38,7 27,2 34,1 147 442 0,5
©) 3,8 10,7 85,5 131 2,0 0,05
P 0 0 100,0 108 0 0
Q 67,3 14,2 18,5 113 1241 1,08
R 58,9 11,5 29,6 139 1322 0,83
S 4,3 3,6 92,1 138 0,24 0,05
T 0,9 0 99,1 107 2,7 0,01
) 39,5 1,8 58,7 114 - 0,34
V 32,3 5,6 62,1 124 - 0,33
W 1,7 0 98,3 112 - 0,017
X 1,0 0 99,0 104 -- 0,01

KBE/ml = koloniebildende Einheiten pro Milliliter
n = Anzahl der untersuchten Proben pro Nachweisverfahren
-- = nicht bestimmbar in Flissigmedien

In der folgenden Abbildung 3 ist ein Celluloseacetat-Filter auf einer 7H10-Agar-Platte
nach der Primérkultur zu sehen, auf dem nach Ablauf der 3 monatigen Bebriitungsdauer
makroskopisch unterscheidbare Kolonien sichtbar sind.

Abbildung 3: Membranfilter mit morphologisch unterschiedlichen Mykobakterienkolo-
nien in der Primérkultur auf /H10-Agar-Medium

Die Tabelle 4 listet die mit den verschiedenen kulturellen Nachweisverfahren
identifizierten Mykobakterienspezies und -subtypen auf. Als ,,unbekannt” werden solche
Isolate bezeichnet, die mit den in Kapitel 2.8 und 2.9 beschriebenen Differenzierungs-
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verfahren nicht identifiziert werden konnten. Als , nicht subkultivierbar” werden solche
| solate bezeichnet, die bei der Primérkultur ein Koloniewachstum auf Festmedien oder eine
Tribung des Flissigmediums zeigten, sich zur Vereinzelung aber nicht auf Middlebrook-
7H10-Agar subkultivieren liefien. Bei Spezies, bei denen sich mit Hilfe der PRA (s. Kap.
2.8.1) mehrere Subtypen unterscheiden lassen, wird zusétzlich zur Speziesbezeichnung
auch der PRA-Subtyp in Form einer romischen Zahl angegeben.

Tabdle 4:

Mit den verschiedenen kulturellen Nachweisverfahren erhaltene

Mykobakterienspezies und PRA-Subtypen

Nachweis-
verfahren

| dentifizierte Mykobakterienspeziesund -subtypen

A

Unbekannte bzw. nicht subkultivierbare Isolate

Unbekannte bzw. nicht subkultivierbare Isolate

Unbekannte bzw. nicht subkultivierbare Isolate

Unbekanntes | solat

Unbekannte bzw. nicht subkultivierbare Isolate

Unbekannte bzw. nicht subkultivierbare Isolate

Unbekannte bzw. nicht subkultivierbare Isolate

K. N.

Unbekannte bzw. nicht subkultivierbare Isolate

M. aurumll, , Spezies X”,

K. N.

K. N.

SrixXlal—|Z|IO|mmo0|m

M. chelonae I, M. chelonae Il, M. chelonae Ill, M. flavescens, M. gilvum, M.
gordonae I, M. gordonae IV, M. mucogenicum I, ,Spezies X", ,Spezies Y”,
unbekannte | solate

M. chelonae I, M. chelonae Il, M. chelonae Ill, M. flavescens, M. gilvum, M.
gordonae I, M. gordonae Ill, M. hassiacum, M. lentiflavum, M. mucogenicum,
»opezies X”, M. peregrinum |, unbekannte | solate

M. intracellulare, M. peregrinum |

K. N.

olavlle]

M. abscessus, M. brumae, M. chelonae I, M. chelonae Il, M. chelonae 111, M.
flavescens, M. gordonae VI1II, M. mucogenicum I, M. mucogenicum I, , Spezies
X", M. porcinum, unbekannte bzw. nicht subkultivierbare | solate

M. aurum I, M. chelonae I, M. chelonae Il, M. chelonae III, M. gilvum, M.
gordonae I, M. gordonae 111, M. gordonae XI, M. gordonae XIV, M. gordonae XV,
M. mucogenicum |, mucogenicum I, M. lentiflavum, M. ,Spezies X", M.
peregrinum I, M. xenopi, unbekannte bzw. nicht subkultivierbare I solate

, Spezies X

Nicht subkultivierbare | solate

M. chelonae I, M. chelonae II, M. chelonae Ill, unbekannte bzw. nicht
subkultivierbare |solate

M. abscessus, M. chelonae I, M. chelonae 11, M. chelonae 111, M. peregrinum I1,
nicht subkultivierbare | solate

M. chelonae |

Nicht subkultivierbare | solate

Ro6mische Zahlen bezeichnen PRA-Subtypen (s. Kap. 3.2, Tabelle 7)
K. N. = Kein Nachweis von Mykobakterien
Abkirzungen der Nachweisverfahren: s. Tabelle 1
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3.2.1 Mykobakterielle Referenzstdmme
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Um die bei unbekannten Isolaten erhaltenen Differenzierungsergebnisse zuordnen zu
konnen, sind Referenzdaten erforderlich. In Tabelle 6 sind alle bis zum Stichdatum
01.02.2003 bekannten Mykobakterienspezies aufgelistet. Sofern Differenzierungs-
ergebnisse vorliegen, die mittels PRA (s. Kap. 2.8.1) und DC (s. Kap. 2.7.1) erzielt
wurden, werden diese ebenfalls in Tabelle 6 wiedergegeben. Hierbei handelt es sich
um eigene Ergebnisse, wenn dies nicht anders vermerkt ist. Die Ergebnisse der
HPLC-Anayse (s. Kap. 2.7.2) und der RFLP des 16S-23S-Spacers (s. Kap. 2.8.2)

finden sich in Anhang 1 (s. Kap. 8.1) bzw. Anhang 2 (s. Kap. 8.2).

Wiein Kap. 1.4 beschrieben erlaubt die Dinnschichtchromatographie
Mykobakterienspezies anhand ihrer characteristischen Zusammensetzung der
Mykolsduretypen in der Zellwand in unterschiedliche Gruppen einzuteilen. Eine
Ubersicht welche Mykol siurezusammensetzung zu welcher Gruppe gehort findet
sichin Tabelle 5 wieder.

Tabelle 5. Fur verschiedene Mykobakterienspezies publizierte Mykol sduremuster.

Bezeich- Mykolsauretypen Sekundére
nung des a a ?-17- Keto | Epoxy | -? ? -1 Alkohole
Mykolséure (? -18) carboxy| Methoxy
musters Methoxy **

A +

B + +

C + +

D + + +

E + + +

F + (+)* +

G + + m

H + + + +

| + + + + +

J + + + + +

K + + +

L + + + +

M + + + +

N + + +

(@) + + + +

P + + +

Q + +

R + +

S + + + +

* Bel Mykobakterien mit dem Mykolsauremuster ,,F* kdnnen a’-Mycolate in sehr geringen

Mengen vorkommen

** ?-Carboxy-Mycolate (=Dicarboxy-Mycolate) kodnnen mit Eicosanol und anderen
homologen sekundéren Alkoholen Mykolsaure-Wachsester bilden. Diese sind
chromatographisch eng mit den ?-Carboxy-Mycolaten assoziiert und werden mit den
meisten Laufmitteln kaum oder nur unvollstandig voneinander getrennt, so dass sie in der

DC sowohl einen als auch zwei Flecken bilden kénnen.




Tabelle 6: Ergebnisse der PCR-Restriktionsanalyse des hsp65-Gens (PRA) und der

Mykol saure-Dunnschichtchromatographie (DC) der mykobakteriellen
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Referenzstdmme
. . Restriktionsfragmentein bp nach Verdau mit

Stamm Nr. Mykobakteriensezies BSEll Haall| Ciol DC
ATCC 19977 M. abscessus 245/220 145/70/60 200/120/60 B
ATCC 27406" M. agri 245/135/55 165/150/60 n.u. K
ATCC 27280" | M. aichiense 335/125 200/70/60 200/105/65 H
CIP 103464' M. alvel 245/135/85 150/100/60 n.u. R
ATCC 25276" | M. asiaticum 245/220 110/105 n.u D
ATCC 23366" |M.aurum| Keine Restriktion | 135/115/70/60 | 245/105/65 H
ATCC 33464" | M. austroafricanum 335/125 165/60/55 n.u. I
ATCC 25291" [ M. avium 245/220 130/105 245/110/65 H
DSM 44277" M. bohemicum 245/220 160/110/60 245/90/65 J
DSM 44537" M. botniense n.u. n.u. n.u. n.u.
DSM 44624 M. branderi 240/220 170/100/70/60 | 200/70/60 H
CIP 103465 M. brumae Keine Restriktion | 145/70/60 245/105/65 A
ATCC51131" |[M. celatum 245/220 135/90 200/105/70 H
DSM 43804° M. chelonae 325/140 200/70 245/125/70 B
ATCC 19627" | M. chitae 325/125 140/85/60 245/90/65 F
DSM 43826° M. chlorophenolicum 245/220 147/80/70/60 | 245/105/65 I
ATCC 27278" | M. chubuense 245/220 140/85/60 n.u. I
DSM 44017" M. confluentis Keine Restriktion | 195/85/60 245/105/65 H
DSM 44136° M. conspicuum 245/220 150/100 245/90/65 H
ATCC 49103" | M. cookii 325/125 145 n.u. L
ATCC 19340" | M. diernhoferi 325/125 145/140 245/105/65 H
DSM 44339" | M. doricum n.u. n.u. n.u. n.u.
NCTC 358" M. duvalii Keine Restriktion | 135/130/65 200/80/65 I
DSM 44368" M. elephantis 325/140 140/(70) 250/70/60 H
CIP 8139" M. fallax 335/125 190/145 245/10565 A
NCTC1955" M. farcinogenes 245/135/85 180/140 200/120/65 F
ATCC14474" M. flavescens Keine Restriktion | 140/60 245/90/65 H
ATCC 6841" M. fortuitum 245/120/85 145/125/65/60 | 185/105/70 F
DSM 44346 M. frederiksbergense n.u. n.u. n.u. n.u
DSM 44077" M. gadium n.u. n.u. n.u. H
ATCC 15754" | M. gastri 245/140/85 135/105/70 190/80/65 D
ATCC51234" | M. genavense* 330/120 135/100 n.u. E
NCTC 10742" | M. gilvum Keine Restriktion | 165/90/60 245/65 I
DSM 44492° M. goodii 245/140/70 150/130/70 245/100/65 F
DSM 44160 M. gordonae 325/125 150/130/95 n.u D
DSM 44199° M. hassiacum 245/220 190/90/60 245/90/65 H
DSM 44634" M. haemophilum n.u n.u n.u D
DSM 44428" M. heckeshornense 245/125/70 170/110/70/60 | 245/70/60 n.u.
DSM 44471° M. heidelbergense 245/220 135/115 245/90/70 n.u.
ATCC 49874" | M. hiberniae 245/125/100 150/60 240/110/65 H
DSM 44183" M. hodleri 245/140/85 147/80/60 245/90/65 H
DSM 44478" M. holsaticum* Keine Restriktion | 140/100/60 n.u. D
ATCC 700505" | M. immunogenicum* 325/140 145/70/60 n.u. n.u.
DSM 44064° M. interjectum n.u n.u n.u H
DSM 44064° M. intermedium 245/220 150/135 n.u D
ATCC 13950" | M. intracellulare 245/125/100 150/135/60 245/130/65 H
ATCC 12478" | M. kansasii 245/220 135/105/70 190/80/65 D
DSM 44078" M. komossense n.u. n.u. n.u. J
DSM 44627" M. kubiciae 245/220 150/100/70/60 | 245/70/60 D
DSM 44577" M. lacus* 325/135 125/95/70 n.u n.u
DSM 44195° M. lentiflavum Keine Restriktion | 150/135 245/90/65 E
ATCC 49865"' | M. madagascariense 325/140 165/125/65 245/90/65 H
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CIP 104973" M. mageritense 245/140/70 170/130/60 n.u F
NCTC 11298" | M. malmoense 245/125/100 155/110/80 245/80/65 E
ATCC 927" M. marinum 245/220 155/110/80 245/80/65 D
ATCC 43059" | M. moriocaense 335/125 200/90/60 245/90/65 H
DSM 44625' M. mucogenicum 325/125 140/60 245/105/65 H
DSM 44340° M. murale 245/140/85 155/80/60 200/105/65 H
ATCC 25795' | M. neoaurum 325/140 170/140 110/105/100 H
ATCC 19530" | M. nonchromogenicum | 245/125/85 150/60 240/110/60 H
DSM 44203" M. novocastrense* Keine Restriktion | 140/60 245/90/70 n.u.
ATCC 27023" | M. obuense 245/220 140/80/60 n.u. I
DSM 44572° M. palustre n.u. n.u. n.u. n.u.
ATCC 196686" | M. parafortuitum Keine Restriktion | 155/80/60 245/100/40 I
ATCC 14467" | M. peregrinum 245/220 145/140/100/65 | 245/105/65 F
ATCC 11758" | M. phlei 245/220 140/80/60 245/90/65 H
ATCC 33776" | M. porcinum 245/220 140/100 245/100/65 F
ATCC 35087' | M. poriferae 335/125 165/100 245/90/65 I
ATCC 35154" | M. pulveris 325/140 140/60 280/90/65 I
ATCC 27024" | M. rhodesiae 335/125 160/125/60 200/105/65 H
NCTC 10803" | M. scofulaceum 245/220 200/135 245/85/65 H
NCTC 10956' | M. senegalense 325/140 180/140 200/125/60 F
DSM 44393" M. septicum 245/220 150/130/100/70 | 245/70/60 n.u.
ATCC 27962" | M. shimodei 245/140/100 140/105 200/90/70 I
ATCC 25275" | M. simiae 245/220 200/135 240/85/65 E
ATCC19420" M. smegmatis 245/135/80 145/125/60 245/170 F
ATCC 33027" | M. sphagni 325/140 180/90/60 200/90/80/65 H
NCTC 10831' |M. szulgai Keine Restriktion | 130/100 n.u D
DSM 43227" M. terrae 325/125 190/140 240/85/65 H
ATCC19627" M. thermoresistible 335/125 180/135/70 n.u. M
ATCC 27282" | M. tokaiense 245/120/85 140/80 245/170 H
ATCC 23292" | M. triviale Keine Restriktion | 175/135 n.u A
S39¢ M. triplex 325/120 150/135/67 245/90/65 E
DSM 44338" M. tusciae Keine Restriktion | 200/90/70 245/105/70 H
ATCC15483" M. vaccae Keine Restriktion | 165/90/60 265/105/65 I
DSM 7251° M. vanbaal enii n.u. n.u. n.u. n.u.
DSM 44493" M. wolynskyi 245/140/70 160/130/70/60 | 245/160 F
NCTC 10042' M. xenopi 245/125/80 175/105 n.u. H

* Stdmme, die nicht selbst untersucht wurden. Falls Ergebnisse angegeben werden, wurden diese aus
der Erstbeschreibung der jewelligen Spezies entnommen. Die Literaturstellen  der
Erstbeschreibungen finden sich z.B. im Internet (www.dsmz.de/bacthom/nam1932.htm#1938)
sowieim Literaturverzeichnis dieser Arbeit.

@ Patientenisolat, zur Verfiigung gestellt von Dr. Andreas Roth, Lungenklinik Heckeshorn, Zum
Heckeshorn 33, 14109 Berlin

' = Typenstamm (,, type strain”)

n.u. = nicht untersucht

Zusétzlich zu den Referenzstdmmen wurden die erhaltenen Daten mit einer hauseigenen
Bibliothek von PRA-Subtypen verglichen. Von mehreren Mykobakterienspezies lassen
sich mit Hilfe der PRA (vgl. Kap. 2.8) wiederum mehere Subtypen unterscheiden. Zum
Beispiel fanden DEVALLOIS et a. bei der Untersuchung von M.-abscessus-|solaten
sowohl dasvon TELENTI et a. (1993) fur M. abscessus (Subtyp 1) publizierte as auch ein
zweites, bisher nicht fur M. abscessus beschriebenes Haelll-Muster (DEVALLOIS et .,
1997). In Tabelle 7 sind die Subtypen derjenigen Mykobakterienspezies aufgefihrt, die
auch in dieser Arbeit gefunden wurden. Hierbel entspricht die rémische Zahl | immer dem
Subtyp des type strains. Alle abweichenden Subtypen werden mit den weiterfihrenden
romischen Zahlen 1, 111, etc. bezeichnet.



Tabelle 7. PRA-Subtypen nachgewiesener Mykobakterienspezies

Restriktionsfragmente (in bp) nach Verdau mit

Spezies-Subtypen

Bst El Haelll Cfol
M. aurum Keine Restriktion 135/115/70/60 245/105/65
M. aurumI 325/125 180/140 110/70
M. aurum [11* 325/140 180/140 110/70
M. chelonae | 325/140 200/70 245/125/70
M. chelonae I 325/140 200/125/70 200/120/65
M. chelonae 111 325/140 200/70 200/120/65
M. chelonae IV* 325/140 190/125/70 170/120/70
M. chelonae V* Keine Restriktion 200/70 200/125/70
M. chelonae VI* 325/125/110 110/80 245/125/65
M. chelonae VII* 325/140 200/140 200/125/65
M. gordonae | 325/125 150/130/95 n.u.
M. gordonae I 325/125 135/115/70 n.u.
M. gordonae 11 325/125 135/115 n.u.
M. gordonae IV 245/220 135/120 n.u.
M. gordonae V 245/125/100 230/115 n.u.
M. gordonae V1 240/120/100 170/130/110 n.u
M. gordonae VII 245/125/100 170/115/55 n.u.
M. gordonae VIlI 245/125/100 140/120 245/90/65
M. gordonae IX 240/120/100 130/15/70 n.u.
M. gordonae X 245/125/85 230/115 n.u.
M. gordonae XI 245/125/80 170/110/69 n.u.
M. gordonae XII 325/125 170/115 n.u.
M. gordonae X1V 245/135/85 140/100 245/65
M. gordonae XV 245/125/90 150/135 245/70
M. gordonae XVI* Keine Restriktion 140/120 245/70
M. gordonae XVI1* 245/220 170/118 245/90/65
M. mucogenicum | 325/125 140/60 245/105/65
M. mucogenicum || 325/140 150/70/60 245/100
M. mucogenicum |11* 325/125 160/140/70 245/105/65
M. mucogenicum I\V* 325/125 150/90/70 245/105/65
M. mucogenicum V* 325/125 150/70 200/110/65
M. mucogenicum VI* 325/125 150/70 245/105/65
M. peregrinum | 245/220 145/140/100/65 245/105/65
M. peregrinum I 245/220 140/100 190/110/70

* = PRA-Subtypen die mit einem * gekennzeichnet sind, wurden erstmals in der
vorliegenden Arbeit definiert.
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3.2.2 Mykobakterienisolate

Im folgenden werden nun die Eigenschaften der im Rahmen dieser Arbeit isolierten
Mykobakterienstdmme ndher behandelt. Alle Isolate wurden wie in Kapitel 2 beschrieben
subkultiviert und differenziert. Anhand der vorhandenen Referenzdaten (s. Kap. 3.2.1)
wurde versucht, das Isolat einer bekannten Spezies zuzuordnen oder festzustellen, dass es
unbekannte Merkmale aufweist und es sich eventuell um eine neue Spezies bzw. einen
neuen Subtyp einer bekannten Spezies handelt. Eine zusammenfassende Darstellung der
gewonnenen | solate und der Differenzierungsergebnisse findet sich in Abbildung 4.
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Abbildung 4: Ubersicht von Anzahl und Differenzierungsergebnissen der aus Wasser- und
Biofilmproben isolierten Mykobakterienstdmme

Aus 146 Wasser- bzw. Biofilmproben wurden folgende | solate gewonnen:

Mykobakterienisolate insgesamt:

5/8
Verworfene |solate wegen Verworfene |solate wegen
Kontamination bel der fehlenden Wachstums in der
Vereinzelung: Differenzierte I solate: Subkultur:
44 398 140
Mittels PRA und DC eindeutig Mittels PRA und DC nicht eindeutig
einer bekannten Spezies zuzuordnende I solate:
zuzuordnende Isolate (s. Tab 8): 131
264

Nicht vollstandig differenziert, Weitere Differenzierung mittels

daIsolate erst kurz vor Ende der HPLC und 16S-23S-Spacer-RFLP
Arbeit erhalten (s. Tab 10): (s. Tab9):
33 98

Mittels zusétzlicher HPLC und Mittels zusétzlicher HPLC und

16S-23S-Spacer-RFLP eindeutig 16S-23S-Spacer-RFLP nicht
einer bekannten Spezies zuzuordnende I solate:
zuzuordnende Isolate (s. Tab 8): 69
29

Zuordnung zu einer potenziell Ohne Sequenzierung weiterhin nicht

neuen ,, Spezies X” (s. Tab 11): zuzuordnende Isolate (s. Tab 9):

11 58
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3.2.2.1 |dentifizierte | solate

In der nachfolgenden Tabelle 8 sind alle Mykobakterienisolate aufgelistet, bei denen eine
eindeutige Spezieszuordnung maglich war.

Tabelle 8: Ubersicht tiber alle Mykobakterienisolate mit eindeutiger Spezieszuordnung

| solate (BN) Spezies

3631, 3639 M. abscessus
3145 M. aurum
3478 M. aurum 1
3327 M. aurum 11
3217 M. brumae
3178, 3179, 3180, 3188, 3192, 3195, 3197, 3198, 3203, 3205, 3206, | M. chelonae |
3207, 3212, 3213, 3234, 3250, 3264, 3287, 3335, 3336, 3344, 3345,

3641, 3667

3218, 3219, 3289, 3298, 3302, 3315, 3321, 3326, 3355, 3356, 3357, | M. chelonaelll

3387, 3155, 3177, 3229, 3237, 3247, 3248, 3254, 3277, 3312, 3392,
3393, 3394, 3459, 3462, 3466, 3511, 3527, 3595, 3636, 3642, 3644,
3647, 3648, 3658, 3660, 3674

3143, 3156, 3157, 3158, 3159, 3160, 3161, 3162, 3163, 3164, 3165, | M. chelonae ||
3166, 3167, 3168, 3169, 3170, 3171, 3172, 3173, 3174, 3175, 3176,
3181, 3184, 3187, 3199, 3200, 3201, 3215, 3221, 3239, 3241, 3251,
3252, 3262, 3265, 3266, 3268, 3275, 3284, 3299, 3301, 3316, 3328,
3348, 3347, 3349, 3354, 3362, 3368, 3371, 3372, 3377, 3378, 3406,
3447, 3448, 3453, 3454, 3455, 3460, 3463, 3464, 3465, 3474, 3475,
3477, 3484, 3485, 3487, 3489, 3490, 3492, 3493, 3503, 3516, 3524,
3532, 3534, 3536, 3541, 3559, 3580, 3585, 3600, 3606, 3607, 3609,
3611, 3617, 3619, 3621, 3630, 3637, 3640, 3643, 3652, 3663, 3665,
3698

3230 M. chelonae IV
3386 M. chelonae V
3608 M. chelonae VI
3628 M. chelonae VI
3113, 3118, 3127, 3128, 3655, 3661 M. gilvum

3129, 3114, 3115, 3116, 3117 M. gordonae |
3130, 3182 M. gordonae I11
3246 M. gordonae VIlI
3125, 3126 M. gordonae XI
3191 M. gordonae XIV
3586 M. gordonaeXV
3531 M. gordonae XVI
3112 M. gordonae XV1I
3543 ,3588 M. flavescens
3119, 3120 M. hassiacum
3138 M. intracellulare
3243, 3260 M. lentiflavum
3186, 3272, 3279, 3306, 3317, 3332, 3333, 3334, 3359, 3360, 3364, | M. mucogenicum |
3365, 3446, 3476, 3523, 3547, 3598, 3599, 3614, 3620, 3625, 3626,

3632, 3634, 3645, 3646, 3649, 3657

3309, 3310, 3481, 3483 M. mucogenicum |1
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3159 M. mucogenicum I11
3183 M. mucogenicum IV
3405, 3331 M. mucogenicum V
3560, 3530 M. mucogenicum VI
3236, 3369 M. neoaurum

3193, 3194, 3295 M. peregrinum |
3290, 3367 M. peregrinum 1
3225, 3226 M. porcinum

3131, 3132, 3133, 3235, 3329, 3408, 3409, 3410, 3411, 3412, 3413, | M. xenopi

3414, 3415, 3416, 3417, 3418, 3419, 3420, 3421, 3422, 2423, 3424,

3425, 3426, 3427, 3428, 3429, 3430, 3431, 3432, 3433, 3434, 3435,

3436, 3437, 3438, 3439, 3440, 3441, 3442, 3443, 3444, 3445, 3576,

3577, 3578, 3579

In den nachfolgenden Abbildungen 5 und 6 sind zur Veranschaulichung die Ergebnisse der
DC und PRA einiger Isolate dargestellt.

Abbildung 5: Ergebnisse einer Mykol sdure-Duinnschichtchromatographie.




Abbildung 6: Gelektrophoresefoto folgender Isolate nach Applikation der PRA:

1234567 89101112

In obigen Gel sind folgende Proben aufgetragen:

Spur 3: Langenstandard f X174 DNA/Haelll

Spur 4: RFLP-Fragmente vom BN 3139 PCR-Produkt nach Verdau mit BstEl|

Spur 5: RFLP-Fragmente vom M. parafortuitum PCR-Produkt nach Verdau mit BstEl|
Spur 6: RFLP-Fragmente vom BN 3139 PCR-Produkt nach Verdau mit HaeEl|

Spur 7: RFLP-Fragmente vom M. parafortuitum PCR-Produkt nach Verdau mit Haelll
Spur 8: RFLP-Fragmente vom BN 3139 PCR-Produkt nach Verdau mit Cfol

Spur 9: RFLP-Fragmente vom M. parafortuitum PCR-Produkt nach Verdau mit Cfol
Spur 10: Langenstandard puC19

3.2.2.2 | solate ohne eindeutige Spezieszuor dnung mittels DC und PRA

In der nachfolgenden Tabelle 9 sind die 98 Isolate aufgefuhrt, die zusédtzlich zu
Mykolsduree-DC und PRA mit der 16S-23S-Spacer-RFLP und Mykolsaure-HPLC
untersucht wurden, um eine Spezieszugehdrigkeit zu ermitteln (s. Abb. 4). Aufgelistet sind
die molekularbiologischen Daten und die Ergebnise der Dinnschichtchromatographie. Die
Ergebnise der HPLC befinden sich in Anhang 3 (Kap. 8.3). In der Spalte ,, Bemerkungen*
ist bei 29 Isolaten die Zuordnung zu einer bekannten Spezies vermerkt. In den meisten
Falen gelang diese Zuordnung ausschliefdlich mittels HPLC und/oder Spacer-RFLP. Nur
bei den mit einem Sternchen (*) markierten Isolaten war fir die Spezieszuordnung
zusétzlich eine partielle 16S-rDNA-Sequenzierung (s. Kap. 2.8.3) erforderlich. In Anhang
4 (Kap. 8.4, Abbildung 15) finden sich die 16S-rDNA-Segenzen dieser Isolate. Die
Abkirzung n.u. bezeichnet digjenigen molekularbiologischen Daten, die aus Zeitmangel
oder wegen des Fehlens ausreichender Mengen von Bakterienbiomasse nicht untersucht
werden konnten.



Tabelle 9: Ubersicht iiber die 98 Isolate, die mit HPL C und 16S-23S-Spacer-RFL P naher untersucht wurden.

" : Spacer-RFLP
et Restriktionsfr agr\r/w:rnéglgbrg)itl n der PRA nach o PCR- Restr] ktionsfragmen?e (bp) nach Bemerkungen
Produkt Verdau mit
BSEII Haelll Cfol (bp) Haelll Cfol
BN 3112 | 245/220 170/118 245/90/65 D |230 Keine Restriktion | Keine Restriktion | M. gordonaexX V1|
BN 3113 | Keine Restriktion | 185/100 245/90/65 | 325 245/180/130/125 |Keine Restriktion | M. gilvum
BN 3119 |245/220 170/80/60 | 245/90/65 H |280 185/110 150/80/70 M. hassiacum
BN 3120 |245/220 170/125/70 | 245/90/65 H |280 185/110 150/80/70 M. hassiacum
BN 3121 | 325/125 160/110/60 | 245/90/65 H | 325 170/135/70 245/80
BN 3122 | Keine Restriktion | 190/90 245/105/65 H |340/330 | 245/135/110/70 |Keine Restriktion |, Spezies X”
BN 3123 | Keine Restriktion | 190/90 245/105/65 H |340/330 | 245/135/110/70 |Keine Restriktion |, Spezies X”
BN 3124 | 325/125 160/110/60 |245/105/65 H | 325 170/135/70 245/80
BN 3127 |Keine Restriktion | 185/100 245/90/65 | 325 135/110 Keine Restriktion | M. gilvum
BN 3128* | Keine Restriktion | 185/100 245/90/65 | 325 135/110 Keine Restriktion | M. gilvum
BN 3137 | Keine Restriktion | 200/70 245/170 H 330 150/125 Keine Restriktion
BN 3146 | Keine Restriktion | 200/90 245/105/65 H |230 160/60 Keine Restriktion
BN 3148 | Keine Restriktion | 200/90 245/105/65 H | 350 150/125 250/90 » opezies X”
BN 3149 | Keine Restriktion | 200/90 245/105/65 H |325 150/125 250/90 » opezies X”
BN 3150 |Keine Restriktion | 200/90 245/105/65 H |340/245 | 150/135 245/90 » opezies X”
BN 3151 | 325/125 190/140 120/105/95/65| H |325 150/110 Keine Restriktion |, Spezies Y”
BN 3152 | Keine Restriktion | 190/90 245/105/65 H | 330 150/125 245/90 » opezies X”
BN 3153 | 325/125 200/70/60 | 200/125/70 H |280 110/90/ kleine Keine Restriktion
BN 3154 | Keine Restriktion | 190/90 245/105/65 H 330 150/125 250/90 » opezies X”
BN 3159** | 325/125 160/140/70 | 245/105/65 H | 325 170/135/70 245/80 M. mucogenicum |11
BN 3183** | 325/125 150/90/70 | 245/105/65 H |325 135/110/70 245/80 M. mucogenicum IV
BN 3185 |Keine Restriktion|190/90/70 | 245/105/65 H |340/325 | Keine Restriktion | 340/325 » opezies X”
BN 3189 |Keine Restriktion | 150/(130)/70 | 245/85/60 n.u. | 240 147/135/70 Keine Restriktion
BN 3202 |325/125 140/60 245/110/65 | 325 150/135/70 245/80
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BN 3214* |325/125 140/120 245/90/65 E/M | 240 147/135/70 Keine Restriktion

BN 3216 |Keine Restriktion|150/60 200/100/70 H [280 150/110 Keine Restriktion

BN 3222 | Keine Restriktion | 200/90/70 245/105/65 H 330 150/125 250/90 »opezies X”
BN 3223 | Keine Restriktion | 200/90/70 245/105/65 H 330 150/125 250/90 »opezies X”
BN 3230 |325/140 190/125/70 |170/120/70 B [250 Keine Restriktion | Keine Restriktion | M. chelonae 1V
BN 3231 | 325/125 200/70/60 200/180 n.u. | 325 110/90/ kleine Keine Restriktion

BN 3232 | 325/125 200/90/70 200/180/70 n.u. | 280 110/90/ kleine Keine Restriktion

BN 3234 |325/125 200/110/70 |170/120/70 H | 250 Keine Restriktion | Keine Restriktion

BN 3240 |Keine Restriktion|200/70 245/125/65 B | 250 Keine Restriktion | Keine Restriktion

BN 3245 |Keine Restriktion|200/70 245/105/70 n.u. | 340 280/150/135 250/90

BN 3260* |Keine Restriktion | 150/140 200/70 E/M | 245 90/70 Keine Restriktion | M. lentiflavum
BN 3261 |325/125 200/150 245/110770 B |280 n.u. Keine Restriktion

BN 3271 |325/125 140/70 245/100/70 D n.u. n.u. n.u.

BN 3273 | 325/125 140/120 245/90/65 H |240 135/90 Keine Restriktion

BN 3274 | 325/140 200/180 140/110/70 H |280 110/100 190/170/140

BN 3276 |325/125 140/60 245/110/70 | 280 135/90 245/80

BN 3280 |325/140 150/135 200/110/70 | 275 110/90/ kleine Keine Restriktion

BN 3282 |325/125 200/90/70 n.u. | 275 110/90/ kleine Keine Restriktion

BN 3283 | 325/140 200/70 125/70 H 330 110/ viele kleine | Keine Restriktion

BN 3285 |325/125 200/110/70 |245/100 n.u. | 325 135/90 245/80

BN 3295 |325/125 190/70 245/105/70 F n.u. n.u. n.u.

BN 3303 |245/220 150/90 200/110/60 n.u. | 280 180/125/90 Keine Restriktion

BN 3304 |325/125 150/70 245/65 H |325 130/80 245/80

BN 3305 |325/125 150/130 200/125/70 H 280 135/90 Keine Restriktion

BN 3307 |325/125 200/180 110/90/65 H 330 125/50/40 Keine Restriktion

BN 3319 |325/125 180/140 200/110/70 H |325 125/90 Keine Restriktion

BN 3320 |325/125 200/70 245/110/70 n.u. | 340/330 | 180/125 Keine Restriktion

BN 3327 |325/140 180/140 110/70 H |340/330 |125/100 Keine Restriktion | M. aurum 111
BN 3331** | 325/125 150/70 200/110/65 H |325 135/80 245/80 M. mucogenicumV

36



Fortsetzung Tabelle 9

BN 3337 |325/125 200/110/70 | 245/105/65 H 330 200/135 245/90

BN 3338 |325/125 190/70/60 245/105/65 H 330 200/135 245/90

BN 3339 |325/125 200/110/70 | 245/105/65 H 330 200/135 245/90

BN 3340* |325/125 190/70/60 245/105/65 H 330 200/135 245/90

BN 3341 |325/125 190/70/60 245/105/65 H 330 200/135 245/90

BN 3342 |325/125 200/110/70 | 245/105/65 H 330 200/135 245/90

BN 3343 | 325/125 190/70/60 245/105/65 H 330 200/135 245/90

BN 3346 |326/125 200/180/70 |110/70 H 330 125/70/60 Keine Restriktion

BN 3361 |325/140 200/70 245/70/60 H 330 125/70/60 Keine Restriktion

BN 3365** | 325/125 140/60 245/105/65 H |325 135/70 245/80 M. mucogenicum |
BN 3369 |325/125 180/140 200/70 H |340/330 | 125/100/70/60 190/170/140 M. neoaurum
BN 3373 | 325/125 140/80/70 245/110/70 n.u. | 340/330 | 245/147/135 245/90

BN 3374 | 325/125 180/140 200/70 H 330 125/70/60 Keine Restriktion

BN 3384 |325/125 200/180 110/70/60 n.u. | 280 n.u. n.u.

BN 3385 |325/125 200/70 n.u. H |325 110/90 Keine Restriktion

BN 3386** | Keine Restriktion | 200/70 200/125/70 B |250 Keine Restriktion | 180/90 M. chelonae V
BN 3388 |325/125 135/110 245/70 B [230 Keine Restriktion | Keine Restriktion

BN 3389 |Keine Restriktion | 200/90/70 245/110 H 330 150/130 250/80 » Spezies X”
BN 3390 |325/125 200/125/70 |140/110/70 H |350 110/70/60 190/130

BN 3391 |325/125 200/180 110/70/60 H |245 125/70/60 Keine Restriktion

BN 3392** | 325/140 200/120/60 |200/125/70 n.u. | 280 Keine Restriktion | 245/90 M. chelonae |
BN 3396 |325/125 200/110/90 |190/180 n.u. | 280 125/90/ kleine n.u.

BN 3398 | 245/220 150/90/70 200/110/70 n.u. | 230 125/90/70/60 n.u.

BN 3400 |245/220 135/125 245/105/65 n.u. | 325 230 Keine Restriktion

BN 3405** | 325/125 150/70 200/110/70 H |n.u. n.u. n.u. M. mucogenicumV
BN 3406** | 325/140 200/70 200/110/70 B [325 n.u. n.u. M. chelonae Il
BN 3456 | 325/125 200/140 140/110/60 H |245 125/ kleine 200/90

BN 3459** | 325/140 200/110/70 |200/125/70 B |325/245 |Keine Restriktion | Keine Restriktion | M. chelonae ||
BN 3522 |325/140 150/70/60 145/110770 H |325/245 | 135/90 Keine Restriktion
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BN 3530** | 325/125 150/70/60 | 245/110/70 H |245 135/90 Keine Restriktion | M. mucogenicum VI
BN 3531 |Keine Restriktion | 140/120 245/70 D 230 Keine Restriktion | Keine Restriktion | M. gordonae XVI
BN 3538 |Keine Restriktion | 200/70 200/125/70 n.u. | 325/245 | 135/80 180/90

BN 3560** | 325/125 150/70 245/110/70 H 330 125/90 245/80 M. mucogenicum V1
BN 3572 | 325/125 200/140/60 |110/70/60 n.u. | 325/245 | Keine Restriktion | Keine Restriktion

BN 3582 |325/125 150/70/60 n.u. | | 325/245 | 125/ kleine 245/80

BN 3588** | Keine Restriktion | 140/60 245/70 H n.u. n.u. n.u. M. flavescens

BN 3594 | 325/140 200/140 200/110/70 | 1280 Keine Restriktion | Keine Restriktion

BN 3608 |325/125/110 110/80 245/125/65 B |250 Keine Restriktion | Keine Restriktion | M. chelonae VI

BN 3624* |325/125 180/140 140/60 H 330 230 Keine Restriktion

BN 3628 |325/140 200/140 200/125/65 B |250 Keine Restriktion | Keine Restriktion | M. chelonae VI

BN 3631** | 325/140 180/70 245/125/70 B |250/230 |135/110 Keine Restriktion | M. abscessus

BN 3638 |245/220 n.u. 200/70 D |230 Keine Restriktion | Keine Restriktion

BN 3639** | 325/140 180/70 245/125/65 B |250 135/80 Keine Restriktion | M. abscessus

BN 3654 |325/125 135/115 110790 H n.u. n.u. n.u.

BN 3655** | Keine Restriktion | 170/90/70 | 245/70 | 325 125 Keine Restriktion | M. gilvum

BN 3661** | Keine Restriktion | 170/90/70 245/105/70 | 1330 150/130 Keine Restriktion | M. gilvum

* Die partiellen 16S-rDNA-Sequenzen dieser |solate befinden sich in Anhang 4 (vgl. Kap 8.4).
Die HPL C-Chromatogramme der unbekannten Isolate dieser Tabelle befinden sich in Anhang 3 (vgl. Kap.8.3).
Die partiellen 16S5-rDNA-Sequenzen von ,, Spezies X” sind in Kapitel 3.3.1 aufgefuhrt.
n.u. = Nicht untersucht
** = Spacer PCR-Produkt und / oder-RFLP ist nicht vorhanden oder stimmt nicht mit bekannten Daten der genannten Spezies Uberein; die
anderen Parameter (HPLC, DC, ggf.Sequenzierung) lassen dennoch eine Zuordnung zu.
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Tabelle 10 gibt eine Ubersicht iiber die 33 Isolate, die nicht ndher analysiert werden
konnten, da der Erhalt des | solats als Reinkultur zu einem sehr spédten Zeitpunkt erfolgte.

Tabelle 10: Folgende 33 Isolate konnten nur bedingt ausgewertet werden. Die bisherigen
Ergebnisse sind hier zusammengefasst

Restriktionsfragmente (bp) in der PRA nach Verdau mit

| solate DC

BstEl |l Haelll Cfol
BN 3134 I 325/140 160/140 200/105/65
BN 3135 D Keine Restriktion 130/115/60 245/90/65
BN 3136 D Keine Restriktion 130/115/60 245/90/65
BN 3139 I 325/140 160/140 200/105/65
BN 3196 I 325/125 140/60 245/100/70
BN 3285 n.u 325/125 200/110/70 245/100
BN 3288 H 325/140 200/70/60 245/100
BN 3293 I 325/125 180/70 245/70
BN 3294 D 245/220 150/130 245/70
BN 3296 H 325/140 200/70 245/125/70
BN 3325 B n.v. 200/90/70 245/125/70
BN 3353 D 245/125/70 140/120 245/105/70
BN 3370 n.u 245/220 140/60 245/105/70
BN 3449 n.u 245/220 150/105 245/105/70
BN 3451 n.u 325/140 200/70 200/125/70
BN 3461 I 325/140 180/140 245/105/70
BN 3584 H 325/140 180/140 110/70
BN 3615 n.u. 325/140 140/60 245/105/70
BN 3653 F? 325/140 200/105/70 200/125/70
BN 3666 F 325/140 200/125/70 200/125/70
BN 3670 F 325/140 200/125/70 n.v.
BN 3671 E 325/140 150/60 245/105/70
BN 3677 n.u. 325/140 200/70 200/125/70
BN 3678 E/M Keine Restriktion 140/70/60 245/125/70
BN 3679 n.u. Keine Restriktion 140/70/60 245/125/70
BN 3680 n.u. Keine Restriktion 140/70/60 245/125/70
BN 3681 n.u. Keine Restriktion 140/70/60 245/125/70
BN 3682 E/M Keine Restriktion 140/70/60 245/125/70
BN 3688 B Keine Restriktion 200/90/70 n.v.
BN 3689 A? 245/220 125/90 245/105/70
BN 3692 n.u. 325/140 150/130 245/70
BN 3694 H Keine Restriktion 200/70 n.v.
BN 3695 n.u. 325/125 190/170 110/60

n.u. = nicht untersucht

3.3 Beschreibung neuer Mykobakterienspezies

Wiein Kapitel 2.9 erwahnt sind die Anforderungen an die Beschreibung und Anerkennung
einer neuen Spezies recht umfangreich. Zum Zeitpunkt des Abschlusses der vorliegenden
Arbeit lagen daher noch nicht alle Daten vor, die zur gultigen Beschreibung einer neuen
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Spezies erforderlich sind. Auf Grund des langsamen Wachstums von Mykobakterien spielt
hierbel der Zeitfaktor eine entscheidende Rolle. Daneben ist auch der damit verbundene
administrative Aufwand zu beachten (Einreichung und Kontrolle durch G6ffentlich
zugangliche Stammsammlungen, Annahme einer Publikation etc.). In den folgenden
Unterkapiteln werden die zur Zeit (April 2003) vorliegenden Untersuchungsergebnisse der
vorléaufig noch als * Spezies X” und “ Spezies Y” bezeichneten neuen Taxa aufgefuihrt.

3.3.1, Spezies X”

Als ,Spezies X* werden hier 21 Isolate zusammengefasst, die im Zeitraum 1993 bis 2000
ausnahmslos aus kaltem Leitungswasser oder aus Biofilmen im Bereich von kaltem
Leitungswasser isoliert wurden. Die geographische Herkunft der Isolate erstreckt sich von
Orten in Nordrhein-Westfalen, Baden-Wrttemberg, Bayern, Sachsen und Berlin bis hin zu
Peru (s. Tab 11).

Pigmentierung und Wachstumsgeschwindigkeit (s. Kap. 2.6): Es handelt sich sowohl
um skotochromogene al's auch um nonchromogene schnellwachsende I sol ate.

Biochemische und physiologische Merkmale (s. Kap 2.9): Die Ergebnisse liegen noch
nicht vor.

Dunnschichtchromatographische Mykolsdure-Analyse (s. Kap. 2.7.1): Alle Isolate
verfligen Uber a-, Keto- und w-Carboxy-Mykolsduren und sind daher der DC-Gruppe H
zuzuordnen.

PRA (s. Kap. 2.8.1): Be dlen Isolaten fand sich keine Restriktion mit BstEll und
Fragmente in der GrofRe von 195 und 85 bp nach Verdau mit Haelll. Falls eine
Untersuchung mit Cfol erfolgte (s. Tab 11) ergaben sich Fragmente in der Grof3e von 245,
105 und 65 bp.

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse der einzelnen Isolate einschliefdich der bei der
Primérisolation verwendeten Nachweisverfahren gehen aus Tabelle 11 hervor.



Tabelle 11: Zusammenfassung der Analyse des hsp-65-gens-RFLP (PRA) und Duinnschichtchromatographie (DC) von

» Jpezies X" as auch Angaben Uber den Isolations-Ort bzw. der | solationsmethode.

Restriktionsfragmente (bp)

) Kulturelles
inder PRA r_1ach Verdau Nachweisverfahren
Stamm- Proben- | ropen- mit
Nr Herkunft/Ort material entnahme- | DC Proben- Inkuba-
' datum BSEIl | Haelll | Cfol | 9O | Megiym | HONS
tamina tempe-
tion ratur
BN 2140* | Einzugsbereich der | Kaltes 14.01.1994 | H |Keine |195/85 |n.u. CPC OEY 30°C
Dhunnthalsperre, | Leitungs Restrik-
NRW wasser tion
BN 2176* | Einzugsbereich der | Kaltes 08.10.1993 | H |Keine |195/85 |n.u. CPC OEY 30°C
Dhunnthalsperre, | Leitungs Restrik-
NRW wasser tion
BN 2179* | Einzugsbereich der | Kaltes 30.01.1994 | H |Keine |195/85 |n.u. CPC OEY 30°C
Dhunnthalsperre, | Leitungs Restrik-
NRW wasser tion
BN 2184* | Einzugsbereich der | Kaltes 30.01.1994 | H |Keine |195/85 |n.u. CPC OEY 30°C
Dhunnthalsperre, | Leitungs Restrik-
NRW wasser tion
BN 2205* | Freiburgi. Br. Kaltes 30.01.1994 | H |Keine |195/85 |n.u. CPC LJ 30°C
Leitungs Restrik-
wasser tion
BN 2298* | Hal¥furt, Bayern Kaltes 09.12.1993 | H |Keine |195/85 |n.u. CPC OEY 30°C
Leitungs Restrik-
wasser tion
BN 2311* | Freiburgi. Br. Kaltes 30.01.1994 | H |Keine |195/85 |n.u. CPC LJ 30°C
Leitungs Restrik-
wasser tion
BN 2512* | Milheim a. d. Kaltes 31051994 | H |Keine |195/85 |n.u. CPC OEY 30°C
Ruhr Leitungs Restrik-
wasser tion
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BN 3056* | Dresden Kaltes 09.12.1994 Keine |195/85 |n.u. CPC LJ 30°C
Leitungs Restrik-
wasser tion
BN 3060* | Dresden Kaltes 09.12.1994 Keine |195/85 |n.u. CPC OEY 30°C
Leitungs Restrik-
wasser tion
BN 3123 | Disseldorf Kaltes 11.06.1999 Keine |190/90 |245/105/65 |CPC LJ 37°C
Leitungs Restrik-
wasser tion
BN 3122 | Disseldorf Biofilm |[11.06.1999 Keine |190/90 |245/105/65 |CPC LJ 37°C
Restrik-
tion
BN 3148 | Duisburg Biofilm |14.09.1999 Keine |200/90 |245/105/65 |CPC LJ 20°C
Restrik-
tion
BN 3149 | Duisburg Biofilm |14.09.1999 Keine |200/90 |245/105/65 | CPC LJ 30°C
Restrik-
tion
BN 3150 |Duisburg Biofilm |14.09.1999 Keine |200/90 |245/105/65 | CPC LJ 20°C
Restrik-
tion
BN 3152 | Duisburg Biofilm |14.09.1999 Keine |190/90 |245/105/65 |CPC 7H10 20°C
Restrik-
tion
BN 3154 | Duisburg Biofilm |14.09.1999 Keine |190/90 |245/105/65 | CPC 7H10 30°C
Restrik-
tion
BN 3185 |Lima, Pert Kaltes 10.01.2000 Keine |190/90 |245/105/65 | CPC LJ 30°C
Leitungs Restrik-
wasser tion
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BN 3222 |Berlin Biofilm | 05.06.2000 Keine |190/90 |245/105/65 | CPC LJ 20°C
Restrik-
tion
BN 3223 |Berlin Biofilm | 05.06.2000 Keine |190/90 |245/105/65 |CPC LJ 20°C
Restrik-
tion
BN 3389 |Aachen Kaltes 18.04.2000 Keine |200/90 |245/105/65 | CPC LJ 20°C
Leitungs Restrik-
wasser tion

Nn.u. = nicht untersucht
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* = Diese Isolate stammen aus Proben die nicht im Rahmen dieser Arbeit durchgefuihrt wurden, aber auf Grund der Ahnlichkeit ihrer Ergebnisse in der DC,
HPLC und PRA mit in die Gruppe “Spezies X" aufgenommen wurden. Von diesen Isolaten wurde keine Analyse des 16S-23S-Spacers mittels RFLP
durchgefiht.
CPC = Cetylpyridiniumchlorid (Dekontaminationsmittel, vgl. Kap. 2.3.3)
OEY = Ogawa-Eigelbmedium
7H10 = Middlebrook 7H10-Agar (vgl Kap 2.3.1)
LJ= LJSchréagagarmedium (vgl Kap 2.3.1)

HPL C-Analyse der Mykolsiuren (s. Kap. 2.7.2): Das HPLC-Muster von “ Spezies X” wird in Abbildung 7 wiedergegeben. Als Beispiel wird das
HPLC-Muster des Stammes BN 3122 aufgefihrt.
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Abbildung 7: zeigt das HPLC-Muster von ,, Spezies X“. Die Pecks bei 4,03 und 10,49 min wurden durch den High-molecular-weight- und den
L ow-molecul ar-weight-Standard hervorgerufen.
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RFLP-Analyse des 16S-23S-Spacers (s. Kap. 2.8.2): Die nach Anwendung der Spacer-
RFLP erhaltenen Fragmentlangen in bp sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Partielle Sequenz der 16S5-rDNA (s. Kap. 2.8.3): Die partielle Sequenzanalyse der 16S-

rDNA von vier Vertretern der ,Spezies X” sind in Abbildung 8 zusammengefasst. Der
sequenziere Bereich umfasst die hypervariablen Regionen A und B.

Abbildung 8: Partielle 16S5-rDNA-Sequenzen verschiedener Vertretern von ,, Spezies X”

BN 2140:

CTGGECGEECGT GCTTAACACAT GCAAGT NCGAACGENAAAGGECCCT TTCGEEEGTACT CGAG
TGGCGAACGGEGT GAGTAACACGT GGGT GATCTGCCCTGCACT TTGGGATAAGCCT GGGAAA
CTGGGTCTAATACCGGATAGGACTACGCGATGCATGT CGT GT GGTGGAAAGCT TTTGCGGT
GTGGGAT GEECCCCCGECCTATCAGCT TGT TGGT GEGGT GATGGCCTACCAAGGCGACGAC
GGGTAGCCGECCT GAGAGGGT GACCGGECCACACT GGGACT GAGATACGGCCCAGACT CCTA
CGCGGAGGCAGCAGT GGGGAATAT TGCACAAT GGGCGCAAGCCT GATGCAGCGACGECCGECGT
GAGGGATGACGGECCT TCGEGT TGTAAACCT CTTTCAGCT CCGACGAAGCGCAAGT GACGGT
AGGGEGTAGAAGAAGGACCGGECCAACT ACGT GCCAGCAGCCGCGGT AATACGT AGGEGT CCEA
GCGTTGI CCGGAAT TACT GGGCGTAAAGAGCT CGTAGGT GGT TTGT CGGT GTNNNNNGGNA
AAAA

BN 2205:

GCTGGECGECGT GT CTTAACACATGCAAGT NCGAACGGAAAGGCCCT TCGEGGTACT CGAGT
GGCCGAACGGEGT GAGT AACACGT GEGTGATCTGCCCTGCACT TTGGGATAAGCCT GGGTAAA
CTGGGTCTAATACCGGATATACCT CATGGACTGCATGGT TTGT GGGGGAAAGCT TTTGCGG
TGTGGGATGGECCCCCGECCTATCAGCT TGT TGGT GAGGT TATGGCT TACCAAGGCGACGA
CGGEGTAGCCGECCT GAGAGEGT GACCGGCCACACT GGGACT GAGATACGGCCCAGACT CCT
ACGCGGAGGCAGCAGT GGGGAATAT TGCACAAT GGGCGCAAGCCT GATGCAGCGACGCCGLCG
TGAGGGATGACGECCT TCGEGT TGTAAACCT CTTTCAGCAGGEGACGAAGCGCAAGT GACGG
TACCT GTAGAAGAAGGACCGGECCAACT ACGT GCCAGCAGCCGCGGT AATACGT AGEGT CCG
AGCGTTGT CCGGAAT TACT GGGCGTAAAGAGCT CGTAGGTGGT TTGTCGCGT GTNNCCNGN
AAA

BN 2298:

GCTGECGECGT GCTTAACACAT GNCAAGT NCGAACGENAAAGECCCT TCEEEGTACT CGAG
TGGCGAACGGEGT GAGTAACACGT GGGT GATCTGCCCTGCACT TTGGGATAAGCCTGGGTAA
ACTGGGTCTAATACCGGATATACCT CATGGACTGCATGGT TTGT GGGGGAAAGCT TTTGCG
GTGTGGGAT GGEECCCCCGECCTATCAGCT TGT TGGT GAGGT TATGGCT TACCAAGGCGACG
ACGCEGT AGCCGGECCT GAGAGGGT GACCGECCACACT GGGACT GAGATACGGECCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATAT TGCACAAT GGGCGCAAGCCT GAT GCAGCGACGCCEC
GTGAGGGATGACGGECCT TCGEGT TGTAAACCT CTTTCAGCAGGEGACGAAGCGCAAGT GACG
GTACCT GTAGAAGAAGGACCGGECCAACT ACGT GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGEGT CC
GAGCGT TGT CCGGAAT TACT GEGCGT AAAGAGCTCGTAGGT GGT TTGT CECGT TGT CCGGT
GAAA
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Fortsetzung Abbildung 8

BN 3185:

CCNCGGCGT GCTTNACACAT GCAAGT ACGT AACGGAAAGGCT CCTTTACGEEGGTACTCGA
GCTGGCGAACGGEGT GAGTNACACGT GEGT GATCTGCCCTGCACT TTGEECATAAGCCT GGG
AAACT GGGT CTAATACCGGATAGGACTACGCTGATGCATGT CGT GTGGTGGAAAGCTTTCT
GCGGT GI GGT GATGEECCCECEECCTATCAGCT TGT TGGT GEGEGT GATGECCTACCAAGEC
GACGACGGEGT AGCCGECCT GAGAGEGT GACCGGECCACACT GGGACT GAGATACGGECCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATAT TGCACAAT GGGCGCAAGCCT GATGCAGCGACG
CCGCGT GAGGGAT GACGGECCT TCGGGT TGTAAACCT CTTTCAGCT CCGACGAAGCGCAAGT
GACGGT AGGEGET AGAAGAAGGACCGGECCAACT ACGT GCCANCAGCCGCGGTAATACGTAGG
GTCCGAGCGT TGTCCGGAAT TACT GGECGT AAAGAGCT CGTAGGTGGT TTGTCGCGT GTNN
CNGGNAAA

Sequenz der gesamten 16S-rDNA (s. Kap. 2.9): Die Sequenz der gesamten 16S-rDNA
liegt zum gegenwartigen Zeitpunkt noch nicht vor. Wie unter Kapitel 3.3 erwahnt, liegen
aus zeittechnischen Griinden einige Ergebnisse von “ Spezies X” nicht vor.

3.3.2, SpeziesY*

Der einzige Vertreter von ,, Spezies Y* ist Isolat BN 3151, welches aus einer Biofilmprobe
isoliert wurde. Das Medium der Primérisolation war 7H10-Agar, die Isolationstemperatur
betrug 20 °C.

Pigmentierung und Wachstumsgeschwindigkeit (s. Kap. 2.6): Der Stamm bildet auf LJ
bei 30°C gelbe, glatte Kolonien; erste Kolonien sind unter diesen Bedingungen nach 14
Tagen sichtbar.

Biochemische und physiologische Merkmale (s. Kap 2.9): Zum jetzigen Zeitpunkt
liegen folgende Untersuchungsergebnisse fir ,, Spezies Y* vor:

Brenzschleimsaure: negativ

Arylsulfat: negativ nach 3 Tagen sowie 2 und 3 Wochen
Wachstum auf 5%NaCl: nach 3 Wochen zartes Wachstum +++
Toluidinblau: nach 3 Wochen kein Wachstum
Niazinakkumulation: negativ

Nitratreduktion: negativ

Katalase semiquantitativ und bel 68°C: negativ

Sulfonamide: sensibel

Ciprofloxacin: sensibel

Doxycyclin: sensibel

Dunnschichtchromatogr aphische Mykolsdure-Analyse (s. Kap. 2.7.1): Isolat BN 3151
verflgt Uber a-, Keto- und w-Carboxy-Mykolsauren und ist daher der DC-Gruppe H
zuzuordnen.

HPL C-Analyse der Mykolsduren (s. Kap. 2.7.2): Das HPLC-Muster von Isolat BN 3151
ist in Abbildung 9 wiedergegeben.
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Abbildung 9 HPLC-Muster von , Spezies Y*. Die Pecks bel 3,98 und 10,36 min wurden durch den High-molecular-weight- und den Low-

mol ecul ar-weight-Standard hervorgerufen.
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PRA (s. Kap. 2.8.1): Folgende Fragmente (Lange in bp) fanden sich nach Anwendung der
PRA:

Fragmente nach Verdau mit BstEll:  325/125

Fragmente nach Verdau mit Haelll:  190/140

Fragmente nach Verdau mit Cfol: 120/105/95/65

RFLP-Analyse des 16S-23S-Spacers (s. Kap. 2.8.2): Folgende Fragmente (Lénge in bp)
fanden sich nach Anwendung der Spacer-RFLP:

Lange des PCR-Produkts: 325

Fragmente nach Verdau mit Haelll: 150/110

Fragmente nach Verdau mit Cfol: Keine Restriktion

Sequenz der gesamten 16S-rDNA (s. Kap. 2.9): Die Sequenz der gesamten 16S-rDNA
von “Spezies Y” befindet sich in Abbildung 10.

Abbildung 10: Sequenz der gesamten 16S-rDNA von Spezies Y

GATCCTGGECT CAGGACGAACGCT GECGEECGT GCTTAACACAT GCAAGT CGAACGGAAAGGC
CCTTCGEEGTACT CGAGT GGCGAACGEGT GAGT AACACGT GGGTGATCTGCCCTGCACTTT
GGGATAAGCCT GGGAAACT GGGTCTAATACCGAATATGACCAT GCGCCTCCTGGTGT GT GG
TGGAAAGCT TTTGCGGT GT GGGAT GGECCCGCEECCTATCAGCT TGT TGGT GGEGTAAT GG
CCTACCAAGGCGACGACGEGT AGCCGECCT GAGAGEGT GACCGECCACACT GGGACT GAGA
TACGGCCCAGACT CCTACGEGAGGCAGCAGT GGGGAATAT TGCACAAT GGGCGCAAGCCT G
ATGCCAGCGACGCCGCGT GAGGGAT GACGECCT TCGEGT TGTAAACCTCTTTCAGCACAGAC
GAAGCGCAAGT GACGGTAT GT GCAGAAGAAGGACCGGECCAACT ACGT GCCAGCAGCCGECGG
TAATACGTAGGGT CCGAGCGT TGT CCCGAAT TACT GGGCGT AAAGAGCTCGTAGGTGGTTT
GTCGCGI TGT TCGT GAAAACT CACAGCT TAACT GT GEECGT GCGEGCGATACGEGECAGACT
TGAGTACT GCAGGGEGAGACT GGAAT TCCTGGT GTAGCGGT GGAAT GCCGCAGATATCAGGAG
GAACACCGGET GECGAAGGCGGEGET CTCTGEECAGT AACT GACGCT GAGGAGCGAAAGCGT GG
GGAGCGAACAGGAT TAGATACCCT GGTAGT CCACGCCGTAAACGGT GEGTACTAGGT GT GG
GITTCCTTCCTTGGGAT CCGT GCCGTAGCTAACGCAT TAAGT ACCCCGCCT GGGGAGTACG
GCCGCAAGGCTAAAACT CAAAGAAAT TGACGGGEGECCCGCACAAGCGECGGAGCATGT GGA
TTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCT GEGT TTGACAT GCACAGGACGACT GCAGAG
ATGITGGTTTCCCT TGT GECCT GT GT GCAGGT GGT GCATGECTGT CGTCAGCTCGTGTCGT G
AGATGI TGEGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCT TGTCCTATGT TGCCAGCGEGI TATG
CCGGGEGACT CGTAGGAGACT GCCGEEEGT CAACT CGGAGGAAGGT GGGGATGACGT CAAGT C
ATCATGCCCCTTATGI CCAGGGCT TCACACAT GCTACAAT GGCCGGTACAAAGGECTGCEA
TGCCGT GAGGT GGAGCGAAT CCTTGTAAAGCCGGT CTCAGT TCGGAT CGGGGT CTGCAACT
CGACCCCGT GAAGT CGGAGT CGCTAGT AATCGCAGAT CAGCAACGCT GCGGTGAATACGT T
CCCGGEECCTTGTACACACCGCCCGT CACGT CATGAAAGT CGGTAACACCCGAAGCCGGT GG
CCTAACCCCT TGT GGGAGGGAGCCGT CGAAGGT GGGAT CGGECGAT TGGGACGAAGT CGTAA
CAAGGTAGCCGT ACCGGAAGG
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3.4 Vorkommen und Verhalten aquatischer Mykobakterien in Biofilmen
3.4.1 Biofilme in Rohrproben
Wie in Kapitel 2.1 erwéhnt, wurden Biofilmproben aus unterirdischen Rohren des

Trinkwasserverteilungsnetzes auf Mykobakterien untersucht. Die innere Oberfléache eines
untersuchten Rohrsegmentsist in Abbildung 11 zu sehen.

Abbildung 11: Innere Oberflache eines untersuchten Rohrsegments vor der Abldsung des
Biofilms

Die quantitativen und qualitativen Ergebnisse der Rohrproben finden sich in Tabelle 12.
Die Mykobakteriendichten der Rohrproben-Biofilme lagen zwischen 0 und 10 KBE/cm?
(KBE = koloniebildende Einheiten). Das Artenspektrum der in den Rohrbiofilmen
nachgewiesenen Mykobakterien umfasste die schnellwachsende Spezies M. abscessus, M.
aurum, M. brumae und M. chelonae (zwei Subtypen). Dartiber hinaus wurden eine Reihe
von Mykobakterienstammen isoliert, die bisher unbekannte Eigenschaften aufwiesen und
Uber deren Identitdt zur Zeit keine Aussagen gemacht werden konnen (vgl. Tabelle 9),
unter anderem “ Spezies X” (s. Kap. 3.2.2.2).

Tabelle 12: Dichte und Spektrum der in Biofilmen aus Rohrproben nachgewiesenen
Mykobakterien

. Myko-
Probe Egrt]-me Herkunftsort dM;tSrc;ﬁdrglter) bakterien- Identifizierte
Nr.2 Daturm des Rohres dichte Mykobakterien
(KBE/cm?)®
Mulheim- Grauguss, DN80
1 (080399 | g (1950) 0 -
Duisburg- PVC, DN100
2 |0808.99 | phainhausen | (1971) 0 -
e Grauguss,
3 |13.07.99 |Mulheim-Raadt DN125 (1962) 0,174 Unbekanntes | solat
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Grauguss, . Spezies X",
4 |10.08.99 | Oberhausen | 5100 (1900) 0,138 | licht identifiziertes Isolat
Duisburg- Grauguss, . »
5 114.09.99 Neudorf DN100 (1969) 1,35 » Spezies X
M. auruml,
6 [19.10.99 |Rhade (Pl\gg%)DNloo 228  |M. chelonaell,
M. chelonae 11
Duisburg- PVC, DN100
7 109.11.99 Friemersheim | (1965) 0,81 M. chelonae 11
Berlin- PVC, DN200 M. chelonae 11
8 ]02.02.00 Lichtenberg (1974) 0,189
A Grauguss,
10 |14.03.00 |Mulheim DN100 (1919) 0 --
Berlin- PVC, DN150
11 |17.04.00 Lichtenberg (1976) 10,5 M. chelonae 11
Gusseisen »Spezies X,
12 |05.06.00 |Brandenburg : 0,96 M. brumae,
DN100 (1927) unbekannte Isolate
15 |10.10.00 |Duisburg (Stlgglc,))DNSO 0,24 Nicht anziichtbares Isolat
Kugelgraphit-
16 |17.10.00 |Duisburg guss, DN100 1,68 Nicht anziichtbare Isolate
(1973)
Kugelgraphit- Nicht identifiziertes
17 |17.10.00 |Duisburg guss, DN100 0,33 Isolat,
(1974) nicht anzichtbares | solat
Duisburg- Grauguss, Nicht identifiziertes
21 106.0301 | g\ chnolz DN100 (1939) 010 |\ sl
M. abscessus,
Gusseisen, M. chelonaelll,
Berlin- 66DN100, M. chelonaell1l,
221230401 G nawad | Inlinebeschichr 352 Inicht identifiziertes
tung (1999) Isolat,
nicht anztichtbares Isolat
Duisbura- Zementmortel
26 110901 | Sl%m ausgekeidet, 0,30 Nicht anziichtbares Isolat
9 DN100 (1993)
. Zementmortel
27 |09.10.01 \?vlgnsﬁgirr?{ ausgekl eidet, 040 | M-chelonaelll
DN100 (1981)

& Angegeben sind die innerhalb des Projektes vereinbarten Probennummern

P Angegeben sind die Werte, die durch Probeninkubation bei 30°C auf Léwensten-Jensen-
Medium erzielt wurden

-- Keine Mykobakterien isoliert

RAmische Zahlen bezeichnen PRA-Subtypen (s. Tab.7, Kap 3.2.1)
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Die quantitativen und qualitativen Ergebnisse der Aufwuchstragerproben finden sich in
Tabelle 13. Die Mykobakteriendichte der Aufwuchstrager-Biofilme stieg im Verlauf der
zweijshrigen Expositionszeit allmahlich auf Werte von teilweise (iber 1000 KBE/cn?.
Auch war das Artenspektrum hierbei grof3er as es bei den Rohrproben der Fall war und
umfasste die Spezies M. abscessus, M. aurum, M. chelonae, M. flavescens, M. gilvum, M.
gordonae, M. mucogenicum, M. peregrinum und M. porcinum, teilweise mit mehreren
genetischen Subtypen. Auch von den Aufwuchstragern wurden eine Reihe von bisher nicht
identifizierten Mykobakterienstdmmen isoliert.

Tabelle 13: Dichte und Spektrum der in Biofilmen der Aufwuchstréger nachgewiesenen

Mykobakterien
Ent- Exposi- Auf- — IMyko- .
Probe |Reaktor- nahme  Itions: wuchs |bakterien- |ldentifizierte
Nr.? |Standort dat i trager- |dichte Mykobakterien
atum 2@ Material |(K BE/cm2) ®
PvC 0 --
ca 6 PE 0 --
9 Gladbeck {20.02.00 Wochen |ED 0 —
Cu 0 --
M. chelonael,
M. chelonaelll,
M. chelonaelll,
PvC 66 M. flavescens,
nicht identifizierte
|solate,
nicht anzlichtbare Isolate
M. chelonael ll,
18 |Gladbeck [13.11.00 [ © m'Chelon'ae”l’u
ec A1 . peregrinum I,
Monate |PE 177 | et identifizierte
|solate,
nicht anzlichtbare Isolate
M. chelonael I,
ED 51 nicht identifizierte
|solate,
nicht anzlichtbare Isolate
M. mucogenicum |
Cu 2L Inicht identifizierte Isolate
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23

Gladbeck

05.06.01

cal2
Monate

PvVC

384

M. chelonae lll,

M. chelonael ll,

nicht identifizierte | solate,
nicht anzlichtbare Isolate

PE

576

M. mucogenicum |
nicht identifizierte | sol ate,
nicht anzlichtbare | solate

ED

1062

M. flavescens,

M. mucogenicum,

nicht identifizierte | solate,
nicht anziichtbare Isolate

Cu

640

M. gordonae XV,

M. chelonael ll,

M. chelonael I,

nicht identifizierte | solate,
nicht anzlichtbare Isolate

28

Gladbeck

06.11.01

cal8
Monate

PvVC

1920

M. chelonaellll,
M. chelonaelll,
nicht identifizierte Isolate

PE

384

M. mucogenicum

ED

768

M. chelonaellll,
M. mucogenicum,
nicht anzlichtbare | solate

Cu

1280

. chelonaellll,
. mucogenicum

13

Dorsten

27.06.00

ca 6
Monate

PvVC

18

. chelonael 11,
. chelonael 111

PE

14

. chelonaellll,
. chelonae 11,
. porcinum

ED

. chelonaell

Cu

. gordonae VIII

19

Dorsten

12.12.00

cal2
Monate

PvVC

28

. chelonael 11,

. flavescens,

. chelonael 11,

nicht identifizierte Isolate

ST I ZLL

PE

256

M. chelonaelll,
nicht identifizierte Isolate

ED

n.v.

Cu

97

M. chelonael lll,

M. mucogenicum ,

nicht anzlichtbare Isolate,
nicht identifizierte Isolate
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24

Dorsten

26.06.01

cal8
Monate

PvVC

26

M. chelonaelll,

M. chelonael lll,

nicht identifizierte | solate,
nicht anzlichtbare Isolate

PE

512

nicht identifiziertes | sol at,
nicht anziichtbares I solat

ED

162

M. mucogenicum,
nicht identifizierte Isolate

Cu

38

M. chelonaellll,
M. mucogenicum,
M. flavescens

29

Dorsten

04.12.01

ca24
Monate

PvVC

1024

M. chelonaelll,

M. chelonael lll,

M. gilvum,

nicht identifizierte | solate,
nicht anzlichtbare Isolate

PE

1280

M. chelonaelll,
nicht identifiziertes | solat

ED

384

M. chelonaelll,

M. mucogenicum,

M. chelonael I,

nicht anzlichtbares | solat

Cu

256

M. abscessus,

M. mucogenicum,

M. gordonae,

nicht identifiziertes Isolat

14

Berlin

07.08.00

ca 6
Monate

PvVC

M.chelonae 11,
nicht anzlichtbare | solate

PE

M chelonae |11

ED

nicht anzlichtbare | solate

Cu

NININ| N

M. chelonael |

20

Berlin

23.01.01

cal2
Monate

PvVC

43

M. chelonael I,

M. mucogenicum,

nicht identifiziertes I solat,
nicht anzlichtbare Isolate

PE

128

M. mucogenicum,

M. aurum I,

M. chelonael lll,

nicht identifizierte | solate,
nicht anzlichtbare Isolate

ED

256

M. chelonael I,

M. mugogenicum,

nicht identifizierte |solate,
nicht anzlichtbare Isolate

Cu

n.e.
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PvC 0,4 |M. chelonaelll

M. chelonael,
M. chelonaelll,

25 |Belin  [24.07.01 Knaolr? - PE 269 Inicht identifizierte Isolate
nicht anzlichtbare Isolate

ED 896 --

Cu 162 M. chelonae l11
M. chelonaelll,

PvVC 6407 nicht identifizierte Isolate,
nicht anzlichtbares | solat
nicht identifizierte Isolate,

ca24 PE 3582 nicht anzlichtbares | solat
30 Berlin 28.01.02 Monate M. chelonaelll,

ED 2306 nicht identifizierte Isolate,
nicht anzlichtbares | solat
M. chelonae 11

Cu 2388 nicht identifiziertes | solat,

nicht anzlichtbare | solate

& Angegeben sind die innerhalb des Projektes vereinbarten Probennummern

® Angegeben sind die Werte, die nach Probendekontamination mit CPC und durch
Probeninkubation bei 30°C auf L dwensten-Jensen-Medium erzielt wurden

¢ Angegeben sind nur solche Isolate, die nach Probendekontamination mit CPC erhalten

wurden.

RAmische Zahlen bezeichnen PRA-Subtypen (s. Tab.7, Kap 3.2.1)
-- Keine Mykobakterien isoliert
n.v. = Probe nicht verwertbar

n.e. = Probe nicht erhalten
PV C = Polyvinylchlorid
PE = Polyethylen

ED = Edelstahl

Cu = Kupfer

Eine graphische Darstellung des =zeitlichen Verlaufs der Mykobakterien-
Akkumulation auf den verschiedenen Aufwuchstrégern der Standorte Dorsten,
Gladbeck und Berlin wird in Abbildung 12 wiedergegeben.
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Abbildung 12: Mykobakteriendichte auf Aufwuchstrégern der Standorte Dorsten,

Gladbeck und Berlin.

Polyvinylchlorid (PVC), Polyethylen (PE), Edelstahl (ED) und Kupfer (Cu).
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3.5 Genotypisierung von M. xenopi im Rahmen einer Pseudoepidemie

Wie in Kapitel 2.10 erwdhnt, wurde versucht der Hypothese nachzugehen, dass es sich bel
dem gehaduften Nachweis von M. xenopi im Patientenmaterial eines Krankenhauses um
eine Pseudoepidemie handelt. Es wurde zunéchst versucht, M. xenopi aus dem Wasser des
betroffenen Krankenhauses zu isolieren (s. Kap. 2.10.1) und anschlief?end sowohl die
Wasser- as auch die Patientenisolate mittels RAPD zu genotypisieren (s. Kap. 2.10.2).
Eine klonale Verwandschaft der Wasser- und Patientenisolate und deren genetische
Abweichung von den externen Vergleichsstammen aus Regensburg wirde fur die
Hypothese einer durch Leitungswasser verursachten Pseudoepidemie sprechen.

3.5.1 Zeitlicher Verlauf der Pseudoepidemie
Wie in Kapitel 2.10 beschrieben, wurden in einem Krankenhaus zwischen 1994 und 2000
in 220 klinische (Uberwiegend bronchoskopisch gewonnene) Proben M. xenopi

nachgewiesen. Eine Darstellung des zeitlichen Verlaufs des M.-xenopi-Nachweises im
Patientenmaterial findet sich in Abbildung 13",

Abbildung 13: Nachweis von Mycobacterium xenopi in Patientenmaterial

25
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O Zahl der M.xenopi-Nachweise

! Die Daten wurden dankenswerterweise vom Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und
Virologie des Universitatsklinikums Dusseldorf zur Verfligung gestellt.
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3.5.2 RAPD von M. xenopi-I solaten

Wie in Kapitel 2.10.2 beschrieben, wurden 44 M.-xenopi-Isolate mittels RAPD
genotypisiert. Alle Isolate wurden jeweils mit den dort beschriebenen funf Primern
untersucht. Hierbel zeigte sich, dass ale Isolate der Gruppen “ Dusseldorfer Wasserisol ate”
und “Dusseldorfer Patientenisolate” klonal eng miteinander verwandt waren. Die drei
Regensburger Patientenisolate unterschieden sich dagegen sowohl von den Dusseldorfer
Wasser- und Patientenisolaten al's auch untereinander.

Représentative Ergebnisse der mit den Primern ZA, ZAP40, ZAP40m, Stenmal 270 und
Stenmal 272 erzielten RAPD-Bandenmuster sind in den Abbildungen 14a-14e
wiedergegeben. Aufgetragen sind in den dort abgebildeten Agarose-Gelen die
Bandenmuster jeweils der selben Isolate, untersucht mit den unterschiedlichen Primern.
Tabelle 14 zeigt das Beladeschema der in den Abbildungen 14a-e wiedergegebenen Gele.

Tabelle 14 Probenbel adungsschema fiir die jeweiligen Agarosegele der RAPD.

Gelspur |Herkunft der M. xenopi Isolate | Bezeichnung der M.-xenopi-1 solate
1 Patientenisolat Regensburg 219
2 Patientenisolat Regensburg 185
3 Patientenisolat Regensburg 192
4 Referenzstamm NCTC 10042
5 L angenstandard pUC19
6 Wasserisolat Dusseldorf BN 3131
7 Wasserisolat Dusseldorf BN 3132
8 Wasserisolat Dusseldorf BN 3579
9 Patientenisolat Diisseldorf BN 3409
10 Patientenisolat Diissel dorf BN 3412
11 Patientenisolat Diissel dorf BN 3415
12 Negativ-Kontrolle Negativ-Kontrolle
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Abbildung 14a Gel mit den RAPD-Bandenmustern, die mit Primer ZA erhalten wurden

12345 6789101112

Bel der Betrachtung des Gels sieht man, dass sich die RAPD-Bandenmuster von zwei der
Regensburger Patientenisolate (Gelspur 1 und 2) deutlich von den anderen Mustern
unterscheiden. Das Regensburger-Isolat 192 (Gelspur 3) und die Dusseldorfer Isolate
(Gelspuren 6-11) zeigen dagegen keine wesentlichen Unterschiede zum Referenzstamm
(Gelspur 4).

Abbildung 14b Gel mit den RAPD-Bandenmustern, die mit Primer ZAP40 erhalten
wurden
12345678 9101112
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Bel der Betrachtung des Gels sieht man, dass sich die RAPD-Bandenmuster der drei
Regensburger Patientenisolate (Gelspur 1, 2 und 3) deutlich von den anderen Mustern
unterscheiden. Gleiches betrifft auch den Referenzstamm (Gelspur 4), der sich ebenfalls
durch eine zusétzliche Bande von den anderen Mustern abgrenzt. Die Dusseldorfer Isolate
(Gelspuren 6-11) weisen keine wesentlichen Unterschiede untereinander auf, grenzen sich
aber von den anderen Mustern (Gelspuren 1,2,3 und 4) deutlich ab.

Abbildung 14c Gd mit den RAPD-Bandenmustern, die mit Primer ZAP40m erhalten
wurden
123456 7 8 9101112

Bel der Betrachtung des Gels sieht man, dass sich die RAPD-Bandenmuster der drei
Regensburger Patientenisolate (Gelspur 1, 2 und 3) deutlich von den anderen Mustern
unterscheiden. Die Dusseldorfer Isolate (Gelspuren 6-11) zeigen dagegen keine
wesentlichen Unterschiede zum Referenzstamm (Gelspur 4).
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Abbildung 14d Gel mit den RAPD-Bandenmustern, die mit Primer Stenmal 270 erhalten
wurden
12345678 9101112

Bei der Betrachtung des Gels sieht man, dass sich das RAPD-Bandenmuster von dem
Regensburger-Isolat 192 (Gelspur 3) deutlich von den anderen Mustern unterscheidet. Die
zwei weiteren Regensburger Patientenisolate (Gelspur 1 und 2) unterscheiden sich nur
geringfiigig von den anderen Mustern. Die Disseldorfer I1solate (Gelspuren 6-11) zeigen
keine Unterschiede zum Referenzstamm (Gelspur 4).

Abbildung 14e Gel mit den RAPD-Bandenmustern, die mit Primer Stenmal 272 erhalten
wurden
1234567 8 9101112
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Bel der Betrachtung des Gels sieht man, dass sich die RAPD-Bandenmuster der drei
Regensburger Patientenisolate (Gelspur 1, 2 und 3) deutlich von den anderen Mustern
unterscheiden. Die Dusseldorfer Isolate (Gelspuren 6-11) zeigen dagegen keine
wesentlichen Unterschiede zum Referenzstamm (Gelspur 4).

3.5.3 Interventionsmal3nahmen zur Beendigung der Pseudoepidemie

Auf Grund der im vorangegangenen Kapitel geschilderten Ergebnisse konnte der Verdacht
auf das Vorliegen einer Pseudoepidemie erhdrtet werden. Es wurden daher einige
Mal3nahmen zur Beendigung der Pseudoepidemie durchgefiihrt, deren Auswirkungen auf
die Haufigkeit des Nachweises von M. xenopi bei Patienten des betroffenen Dusseldorfer
Krankenhauses aus Abbildung 13 hervorgeht. Im Einzelnen handelt es sich um folgende
| nterventionsmal3nahmen:

a) 1997 (bereits vor den in Kapitel 2.10.2 und 3.5.2 geschilderten Untersuchungen zur
Genotypisierung) wurde das Warmwassersystem saniert, indem die Sedimente in den
Warmwasserspeichern entfernt und die Warmwasser-Temperatur angehoben wurde. Die
Zahl der Pseudoinfektionen nahm zunéchst leicht ab, allerdings wurde 1999 ein erneuter
Anstieg beobachtet.

b) Daher wurde Mitte 1999 vom zustandigen Krankenhaushygieniker eine Ethanolspilung
aller Brochoskope nach automatischer Aufbereitung empfohlen. Diese Mal3nahme
zeigte jedoch keinen anhaltenden Erforlg.

C) Zu Beginn des Jahres 2000 wurde dem betroffenen klinischen Personal in einer
Informationsveranstaltung mitgeteilt, dass Spuren von Leitungswasser in klinischen
Proben zu Kontaminationsproblemen fihren kann. Gleichzeitig wurden die alten
Endoskop-Reinigungs- und Desinfektionsautomaten (ERDA) durch neue Gerdte
ausgetauscht, in denen das zur letzten Nachspilung der Bronchoskope verwendete
Leitungswasser mit Hilfe von UV-Strahlen (254nm) aufbereitet wurde. Wie man
Abbildung 13 entnehmen kann, zeigte diese MalRahme nachhaltige Wirkung, da seitdem
keine weiteren Félle aufgetaucht sind.

Zur Kontrolle der Effektivitét von Interventionsmal3nahme c) wurden in dem betroffenen

Krankenhaus zu Beginn der Mal3nahme folgende Untersuchungen durchgefihrt:

- Verfolgung aller mykobakteriologischen klinischen Untersuchungen seit Interven-
tionsbeginn

- Mykobakteriologische Untersuchung aller bronchoskopisch gewonnenen Proben (6
Monate lang)

- Wodchentliches Monitoring des warmen Leitungswassers auf M. xenopi (6 Monate)

- Wadchentliches Monitoring des ERDA-Nachspulwassers auf M. xenopi (6 Monate)

- Wodchentliches Monitoring von jeweils zwei aufbereiteten Bronchoskopen auf M.
xenopi (6 Monate)

Mit Ausnahme elf weiterer Félle im ersten Quartal und einem weiteren Fall im zweiten
Quartal 2000 wurden bis Ende 2002 bei keinem weiteren Patienten des betroffenen
Krankenhauses M. xenpi nachgewiesen.
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4. Diskussion
4.1 Kulturelle Nachweisverfahren

Wie in Kapite 2.3.2 beschrieben, wurden insgesamt 146 Wasser- und Biofilmproben
parallel mit 24 verschiedenen kulturellen Nachweisverfahren untersucht. Jedes Verfahren
bestand aus einer speziellen Kombination von Inkubationstemperatur (20°C, 30°C, 37°C,
44°C), Dekontaminationsverfahren (CPC und HCI/K Cl-Puffer) und Kulturmedium (7H10-
Agar, LFMedium, MB-Redox-Flissigmedium). Wie ein Vergleich zwischen mikrosko-
pisch sichtbaren und kulturell angeziichteten Mykobakterien zeigt (SCHULZE-
ROBBECKE et al., 1989), gelingt mit Hilfe der hier verwendeten kulturellen Verfahren
wahrscheinlich nur der Nachweis eines Teils der in den Biofilmen tatséchlich vorhandenen
Mykobakterien. Dennoch wurde in der vorliegenden Arbeit entschieden, Mykobakterien
mittels kultureller Verfahren nachzuweisen, da diese auch in der klinischen Mykobakterio-
logie nach wie vor as ,, Goldstandard“ gelten. Zudem garantiert die Kultur im Gegensatz
zu ausschliefdlich molekularbiologischen Nachweisverfahren, dass auf jeden Fall
vermehrungsfahige (,,|ebende*) Mykobakterien erfasst werden. Durch den hier bei jeder
Probe durchgefiihrten parallelen Mykobakteriennachweis mittels 24 unterschiedlicher
kultureller Nachweisverfahren und einer dreimonatigen Inkubationsdauer bei der
Primérkultur ist es sehr unwahrscheinlich, dass gesundheitlich relevante Mykobakterien
nicht erfasst wurden.

4.1.1 Einflussder Temperatur auf die Anzucht von Mykobakterien

Wie der Tabelle 3 (Kap. 3.1) zu entnehmen ist, lassen sich bei einer priméren
Inkubationstemperatur von 44°C (Nachweisverfahren D, H, L, P, T, X in Tabelle 1, Kap.
2.3.2) nur wenige Umweltmykobakterien anziichten. Mit einer Ausnahme erwiesen sich
diese Isolate als nicht subkultivierbar; lediglich Isolat BN 3473 (isoliert mit Verfahren D)
konnte subkultiviert werden, konnte aber bis Februar 2003 nicht differenziert werden. Nur
bei Nachweisverfahren D (7H10, HCI/KCI-Puffer, 44°C) fand sich eine hohere
Positivitatsrate von 14,8%. Im Ubrigen zeigte bei 44°C weder die Wahl des Mediums noch
die Wahl des Dekontaminationsverfahrens einen nennenswerten Einfluss auf die
Positivitdtsrate des Verfahrens. Die Ursachen fur den seltenen Nachweis von
Mykobakterien bei einer primaren Inkubationstemperatur von 44°C mag zunéchst darin
begrindet liegen, dass derart hohe Temperaturen in der nattirlichen Umwelt nur sehr selten
(z.B. in Thermalquellen) vorkommen und sich nur sehr wenige Mykobakterien im Laufe
der Evolution an solche Temperaturen adaptiert haben. Erst der Mensch hat in jungster Zeit
ausgedehnte kinstliche aguatische Habitate (Warmwassersysteme) mit solchen
Temperaturen geschaffen, in denen sich mit Hilfe primérer Inkubationstemperaturen
zwischen 40 und 45°C regelmaRig M. xenopi nachweisen lasst (SZABO et al., 1982;
GROSS et a., 1976), so auch in den oben beschriebenen Untersuchungen zur Aufkl&rung
der M.-xenopi-Pseudoepidemie (s. Kap. 2.10 und 3.5). Moglicherweise spiegelt der seltene
Nachweis von Mykobakterien bei 44°C aber auch eine beschleunigte Veranderung der
chemischen Zusammensetzung der Kulturmedien wieder. Andererseits gab es bei 44°C
auch keine Kontaminationsprobleme, so dass man bei dieser Bebriitungstemperatur die
Mykobakterien-Ausbeute durch Verwendung milderer Dekontaminationsverfahren
wahrscheinlich erhéhen kénnte.

Bel einer priméren Inkubationstemperatur von 37°C lassen sich zwar mehr Mykobakterien
anzlchten als bel 44°C, jedoch immer noch weit weniger als dies bei Temperaturen von
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30°C und 20°C der Fall ist. Bei 37°C machen sich jedoch auch schon gewisse
K ontaminationsprobleme bemerkbar, die in Tabelle 3 als Kontaminationsraten bis zu 20%
in Erscheinung treten.

Der Befund, dass bei priméaren Inkubationstemperaturen zwischen 20 und 30°C mehr
Mykobakterienkolonien angeziichtet werden als bei 37°C, deckt sich mit friher
publizierten Ergebnissen (NEUMANN et a., 1997; KAUSTOVA, 1992). Gleichzeitig
steigen bei solch niedrigen Temperaturen die Kontaminationsraten an, so dass man hier mit
aggressiveren Dekontaminationsverfahren unter Umsténden hohere Mykobakterienaus-
beuten erzielen kann.

4.1.2 Einfluss des Dekontaminationsver fahr ens

Vergleicht man die Positivitéisraten in Tabelle 3, so wird deutlich, dass bel der
Dekontamination mit CPC insgesamt haufiger Mykobakterien isoliert wurden als bei der
Dekonatmination mit HCI/KCI-Puffer. Betrachtet man hierzu auch die Kontamina-
tionsraten, so wird ersichtlich, dass die Probenansétze bei Dekontamination mit HCI/KCI-
Puffer haufiger mit nicht-mykobakterieller Begleitflora kontaminiert wurden als bei
Verwendung von CPC. Daraus folgt, dass die Verwendung von HCI/KCI-Puffer ein
milderes Verfahren darstellt.

Bel den héheren Temperaturen (37°C und 44°C) ist auffdlig, dass bei Dekontamination
mit HCI/KCI-Puffer tendenziell mehr Mykobakterien als bel niedrigeren Temperaturen
angeztichtet wurden. Die Ursache hierfur liegt wiederum darin, dass das Wachstum von
Begleitorganismen bei Temperaturen >37°C deutlich reduziert ist. Dies wird auch von
anderen Autoren bestétigt (NEUMANN,1997).

Demnach ist bei niedrigeren Temperaturen die Verwendung von CPC empfehlenswert,
wohingegen  HCI/KCI-Puffer  bei  htheren  Temperaturen das geeignetere
Dekontaminationsverfahren ist.

Wenn man dazu noch die Speziesdiversitdt in die Beurteilung mit einbezieht (s. Tab. 4),
lassen sich obige Aussagen bestétigen. Vergleicht man die Ergebnisse mit der Literatur, so
stellt sich heraus, dass die CPC-Dekontamination bisher nicht mit HCL/KCL-Puffer
verglichen wurde, da die Eignung des HCL/KCL-Puffers zum kulturellen Nachweis von
Mykobakterien aus Umweltproben in dieser Arbeit erstmals untersucht wurde.

4.1.3 Einfluss des Mediums

Tabelle 3 zeigt, dass die Positivitétsrate bel Verwendung von Lowenstein-Jensen-Medium
(LJ) etwas hoher lag, as bel Verwendung von 7H10-Agar. Betrachtet man die
Kontaminationsrate, zeigt sich, dass LJ auch niedrigere Kontaminationsraten aufweist als
7H10-Agar. Mit dem Flissigmedium (MB-Redox) wurden sowohl die niedrigsten
Positivitdtsrate as auch die niedrigsten Kontaminationsraten erzielt. Auch das Spektrum
der isolierten Mykobakterienspezies war bei Verwendung von MB-Redox am engsten. Die
wahrscheinlichste Erklarung fur diesen Befund liegt am unterschiedlichen Gehalt der drei
verwendeten Medien an antimikrobiellen Zusdtzen: LJ verfligt Uber eine hohere
Konzentration an Malachitgrin (25%) als 7H10 (0,025%), die zwar das Wachstum der
Begleitflora einschrankt, das Wachstum von Mykobakterien jedoch nur unwesentlich
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hindert. Das laut Herstellerangabe explizit zur Tuberkulose-Diagnostik hergestellte
Flussigmedium MB-Redox enthalt dagegen das Antibiotikagemisch ,,PACT* (Polymyxin
B, Amphotericin B, Carbenicillin und Trimethoprim), welche offenbar das Wachstum
sowohl der Begleiflora als auch vieler Mykobakterien unterdriickt. MB-Redox wird daher
besonders fir klinisch-diagnostische Zwecke empfohlen (L1U et a., 1990).

4.2 Vergleich der Differenzierungsmethoden
4.2.1 Chemotaxonomische M ethoden

Die Mykolsaure-Dunnschichtchromatographie (DC, vgl. Kap. 2.7.1) besitzt den
wesentlichen Vorteil, dass sie mit geringem Kosten- und Arbeitsaufwand durchfihrbar ist.
Darlber hinaus liefert sie in aler Regel eindeutige Ergebnisse, die eine klare
Gruppenzuordnung erlauben und damit Zugehorigkeit zu einer grof3en Zahl von Spezies
ausschliefdt. AulRerdem liefert die DC (neben der Ziehl-Neelsen-Farbung) eine Bestétigung
der Zugehorigkeit eines Isolats zur Gattung Mycobacterium. In der Literatur wird zwar
immer wieder berichtet, dass sich in der Ziehl-Neelsen-Farbung ausschliefdich
Mykobakterien sdure- und alkoholfest verhalten; in der Praxis hat man es aber hin und
wieder mit nicht-mykobakteriellen Isolaten (z.B. Nocardien) zu tun, die in der Ziehl-
Neelsen-Férbung fraglich positiv sind und die sich mit Hilfe der DC eindeutig von
Mykobakterien abgrenzen lassen. Der Nachteil der DC ist, dass sie lediglich eine
Zuordnung zu bestimmten Speziesgruppen erlaubt und keine Differenzierung bis auf die
Spezies-Ebene. Insgesamt lésst sich die DC as wertvollen und kosteneffektiven
Bestandteil der Differenzierung von Umweltmykobakterien bezeichnen.

Die HPLC (vgl. Kap. 2.7.2) erlaubt dagegen in der Regel eine recht eindeutige
Spezieszuordnung untersuchter Mykobakterienisolate. Zu Verunsicherungen kénnen in
Einzelfdllen Variationen des HPL C-Chromatogramms bei verschiedenen Vertretern einer
Spezies fuhren, so dass intraspezifische Varianten nicht immer endeutig von
interspezifischen Varianten abgegrenzt werden konnen. Von Nachteil ist dartiber hinaus
der hohe, fur die HPLC benttigte Geréteaufwand und der (im Vergleich zur DC) hohe
Zeitaufwand zur Etablierung der Methodik. Bei Verwendung dieser Methodik fallen hohe
Kosten fur die Anschaffung des HPL C-Gerétes an wie auch fir die regelméaldig notwendige
Wiederbeschaffung der Trennsdulen. Fir Routinezwecke ist die Methode daher nicht zu
empfehlen, sie liefert jedoch wertvolle Informationen hinsichtlich der Spezieszuordnung
und bei der Erkennung und Beschreibung neuer Spezies.

4.2.2 Molekular biologische Differ enzier ungsmethoden

Die Sequenzierung der 16S-rDNA (s. Kap. 2.7.3) ist eine genaue Methode und heute der
Goldstandard der Mykobakterienidentifizierung. Das Verfahren ist inzwischen so weit
entwickelt und vielfach etabliert, dass man es zu vertretbaren Kosten Uberwiegend als
Auftragsarbeit durchfihren lasst. Fir die eindeutige Zuordnung eines unbekannten
Mykobakterienisolats zu einer bestimmten Spezies oder fir seine Abgrenzung von
bekannten Spezies wird heute im Zweifelsfalle auf die Sequenzierung der 16S-rDNA
zuriickgegriffen. Fur den routinemélligen Einsaiz bei der Identifizierung von
Umweltisolaten ist das Verfahren aus Kostengriinden jedoch nicht geeignet.
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Was die beiden PCR-RFLP-Methoden betrifft, so kann man sagen, dass durch die Analyse
des hsp65-Gens mit Hilfe der PRA (s. Kap. 2.7.1) in aller Regel eine Identifizierung bis
zur Speziesebene. zum Teil sogar bis unterhalb der Speziesebene ermdglicht wird. Diese
einfache und wirtschafltliche Methode ist daher as wertvoller Bestandteil der
Mykobakteriendifferenzierung empfehlenswert (LIU et a., 1999). Bei Vorliegen eines
bekannten PRA-Musters ermoglicht die PRA regelmaidig eine korrekte Spezieszuordnung.
Nur selten finden sich bel verschiedenen Spezies solch geringfugige Unterschiede im
Bandenmuster, dass sie nur bel paralleler Auftragung auf einem Gel erfasst werden kénnen
(die Auswertung der Gele erlaubt nur eine ungenaue Abschédtzung der
Restriktionsfragmentldngen). Bei Vorliegen eines unbekannten PRA-Musters steht man
jedoch immer wieder vor der Unklarheit, ob es sich um das Bandenmuster einer
unbekannten Spezies handelt oder um einen bisher unbekannten Subtyp einer bekannten
Spezies. Die PRA sollte daher grundsétzlich nicht als einzige Differenzierungsmethode
verwendet werden

Die Anayse des 16S-23S-rDNA-Spacers (s. Kap. 2.7.2) mittels PCR-RFLP fuhrt bei
schnellwachsenden Mykobakterienspezies oftmals zu mehreren unterschiedlichen RFLP-
Bandenmuster innerhalb einer Spezies. Dies mag darin begriindet liegen, dass der 16S-
23S-rDNA-Spacer bei schnellwachsenden Mykobakterien haufiger einen intraspezifischen
Sequenz- Polymorphismus aufweist. Dies hat zur Folge, dass die Spacer- RFLP bei
schnellwachsenden Mykobakterien nicht immer eine eindeutige Spezieszuordnung erlaubt.
Bei langsamwachsenden Mykobakterien dagegen kommt es nicht zu dieser Problematik,
da in ihrem Genom der 16S-23S-rDNA-Spacer wenig intraspezifischze Sequenz-
Polymorphismen aufweist. Bei langsamwachsenden Mykobakterien ermdglicht die Spacer-
RFLP in der Regel eine eindeutige Spezieszuordnung. Von Vorteil ist das Fehlen von
Varianten innerhalb einer Spezies. Von Nachteil ist dagegen die Tatsache, dass sich eine
Reihe von Mykobakterienspezies nicht mit den beiden gangigen Restriktionsenzymen
Haelll und Cfol voneinander unterscheiden lassen und hierzu eine Reihe weiterer
Restriktionsenzyme eingesetzt werden mussen (ROTH et al., 1999).

4.2.3 Beurteilung der Kombination ver schiedener Differ enzierungsmethoden

Da die Sequenzierung fur die routineméadige Identifizierung mykobakterieller
Umweltisolate zu teuer ist, muss nach einfacheren Differenzierungsmethoden oder nach
einer Kombination solcher Methoden gesucht werden, mit denen ein Screening und eine
Zuordnung eines grof3en Teils der Umweltisolate moglich ist.

Insgesamt ist festzustellen, dass sich keines der hier verwendeten Verfahren (DC, HPLC,
PRA, Spacer-RFLP) aleine fur ein solches Screening eignet. Als einfachste Kombination
mit recht guten ldentifizierungsergebnissen zeigte sich in der vorliegenden Arbeit die
Verbindung von DC mit PRA. Von den hier naher untersuchten 398 Umweltisolaten lief3en
mit dieser Methodenkombination 264 Isolate (66%) eindeutig zuordnen (s. Kap. 3.2.2,
Abb. 4). Von den verbleibenden unbekannten Isolaten lief3en sich weniger als die Hafte
durch zusétzliche Untersuchung mittels HPLC und Spacer-RFLP einer bekannten Spezies
zuordnen, wobel aus Zeit- und Kostengrinden auf eine 16S-rDNA-Sequenzierung
verzichtet werden musste und unklar blieb, welcher Anteil der unbekannten Isolate
wahrscheinlich als neue Spezies zu betrachten sind. Als interessanter Nebenbefund ergab
sich, dass die Ergebnisse der Spacer-RFLP meistens mit denen der HPLC korrelieren
(Beispiel unter den wiedergegebenen Ergebnissen).
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4.3 Mykobakterienspektrum in den ver schiedenen Probearten

Tabelle 15 fasst die Mykobakterienspezies zusammen, die in Biofilmen aus
Trinkwasserrohren, in Biofilmen von Aufwuchstrégern und aus Trinkwasserproben isoliert
wurden. Wie in Kapitel 2.2 erwédhnt, stammten die Rohrproben aus dem zentralen,
unterirdischen  Verteilungsnetz, wurden Auswuchstrdger in drel  verschiedenen
Wasserwerken dem  aufbereiteten  Trinkwasser exponiert und wurden die
Trinkwasserproben verschiedenen Hausinstallationssystemen entnommen. Die in Tabelle
15 aufgelisteten Spezies wurden hinsichtlich ihrer Humanpathogenitét gekennzeichnet
(SCHULZE-ROBBECKE, 1993).

Tabelle 15 Spektrum nachgewiesener Mykobakterienspezies in Biofilmen aus Rohrproben
und Aufwuchstragern sowie aus Trinkwasserproben

Rohrproben Aufwuchstrager W asser proben
(Hausinstallation)
M. abscessus** M. abscessus** M. abscessus**
M. aurum* M. aurum* M. aurum*
M. brumae* M. chelonae** M. chelonae**
M. chelonae** M. flavescens* M. gilvum*
»Spezies X” M. gilvum* M. gordonae*
M. gordonae* M. flavescens*
M. mucogenicum®* M. hassiacum**
M. peregrinum** M. intracellulare***
M. porcinum®* M. lentiflavum**
M. mucogenicum®**
» Spezies X”
. Spezies Y”
M. peregrinum**
M. porcinum®*
M. xenopi**

* Spezies, die als apathogen gelten

** Spezies mit relativ geringem pathogenen Potential (nur Einzelbeschreibungen von
Infektionen beim Menschen)

*** Spezies mit relativ hohem pathogenen Potential (in der Literatur nicht nur vereinzelt
als Erreger von Infektionen beim Menschen beschrieben)

Betrachtet man die Speziesspektren in Tabelle 15, so kann man sagen, dass obligat
pathogene Mykobakterienspezies wie M. tuberculosis erwartungsgemd? nicht in der
Umwelt zu finden sind. Man findet vorwiegend apathogene Spezies wie M. gordonae, aber
auch fakultativ pathogene wie M. abscessus oder M. lentiflavum, so dass man durchaus von
der Existenz eines breiten Mykobakterienspektrums in der Umwelt ausgehen kann. Relativ
ungewohnlich ist es, dass M. abscessus auch im Trinkwaser gefunden wurde. Uber einen
Nachweis dieser Mykobakterienart aus Umweltproben wurde bisher nur ganz vereinzelt
(wenn Uberhaupt in Gberzeugender Form) berichtet.

Tabelle 15 zeigt weiterhin, dass in Biofilm-Rohrproben das mykobakterielle Spektrum
enger ist as in den Aufwuchstragerproben oder den Wasserproben. Uber die Ursachen,
warum Mykobakterienspezies mit relativ. hohem pathogenem Potenziad wie M.
intracellulare (andere Autoren fanden auch z.B. M. avium, M. kansasii und M. malmoense)
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in peripheren Hausinstall ationssystemen nachgewiesen wurden, nicht jedoch in Proben des
zentralen Trinkwasserverteilungsnetzes, kann hier nur spekuliert werden. Zum einen
kénnte dies an den allgemein niedrigen Mykobakteriendichten in Biofilmen des zentralen
Trinkwasserverteilungsnetzes liegen, so dass der Nachweis seltenerer Mykobakterien-
spezies in solchen Proben sehr unwahrscheinlich ist. Zum anderen ist aber auch nicht
auszuschlief3en, dass Mykobakterienspezies mit hohem pathogenem Potenzia in Biofilmen
des zentralen Trinkwasserverteilungsnetzes nicht oder nur in sehr kleinen Zahlen
vorkommen und sich erst in Hausinstallationssystemen zu nachweisbaren Zahlen
vermehren. Esist durchaus vorstellbar, dass solche Spezies auf Grund ihrer im Bereich der
Korpertemperatur liegenden Vermehrungstemperaturen (Ausnahme M. kansasii) und
moglicherweise auch auf Grund anderer Nahrstoffanspriiche in aquatischen Habitaten
aullerhalb der Hausinstallation selten Vermehrungsmaglichkeiten finden.

4.4 Biofilm-Unter suchungen

In den Rohrproben des  Trinkwasserverteilungsnetzes  wurden  niedrige
Mykobakteriendichten zwischen 0 und 10 KBE/cn? nachgewiesen, die um etwa zwei
Zehnerpotenzen unterhalb derjenigen der 2 Jahre lang exponierten Aufwuchstrager lag.
Noch grofere Unterschiede bestanden zwischen der Mykobakteriendichte in den
Rohrproben und der Dichte in Proben aus Hausinstalationssystemen. In einem
vorangegangenen Projekt wurden in Biofilmproben aus Hausinstall ationssystemen mittlere
Mykobakteriendichten zwischen 1000 und 10000 K BE/cm? nachgewiesen mit maximalen
Werten von ber 10° KBE/cn? (SCHULZE-ROBBECKE, 1992). Wie aus Tabelle 15
hervorgeht, verhielt es sich dhnlich mit dem nachgewiesenen Mykobakterienspektrum:
Wahrend sich in den Rohrproben nur 5 verschiedene Mykobakterienspezies nachweisen
lief¥en, fanden sich 9 Spezies auf den Aufwuchstrdgern und 15 Spezies in Wasserproben
aus Hausinstallationssystemen.

Die hier erzielten Ergebnisse (Abb 12 in Kap. 3.4.2) erlauben keine Schlussfolgerungen
dahingehend, dass von den einzelnen Mykobakterienspezies oder Biofilm-Mykobakterien
bestimmte Materialien as Substratum bevorzugt werden. Wéhrend sich bei den
Aufwuchstragern ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Expositionsdauer und der

Mykobakteriendichte in Biofilmen zeigte, war ein solcher Zusammenhang in den

Rohrproben nicht nachweisbar. Als spekulative Ursachen lassen sich anfuhren:

- Die Rohrproben wurden grofReren Tiefen des Erdbodens entnommen, in denen niedrige
Temperaturen herrschen, bei welchen sich Mykobakterien nur sehr langsam
vermehren,

Bel langen Expositionsdauern (z.T. >50 Jahre!) stellt sich in Biofilmen eine spezielle
Mikroflora ein, an der Mykobakterien nur noch einen geringen Anteil haben,

Eine Kombination der ersten beiden hypothetischen Ursachen oder andere Faktoren,
die bisher unbekannt sind, wéren durchaus denkbar.

Allgemein kann gesagt werden, dass Mykaobakterien in Biofilmen des Trinkwasser-

verteilungssystems ubiquitédr vorkommen; bel den unbegeil3elten und mit stark hydro-

phoben Zellwanden ausgestatteten Mykobakterien scheint es sich somit  um

»Adhasionsspezialisten” aquatischer Lebensrdaume zu handeln. Sowohl hinsichtlich ihrer

Dichte as auch hinsichtlich ihres Spektrums scheint eine Zunahme von zentral nach

peripher stattzufinden.
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4.5 M.-xenopi-Pseudoepidemie

Wie die Abbildung 14 zeigt, hat sich die RAPD zur Genotypisierung von M.-xenopi-
Isolaten als brauchbar erwiesen. Sie ist nicht nur eine schnell durchfihrbare Methode, die
sich zu diesem Zweck gut in einem Routinelabor etablieren lasst sondern auch sehr
preisglnstig.

Vergleicht man die Ergebnisse, die mit den einzelnen Primern erzielt wurden, so sieht man,
dass ale in der Lage waren, die Patientenisolate aus Regensburg von den Dusseldorfer
Gruppen (,Wasserisolat Dusseldorf” und , Patientenisolat Diisseldorf“) zu unterscheiden,
wobei sich die diskriminierenden Eigenschaften von Primer Stenmal 270 als weniger
gunstig erwiesen als die der anderen Primer. Aus unbekannten Griinden war jedoch der M.-
xenopi-, Type strain“ NCTC 10042.) mit allen Primern auf3er ZAP40 nur schwer von den
Dusseldorfer Stammen zu unterscheiden. Dies wirft die Frage auf, ob sich die RAPD bei
der Aufklarung von (Pseudo-) Infektionsfdlen durch M. xenopi generell zu
Typisierungszwecken eignet. In solchen Fallen wéare nétig, nach geeigneteren Primern zu
suchen. In der Literatur konnten keine vergleichbaren Arbeiten gefunden werden, die es
erlauben wirden, bessere Primer oder RAPD-Reaktionsprofile zur Typisierung von M.
xenopi zu finden.

Die unterschiedlichen RAPD-Muster der Regensburger Patientenisolate erkléren sich aus
der Tatsache, dass das Tuberkulose-Labor des Instituts fur Medizinische Mikrobiologie
und Hygiene der Universitdt Regensburg seine Einsendungen aus einem grofen
Einzugsgebiet bezieht und M.-xenopi-1solationen aus Patientenmaterial normalerweise eine
solche Raritét sind, dass ein epidemiologischer Zusammenhang unwahrscheinlich ist. Die
eng verwandten RAPD-Muster aller Disseldorfer Isolate sprechen dagegen fur einen
solchen epidemiologischen Zusammenhang, im vorliegenden Fal fir eine
Pseudoepidemie.
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5. Zusammenfassung

Die Gattung Mycobacterium umfasst nicht nur die obligat pathogenen Erreger der
Tuberkulose und Lepra sondern auch zahlreiche Spezies, die saprophytéar in der Umwelt
leben und nur zum Teil bel abwehrgeschwéchten Menschen Infektionen hervorrufen
konnen. Infektionen durch derartige fakultativ pathogene Mykobakterien werden offenbar
grof3enteils durch Wasser Ubertragen, insbesondere Leitungswasser. Im Wasser scheinen
sich Mykobakterien besonders in Biofilmen zu vermehren. Uber ihre Akkumulations-
kinetik in Biofilmen ist wenig bekannt. So ist es mdglich, dass bestimmite, im Trinkwasser-
verteilungsnetz eingesetzte Materialien die Mykobakterien-Akkumulation begtinstigen.

Ziel der Arbeit war es, die Akkumulation von Mykobakterien in Biofilmen des
Trinkwasserverteilungsnetzes in Abhangigkeit von Expositionsdauer und Material des
Substratums zu untersuchen. Als Untersuchungsobjekte dienten zum einen unterirdische
Rohre des Trinkwasserverteilungsnetzes und zum anderen Aufwuchstréger unterschied-
licher Materialien, die zwel Jahre lang dem Trinkwasser exponiert und in regelméaldigen
Abstéanden beprobt wurden. Dartiber hinaus sollten Verfahren zur kulturellen Anzichtung
von Mykobakterien aus Trinkwasser optimiert sowie chemotaxonomische und molekular-
biologische Verfahren zu ihrer Differenzierung angewandt werden. Im Rahmen einer
H&aufung des klinischen Nachweises von M. xenopi sollte dartiber hinaus ein molekular-
biologisches Typisierungsverfahren zur Aufkl&rung der epidemiologischen Zusammen-
hange etabliert werden.

Waéhrend sich bei den Aufwuchstrégern ein deutlicher Zusammenhang zwischen
Expositionsdauer und der Mykobakteriendichte in Biofilmen zeigte, war ein solcher
Zusammenhang in den Rohrproben nicht nachweisbar. Bei den verschiedenen Materiaien
(Kupfer, Edelstahl, Polyethylen, PVC, Grauguss, Kugelgraphitguss, Zementmortel) zeigte
sich kein Einfluss auf das Vorkommen und die Dichte von Mykobakterien in Biofilmen.
Von 24 kulturellen Nachweisverfahren erwies sich bei den 146 untersuchten Wasser- und
Biofilmproben die Kombination aus Probendekontamiantion mit Cetylpyridiniumchlorid
und dreimonatiger (!) Inkubation bei 30°C auf Lowenstein-Jensen-Medium als optimal.
Beim Nachweis spezieller Mykobakterien (z.B. M. xenopi) mittels hoherer Inkubations-
temperaturen ist dagegen eine Dekontamination mit HCL/KCL-Puffer zu empfehlen. Als
bestes Verfahren zu Identifizierung der Mykobakterienisolate erwies sich die
Sequenzierung der 16S-rDNA. Von den Ubrigen chemotaxonomischen (Mykolsdure-Dinn-
schichtchromatographie [DC] und -HPLC) und molekularbiologischen Differenzierungs-
verfahren (RFLP des hsp65-Gens [PRA] und der 16S-23S-Spacerregion) eignete sich kein
einzelnes zur sicheren Identifizierung. Als kosteneffektivste Kombination mit recht guten
| dentifizierungsergebnissen zeigte sich in der vorliegenden Arbeit die Verbindung von DC
mit PRA. 15% der angeziichteten Mykobakterienisolaten lief3en sich trotz Einsatz eines
grof3en Diffenzierungsaufwandes nicht identifizieren. Bei zwei Gruppen, die vorlaufig als
»opezies X* (11 Isolate) und , Spezies Y* (ein Isolat) bezeichnet wurden, wurde mit den
zur Beschreibung einer neuen Spezies erforderlichen Untersuchungen begonnen. Zur
Genotypisierung von M. xenopi bewéhrte sich die RAPD. Im vorliegenden Fall stellte sich
die Haufung des klinischen M. xenopi-Nachweises als Pseudoepidemie heraus, die mit
entsprechenden | nterventionsmassnahmen behoben werden konnte.
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8. Anhang

8.1 Anhang 1: Referenzchromatogramme der HPLC (s. Kap. 2.7.2, 3.2.1)

Im folgenden finden sich Kopien der HPL C-Chromatogramme, die als Referenzen fir die
Zuordnung der in dieser Arbeit gefundenen Isolate dienten. Der Name der untersuchten
Mykobakterienspezies befindet sich Uber dem jeweiligen Chromatogramm.
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myko standar - Vial 6 Inj § BN3182 - Channel 1

Current Data Path: C\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\0070
Data Desc.: [FM CHI 2-D

Vial Number: 6 Inj Number: 1 Sample Name: BN3 182
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myko standar - Vial 6 Inj 1 BN3246 - Channel |
Cuirent Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\0067

Data Desc.: [FM CH1 2-D
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myko standar - Vial 4 Inj 1 BN3126 - Channel 1

Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DAT A\0070
Data Desc.: IFM CHI 2-D

Vial Number: 4

Intensity (mV)
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Sample Name: BN3126
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myko standar - Vial 7 tnj 1 BN3586 - Channel 1

Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DAT A\0066
Data Desc.: IFM CH1 2-D
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M. haemophilum

myko standar - Vial 2 Inj 1 M.
Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobaki\DAT A\0083

Data Desc.: [FM CH! 2-D
Vial Number: 2 Inj Number: 1 Sample Name: M. hassiacum
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myko standar - Vial 4 Inj | M, heckeshor - Channel 1

Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobak\DATA\0132
Data Desc : [FM CH! 2-D
Vial Number: 4 inj Number: 1 Sample Name: M. heckeshornense
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myko standar - Vial 2 Inj 1 M. hodleri - Channel 1
Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\0088
Data Desc.. [FM CH1 2-D
Vial Number: 2 Inj Number: 1 Sample Name: M. hodleri
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M. hiberniae

M. interjectum

M. interjectum 2

M. intermedium
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myko standar - Vial 5 Inj 1 M. intracell - Channel 1

Current Data Path: C:\Win32 App\HSM\Mykobakt\DATA\0119
Data Desc.: IFM CH1 2-D
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Data Desc.: IFM CH1 2-D

Vial Number: 9

Intensity (mV)
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1kl
ERE
ENI
E -
3
E ®
3
E a S 2 o
1) B Tiz zws T G
S S wa N
-3 et -t M
R e RARaa s s R ARE REEE TS R s e AR REana
0 2 4 6 8 10 12 14

Retention Time {(min}

M. komossense

M. leprae

97



Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\0046

Data Desc.: IFM CHI 2-D
Vial Number: 9 Inj Number: 1
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myko standar - Vial 9 Inj 1 BN3260 - Channel 1

Sample Name: BN3260
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myko standar - Vial 3 Inj 1 M.moriokarie - Channel 1

Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\0086
Data Desc.: [FM CH1 2-D

Vial Number: 3 inj Number: 1 Sample Name: M.moriokariense
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myko standar - Vial 9 Inj | BN3599 - Channel 1
Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\0075
Data Desc.: IFM CH1 2-D
Vial Number; 9 Inj Number: 1 Sample Name: BN3599
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myko standar - Vial 8 Inj 1 BN3122 - Channel 1

Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobaki\DATA\0058
Data Desc.: IFM CH1 2-D

Vial Number: 8 Inj Number: | Sample Name: BN3122 H. /ujﬁc}ww,
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myko standar - Vial 8 Inj 1 M. neoaurum - Channel 1
Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\0083
Data Desc.: IFM CH1 2-D
Vial Number: 8 1nj Number: 1 Sample Name: M. neoaurum
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M. parafortuitum

Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobaki\DATA\0083

Data Desc.: IFM CH1 2-D

Vial Number: 9
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Current Data Path; C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\0067_001

Data Desc.: [FM CH1 2-D
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myko standar - Vial 3 Inj 1 BN3225 - Channel 1

Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\0068

Data Desc.: IFM CH1 2-D

Vial Number: 3

Sample Name: BN3225

Inj Number: 1
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myko standar - Vial 5 Inj 1 Leerlauf - Channel 1

Cuirent Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DAT A\0090
Data Desc.: IFM CH1 2-D

Vial Number: 5 Inj Number: 1 Sample Name: Loowtof S.micy
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myko standar - Vial 5 Inj 1 BN3133 - Channel 1

Current Data Path: C:\Win32App\HSMMykobakt\DATA\0047
Data Desc.: IFM CH1 2-D

: H. xeno
Vial Number: 5 Inj Number: 1 Sample Name: BN3133 (>
16 4 |
3 dm oo 3
3 > axa 3
14 __g l ap
12 3 ™
3 ™
E 5
10 3 -
E 8 —
> =
D 3
-~ 6 _’E
0 3
o .
] =
Iy} =
5] 4
L ]
2=
3 (o]
E «
0 ——J S
E -
3 L
| _i k//\‘\///,’i
= i
-4 7 v
Ty T ‘ LI B B | ! 1 7T ' LI B J ' LANE B B J l T T T T [ LA A e | ' LI RS B l VT 1T I T rv I LI ) l LI I B ' T TT l T L l LI V—T_I
0 2 4 6 8 10 12 14

Retention Time (min)



109

8.2 Anhang 2: Referenzdaten der Spacer —-RFLP (s. Kap. 2.8.2, 3.2.1)

Im folgenden sind die RFLP-Muster des 16S-23S.Spacers bekannter Mykobakterien-
spezies (s. Kap.2.8.2, Kap.3.2.1) aufgefiihrt , die als Referenzen dienten fur die Zuordnung
der erhaltenen Fragmentmuster der unbekannten Mykobakterienisolate (s. Tab.9).

Als Referenzmuster dienten die Ergebnisse von ROTH et al.(1999), welche als Ausschnitt
der Publikation entnommen wurden. Ndhere Angaben finden sich in obig genannter
Publikation.

Anmerkung zur Anlage

Aufgefihrt sind die Grofien der jewelligen PCR-Produkte in  Basenpaaren und die
erhaltenen Fragmente nach Verdau mit Haelll und Cfol. Zur weiteren Differenzierung
verwendeten die Autoren bei einigen Stdmmen weitere Enzyme (Tagl, Avall, Mspl, Ddel,
Hinfl).

Die Restriktionsfragmente, die nach Verdau mit Haelll erhalten wurden, sind in Kéasten
unter der Spalte Haelll aufgefihrt. Die Fragmente die mit Cfol erzielt wurden, wurden
zum Teil Buchstaben (A-D) zugeordnet, wobel jeder Buchstabe ein Fragmentmuster
representiert. Gleiches wurde fur die Restriktionsfragmente die mit Ddel bzw.Tagl erhalten
wurden (A-E) erstellt.

Die Zahl O bedeutet, dass das PCR-Produkt nicht geschnitten wurde duch das jeweilige
Enzym.

Cfol-Muster Gruppen A-D:

126-144, 91-96
129-146, 83
126, 63,30
160, 62

ocowp

Ddel-Muster Gruppen A-E:

120, 90
120, 80
120, 70
120, 100
314

moow»

Tagl -Muster Gruppe A: 155, 70



PCR

ﬁqqlll

product

205
212

217-220

. 225

231
237

230
21
220

224
231
234-237

305

310

318
314

—{130, 70
—1 95, 75, 42
— 188, 51

| 113, 57, 51
1137, 52, 33
| 138, 85

L 95, 85, 42

— 92, 85, 42

— 127, 93

1962, 75, 52
— 85, 74, 42

[ 85,71, 64

— 80, 79, 63
“— 148, 71

— 85, 80, 42

— 146, 85
— 152, 85

— 151,79
—1No restriction

—— No réstriction

— No restriction
— No restriction

— No restriction

— No restriction

— 175, 90, 48

—197, 80, 44
— 170, 94, 50

Crol Ddel Taql
e (1 T PP GO SR
Sl - SRR
— 144,75 .o
= 0 e s
= A s
= 0 e
'— A A (Avall) ...
S DY
0 A\ J————
(G e —

......................................

el TS

C  rrorereeeeeeeeeeeeeneesenaanes

SO

— A A i

B oo

> TR

A s
0 (Mspl)

A o

—0 A oo
N

e NSO

e T

el - T

el T

—[ 0 —— A s

[«

A A (Hinf)y ...

— A |

— B (o T

=0 ——{ D

A e

212,86 oo

180, 80, 40 ..o

236, 40, 30 — 180, 127 ..
— 180, 127 ..

236,70
— 0

i

— 0

180,60, 55— O

..................

............
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Species and No. of
RFLP genotype strains
M. xenopi (59)
M. kansasii lli (1)}
M. asiaticum 3)
M. tuberculosis (90)
M. interjectum 1)
M. intermedium )
M. kansasii IV 9)
M. avium 111,
M. bohemicum (2)
M. intraceilulare | (19)
M. scrofulaceum la (10)
M. intracellulare lla (14):
M. scrotulaceum |b (1)
M. sp. (scrofulaceur) 5)
M. intraceilulare lb 1) .
M. maimoense (11)
M. sp. (malmoense) @ -
M. kansasii lla (5)
M. szulgai (8; - -
M. sp. (xenopi) 2
M. kansasii Ilb (10)
M. simiae (15) -
M. genavense (11)
M. lentiflavum (5)
M. triplex @ .
M. gastri (5)
M. kansasil V| (4)
M. shimoidei (3}
M. gordonae (48)°
M. kansasii | @3
M. marinumjulcerans  (16/3)
M. kansasii VIM. leprae (1/0)
M. celatum (15)
M. sp. (gastr) (10)
M. conspicuum (1).
M. haesmophilum 3y
M. tniviale | (1)
M. triviale 1l (1)
M. nonchromogenicum | (3)
M. nonchromogenicum 11 (1)
M. terrae | (1)
M. terrae il )
M. terrae Il )]
M. terrae 'V 1 .



PCR Haelll fragments

product

257 - No restriction

279, 257 =170, 148, 109
280 —172, 108

298, 257 —1148, 109, 80

257 — 148, 109

298, 280 —{170, 110, 78
300, 281 —(191, 172, 108

282 —110, 86, 49, 33
296 —1108, 80

305, 270 — 173, 115, 97
275 — 175, 100

288 —173, 115

276 —160, 86

305 — 103, 85

300 —[ 203, 97

192, 109, 97, 91
285 —1187, 91

290 — 130, 110, 50

295 —1 No restriction
297 — 208, 89
300 -—190, 110

305 -[ 125, 90, 60, 30
189, 107

315 —1121, 115, 47, 35
308 — 179, 50, 46, 33

310 _[115. 50, 30

115, 90, 45, 30

320 —1 230, 80

330 —205, 130, 125, 60
330, 310 — 110, 105, 90, 50, 45
330, 320 —{ 125, 110, 105, 80

Crol

226, 31

No restriction
136, 121
121, 104, 31

— No
restriction

— 257,200, 79

‘ —[ No restriction ........cccceeeoens

280, 200, 80
— 257,165, 133 ..ccccvvvvinrinnne
—[ No restriction .......ccccceiunee

174, 72
— 199, 165, 133, 81
—[ 205, 167, 133, 76 .............

281, 167, 133 ..occrevrrraes
= No restriction ........ccccernieens
— 155, 141
— 305, 189, 81
— 191, 84
— 204, 84
- 194, 71,
= NO restriction ........ccccceeern
— No restriction ........ccceeeeenees
— 297, 210, 70
— 181, 107
— No restriction .......coeeceneneee
-— 214,70
— 195, 102

....................

....................

....................
....................

....................

— No restriction .........cccceee....
—[ 221,83

221, 85
— No restriction .......c..ccceurenn
— No restriction ......ccccceeeeein.
— No restriction ........ooovveens
— No restriction .........ccoeveeen.
— No restriction ....ccovvvveeeneee
— 240, 230, 100 ...covrvrecucrnecne
== 310, 210, 130 ..evreemeerennae
= No restriction ...........ccceeees

111

Species and No. of
RFLP genotype strains

M. abscessus 9)

M. chelonae | 3 '
M. chelonae |l (10

M. chelonae lii O
M. fortuitum | @
M. fortuitum || 4 -
M. fortuitum 11| @t

M. fortuitum IV 4
M. fortuitum V () -
M. senegalense (10)
M. fortuitum V| (2)
M. fortuitum VI ¢)]
M. fortuitum Vi (2
M. fortuitum IX (1)
M. fortuitum X (6)
M. peregrinum | (11;
M. peregrinum || (5)
M. peregrinum il (1)
M. smegmatis 2
M. flavescens | (1)
M. favescens i 4)
M. flavescens ll| 2)

M. hassiacum (1)
M. sp. (M511, M516)(2)
M. duvalii (1)
M. chlorophenolicum(1)
M. porcinum (1)
M. farcinogenes  (20)
M. obuense (4]
M. phiei | 4)
M. phiei ll (1
M. rhodesiae Q)]
M. vaccae 4)

M. parafortuitum!t (1)
M. parafortuitum Il (3)

M. hodleri (1}
M. mucogenicum (1}
M. neoaurum (1)
M. aurum 2
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8.3 Anhang 3: HPLC-Muster der unbekannten I solate aus Tabelle 9 (s. Kap.3.2.2.2)

Im folgenden sind die HPLC-Chromatogramme der nicht zuzuordnenden Isolate aus
Tabelle 9 aufgefihrt.
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myko standar - Vial 3 Inj 1 BN 3124 - Channel 1
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myko standar - Vial 3 Inj 1 BN3153 - Channel 1

Curreat Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobaki\DATA\0044
Data Desc.: [FM CH1 2-D

Vial Number: 3 [nj Number: 1 Sampte Name: BN3153
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myko standar - Vial 3 Inj 1 BN3214 - Chanael 1

Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\0062
Data Desc.: [FM CH!I 2-D

Vial Number: 3 Inj Number: 1 Sample Name: BN3214
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myko standar - Vial 4 Inj 1 BN3216 - Channel 1

Current Data Path: C;\Win32App\HSM\Mykobakn\DATA\C05 1

Data Desc.: [FM CH1 2-D
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myko standar - Vial 4 Inj 1 BN3232 - Channel 1

Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\0062
Data Desc.: I[FM CHI 2-D

Vial Number: 4
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myko standar - Vial 8 Inj } BN3271 - Channel 1

Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobaki\DATA\0066
Data Desc.: IFM CHI 2-D

Vial Number: 8
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myko standar - Vial 7 Inj 1 BN3273 - Channel 1

Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\0058
Data Desc.: [FM CHI 2-D
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myko standar - Vial 2 Inj 1 BN3274 - Channel 1
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myko standar - Vial 4 Inj 1 BN3276 - Channel 1

Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\0044
Data Desc.: IFM CH1 2-D

Vial Number: 4 Inj Number: 1 Sample Name: BN3276
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myko standar - Vial 3 Inj 1 BN3280 - Channei 1

Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\0045

Sample Name: BN3280
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myko standar - Vial 6 Inj | BN3282 - Chaanel 1

Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobaki\DATA\0059
Data Desc.. [FM CH1 2-D

Vial Number: 6 Inj Number: 1 Sample Name: BN3282
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Data Desc.: IFM CH1 2-D
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. . ko standar - Vial 7 Inj 1 BN3307 -
myko standar - Vial 5 [nj 1 BN 3303 - Channel 1 : i ar - Vial Ty —

e —— Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\0048 1 17
Current Data Path: C:\Win32 App\HSM\Mykobakt\DATA\0034 Data Desc.: IFM CHI 2-D
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myko standar - Vial 5 Inj 1 BN3338 - Channel 1

Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\0046
Data Desc.: [FM CH} 2-D

Vial Number: 5 Inj Number: 1 Sample Name: BN3338
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myko standar - Vial 2 Inj 1 BN3340 - Channel 1

Current Data Path: C:AWin32App\HSM\Mykobakt\DATA\0059
Data Desc.: IFM CH1 2-D
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myko standar - Vial 8 Inj 1 BN3342 - Channel 1

Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\0060
Data Desc.: IFM CH1 2-D
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myko standar - Vial 5 Inj 1 BN3343 - Channel 1

Current Data Path: C:\Win32 App\HSM\Mykobakt\DATA\0059
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myko standar - Vial 6 Inj 1 BN3385 - Channel 1

myko standar - Vial 4 Inj | BN3390 - Channel 1
Current Data Path: C\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\0058

Data Desc.: IFM CHI 2-D Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\0058 1 20
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myko standar - Vial 2 Inj | BN3398 - Chancel 1

Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\0046
Data Desc.: IFM CH1 2.D

Vial Number: 2 Inj Number: 1 Sample Name: BN3398
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myko standar - Vial 7 Inj 1 BN3522 - Channel 1

Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobak\DATA\0062
Data Desc.: [FM CH1i 2-D
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myko standar - Vial 2 Inj 1 BN3572 - Channel 1

Current Data Path: C:\Win32 App\HSM\Mykobakt\DATA\0048

Data Desc.: [FM CH1 2-D

Vial Number: 2 Inj Number: 1 Sample Name: BN3572
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myko standar - Vial 4 Inj 1 BN3582 - Channel 1

Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\0047

Data Desc.: [FM CH1 2-D

Vial Number: 4 Inj Number: 1 Sample Name: BN3582
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Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\C059

Data Desc.: [FM CHI 2-D
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myko standar - Vial | Inj | BN3624 - Channel 1

Current Data Path: C:\Win32 App\HSM\Mykobakt\DATA\0050

Data Desc.. [FM CHI 2-D

Vial Number: 1 Inj Number: ! Sample Name: BN3624
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myko standar - Vial 4 Inj 1 BN3654 - Channel 1

Current Data Path: C:\Win32App\HSM\Mykobakt\DATA\0050
Data Desc.: IF'M CH1 2-D

Vial Number: 4 Inj Number: 1 Sample Name: BN3654
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8.4 Partialsequenzen des 16S -rDNA-Gens von einigen ausgewdahlten |solaten aus
Tabelle9 (s. Kap. 3.2.2.2)

Abbildung 15 listet Partiasequenzen des 16S -rDNA-Gens von einigen ausgewahlten
| solaten aus Tabelle 9 auf.

Abbildung 15: Partialsequenzen des 16S- rDNA-Gens einige Isolate aus Tabelle 9

BN 3128:

CTCCNCGGECGT GCTTAACACAT GCAAGT CGAACGGAAAGGCCCT TCGEEGTACTCGAGT GG
CGAACGGEGT GAGTAACACGT GEGTGATCTGCCCTGCACT TTGEGATAAGCCTGGGAAACT G
GGTCTAATACCGAATAGGACCGCATGCCT TCATGGT GTGTGGT GGAAAGCTTTTGCGGTGT G
GGATGGEECCCGCEECCTATCAGCT TGT TGGT GAGGTAAT GGCT TACCAAGGCGACGACGEG
TAGCCGECCT GAGAGGGT GACCGGCCACACT GGGACT GAGATACGGECCCAGACT CCTACGG
GAGGCAGCAGT GGGGAATAT TGCACAAT GGGECGCAAGCCT GAT GCAGCGACGCCGCGT GAG
GGATGACGGECCT TCGEEGT TGTAAACCT CTTTCGCCAGGGACGAAGCGCAAGT GACGGTACC
TGGAGAAGAAGGACCGGECCAACT ACGT GCCAGCAGCCGCGEGETAATACGT AGGGT CCGAGCG
TTGICCGGAAT TACT GGGCGTAAAGAGCT CGTAGGT GGT TTGT CGCGT GT CCCNNGNAAAA
AA

BN 3149:

TGGCGEECGT GCTTAACACAT GCAAGT CGAACGGAAAGGCCCT TCGEEGTACT CGAGT GECG
AACGGGT GAGTAACACGT GGGT GATCTGCCCTGCACT TTGGEGATAAGCCT GGGAAACT GGG
TCTAATACCGGATATACCT CATGGACTGCATGGT TTGT GGEEGAAAGCT TTTGCGGTGT GG
GATGGGECCCECGECCTATCAGCT TGT TGGTGAGGT TATGGCT TACCAAGGECGACGACGEGET
AGCCGGECCT GAGAGGGT GACCGECCACACT GGGACT GAGATACGGECCCAGACT CCTACGEG
AGGCAGCAGT GGGGAATAT TGCACAAT GGECGECAAGCCT GATGCAGCGACGCCGCGT GAGG
GATGACGGECCTTCGEGT TGTAAACCT CTTTCAGCAGEGGACGAAGCGCAAGT GACGGTACCT
GTAGAAGAAGGACCGGECCAACT ACGT GCCAGCAGCCGCGGT AATACGT AGGGT CCGAGCGT
TGTCCCGAATTACT GGGCGT AAAGAGCT CGTAGGT GGT TTGT CGCGT GTNNNNNGGNAAA

BN 3214:

TCGCGECGT GCTTAACACAT GCAAGT CGAACGGAAAGGCCT CTTCCGAGGTACTCGAGT GG
CGAACGGGT GAGT AACACGT GGGTAAT CTGCCCT GCACT TCGEGATAAGCCTGEGAAACT G
GGTCTAATACCGAATATGACCACGAGACGCATGTCTTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGT G
GGATGGEECCCGCEECCTATCAGCT TGT TGGT GGEGT GACGECCT ACCAAGECGACGACGEEG
TAGCCGECCT GAGAGGEGT G CCGGCCACACT GGGACT GAGATACGGECCCAGACT CCTACGG
GAGGCAGCAGT GGGGAATAT TGCACAAT GGGECGCAAGCCT GAT GCAGCGACGCCGECGT GGG
GGATGACGGECCT TCGEEGT TGTAAACCT CTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGT GACGGTACC
TGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGT GCCAGCAGCCGCGEGTAATACGT AGGGT GCGAGCG
TTGICCGGAAT TACT GGGCGTAAAGAGCT CGTAGGT GGT TTGT CGCGT GTNCCNNGGAAAA
AA
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BN 3260:

CTCNNCGGCGT GCTTAACACAT GCAAGT CGAACGGAAAGGCCTCTTCGGAGGTACT CGAGT
GGCGAACGGGTGAGTAACACGT GGGTAATCTGCCCTGCACT TCGGGATAAGCCTGGGAAAC
TGGGTCTAATACCGGATAGGACCTTTTGGCGCATGCCTTTTGGTGGAAAGCTTTTGCGGT G
TGGGAT GGECCCGCGEECCTATCAGCTTGT TGGT GGGEGT GACGGCCTACCAAGGCGACGACG
GGTAGCCGGCCTGAGAGGGT GTCCGECCACACT GGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGT GGGGAATAT TGCACAAT GGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTG
GGGCGATGACGGECCT TCGGGT TGTAAACCT CTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTA
CCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGT GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGT GCGAG
CGTTGTCCGGAAT TACT GGGECGTAAAGAGCT CGTAGGT GGT TNGTCGCGT NTNCCCNGNAA
AAA

BN 3340:

GCTCGGCGGECGTGCTTAACACAT GCAAGT CGAACGGAAAGGCCCTTCGGEGTACTCGAGT G
GCGAACGGGT GAGTAACACGT GGGTGATCTGCCCTGCACT TTGGGATAAGCCT GGGAAACT
GGGTCTAATACCGAATATGACCACATGCTTCATGGTGT GTGGTGGAAAGCTTTTGCGGT GT
GGGATGGECCCGCEECCTATCAGCTTGT TGGT GGGGTAAT GGCCTACCAAGGCGACGACGG
GTAGCCGGCCT GAGAGGGT GACCGGCCACACT GGGACT GAGATACGGECCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGT GGGGAATATTGCACAAT GGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGA
GGGATGACGGCCTTCGGGT TGTAAACCT CTTTCAAT AGGCGACGAAGCGCAAGT GACGGTAC
CTATAGAAGAAGGACCGGCCAACTACGT GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGEGT CCGAGC
GT TGTCCGGAATTACT GGGCGTAAAGAGCT CGTAGGT GGT TTGTCGCGT GTNNNNNGGNAA
AAA

BN 3624:

CTCGCGEECGT GCTTAACACAT GCAAGT CGAACGGAAAGGCCCT TCGEEGTACTCGAGTGGC
GAACGGEGT GAGTAACACGT GGGTGATCTGCCCTGCACT TTGEGATAAGCCT GGGAAACT GG
GTCTAATACCGAATATGACCAT GCGCCTCCTGGT GT GTGGTGGAAAGCT TTTGCGGET GT GG
GATGGGECCCGECGECCTATCAGCT TGT TGGT GGGGT AAT GGCCTACCAAGGECGACGACGEGET
AGCCGECCT GAGAGGGT GACCGECCACACT GGGACT GAGATACGGECCCAGACT CCTACGEG
AGGCAGCAGT GGGGAATAT TGCACAAT GGECGECAAGCCT GATGCAGCGACGCCGCGT GAGG
GATGACGECCTTCGGEGT TGTAAACCT CTTTCAGCACAGACGAAGCGCAAGT GACGGTATGT
GCAGAAGAAGGACCGGECCAACT ACGT GCCAGCAGCCGCGGT AATACGT AGGGT CCGAGCGT
TGTCCGGAATTACT GGGCGT AAAGAGCT CGTAGGT GGTTTGT CGCGT GTNNNNNGGAAAAA
A

BN 3631:

TTNNNCGCT CGCGECGT GCT TAACACAT GCAAGT CGAACGGAAAGGCCCT TCGGEGTACTC
GAGT GECGAACGEGT GAGT AACACGT GGGT GATCTGCCCTGCACT CTGEGATAAGCCT GGG
AAACT GGGT CTAATACCGGATAGGACCACACACT TCATGGT GAGTGGTGCAAAGCTTTTGC
GGT G GGGATGAGCCCGCGECCTATCACCT TGT TGGT GGEGT AATGGCCCACCAAGECGAC
GACGGEGT AGCCGECCT GAGAGGEGT GACCGGECCACACT GGGACT GAGATACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATAT TGCACAAT GGECGCAAGCCT GAT GCAGCGACGCCG
CGTGAGCGATGACGECCTTCGEGT TGTAAACCT CTTTCAGT AGGGACGAAGCGAAAGT GAC
GGTACCT ACAGAAGAAGGACCGGECCAACT ACGT GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGEGTC
CGAGCGI TGTCCGGAAT TACT GGECGT AAAGAGCT CGTAGGT GGT TTGT CGCGTNTNNNNN
GNAAAAAA
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